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Resumen

Baja California concentra cerca del 75% de la produccion de uva que es destinada a la
elaboracion de vino a nivel nacional, siendo la vitivinicultura una actividad econémica y
cultural muy importante en la region. La vid (Vitis vinifera L.) es hospedera de numerosos
patdgenos, entre virus, viroides, bacterias y hongos. Hay muy poca informacién respecto a
los virus que se encuentran en los vifiedos de Baja California, limitando el manejo y control
de estos. En el presente trabajo se realiz6 el diagndstico del geminivirus GRBV (grapevine
red blotch virus) en 80 muestras de vid con sintomas de enrojecimiento recolectadas en Baja
California. EI genoma de los aislados geminivirales encontrados se amplificé en mitades
mediante PCR de alta fidelidad y se clasificaron de acuerdo a los patrones de restriccion
(RFLPs) obtenidos con las enzimas Alul y EcoRI. Este trabajo representa una panorama
inicial de la diversidad de aislados de GRBV que se encuentran en Baja California, asi como

las posibles rutas de entrada del virus al estado.
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Introduccion

l.- Lavid

La vid (Vitis vinifera L.) pertenece a la familia Vitaceae, en su mayoria plantas lefiosas o lianas
herbaceas (Mullins et. al, 1992), solo algunas crecen de forma arbustiva (Creasy y Creasy, 2009). El
género Vitis se compone de dos subgéneros, Vitis y Muscadinia, las principales diferencias entre estos
dos subgéneros son caracteristicas morfolégicas y el ndmero cromosdémico, Vitis tiene 38

cromosomas y Muscadinia 40 cromosomas (Creasy y Creasy, 2009).

Vitis vinifera es la especie de uva que se siembra mas ampliamente en el mundo (Creasy y Creasy,
2009), con una superficie de siembra de 7.6 millones de hectareas aproximadamente de acuerdo al
informe de la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino en 2017. Esta variedad es utilizada

principalmente para la produccién de vino, jugo, pasas y consumo directo (Creasy y Creasy, 2009).

La vid es una planta perene, angiosperma, dicotiledonea, con flores simples (Almanza, 2011). La
temperatura 6ptima para su crecimiento es entre los 15y 25 °C, es muy importante la temperatura del
cultivo ya que esto determinara sus etapas fenoldgicas. Ademas, el cultivo requiere entre 150 a 1200
horas de frio, dependiendo de la variedad para salir de su periodo de dormancia (Flores, 2015). El
cultivo prefiere los suelos franco-arenosos, con un pH de 5.5 - 7 (SAGARPA, 2016), sin embargo,
también puede crecer en suelos de escasa fertilidad; los suelos franco-arenosos y silicio-calizos han

sido utilizados para la produccion de vinos de calidad (Flores, 2015).

Se han descrito ~10,000 variedades diferentes de vid en las colecciones de germoplasma alrededor
del mundo (Asensio, 2000; This et. al, 2006), sin embargo, basados en sequenced-tagged
microsatellite site (STMS) y en simple sequence repeat (SSR), que son marcadores moleculares, se
ha estimado que hay entre 5,000 — 8,000 variedades de vid (Franks et. al, 2002). Las variedades se
clasifican de acuerdo a su produccidn final, que pueden ser uvas de vino, uvas de mesa y pasas.
Usando microsatélites se ha encontrado un nivel de diferenciacion genética significativo entre la uva
de vino y de mesa, esto podria deberse a la seleccidn que se ha hecho para obtener el tamafio y el
largo de la uva deseado, asi como, la cantidad de azUcar en el fruto. Los datos de referencia de seis
marcadores microsatélitales y un grupo de variedades y portainjertos reconocidos internacionalmente
estan disponibles en la pagina del Centro de Recursos Biologicos de la Vid

(https://www6.montpellier.inra.fr/vassal), herramienta muy util para la ampelografia, que se encarga

de la identificacion y clasificacion de la vid (This et. al, 2006).
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I1.- Cultivo en Baja California

La vid en el Estado de Baja California representa un sector agricola e industrial muy importante. La
superficie sembrada de este cultivo es de 3,735 hectareas, area superior a la extensién sembrada de
Colima, Nayarit, Aguascalientes y Morelos. Méas del 90% de la produccién es destinada al sector
vinicola, convirtiendo al Estado en el centro vitivinicola mas importante del pais (OEIDRUS, 2011;
Gonzélez y Fuentes, 2013). La produccion vitivinicola va desde Mexicali hasta San Quintin en las
regiones conocidas como la antigua y nueva ruta del vino. La region vitivinicola estd formada por
seis valles, el Valle de Guadalupe, San Antonio de las Minas, Santo Tomas, San Vicente, Ejido
Uruapan y Ojos Negros (Figura 1); siendo los primeros cuatro los mas importantes (OIEDRUS, 2011).

Bl i

Valle d‘% Gliadalupele ?

1 (o & S
San Antonio de Minas fr ©josINEgIes

lifonmia

.~ i
N b

Figura 1: Mapa de las regiones vitivinicolas del estado de Baja
California.

El Valle de Guadalupe concentra la mayor superficie (1,566 ha.) cultivada de vid para elaboracion de
vino (Gonzalez y Fuentes, 2013). Se localiza a 25 kilémetros al norte de la ciudad de Ensenada en
una zona rocosa-montafosa, a una altitud de 335 metros sobre el nivel del mar (Meraz et. al, 2012).
El clima es semiarido, la temperatura media es de 16 °C, la maxima de 32 °C y una minima de 3 °C,
la precipitacion anual promedio es de 309 mm. Las variedades mas sembradas son Red Globe, Merlot,
Nebbiolo y Chenin Blanc (Gaeta, 2006; OIEDRUS, 2011). El Valle de San Vicente se localiza al sur

de Ensenada, es la segunda area mas importante de cultivo de vid por la superficie plantada. La
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temperatura minima en esta region es de 4 °C y alcanza una maxima de 34 °C, la precipitacion anual
es de 215 mm. Red Globe, Cabernet Sauvignon y Crimson son las variedades méas sembradas en esta
region. En el Valle de Santo Tomas las variedades Tempranillo, Cabernet Suvignon y Merlot son las
mas sembradas, la regidn tiene una temperatura minima de 3.5 °C, la media de 18 °C y la temperatura
méaxima es de 35 °C, la precipitacion media anual es de 235 mm. Cabernet Sauvignon, Chardonnay

y Merlot son las variedades méas sembradas en San Antonio de las Minas (OIEDRUS, 2011).
I11.- Enfermedades de la vid

La vid es atacada por diversos patdgenos y plagas, entre bacterias, hongos, neméatodos, insectos,
fitoplasmas y virus; los cuales son responsables de dafios al cultivo, al fruto y reduccion de la
produccion. Algunas de las bacterias que afectan a la vid son Xyllela fastidiosa y Agrobacterium
tumefaciens. La primera es el agente causal de la enfermedad de Pierce, las plantas enfermas
presentan clorosis y decoloracién en las hojas, ademas no producen frutos o producen frutos de muy
baja calidad, la marchitez de la hoja puede llevar a la muerte de la planta. Por su parte, A. tumefaciens
que provoca deformaciones en forma de agalla en la madera. El oidio (Erysiphe necator Schwein), la
botritis (Botrytis cinerea Pers.) causante de necrosis en los érganos verdes de la vid, ademas de
pudricién de los frutos; la pudricién negra (Phyllosticia lambruscae) y la cenicilla polvorienta
(Uncinula necator) son algunas de las enfermedades causadas por hongos. Algunas de las plagas que
atacan al cultivo son la chicharrita de la vid (Erythroneura variabilis), el gusano presidiario
(Harrisinae brillans) y el piojo harinoso (Planococcus ficus) (Martos, 2008; Vazquez, 2011), este
Gltimo es considerado actualmente como la plaga méas dafiina de los vifiedos, llega a causar pérdidas
en la produccién del 30 al 100%; ademas es vector del complejo viral de la hoja enrollada de la vid
(grapevine leafroll associated virus, GLRaV) (CESVBC, 2018).

De los cultivos perenes, la vid es una de las plantas que mas infecciones por virus sufren. Se han
descrito 80 virus en plantas sintomaticas y asintomaticas que afectan los vifiedos, los cuales
pertenecen a 27 géneros de 15 familias diferentes de fitovirus (Al Rwahnih et. al, 2013; Sudarshana
et. al, 2015; Yepes et. al, 2018). Un fenémeno reportado en los cultivos es la coinfeccién, es decir, la
presencia de mas de un virus en el hospedero, la coinfeccion puede alterar la dindmica de las
infecciones que tiene como consecuencia un agravamiento de sintomas y disminucion en el
rendimiento del cultivo (Diaz-Mufioz, 2017) . Algunas de las enfermedades causadas por virus son el
enrollamiento de la hoja (Grapevine leafroll-associated virus), el tallo de Kober (Grapevine virus A),
el listado del tallo de Ruspestris (Rupestris stem pitting associated virus), el entrenudo corto
(Grapevine fanleaf virus) y la enfermedad de la mancha roja de la vid (Grapevine red blotch virus)
(Kominek et. al, 2009).
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IV.- Virus

Los virus son parasitos intracelulares obligados, se replican a si mismos en una célula hospedera.
Tienen genomas de 4cido desoxirribonucleico (DNA) o de acido ribonucleico (RNA) (Breitbart y
Rohwer, 2005; Lewsey et. al, 2009) cubiertos por capas proteicas, algunos estdn envueltos en
membranas lipidicas. Para la replicacion de los virus de RNA se requiere la actividad de la enzima
RNA-polimerasa dependiente de RNA (RNA-dependent RNA polymerase, RdRp) dada por un
complejo replicasa formado mediante el reclutamiento de proteinas provenientes del virus y del
hospedero. La RdRp sintetiza una cadena complementaria del RNA, para posteriormente realizar la
sintesis del mMRNA viral (Lewsey et. al, 2009). Los virus con genoma de DNA se replican en el nicleo
de la célula del hospedero, para producir mRNA requieren la actividad de la RNA polimerasa Il del
hospedero (Hull, 2009; Lewsey et. al, 2009).

En cada etapa del ciclo viral se producen distintas interacciones entre el hospedero y el virus. La
incompatibilidad de estos puede darse por dos vias. Cuando la planta desconoce al virus se trata de
una interaccion incompatible y se produce un sistema pasivo, pues la planta no tiene los factores
necesarios para la replicacion y movimiento del virus dentro del hospedero. La via alterna de
incompatibilidad involucra la produccién de compuestos antivirales por parte de la planta, en este
caso se desencadena un sistema activo de defensa, un ejemplo de esto es la respuesta hipersensible
(HR). Por otra parte, las interacciones compatibles se dan cuando el hospedero tiene los factores
celulares y recursos necesarios para que el virus complete las diferentes etapas del ciclo infectivo
(Lewsey et. al, 2009; Garcia-Ruiz, 2019).

David Baltimore propuso un sistema que clasifica los virus de acuerdo al tipo de acido nucleico que
contienen y a su mecanismo de replicacién, es conocida como la clasificacién de Baltimore (Figura
2). Hay 7 grupos, el Grupo I incluye a los virus que tienen un genoma de DNA bicatenario (dsDNA);
en el Grupo Il se encuentran los virus que tienen genoma de DNA monocatenario (sSSDNA), para su
replicacion se convierte en DNA bicatenario; el Grupo Il incluye virus de RNA bicatenario (dSRNA),
para la sintesis proteica a partir del dsSRNA se forma mRNA; en el Grupo 1V estan los virus de RNA
monocatenario positivo ((+)ssRNA); en el Grupo V se encuentran los virus con genoma de RNA
monocatenario negativo ((-)ssSRNA), el RNA de sentido negativo de estos virus se convierte amRNA
mediante una transcriptasa inversa y de esta forma pueda ser traducido. En el Grupo VI de esta
clasificacion se encuentran los virus que tienen un genoma de RNA monocatenario retrotranscrito
(ssSRNA-RT), es decir, para llevar a cabo su replicacion el RNA producira una cadena de DNA

monocatenario, posteriormente DNA bicatenario que sera transcrito a mRNA,; finalmente en el Grupo
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VII se encuentran los virus de DNA bicatenario retrotranscrito (dSDNA-RT) (Baltimore, 1971,
Mahmoudabadi y Phillips, 2018).

Nas/ NN

l. dsRNA Y
\\//\\,As Y
A

IV. +ssRNA mRNA (+ssRNA)
NN\ > >

v

V. -ssRNA

VI. +ssRNA-RT

\N\

VIl dsDNA-RT

Figura 2: Clasificacion de Baltimore.

I. virus de DNA bicatenario (dsDNA), Il. virus de DNA monocatenario (ssDNA),
IIl. virus de RNA bicatenaro (dsRNA), IV. virus de RNA monocatenario positivo
(+ssRNA), V. virus de RNA monocatenario negativo (-ssRNA), VI. virus de RNA
monocatenario retrotranscrito (+ssRNA-RT) y VII. virus de DNA bicatenario
retrotranscrito (dsDNA-RT). Tomada de Mahmoudabadi y Phillips, 2018.

V.- Geminivirus

Los geminivirus (Familia Geminiviridae) pertenecen al grupo Il de la clasificacion de Baltimore, son
la segunda familia mas grande y diversa de virus de plantas, tienen un rango amplio de hospederos,
llegando a causar pérdidas significativas en los cultivos a nivel mundial (Hanley-Bowdoin et. al,
1999).

Los geminivirus se caracterizan por tener una capside geminada formada por dos particulas
icosédricas incompletas fusionadas (Hesketh et. al, 2018), con una longitud de 38 nm y un diametro
de 22 nm, asi como, un genoma circular de DNA monocatenario (ssDNA) que se duplica mediante
moléculas de DNA bicatenario (dsDNA) intermediarias en el nucleo de las células infectadas. Los
virus so6lo contribuyen con algunos factores para su replicacion y transcripcion, sin embargo,
dependen de las DNA y RNA polimerasas del hospedero (Hanley-Bowdoin et. al, 1999; Zfiiga-Vega
y Ramirez, 2001).

La infeccidén comienza cuando el virus entra en la célula hospedera, posteriormente sin recubrimiento

el ssDNA viral penetra el nicleo, las DNA polimerasas del hospedero convierten este sSDNA en
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dsDNA. La RNA polimerasa Il del hospedero transcribe el dsDNA, que se ensambla con los
nucleosomas, permitiendo la produccion de la proteina iniciadora de la replicacion (Rep). Rep inicia
la replicacion en circulo rodante produciendo cadenas de ssDNA; estos ssDNA recién sintetizados
pueden a) convertirse en dsDNA y servir como plantilla para la transcripcion de proteinas virales, b)
acumularse moléculas de ssSDNA y ser encapsidadas por la proteina de la capside (CP) en forma de
viriones que seran liberados y quedan libres para que algun insecto vector los adquiera o ¢) ser
transportadas fuera del ndcleo a una célula vecina a través de los plasmodesmos para propagar el

virus por toda la planta (Hanley-Bowdoin et. al, 2013; Sharma y Ruhel, 2019).

El genoma de los geminivirus es pequefio, consta de una o dos moléculas de DNA circular de entre
2.5 a 3 x 10°nucledtidos. La capacidad codificante de los genomas varia, esto de acuerdo al subgrupo
de la familia que pertenezca cada virus (Hanley-Bowdoin et. al, 1999). El subgrupo | incluye virus
que infectan plantas monocotiledéneas y con genomas de un solo componente, tienen cuatro marcos
de lectura abiertos (ORF). Los del subgrupo Il infectan plantas dicotiledoneas e igualmente tienen
genomas de un solo componente y finalmente los del subgrupo Il infectan plantas dicotiledoneas y

genomas bipartitos, ambos subgrupos tienen de 6 a 7 ORF (Hanley-Bowdoin et. al, 1999).

La familia Geminiviridae se compone de nueve géneros, Becurtovirus, Begomovirus, Capulavirus,
Curtovirus, Eragrovirus, Grablovirus, Mastrevirus, Topocuvirus y Turncurtovirus (Varsani et. al,
2017), entre las diferencias de cada género se encuentra la organizacién gendmica, el rango de
hospederos y sus insectos vectores. Los miembros del género Mastrevirus son de genoma
monopartito, son transmitidos por varias especies de chicharritas y generalmente infectan especies
monocotileddneas, el maize streak virus (MSV) pertenece a este género. Los curtovirus también son
transmitidos por chicharritas, tienen genoma monopartito, infectan plantas dicotiledoneas y la
organizacion gendmica varia ligeramente a la de los mastrevirus; un ejemplo es el beet curly top virus
(BCTV). Los begomovirus son transmitidos por la mosca blanca (Bemisia tabaci), la mayoria tienen
un genoma bipartito (componentes A y B) e infectan plantas dicotileddneas, el tomato golden mosaic
virus (TGMV) y el tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) son algunos de los miembros de este
género (Gutiérrez, 1999). Los géneros Grablovirus y Capulavirus son los de mas reciente
descubrimiento; los capulavirus tienen genoma monopartito, sus hospederos naturales son plantas
dicotiledoneas y son transmitidos por &fidos, euphorbia caput-medusae latent virus (ECMLV) es un
ejemplo de los virus de este género. Los grablovirus deben su nombre al Gnico miembro de este
género identificado hasta ahora, grapevine red blotch virus (GRBV), el vector natural de estos virus

es el alfarero tricornudo (Spissistilus festinus Say) (Varsani et. al, 2017).
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VI.- Geminivirus en vid

A la fecha se conocen dos especies de geminivirus que infectan vid, Grapevine red blotch virus
(GRBV) y Grapevine geminivirus A (GGVA). GRBYV ha sido reportado en vifiedos comerciales de
Estados Unidos, Canada y Corea del Sur, por mencionar algunos (Krenz et. al, 2014; Varsani et. al,
2017). De GGVA se han reportado 13 aislados en China, Hungria, Israel, Japon y Corea del Sur (Al
Rwahnih et. al, 2017; Varsani et. al, 2017). GGVA aln no ha sido asignado a un género de
geminivirus pues no se han identificado sus insectos vectores ni se han observado sus particulas

virales (Varsani et. al, 2017).
VII.- Grapevine red blotch virus

El GRBV, es el unico miembro del género Grablovirus (Varsani et. al, 2017), su genoma consta de
una sola molécula de ssDNA circular de 3,206 nucleétidos de longitud (Figura 3), tiene 6 marcos de
lectura abierto (ORF). Tres de los ORF tienen orientacion de los sentidos virales (V1, V2y V3) y tres
con orientacion complementaria (C1, C2 y C3). Estos ORF de orientacién complementaria codifican
para proteinas asociadas a la replicacion, en especifico C1 codifica para la proteina RepA y C1 en
conjunto con C2 codifican para la proteina de replicacién Rep; el ORF V1 codifica para la proteina
de la capside CP (Krenz et. al, 2012; Sudarshana et. al, 2015). En el genoma de GRBYV se encuentra
un motivo nona-nucledtido conservado, ‘TAATTATT|AC’, el cual funciona como origen de
replicacion, ori, en la region intergénica de los miembros de la familia Geminiviridae (Krenz et. al,
2014).
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Figura 3: Organizacion gendmica de grapevine red blotch virus.

Genoma circular de 3,206 nt. ori representa el origen de replicacion. Los ORF codifican para las siguientes
proteinas: V1 proteina de la capside (CP), V2 y V3 funcidn desconocida, C1 proteina asociada a la replicacion
(RepA), C1:C2 proteina de replicacion (Rep), C3 interno de C1, ORF diferente en la misma fase de lectura.
Las flechas en CPfor, CPrev, Repfor y Reprev indican la posicidn de los primers propuestos por Krenz et. al,
2014; GVGR1 y GVGF1 son los primers propuestos por Al Rwahnih et. al, 2013 para diagndstico de GRBV por
reaccion de PCR. Modificada de Sudarshana et. al, 2015.

Mediante diversos algoritmos filogenéticos como neighbour-joining, el cual produce la unién de las
unidades taxonémicas operativas (OTUs) mas cercanas; maxima verosimilitud, método que crea
todos los arboles filogenéticos posibles y selecciona el arbol con mas probabilidad; e inferencia
Bayesiana se han identificado dos clados filogenéticos de GRBV (Figura 4). Entre los clados se
encontrd una identidad nucleotidica de entre 91 — 93% (Krenz et. al, 2014; Sudarshana et. al, 2015).
No se han reportado diferencias bioldgicas entre los aislados de los diferentes clados. Los aislados
que corresponden al clado | comparten una identidad nucleotidica de 95%, sin embargo, los aislados
del clado Il son ligeramente menos divergentes ya que comparten un 98% de identidad nucleotidica
(Sudarshana et. al, 2015). Los aislados de GRBV que fueron reportados en el estado de Baja
California se agrupan en el clado | (Figura 4) donde se encuentran los aislados de Canada y algunos
de Nueva York, EUA (Gasperin-Bulbarela et. al, 2018).
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Figura 4: Arbol filogenético de algunos aislados reportados de GRBV.
Las flechas indican los aislados reportados en Baja California. Modificada
de Gasperin-Bulbarela et. al, 2018.

VII.1.- Sintomas y manejo de GRBV

Los sintomas de GRBV consisten en manchas rojas en la ldmina y el margen de la hoja, asi como
venas secundarias y terciarias rojas (Al Rwahnih et. al, 2013); para variedades de uva blancas, los
sintomas son decoloracién o clorosis foliar, a veces acompafiada de areas necréticas en el borde de
las hojas (Sudarshana et. al, 2015). La vides infectadas con GRBV se ven afectadas en la calidad y la
maduracion del fruto, ya que presentan una disminucion de 1 - 6° Brix, indicadores del nivel de
azucares en el fruto. En variedades tintas se ha reportado disminucion de antocianinas, fenoles y
taninos (Sudarshana et. al, 2015; Fuchs et. al, 2016), compuestos importantes para la produccion
vinicola. La pérdida econdmica estimada causada por este virus oscila en un rango de $2,213
dolares/ha para vifiedos con una incidencia baja, hasta $65,548 dolares/ha en vifiedos donde la
incidencia de la enfermedad es muy alta (Ricketts et. al, 2017). Para contrarrestar la disminucion de
azlcares en las plantas infectadas con GRBV se toman algunas medidas como mejorar el estado
nutricional de las plantas con la adicion de fosfatos o potasio, y retrasando la cosecha 2 6 3 semanas
para lograr un nivel suficiente de sélidos solubles totales y compuestos volatiles en el fruto

(Sudarshana et. al, 2015). Algunos productores utilizan tratamiento quimico para controlar al insecto

17 |Pagina



vector, sin embargo, no se ha examinado la eficacia ni el costo del tratamiento con pesticidas. La
mayoria de los productores en California, Nueva York y Washington optan por la opcion de remplazar
en su totalidad el vifiedo y sembrar con plantas sanas, esto con el fin de eliminar o minimizar la

posibilidad de dispersion del virus en plantas asintomaticas (Ricketts et. al, 2017).

VIL.11.- Diagnostico molecular

El diagnostico basado en la sintomatologia puede resultar confuso, debido a las similitudes entre los
sintomas de GRBV vy los causados por el complejo viral grapevine leafroll associated virus (GLRaV)
perteneciente a la familia Closteroviridae, los cuales producen enrojecimiento en la ldmina de la hoja,
enrollamiento de las hojas hacia abajo y el area intervenal de las hojas puede tornarse amarillo o rojo,
sin embargo las venas principales se mantienen verdes (Velasquez-Valle et. al, 2013). Ademas,
también puede confundirse con los dafios causados por otros factores como carencia de nutrientes,
deficiencia mineral, incluso la presencia de las bacterias Xyllela fastidiosa y Agrobacterium
tumefaciens. Por esto es importante realizar ensayos de diagnostico basados en DNA, usando primers
especificos disefiados para GRBV amplificando por PCR (Polymerase Chain Reaction) o por RCA
(Rolling Circle Amplification) que no requiere primers especificos y es util para amplificar genomas

circulares como los de los geminivirus (Fuchs et. al, 2016).

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica molecular termo ciclica utilizada para
amplificar fragmentos especificos del genoma. El proceso consiste en la desnaturalizacion de la
cadena de DNA, esto se realiza generalmente a 95 °C; seguido del alineamiento de los primers o
iniciadores que se utilizan para amplificar la region del genoma de interés, el alineamiento se realiza
entre los 45 - 65 °C; posteriormente la extension a 72 °C, en la cual la enzima Taq polimerasa ira
adicionando los nucleétidos y formard una nueva cadena con la region especifica; estos ciclos se
repiten entre 20 y 40 veces con la finalidad de obtener muchas copias de la region de interés (Caetano-
Anollés, 2013). Un ejemplo de diagnostico de GRBV por PCR es el publicado por Poojari et al. en
vifiedos comerciales de la provincia Columbia Britanica, Canada. El diagnostico se realiz con 2
pares de primers especificos para la deteccion de este geminivirus (GVGF1, GVGR1, GRLaV-4 For
y GRLaV-4 Rev). En un total de 2,000 muestras compuestas (4 hojas basales de 5 plantas de vid) se
diagnosticé GRBV en 32 muestras compuestas, 1o que indicd un nivel bajo de incidencia (1.6%) en

el vifiedo (Poojari et. al, 2017).

La amplificaciéon por circulo rodante (RCA) es un proceso enzimatico isotérmico que permite
amplificar genomas circulares de DNA o RNA. La amplificacién es llevada a cabo por una

polimerasa, para DNA se utilizan ¢29, Bst y VentR -exo y para RNA la polimerasa T7 (Ali et. al,
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2014). En el caso de DNA la reaccion requiere un patron de DNA circular, puede ser en una muy baja
concentracion (0.01 ng) (Nelson et. al, 2012), también hexameros al azar que actlan como
iniciadores, de forma que la polimerasa ira adicionando los nucle6tidos (ANTPs) en direcciéon 5” a 3’
para formar de decenas a cientos de copias en tandem (Ali et. al, 2014). La DNA polimerasa ¢29 es
la mas utilizada por su eficiencia, capacidad de desplazamiento y procesamiento, en promedio puede
sintetizar aproximadamente 1,500 pb por minuto resultando en productos de hasta 70 kpb en 20
minutos (Johne et. al, 2009; Ali et. al, 2014). Esta técnica ha sido utilizada ampliamente para la
amplificacién de genomas virales, asi como la identificacion de nuevos virus con genomas circulares
(Johne et. al, 2009). En vifiedos de Nueva York sembrados con la variedad Cabernet Franc se realizé
la amplificacion del genoma mediante amplificacion por circulo rodante (RCA), la digestion de
productos mediante RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism) y finalmente la

secuenciacion que revel6 la presencia de un nuevo geminivirus (Krenz et. al, 2012).

Antecedentes

GRBYV fue reportado por primera vez en vifiedos con sintomas de enrojecimiento sembrados con la
variedad “Cabernet Sauvignon” en la estacion experimental Oakville de la Universidad de California
en 2007 (Calvi, 2011); posteriormente fue reportado (2010) en vifiedos de Nueva York sembrados
con la variedad “Cabernet Franc” (Krenz et. al, 2012). En los vifiedos de Nueva York se observaron
sintomas sugerentes del complejo grapevine leafroll-associated virus, sin embargo, las plantas
resultaron negativas para este complejo viral. Mediante amplificacion de circulo rodante (RCA) y
secuenciacion se detectd la presencia de un geminivirus que fue llamado provisionalmente grapevine
cabernet franc-associated virus (GCFaV) (Krenz et. al, 2012), este geminivirus fue asociado a la

enfermedad de la mancha roja de la vid (red blotch).

En vifiedos comerciales del estado de Washington, USA sembrados con las variedades Merlot y
Cabernet Franc se tomaron muestras de plantas con sintomas de virosis; a partir de estas muestras se
obtuvieron librerias de cDNA que fueron secuenciadas con Illumina. En los analisis bioinformaticos
se encontro en las muestras de plantas con sintomas de red blotch una secuencia de DNA de una sola
cadena, posteriormente se realizaron analisis filogenéticos en los cuales se comprobd la similitud de
esta secuencia con la reportada previamente para red blotch en Nueva York (Krenz et. al, 2012) y en
California (Calvi, 2011), de esta forma se identificé por primera vez grapevine red blotch virus
(GRBV) mediante secuenciacion masiva (Poojari et. al, 2013). Simultdneamente, en tres vifiedos
comerciales sembrados con las variedades Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon y Zinfandel en el
Valle de Napa, California se utilizaron técnicas de secuenciacion masiva para identificar la presencia
de GRBV (Al Rwahnih et. al, 2013) en vifiedos con sintomas de red blotch.
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Los postulados de Koch, en los que se establece que el patégeno debe ser aislado de un organismo
enfermo, después inocular el patdgeno en un organismo sano y que se desarrolle la enfermedad y
finalmente aislar el patégeno causal del organismo enfermo (Grimes, 2006), son fundamentales en
patologia para establecer la relacion causal entre un patdgeno y una enfermedad. Se demostrd
mediante estos postulados que GRBYV es el agente causal de red blotch disease (RBD) (Yepes et. al,
2018).

La transmision del virus GRBV puede darse a través de injertos que tengan el virus o a través de su

insecto vector, el alfarero o periquito tricornudo (Spissistilus festinus) (Bahder et. al, 2016).

La presencia de dos aislados de GRBV en México fue reportada por el grupo de Fitopatologia del
Centro de Investigacion Cientifica y Educacion Superior de Ensenada (CICESE) (Gasperin-Bulbarela
et. al, 2018). Estos aislados de GRBV reportados, se agrupan filogenéticamente en el Clado | de

GRBYV (Figura 4) junto con algunos aislados de Canada y Nueva York.

Justificacion

El estado de Baja California es el principal productor de uva para la elaboracion de vinos en el pais

(OEIDRUS, 2016), siendo la vitivinicultura una actividad de gran importancia cultural y econémica.

Ademas del primer reporte de GRBV, no se ha estudiado la incidencia de geminivirus de vid en Baja
California. La falta de informacion en México acerca de los geminivirus que afectan a la vid limita la
deteccién oportuna, disminuyendo las opciones para tomar las medidas de control adecuadas. Este
trabajo busca identificar y clasificar los aislados geminivirales que se encuentran presentes en los
vifiedos de Baja California, y en conjunto con el Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Baja California

(CESVBC), tomar medidas para limitar la dispersion de estos.
Hipotesis

En los vifiedos de Baja California existen diversos aislados de geminivirus en vid, indicando

diferentes origenes y rutas de entrada de los mismos.

Objetivos

e Diagnosticar la presencia de geminivirus en vifiedos de Baja California mediante técnicas de
biologia molecular.

o Clasificar los aislados geminivirales con base en sus patrones de restriccion (RFLPS).
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Resultados

Diagndstico molecular de GRBV

Plantas con sintomas de enrojecimiento fueron localizadas y muestreadas por colaboradores del
Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Baja California (CESVBC). Un total de 80 muestras se

recibieron en el laboratorio de Virologia Agricola de CICESE.

Para el diagnéstico molecular de GRBV se realiz6 la extraccion de DNA gendémico y viral de 80
muestras recolectadas y 3 plantas sanas como control negativo. Para la extraccion de DNA se
probaron y compararon resultados siguiendo 3 protocolos de extraccion de DNA. Con el protocolo
de extraccion de TriReagent (Sigma) se obtuvo una buena concentracion de DNA (100-1600 ng/ul),
sin embargo, se obtuvo una pureza muy baja (A260/A280 < 0.9); con el protocolo de extraccion
propuesto por Krenz et. al, 2014 se obtuvo una concentracion media (40-160 ng/ul) y una pureza
regular (A260/A280 1.1 - 1.5).

Finalmente, la extraccion de DNA se realiz6 siguiendo un protocolo modificado de Lodhi et. al, 1994,
con el que se obtuvo una concentracion media de DNA (50-400 ng/ul) y una pureza aceptable
(A260/A280 >1.6). Se verifico la calidad del DNA obtenido en un gel de agarosa 0.8% (Figura 5).
Durante la optimizacion de esta técnica se llegé al siguiente criterio: si no se observo banda en gel de
agarosa y si la pureza de DNA fue A260/A280 < 1.3, se repiti6 la extraccion de DNA. Es importante

la pureza del DNA para la posterior amplificacion de fragmentos por PCR.
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Figura 5: DNA total de 80 muestras de plantas sintomaticas.

DNA total de plantas sintomdticas analizado por electroforésis en gel de agarosa 1% tefiido con HydraGreen.
Carriles 1 — 77: DNA de plantas sintomaticas. CN1: DNA de control negativo 1, CN2: DNA de control negativo 2,
CN3: DNA de control negativo 3. Algunas de las muestras tienen baja concentracién de DNA, por ello no se
alcanzan a ver en el gel de agarosa.
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Para verificar la integridad del DNA obtenido se utiliz6 como control interno el gen 18S rRNA de la
planta. Mediante amplificacion por PCR se prob6 con los primers propuestos por Krenz et. al, 2014,
gue amplifican un fragmento del gen que codifica al 16S rRNA (producto esperado, 105 pb); el
producto se analiz6 en gel de agarosa 2% (Figura 6). Sin embargo, se descartd este par de primers
debido a gque el tamarfio de banda obtenido es muy pequefio y se puede llegar a confundir con primers

dimerizados en la reaccién de PCR.

16S GRBV (CP + Rep)

Figura 6: Amplificacién por PCR de control interno 16S y GRBV (CP + Rep) de 4 muestras sintomaticas.

Gel de agarosa 2.5% tefiido con bromuro de etidio. L: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus. Carriles 1-4
(izquierda): productos de PCR para fragmento de gen 16S (105 pb). Carriles 1-4 (derecha): productos PCR
para GRBV, CP (257 pb) y Rep (318 pb). Control (+), control (-) planta sana y control de agua.
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Finalmente, se seleccionaron los primers propuestos por Gambino et. al (2006) que amplifican una
region del gen que codifica para el 18S rRNA (producto esperado, 844 pb), la reaccion se verificd
mediante electroforésis en gel de agarosa 2% (Figura 7). En todas las muestras se observo la
amplificacion de la banda del tamafio esperado (844 pb) lo que permitié seguir con el diagnéstico de

geminivirus.

Para el diagnéstico de GRBV, en algunas muestras se usaron los pares de primers propuestos por

Krenz et. al, 2014, CP (producto esperado, 257 pb) y Rep (producto esperado, 318 pb) (Figura 6).

Para la deteccion final y corroboracion de positivas a GRBV, se utilizaron los primers GVGR1 y
GVGF1 (producto esperado, 557 pb) (Al Rwahnih et. al, 2013) (Figura 8). Las muestras se analizaron
en grupos siguiendo un procedimiento de pirdmide inversa (Figura 9) con el objetivo de economizar
y agilizar el diagnostico. Para iniciar, se realizaron grupos con 5 muestras cada uno y se realizé PCR
con los primers GVGR1 y GVGF1. Las muestras de los grupos en los que se observé amplificacion
de la banda esperada (557 pb) pasaron al siguiente nivel de la piramide, ahora agrupadas en tercias;
los grupos en los que no hubo amplificacion se descartaron. En el siguiente nivel, las muestras dentro
de los grupos que resultaron positivas se agruparon en pares y se siguié la misma logica, hasta que
finalmente, las muestras en los grupos en los que se observé la banda de 557 pb se procesaron de

forma individual (Figura 9).
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Figura 7: Amplificacidn de control interno 18S de 80 muestras sintomaticas .

Geles de agarosa 2% tefiidos con HydraGreen. Carriles 1-77: amplificacién de fragmento de
gen 18S (844 pb) de 80 muestras. Carriles 78-80: amplificacion de fragmento del gen 18S
de controles negativos L: Marcador de peso molecular 100 pb. (+) control positivo de la
reaccion y control de agua.
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557 pb

Figura 8: Ejemplo de diagndstico de GRBV por PCR.

Amplificacion de fragmento especifico para diagndstico de GRBV analizado en geles de
agarosa 2.5% tefiidos con bromuro de etidio. L: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus.
Carriles 1-27: productos de PCR probados para GRBV (557 pb) (Al Rwahnih et. al, 2013).

Control (+), control (-) planta sana y control de agua. Carriles 5y 21: Muestras positivas
para GRBV.

Grupos de 5 muestras —

B
"

Grupos de 3 muestras ——,

ol
m

Grupos de 2 muestras
.
o

Muestras - Negati
gativa
individuale _

Positivas para GRBV

Figura 9: Metodologia para diagnéstico de GRBV en grupos.
Los grupos negativos se descartaron. Los grupos que resultaron positivos pasaron al siguiente nivel
reorganizando las muestras que los componian en grupos menores.
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Figura 10: Amplificacién de control interno 18S y muestras positivas GRBV.

Geles de agarosa 2.5% tefidos con bromuro de etidio. A. Amplificacién de control interno 18S
(844 pb). B. Deteccidén de GRBV (557 pb). L: Marcador de peso molecular 100 pb. Carriles 1-
21: productos de PCR de muestras positivas para GRBV. Control (+): planta conocida infectada
con GRBV. Control (-): planta sana. H20: control negativo de reaccion de PCR.

BCO2a VB
Y, X
,LS.\#JACQS‘ -

Figura 11: Origen de las 21 muestras positivas a GRBV.

557 pb
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Después de analizar un total de 80 muestras por los métodos descritos anteriormente, se encontraron
21 muestras positivas (Figura 10). EI 85% de los aislados de GRBV se encuentran distribuidos en la
nueva ruta del vino (Valle de Guadalupe), el porcentaje restante se distribuye en la conocida como
antigua ruta del vino (Valle de San Vicente) (Figura 11). Se detecté GRBV tanto en plantas de
variedad tinta como en plantas de variedad blanca; en algunas de ellas se observo una sintomatologia
més avanzada. En plantas de variedad tinta se observaron manchas rojas en la ldmina de la hoja y
venas secundarias y terciarias rojas. En plantas de variedad blanca se presentaron sintomas como
clorosis foliar, en algunas plantas los sintomas de la enfermedad van comenzando (Figura 12).

A - i f e Nog® 1
\ : i Ny .'- i N n’_; § >_p A f t~:~_.u

v & oslldl i
Figura 12: Fotos de 19 muestras positivas a GRBV.
A, C, G, Iy K: Variedad desconocida. B, F, O y S: Variedad Nebbiolo. D, My N: Variedad Zinfandel. E: Variedad

Thompson. J y Q: Variedad Sauvignon Blanc. H: Uva de mesa. L: Variedad Petit Verdot. P: Variedad Cabernet
Franc. R: Variedad Malbec.
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Amplificacion de genoma completo de GRBV

Se realizaron diferentes ensayos para amplificar el genoma completo de los aislados de GRBV
mediante la técnica de amplificacién por circulo rodante (RCA), para ello se adapté un protocolo de
Knierim y Maiss, 2007 (Descrito en Materiales y métodos). Los productos de RCA se analizaron por

electroforésis en gel de agarosa 0.8%.

Los ensayos realizados para amplificar el genoma circular de los aislados de GRBV no fueron
exitosos. En la primera prueba se utilizaron los 3 juegos de enzimas (pirofosfatasa y ¢29) disponibles
en el laboratorio de virologia agricola; se realizé una matriz de combinaciones de enzimas (Tabla
10) y se utilizaron 2 muestras positivas a GRBV, como control positivo se utiliz6 DNA de tomate
positivo a los geminivirus PHYVV y PepGMV (Figura 13). La segunda prueba realizada fue con
hexdmeros al azar exo-resistentes y hexameros al azar (para sintesis de cDNA) en mayor
concentracion (600 uM) (Figura 14). No se observé amplificacion en ninguna de las pruebas

realizadas.

oy

Figura 13: Ensayos de amplificacion de genomas Figura 14: Segundo ensayo de

circulares. amplificacién de genomas circulares.

Gel de agarosa 0.8% tefiido con bromuro de etidio. L: Gel de agarosa 0.8% teflido con bromuro
Marcador de peso molecular O’Gene Ruler 1 Kb. 1y 2: de etidio. L: Marcador de peso molecular
Muestras positivas de GRBV. T: Muestra de tomate, O’Gene Ruler 1 Kb. Carril 1: Prueba con
positiva a geminivirus. P1-P8: Pruebas con diferentes hexdmeros exo-resistentes. Carril 2:
enzimas (Tabla 10). Prueba con hexdmeros al azar (usados

para sintesis de cDNA).
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Amplificacion de genoma en mitades

Debido a que no se logré amplificar el genoma completo de los aislados de GRBV obtenidos mediante
RCA,; se opt6 por amplificar los genomas en dos fragmentos (A y B) mediante PCR de alta fidelidad
(Figura 15). Para laamplificacion del fragmento A se utiliz6 la combinacion de primers CPfor-Reprev
(~1.8 kb) y para la amplificacion del fragmento B se utilizaron los primers Repfor-CPrev (~1.9 kb)
(Krenz et. al, 2014; Gasperin-Bulbarela et. al, 2018). Se realizaron pruebas para estandarizar la

técnica, modificando el programa de PCR, asi como la concentracion de DNA en la reaccion.

(CP)

rd
CPfor

v3 CPrev

Figura 15: Amplificacion de fragmentos Ay B del genoma de GRBV.
Combinacién de primers utilizados para la amplificacion del genoma de GRBV
en mitades. Primers CPfor-Reprev (en azul) para amplificacién de fragmento
A del genoma (1.8 kb). Primers Repfor-CPrev (en rojo) para amplificacion de
fragmento B del genoma (1.9 kb). Modificada de Sudarshana et. al, 2015.

En el primer ensayo se utilizaron 3 muestras y 40 ciclos en el programa de PCR (ANEXO IV, 1), en la
muestra 1 se observa la amplificacion de los fragmentos de tamafio esperado, fragmento A (1.8 kb) y
B (1.9 kb); en la muestra 2, se observa una banda del tamafio esperado para el fragmento A, en la
muestra 3 no se observa ninguna amplificacion; en todas las muestras se observan muchas bandas
inespecificas (Figura 16 A). En el segundo ensayo se utilizaron 6 muestras, se excluyo la muestra de
la que se pudo amplificar el genoma en mitades, se utilizé el mismo programa de PCR que en el
primer ensayo, solo se modifico la concentracion de DNA en la reaccion. Se observa solamente la

amplificacién del fragmento B (1.9 kb) en las muestras 3 y 5, asi como, algunas bandas inespecificas
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en el carril B de las muestras 3 y 6 (Figura 16 B). En el tercer ensayo se utilizaron las mismas 6
muestras y se disminuyé el namero de ciclos en el programa de PCR (ANEXO 1V, 2). Se observa la

amplificacion de ambos fragmentos en la muestra 5 y la amplificacion del fragmento B (1.9 kb) en
las muestras 2 'y 3 (Figura 16 C).

Figura 16: Ensayos de amplificacién del genoma de GRBV en mitades, muestras de plantas
positivas a GRBV.

Geles de agarosa 0.8% tefiidos con bromuro de etidio. L: Marcador de peso molecular
O’Gene Ruler 1Kb. Carriles 1-6: productos de PCR-HF, amplificacion de fragmentos Ay B. A,
B y C: diferentes ensayos para la optimizacién de la reacciéon de PCR de alta fidelidad. A:
Ensayo con programa de amplificacidn de 40 ciclos. B: Ensayo con programa de amplificacion

de 40 ciclos y concentracion de DNA (~50 ng/ul). C: Ensayo con programa de amplificacion
de 30 ciclos y concentracién de DNA (~50 ng/ul).
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250  m—

Para la amplificacion de ambos fragmentos del genoma se disminuyd la concentracion del DNA (<
50 ng/ul) y se utiliz6 el programa de amplificacion de 30 ciclos (ANEXO 1V). Se realiz6 la
amplificacion del fragmento A (CPfor-Reprev) ~1.8 kb y del fragmento B (Repfor-CPrev) ~1.9 kb
de las 21 muestras positivas a GRBV, ademas se amplificaron ambas mitades del aislado GRBV-JGB
(Gasperin-Bulbarela et. al, 2018) como control positivo. La amplificacion de los fragmentos se
verifico mediante electroforésis en gel de agarosa 0.8%, fragmento A (Figura 17 A) y fragmento B
(Figura 17 B).

2000
2000 < ::
«b 1500
1500 m— 1.8
1000 s
1000 m—
500

250

A

Figura 17: Ejemplo de amplificacién de fragmentos A y B del genoma de GRBV.

Geles de agarosa 0.8% tefiidos con bromuro de etidio. L: Marcador de peso molecular O’Gene Ruler. LVXX-X:
Muestras problema. JGB: Amplificacién de fragmento A (1.8 kb) y B (1.9 kb) de aislado JGB (Gasperin-Bulbarela
et. al, 2018). A Amplificacidn de fragmento A (1.8 kb) del genoma de GRBV. B. Amplificacion de fragmento B
del genoma (1.9 kb) de GRBV. En todos los carriles se observa la amplificacién de la banda de 1.8 kb y 1.9 kb.
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Patrones de restriccion in silico de aislados reportados

Para hacer una prediccion de los patrones de restriccion (RFLPs) esperados en cada uno de los
fragmentos A y B del genoma, se tomaron 12 aislados de GRBYV reportados: 2 aislados de Baja
California, 3 aislados de Nueva York, 4 aislados de Canada, un aislado de California, un aislado de
Washington y un aislado de Corea. Se fragmentaron los genomas, de acuerdo a la combinacion de
primers CPfor — Reprev (fragmento A, ~1.8 kb) y Repfor — CPrev (fragmento B, ~1.9 kb) en el
software Unipro UGENE v1.31.1 (Okonechnikov et. al, 2012), posteriormente, con la herramienta
NEBcutter V2.0 (Vincze et. al, 2003) se simulé la digestion de cada fragmento utilizando las enzimas

de restriccién Alul, BstUI, EcoRI y Ncol.

En los aislados GRBV-JGB, GRBV-JCT y GRBV ONRB?7 con las 4 enzimas utilizadas no se observa
ninguna diferencia en el nimero de cortes en el fragmento A del genoma, sin embargo, en el
fragmento B se observa diferente nimero de cortes con estas enzimas. Un caso similar sucede con
los aislados GRBV-CF214, GRBV-JRT456 y GRBV-SW6 en los que no se observa diferencias de
corte en el fragmento A, y en el fragmento B solo se observa un patron de corte diferente en el aislado
de Corea (GRBV-SW6).

Los aislados WASY1, NY926, BCRB4, 93-21, CF214 y JRT456 presentan el mismo patron de corte
en el fragmento A del genoma con la enzima Alul, con esta misma enzima los aislados JCT, JGB,
ONRB7, BCRB5 y NY135 muestran el mismo patrén, el aislado SW6 de Corea tiene un patron de
corte diferente. En el fragmento B del genoma con la enzima Alul los aislados se agrupan de diferente
forma, WASY1, NY926, BCRB4 y 93-21 comparten patron de corte; CF214 y JRT456 se agrupan,
ONRB7 y SW6 también se agrupan, sin embargo, los aislados JGB, JCT, BCRB5 y NY 135 muestran
un patrdn de corte diferente (Tablas 1-3).

Los patrones de corte obtenidos con la enzima EcoRI en el fragmento A del genoma agrupan a los
aislados WASY1, NY926, BCRB4, 93-21, CF214, JRT456 y BCRBS5; los aislados JGB, JCT y
ONRBY7 en otro grupo que comparte la similitud de patrones de restriccion y finalmente los aislados
NY135y SW6 con RFLPs diferentes a los de los demas aislados utilizados en la prediccion in silico.
En el fragmento B del genoma con la enzima EcoRI se observan patrones diferentes, agrupando a los
aislados WASY1, NY926, BCRB4 y 93-21, CF214 y JRT456 con otro patrén de corte, JCT y ONRB7
comparten patrén de corte, finalmente JGB, BCRB5, NY135 y SW6 con RFLPs diferentes cada uno
(Tablas 1-3). La variedad de RFLPs obtenidos con la prediccion in silico es util para inferir a qué
aislados son mas similares los encontrados en Baja California, asi como tener un buen margen de

comparacion con los aislados que han sido reportados.
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Tabla 1: Patrones de restriccion in silico de fragmento A y fragmento B de 12 aislados reportados de GRBV.
Enzimas de restriccion: Alul, BstUI, EcoRI y Ncol. Posicidn de corte en el fragmento del genoma, numero de
cortes y tamano de fragmentos resultantes del corte.

Aislado GRBV-JGB (Gasperin-Bulbarela et. al, 2018) B.C. Aislado GRBV-JCT (Gasperin-Bulbarela et. al, 2018) B.C.
Fragmento A (CP F+Rep R) | Fragmento B (Rep F+CPR) | Fragmento A (CP F+RepR) | Fragmento B (Rep F + CP R)
Posicion Tamafio de | Posicidn Tamafio de | Posicion Tamafio de | Posicidn Tamafio de
. # # # #
Enzima de Cortes fragmentos de Cortes fragmentos de Cortes fragmentos de Cortes fragmentos
corte (pb) corte (pb) corte (pb) corte (pb)
345,
614, 341, 618, 550, 17, 205,
Alul | 1281, 3 16511' %257’ 546, 3 é%i’ 37‘;;’ 1285, 3 16512’ 36217' 760, 5 210, 345,
1433 ! 1210 ! 1437 ! 777, 441, 754
1218
768
763 ! 15, 194,
478, 319, 478, ! 206, 303, 482, 319, 482, 962, ! /
BstUl 797 2 981 969, 3 696, 763 801 2 977 977, 4 303, 692,
1272 768
1280
441 58 445
’ 90, 136 ’ 58, 90 4 90, 132 62, 90
EcoRI | 1552, 3 ! g 148, 3 o 1556, 3 ! ' | 62,152 2 N
1642 441, 1111 1472 496, 1324 1646 445, 1111 1820
Ncol - - 1466 1 502, 1466 - - - 655 1 655, 1317
Aislado GRBV-CF214 (Al Rhawnih et. al, 2013) California Aislado GRBV-ONRB?7 (Poojari et. al, 2017) Canada
Fragmento A (CP F + Rep R) Fragmento B (Rep F + CP R) Fragmento A (CP F + Rep R) Fragmento B (Rep F + CP R)
Posicién Tamafio de | Posicién Tamafio de | Posicién Tamafio de | Posicién Tamafio de
# # # #
de Cortes fragmentos de Cortes fragmentos de Cortes fragmentos de Cortes fragmentos
Enzima | corte (pb) corte (pb) corte (pb) corte (pb)
464,
o 67,85, | 546, 30,82, | 616, 2 343 | 205, 226,
Alul 1367’ 4 344, 616, 576, 5 129, 464, | 1283, 3 616’ 667’ 774’ 4 343, 440,
1434’ 666 1345, 495, 769 1435 ! 121[’1 756
1840
480 765
! 32,318 ! 15, 193
798, ! 4 1652, 124, 193, 480, 319, 480, 958, ! 4
BstUl 1275, 4 4711,8%77’ 1845 3 1652 799 2 979 973, 4 3037’66594’
1307 1276
443 195, 443 89 89, 839 443, 90, 134 60, 90
EcoRI 1583 2 1140 1130 2 1041 115631211’ 3 443, 1111 60, 150 3 1820
1136, 16, 817,
Neol ) ) ) 1953 | 2 1136
Aislado GRBV-JRT456 (Krenz et. al, 2012) Nueva York Aislado GRBV-SW6 (Lim et. al, unpublished) Corea
Fragmento A (CP F+ Rep R) | Fragmento B (Rep F+CPR) | Fragmento A (CP F+RepR) | Fragmento B (Rep F + CP R)
Posicion Tamafio de | Posicidn Tamafio de | Posicion Tamafio de | Posicién Tamafio de
. # # # #
Enzima de Cortes fragmentos de Cortes fragmentos de Cortes fragmentos de Cortes fragmentos
corte (pb) corte (pb) corte (pb) corte (pb)
464,
1621862’ 67, 85, 546, 30, 82, 222 118, 152, ijz 205, 226,
Alul 1367, 4 344, 616, 576, 5 129, 464, 1283: 4 343, 498, 774' 4 343, 440,
1434 666 1345, 495, 769 1435 667 1214 756
1840
480 765
! 32,318 ! 15,193
798, ! ! 1652, 124, 193, 480, 319, 480, 958, ! 4
Bstul 1275, 4 472’8‘:377’ 1845 2 1652 799 2 979 973, 4 303;6i94’
1307 1276
443, 195, 443, 89, 89, 839, 443, 134, 443,
EcoRl | 1og3 | 2 1140 1130 | 2 1041 1648 | 2 1201 150 1| 150, 1820
1136, 16, 817,
Neol ’ ’ ’ 1953 | 2 1136 ’ - ’ ’ i
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Aislado GRBV-WASY1 (Adiputra et. al, unpublished) Aislado GRBV-NY926 (Perry et. al, 2016) Nueva York
Washington
Fragmento A (CP F+Rep R) | Fragmento B (Rep F+CPR) | Fragmento A (CP F+RepR) | Fragmento B (Rep F + CP R)
Posicion Tamafio de | Posicidn Tamafio de | Posicion Tamafio de | Posicidn Tamafio de
. # # # #
Enzima de fragmentos de fragmentos de fragmentos de fragmentos
Cortes Cortes Cortes Cortes
corte (pb) corte (pb) corte (pb) corte (pb)
464, 464,
1621862’ 67, 85, 546, 30, 82, 1621862’ 67, 85, 546, 30, 82,
Al |2 67’ 4 344,616, | 576, 5 193,464, | |0 67’ 4 344,616, | 576, 5 193, 464,
1434’ 666 769, 495, 705 1434’ 666 769, 495, 705
1264 1264
480 480,
! 32,318 ’ 32,318
798, i 764, 193,764, | 798, i 764, 193, 764,
BstUl 1275, 4 4711’81(‘)771 957 2 1012 1275, 4 4711’8‘:)77' 957 2 1012
1307 1307
EcoRl 443, 2 195, 443, 89, ) 89, 494, 443, ) 195, 443, 89, ) 89, 494,
1583 1140 1475 1386 1583 1140 1475 1386
Neol ) ) ) 652, ) 500, 652, ) ) ) 652, ) 500, 652,
1469 817 1469 817
Aislado GRBV_BCRB4 (Poojari et. al, 2017) Canada Aislado GRBV_BCRB5 (Poojari et. al, 2017) Canada
Fragmento A (CP F + Rep R) Fragmento B (Rep F + CP R) Fragmento A (CP F + Rep R) Fragmento B (Rep F + CP R)
Posicion Tamafio de | Posicidn Tamafio de | Posicion Tamafio de | Posicidén Tamafio de
. # # # #
Enzima de Cortes fragmentos de Cortes fragmentos de Cortes fragmentos de Cortes fragmentos
corte (pb) corte (pb) corte (pb) corte (pb)
465,
1621863: 67, 85, 547, 30, 82, 615, 152 344 :i;" 83, 224,
Alul 1368’ 4 343, 616, 577, 5 193, 465, 1282, 3 615, 667’ 771’ 4 464, 495,
! 667 770, 495, 705 1434 ! ! 706
1435 1266
1265,
ggg’ 32,319, 765 193, 765 479 319, 479 766 193, 766
BstUl 1276, 4 47?1’8%77’ 959 2 1012 798 2 980 959 2 1013
1308
443, 194, 443, 90, 90, 494, 442, 195, 442,
EcoRl | 15gq | 2 1141 1476 | 2 1386 1583 | 2 1141 8 1| 891883
653, 500, 653,
Ncol - - - 1470 2 317 - - - 655 1 655, 1317
Aislado GRBV_93-21 (Xiao et. al, unpublished) Canada Aislado GRBV_NY135 (Krenz et. al, 2014) Nueva York
Fragmento A (CP F+ Rep R) | Fragmento B (Rep F+CPR) | Fragmento A (CP F+RepR) | Fragmento B (Rep F + CP R)
Posicion Tamafio de | Posicidn Tamafio de | Posicion Tamafio de | Posicidén Tamafio de
. # # # #
Enzima de Cortes fragmentos de Cortes fragmentos de Cortes fragmentos de Cortes fragmentos
corte (pb) corte (pb) corte (pb) corte (pb)
470
622 ! 614
! 67, 85, 552, 30, 82, ! 47, 105,
Alul 1288, 4 338, 622, 582, 5 193, 470, 1281, 4 345, 614, >46, 2 >46, 707,
1373, 1386, 1262 716
1440 666 775, 495, 705 1433 667
1270
486
! 32,318
804, ! 4 770, 1993, 770, | 478, 319, 478,
BstUI 1281, 4 4654,8161377, 963 2 1012 797 2 081 764 1 764, 1205
1313
441,
449, 189, 449, 95, 95, 494, 30,196, | 58,88, 30, 58,
EcoRI 2 2 1552, 3 3
1589 1140 1481 1386 1582 441, 1111 1473 496, 1385
658, 500, 658,
Ncol - - - 1475 2 317 873 1 873, 905 1467 1 502, 1467
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Tabla 2: Agrupacion por RFLPs de aislados reportados, cortados con enzima
Alul.
Los colores indican los aislados que comparten patrones de restriccion de

acuerdo a tamafio de fragmentos obtenidos en la prediccién in silico. *
Aislados con patrdn de restriccion Unico.

Aislado Fragmento A Fragmento B
WASY1
NY926
BCRB4
9321

CF214
JRT456

JGB
ICT
ONRB7
BCRB5
NY135
SW6

Tabla 3: Agrupacion por RFLPs de aislados reportados, cortados con enzima
EcoRI.

Los colores indican los aislados que comparten patrones de restriccion de
acuerdo a tamafio de fragmentos obtenidos en la prediccion in silico. *
Aislados con patrén de restriccion unico.

Aislado Fragmento A Fragmento B
WASY1
NY926
BCRB4
9321

CF214
JRT456

JGB
JcT
ONRB7
BCRBS
NY135
SWé * *
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Patrones con enzimas de restriccion (RFLPS)

Las mitades A y B del genoma amplificadas fueron cortadas con las enzimas de restriccion Alul y
EcoRl.

En el fragmento A se obtuvieron 2 patrones de corte diferentes con la enzima Alul (Figura 18 A),
sin embargo, en el fragmento B con la misma enzima se obtuvieron 5 patrones de corte diferentes
(Figura 18 B). Con la enzima EcoRI se observaron 2 patrones de corte diferentes tanto en el
fragmento A como en el fragmento B (Figura 19). La suma de las bandas obtenidas en cada muestra
da un total de ~1.8 kb y ~1.9 kb correspondiente al tamafio total de los fragmentos A y B del genoma
respectivamente, indicativo de que la digestion con las enzimas de restriccion Alul y EcoRI fue
completa. Los patrones de corte obtenidos del aislado JGB con ambas enzimas coinciden con el
tamafio de fragmentos esperados de la prediccion realizada in silico (Tabla 1). Los patrones de corte
de todos los aislados obtenidos se presentan en la Figura 20 y Figura 21 . El tamafio de los
fragmentos obtenidos y el nimero de cortes de las 21 muestras se presenta en las Tablas 4-7.
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Figura 18: Ejemplo de patrones de restriccion con enzima Alul.

Geles de agarosa 2% tefiidos con bromuro de etidio. L: Marcador de peso molecular 1Kb
Plus. Muestras LVXX-X cortadas con enzima Alul. A. Fragmento A del genoma. B.
Fragmento B del genoma
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Figura 19: Ejemplo de patrones de restricciéon con enzima EcoRI.
Geles de agarosa 2% tefidos con bromuro de etidio. L: Marcador de peso molecular 1Kb
Plus. Muestras LVXX-X cortadas con enzima EcoRl. A. Fragmento A del genoma. B.

Fragmento B del genoma
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Figura 20: Patrones de restriccion de fragmento A del genoma.

Geles de agarosa 2% tefiidos con bromuro de etidio. Fragmento A del genoma cortado con dos enzimas de
restriccién. L: Marcador de peso molecular 1Kb Plus. A. Muestras LVXX-X cortadas con enzima Alul. B.
Muestras LVXX-X cortadas con enzima EcoRI. Algunas muestras fueron repetidas para confirmar el patrén de

corte.
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Figura 21: Patrones de restriccidon de fragmento B del genoma.

Geles de agarosa 2% tefidos con bromuro de etidio. Fragmento B del genoma cortado con dos enzimas de
restricciéon. L: Marcador de peso molecular 1Kb Plus. A. Muestras LVXX-X cortadas con enzima Alul. B.
Muestras LVXX-X cortadas con enzima EcoRI. Algunas muestras fueron repetidas para confirmar el patrén de
corte.

Con base en los patrones de corte obtenidos para los 21 aislados de GRBV (Tablas 4-7) se
identificaron 8 grupos (Tabla 8), cada grupo con diferente combinacion en los patrones de restriccion
(Tabla 9). Hay 4 miembros del grupo I, 7 del grupo 11, 5 del grupo 11, los 5 grupos restantes tienen
un miembro cada uno. El aislado JGB tiene un patron de restriccion diferente al de los grupos

identificados (corresponderia a un grupo diferente, 1X).

Los aislados del grupo | en el fragmento A muestran un patron como el de los aislados WASY1,
NY926, BCRB4, CF214, 93-21 y JRT456 reportados para Washington, Nueva York, California y
Canada. Sin embargo, el patron de restriccion en el fragmento B de estos aislados no coincide con
ninguno de los utilizados para la prediccion in silico. Los aislados de este grupo son muy similares a
los reportados para el clado 1l de GRBV, como el aislado BCRB4.

Los aislados del grupo Il en los fragmentos A y B coinciden con los aislados JCT (Baja California) y

ONRB?7 (Canada). Los aislados de este grupo podrian ser el mismo aislado que JCT, reportado
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previamente para Baja California (Gasperin-Bulbarela et. al, 2018). JCT y ONRB7 pertenecen al
clado | (Figura 4).

Los aislados del grupo Il y 111 tienen el mismo patrén en el fragmento A del genoma. En el fragmento
B de los aislados del grupo 111 también hay similitud con los aislados JCT y ONRB7, sin embargo,
los cortes con la enzima Alul indican una diferencia significativa con los aislados del grupo Il (Tabla

1y Tabla 9), podria tratarse de una variante del aislado JCT.

El patron de corte del aislado LVRG-3, miembro del grupo IV, es una combinacion de los patrones
identificados en los aislados JGB, JCT (Baja California), BCRB5 y ONRB7 (Canada), del clado I. El
aislado LVRG-1, miembro del grupo V, en el fragmento A presenta un patrén de corte mas parecido
a los aislados CF214 (California), NY926, JRT456 (Nueva York), BCRB4 (Canada), miembros del
clado Il; en el fragmento B se observan patrones de corte diferentes a los obtenidos en los aislados de

la prediccion in silico.

El aislado LVMO-1, miembro del grupo VI tiene patrones de restriccion muy similares a los aislados
JGB, JCT y ONRBY7, sin embargo los cortes realizados por la enzima Alul en el fragmento B del
genoma permitieron identificar una variante de estos aislados. El fragmento B de este aislado es
similar al del aislado LVLLC-1 (miembro del grupo VIII). El aislado LVLLC-1 tiene un patrén de
corte muy diferente en el fragmento A al de los encontrados en la prediccion in silico. Ambos son
nuevos aislados que posiblemente se agruparian con los aislados del clado I. LVEC-2 aislado Unico
del grupo VII tiene una combinacion de patrones de corte de JGB (Baja California) y ONRB7
(Canada).
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Tabla 4: Patrones de restriccion en fragmento A del genoma, cortados con enzima Alul.

Aislados bajacalifornianos de GRBV, tamafio de fragmentos obtenidos en fragmento A del genoma
con enzima de restriccidon Alul. Los colores indican los aislados que comparten patrones de restriccion.
* Indica el tamafio de fragmento esperado de acuerdo a predicciones in silico de aislados reportados.
Tamario obtenido (+ 50 pb)/ Tamafio esperado*.

Alul

Total

Muestra # Cortes Tamaiio fragmentos (pb)

1810/
1777*

1840/
1778*

1680/
1770*
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Tabla 5: Patrones de restriccion en fragmento A del genoma, cortados con enzima EcoRI.

Aislados bajacalifornianos de GRBV, tamafio de fragmentos obtenidos en fragmento A del genoma con
enzima de restriccion EcoRlI. Los colores indican los aislados que comparten patrones de restriccion. *
Indica el tamafio de fragmento esperado de acuerdo a predicciones in silico de aislados reportados.

Tamario obtenido (+ 50 pb)/ Tamafio esperado*.

EcoRlI

Total

Muestra # Cortes Tamafio fragmentos (pb)

1780/ 1782*

1810/1778*
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Tabla 6: Patrones de restriccion en fragmento B del genoma, cortados con enzima Alul.

Aislados bajacalifornianos de GRBV, tamano de fragmentos obtenidos en fragmento B del genoma con
enzima de restriccion Alul. Los colores indican los aislados que comparten patrones de restriccion. * Indica
el tamafio de fragmento esperado de acuerdo a predicciones in silico de aislados reportados. Tamafio

obtenido (£ 50 pb)/ Tamafio esperado*.

Alul
Muestra # Cortes Tamafio fragmentos (pb) Total
LVEM-1
LVCO-2
LVRG-3 3 200/210* | 470/480* | 500 /510* 730 / 750* 115;‘;‘3 f
LVCR-1
LVVFR-1
LVRV-2
LVENII-1
LVUII-1
LVRO-1 4 200/200* | 220/220* | 320/350* | 440/450* | 700/ 750* 115;3 f
LVCV-1
LVCM-1
LVRG-2
Lvic-3
LVLLC-1
LVRC-2
LVIC-4 3 230/220* | 350/370* | 450/480* 800 / 830* o /
LVMO-4
LVRG-1
LVLB-1
1830/
1890*
1970/
1968*
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Tabla 7: Patrones de restriccion en el fragmento B del genoma, cortados con enzima EcoRI.
Aislados bajacalifornianos de GRBV, tamano de fragmentos obtenidos en fragmento B del genoma con
enzima de restriccion EcoRI. Los colores indican los aislados que comparten patrones de restriccion. *
Indica el tamafio de fragmento esperado de acuerdo a predicciones in silico de aislados reportados.
Tamario obtenido (+ 50 pb)/ Tamafio esperado*.

EcoRlI
Muestra # Cortes Tamafio fragmentos (pb) Total
2090 / 1968*
1950/ 1970*
Tabla 8: Grupos de aislados bajacalifornianos de GRBV.
Grupo | Grupo Il | Grupo lll | Grupo IV | GrupoV | Grupo VI | Grupo VIl | Grupo ViII
LVEM-1 LVRV-2 LVIC-3 LVRG-3 LVRG-1 LVMO-1 LVEC-2 LVLLC-1
LVCO-2 LVENII-1 LVRC-2
LVCR-1 LVUII-1 LVIC-4
LVVFR-1 LVRO-1 LVMO-4
LVCV-1 LVLB-1
LVCM-1
LVRG-2
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Tabla 9: Patrones de restriccion de aislados bajacalifornianos.
Patrones de restriccién de fragmento A y fragmento B de 8 grupos de 21 aislados de GRBV. Enzimas de
restriccion: Alul y EcoRI. NUmero de cortes y tamafio de fragmentos obtenidos (pb).

Grupo | Grupo Il
Fragmento A (CP F + Rep | Fragmento B (Rep F + CP Fragmento A (CP F + Rep | Fragmento B (Rep F + CP
R) R) R) R)
Tamaio de Tamaio de Tamaio de Tamaio de
Enzima | # Cortes | fragmentos | # Cortes | fragmentos # Cortes | fragmentos | # Cortes | fragmentos
(pb) (pb) (pb) (pb)
Alul 4 67, 85, 344, 3 210, 480, 510, 3 152, 345, 614, 4 200, 220, 350,
614, 667 750 667 450, 750
230, 441, 58, 90, 496, 90, 136, 441,
EcoRlI 2 1111 3 1324 3 1111 2 60, 90, 1820
Grupo 1l Grupo IV
Fragmento A (CP F + Rep | Fragmento B (Rep F + CP Fragmento A (CP F + Rep | Fragmento B (Rep F + CP
R) R) R) R)
Tamafio de Tamafio de Tamafio de Tamafio de
Enzima | # Cortes fragmentos | # Cortes fragmentos # Cortes | fragmentos | # Cortes fragmentos
(pb) (pb) (pb) (pb)
Alul 3 152, 345, 614, 3 220, 370, 480, 3 152, 345, 614, 3 210, 480, 510,
667 830 667 750
90, 136, 441, 90, 136, 441,
EcoRlI 3 1111 2 60, 90, 1820 3 1111 2 60, 90, 1820
Grupo V Grupo VI
Fragmento A (CP F + Rep | Fragmento B (Rep F + CP Fragmento A (CP F + Rep | Fragmento B (Rep F + CP
R) R) R) R)
Tamafiio de Tamafio de Tamafio de Tamafio de
Enzima | # Cortes | fragmentos | # Cortes | fragmentos # Cortes | fragmentos | # Cortes | fragmentos
(pb) (pb) (pb) (pb)
67, 85, 344, 220, 370, 480, 152, 345, 614, 220, 370,
Alul 4 614, 667 3 830 3 667 2 1300
230, 441, 58, 90, 496, 90, 136, 441,
EcoRlI 2 1111 3 1324 3 1111 2 60, 90, 1820
Grupo VI Grupo Vil
Fragmento A (CP F + Rep | Fragmento B (Rep F + CP Fragmento A (CP F + Rep | Fragmento B (Rep F + CP
R) R) R) R)
Tamafio de Tamafio de Tamafio de Tamafio de
Enzima | # Cortes | fragmentos | # Cortes | fragmentos # Cortes | fragmentos | # Cortes | fragmentos
(pb) (pb) (pb) (pb)
152, 345, 614, 205, 350, 670, 220, 370,
Alul 3 667 3 750 2 420, 660, 690 2 1300
90, 136, 441, 90, 136, 441,
EcoRlI 3 1111 2 60, 90, 1820 3 1111 2 60, 90, 1820
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Clonacién de fragmentos virales

Para estudiar la biologia de un virus y caracterizarlo a nivel molecular es necesario producir clonas
infectivas (Boulton, 2008). EI método utilizado para esto es el uso de un plasmido vector en el cual
se inserta el genoma del virus. pGreen es un plasmido que se ha utilizado para clonar geminivirus,
este plasmido tiene marcadores de seleccion; entre ellos resistencia a kanamicina y o-
complementacion, es decir, la bacteria es deficiente en la actividad B-galactosidasa, en el plasmido se
encuentra un fragmento de la B-galactosidasa que complementa esa deficiencia. En presencia de X-
gal e IPTG se forman colonias azules, pero si hay un inserto en el plasmido la complementacion se
interrumpe y se forman colonias blancas (Hellens et. al, 2000), esto permite la seleccion de colonias

clonadas con el inserto deseado.

Clonar los aislados geminivirales en un plasmido binario como pGreen permitira preservarlos para su
posterior secuenciacién y mas adelante, caracterizarlos en un hospedero susceptible mediante la

agroinoculacién con Agrobacterium tumefaciens.

Para la clonacion de los aislados encontrados se seleccioné un aislado de cada uno de los ocho grupos.
Se amplificd el fragmento B del genoma mediante PCR de alta fidelidad, el cual fue usado como
inserto. El fragmento B del virus fue insertado en el plasmido pGreen, el cual es resistente a

kanamicina.

En medio LB con kanamicina, Xgal e ITPG se seleccionaron las colonias blancas (Figura 22) las
cuales contenian el plasmido con el inserto de interés, en la mayoria de los intentos se obtuvieron de
1 a 2 colonias blancas. Se tomaron las colonias blancas y se estriaron, posteriormente se realizo la

extraccion de plasmido por miniprep (Descrito en Metodologia).
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Figura 22: Ejemplo de colonias con fragmento B clonado.
Colonias blancas y azules en medio LB + kanamicina + Xgal + IPTG.
Las flechas sefialan el crecimiento de las colonias blancas con el
fragmento clonado.

Para verificar la clonacidn, se realiz6 PCR del DNA plasmidico con los primers GVGF y GVGR
(producto esperado, 557 pb), los cuales amplifican una regién dentro del fragmento B del genoma.
En esta reaccion de PCR se utilizaron 2 controles positivos, uno de ellos fue el fragmento B del
genoma y el otro una muestra positiva del virus, como control negativo se utiliz6 el plasmido pGreen
vacio, los productos de PCR se analizaron por electroforésis en gel de agarosa 2% (Figura 23). Solo
se obtuvo la clonacion del fragmento B de 2 aislados, el aislado LVRG-3y LVCO-2, carriles 4y 5
respectivamente. Debido al tiempo y a la conclusiéon de mi estancia en el Laboratorio de Virologia

Agricola no se probaron los demas aislados de GRBV para obtener la clonacién ambos fragmentos
(AyB).
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Figura 23: PCR de fragmento especifico para confirmar clonaciones.

Gel de agarosa 2% tefiido con HydraGreen. L: Ladder 100 pb. Carriles 1-6: Productos de PCR de DNA plasmidico
de clonaciones (LVRC-2, LVMO-1, LVCM-1, LVCO-2, LVRG-3 y LVEC-2), probados con primers GVGF y GVGR
(557 pb). (+) inserto: fragmento B del genoma de GRBV de un aislado, (+) GRBV: planta positiva a GRBV, (-)
pGreen: plasmido pGreen vacio y control de agua. Se observa amplificacion de banda esperada (557 pb) en
los carriles 4y 5, lo que confirma la clonacién del fragmento B en plasmido pGreen de dos aislados.

Arbol fenético

Para hacer una aproximacion de las distancias genéticas entre los aislados se realizd un arbol fenético
(Figura 24) en el software FreeTree. Un arbol fenético permite observar las relaciones entre un grupo
de organismos con base en su grado de similitud. Se realizaron 1000 arboles y se seleccion6 el mejor
arbol propuesto, los valores de bootstrap indican el nivel de confianza de cada nodo. El arbol fenético
se realiz6 con los RFLP’s de las enzimas Alul y EcoRI de ambas mitades del genoma, donde la

presencia del corte se indico con 1y la ausencia del corte con 0 (ANEXO V).

Como controles se utilizaron ocho aislados de GRBV previamente reportados, 4 de ellos
pertenecientes al Clado 1 y 4 pertenecientes al Clado Il (Figura 4), utilizados previamente para la

prediccion de cortes in silico.

En el arbol fenético se observan dos grandes clados (bootstrap = 100%), con subgrupos en cada uno
de ellos. En el primer clado los aislados JCT, ONRB?7 y los aislados bajacalifornianos del Grupo Il
se agrupan, con un valor de bootstrap de 53%. Los aislados del Grupo I11'y VIII no son tan lejanos
genéticamente, de acuerdo al arbol fenético, con un valor de bootstrap de 69%, junto a estos aislados

también se encuentra el Grupo IV. En otro de los subgrupos generados en el arbol fenético se
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encuentra el Grupo VII, el aislado bajacaliforniano JGB y el Grupo IV. El grupo V pertenece a este

clado, sin embargo no forma parte de ningdn subgrupo.

En el segundo gran clado no se observan subgrupos tan claros, a excepcion de los aislados CF214 y
JRT456 que tienen una fuerte similitud. Dentro de este clado se encuentran los aislados de Canada
BCRB4, BCRB5 y el aislado NY135 de Nueva York. El Gnico grupo de aislados bajacalifornianos
que se agrupa en este clado es el Grupo I, sin embargo su ubicacion respecto a los otros componentes
del clado es muy incierta (bootstrap = 5%).

100 %
10%
18%
1

Grupo VI
247
427
Grupo Vil
JGB
Grupo IV

3]
o

3B%
28%
56 %
99

(34

CF214

IRT436
RCRB4
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Figura 24: Arbol fenético de aislados bajacalifornianos.
Arbol fenético realizado en FreeTree. Se utilizaron los
patrones obtenidos con las enzimas Alul y EcoRI de ambas
mitades del genoma. El arbol se realizd con el algoritmo
UPGMA, valores de bootstrap de 1000 iteraciones. En
colores se presentan los grupos de aislados
bajacalifornianos, como controles se utilizaron 8 aislados de
GRBV reportados.
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Discusion

En el diagndstico molecular de GRBV realizado por PCR, se obtuvieron resultados positivos para 21
muestras (Figura 10) de las 80 procesadas. Los sintomas que se tomaron en cuenta para la seleccion
de las plantas muestreadas fueron manchas rojas en el margen y lamina de la hoja, asi como
enrojecimiento de venas primarias, secundarias y terciarias. Sin embargo, algunas de las muestras

sintomaticas que no fueron positivas para GRBV podrian ser positivas para otros virus, como fue el

caso del complejo viral GLRaV (Monroy-Corral et. al, sin publicar).

Por otra parte, los niveles de GRBV en la muestra pueden ser altamente variables, esto dependiendo
del tipo de tejido que sea utilizado para realizar el diagndstico, asi como la etapa de crecimiento en
la que se encuentre la planta. En un articulo publicado en el mes de noviembre del 2018 se demostro
que utilizar tejido de las hojas mas viejas o el peciolo puede disminuir el riesgo de falsos negativos
en los diagnésticos (Setiono et. al, 2018), las muestras recolectadas para este estudio ya habian sido
maceradas, en su mayoria tejido foliar, para futuros diagndsticos se recomienda tomar en cuenta lo

recomendado por Setiono et. al.

Los sintomas de algunas plantas positivas para este geminivirus son similares a las reportadas en la
literatura (Al Rwahnih et. al, 2013; Sudarshana et. al, 2015), sin embargo, algunos no son tan claros,
por ejemplo manchas rojas como quemaduras, la nervadura central totalmente verde o la lamina de
la hoja totalmente verde (Figura 12). Los sintomas de GRBV en algunas de las muestras pueden no
ser tan evidentes debido a la fecha en que fueron recolectadas o la etapa fenolégica en la que se

encontraba la planta, por ello se resalta la importancia de realizar diagnéstico molecular.

Los ensayos para amplificar el genoma circular del virus GRBV por RCA no fueron exitosos. El
ensayo con hexameros al azar (usados en el laboratorio de Virologia Agricola para sintesis de cDNA)
no dio resultado. La sensibilidad de las enzimas y el manejo de estas pudo haber sido un factor

determinante para su funcionamiento adecuado.

Los RFLPs obtenidos con las enzimas de restriccion Alul y EcoRI de los fragmentos A y B del
genoma de GRBV de las 21 muestras positivas indican la presencia de 8 aislados diferentes que varian
entre ellos en regiones puntuales del genoma resultando en diferentes fragmentos de restriccion. Los
patrones de restriccion obtenidos para el aislado JGB coinciden con el nimero de cortes esperados de
acuerdo a las predicciones realizadas in silico (Tabla 1), esto es de gran utilidad ya que funciona
como control en los ensayos de restriccion, ademas de que nos permite hacer una comparacion mas

real con uno de los aislados previamente reportados para el estado de Baja California.
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Los 8 aislados diferentes de GRBV se encuentran distribuidos en la region vinicola de Baja California.
Los aislados de los grupos I, 11y 111 se distribuyen principalmente en la regién del Valle de Guadalupe,
a excepcion de LVRV-2 (grupo 1) y LVRC-2 (grupo 1) que se encuentran en la region de San
Vicente. Los aislados LVRG-3, LVRG-1, LVMO-1 y LVEC-2, de los grupos IV a VII
respectivamente se encuentran en la regién del Valle de Guadalupe. LVLLC-1 miembro del grupo

VIII se localiza en la regién vinicola de San Vicente (Figura 25).
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Figura 25: Distribucién geografica de 8 aislados de GRBV.

Distribucién de las 21 muestras positivas de GRBV, 8 grupos de aislados. A: Aislados del grupo I. B: Aislados del grupo
IIl. C. Aislados del grupo lll. D: Aislados del grupo IV. E: Aislados del grupo V. F: Aislados del grupo VI. G: Aislados del
grupo VII. H: Aislados del grupo VIII.

LVRV-2 y LVENII-1 aislados del grupo Il fueron recolectados en vifiedos con una distancia
aproximada de 148 km entre ellos (Figura 25 B); que se trate del mismo aislado podria deberse a las
practicas culturales de los productores de la region, ya que es muy comin compartir material vegetal
propagativo, propiciando la dispersion del virus. Alternativamente, ambos productores adquirieron el

material de un mismo origen.
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En el grupo 111, ocurre algo muy similar al ejemplo del grupo 11, pues la distancia de recoleccidn entre
dos miembros de este grupo fue de 138 km aproximadamente (Figura 25 C), apoyando la hipétesis
presentada previamente respecto a las précticas culturales de los productores locales y la dispersién

del virus.

LVEC-2 aislado Unico del grupo VII tiene una combinacion de RFLPs similares a los reportados para
Baja California y Canada. Podria tratarse de una variante del virus de GRBV que fue importada de
Europa y tiene el mismo origen genético de los aislados reportados en Canada.

De los aislados bajacalifornianos encontrados gran parte de ellos pertenece a diferentes vifiedos, sin
embargo varios de los vifiedos son del mismo duefio, esto apoyaria la hip6tesis de que las practicas
culturales de compartir material propagativo han contribuido fuertemente a la dispersion del virus en
el estado. Las muestras LVRG-1, -2 y -3 pertenecen al mismo vifiedo, sin embargo los RFLPs indican
gue son diferentes aislados (Figura 25D y E).. El aislado LVRG-3 es mas similar a los reportados
para Canada, sin embargo el aislado LVRG-1 se parece mas a un aislado reportado en California;
podria tratarse de una variante de un aislado que ingres6 por alguna planta o injerto importado de
Canada (LVRG-3) y de alguno proveniente de California (LVRG-1). Esto es una evidencia de las
diferentes rutas de entrada del virus a Baja California. Es importante mencionar que la mayoria de
los productores de vid en Baja California, Canada y California compran material vegetativo en la
misma region de Europa, por lo que podriamos estar hablando de un origen comun del virus, sin

embargo, es necesario realizar mas analisis para comprobar o rechazar esta idea.

De acuerdo a los datos de RFLPs obtenidos con las enzimas de restriccion Alul y EcoRI en ambas
mitades del genoma se puede tener una idea inicial de la diversidad de aislados de GRBV que hay en
los vifiedos de Baja California. La mayor diversidad genética se observo en el fragmento B del
genoma, en esta region se encuentra el ORF que codifica para la proteina de la cdpside, lo que podria
ser un factor importante en la adaptacion del virus al hospedero, asi como a las condiciones
ambientales de Baja California. Es importante mencionar que en el fragmento B se encuentra la region
intergénica mayor que incluye origen de replicacion y secuencias reguladoras, ademés de un ORF
(V1) del cual se desconoce su funcidn y que también podrian jugar un papel en esta diversidad
observada. Estos resultados resaltan la importancia de la caracterizacion molecular y bioldgica de los

aislados geminivirales encontrados.

La mayoria de los aislados encontrados se parecen a uno de los aislados reportados en Canada, sin
embargo, la plantas que se importan a Baja California son provenientes de Francia. Se podria deducir

que la entrada inicial de GRBV a Baja California fue por la importacion de alguna plantula o injerto
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infectado proveniente de Francia y posteriormente el virus muto para adaptarse a los hospederos
locales. Los grupos de investigacion que méas han descrito aislados de GRBYV son de Canada y EUA,

por lo que los aislados de Canada y de Baja California podrian tener a Francia como origen comun.

Otra hipétesis de la diversidad de aislados de GRBV en Baja California es la posible recombinacién
entre algunos aislados provenientes de Francia y de California, esto explicaria la similitud de algunos
aislados con los aislados de Canada y California, como los del grupo | y I1I de este estudio. Ademés
la recombinacion entre aislados dentro del mismo vifiedo pudo haber dado origen a nuevos aislados
que se han adaptado a Baja California. Posiblemente la diversidad de variedades de vid en el estado
ha contribuido a que la diversidad de aislados de GRBV sea alta, pues se identificO GRBV en al
menos 9 variedades diferentes de vid (Figura 12).

El arbol fenético (Figura 24) realizado es una aproximacién de la distancia genética entre los aislados
de Baja California a partir de los RFLP’s obtenidos. En el arbol se observan dos grandes clados
filogenéticos con algunos subgrupos. Los aislados bajacalifornianos reportados previamente, JGB y
JCT (Gasperin-Bulbarela et. al, 2018) se agruparon en el primer clado junto con el aislado ONRB7
de Canada, ademas la mayoria de los grupos de aislados reportados en este estudio pertenecen este
clado, a excepcion del Grupo I. Esta es una evidencia mas de la similitud de los aislados
bajacalifornianos con los aislados que se han reportado en Canada y su posible origen com(n; ademas
los subgrupos dentro del clado podrian explicar la diversidad genética y los cambios que han
experimentado los aislados para adaptarse a los hospederos locales. La topologia obtenida en el arbol
fenético es similar a la del arbol filogenético de secuencias completas (Figura 4), con la excepcion
del aislado N'Y'135 que en el arbol filogenético se agrupa con los aislados del Clado | y en este no.
De acuerdo a estos resultados se podria concluir que la técnica de RFLP’s-fenética es Gtil para realizar
una buena aproximacion. Sin embargo, para tener una imagen mas precisa de la distancia y similitud
genética de los aislados de GRBV encontrados es necesario realizar la secuenciacion genémica de los

aislados.

Las enzimas de restriccion utilizadas para la caracterizacion de genomas (Alul y EcoRI) se
seleccionaron de acuerdo a la prediccion realizada in silico; con otras enzimas de restriccion se
pueden obtener patrones distintos de acuerdo al sitio de corte de cada una. Es importante resaltar que
un nucledétido diferente en la secuencia del genoma puede modificar el patron de corte. Los patrones
de restriccidn que se obtengan con més enzimas de restriccion podrian dar una caracterizacion de

genomas mas fina.

52| Pagina



En geminivirus como CLCuKoV (cotton leaf curl Kokhran virus) y TYLCV (tomato yellow leaf curl
virus) se ha visto una tasa de sustitucion nucleotidica de 2.706x10* a 4.63x10* (sust/sitio/afio)
respectivamente, en el gen que codifica para la proteina de la capside (Duffy y Holmes, 2008; Saleem
et. al, 2016). La secuenciacion de los diferentes aislados encontrados serd de gran ayuda para
confirmar que se trata de nuevos aislados, asi como calcular la tasa de sustitucién nucleotidica que

nos permita entender la variabilidad genética y el origen de los mismos.

Para futuros trabajos se proyecta completar la informacion obtenida con la clonacion de fragmentos
Ay B del genoma para su posterior secuenciacion y caracterizacion biolégica mediante clonas
infectivas. Las clonas infectivas son herramientas moleculares que pueden ser modificadas con
relativa facilidad, lo que permite realizar estudios para identificar las funciones genéticas de los
genomas virales. Ademas, también pueden ser utilizadas para estudiar las interacciones virus-planta-

vector.

La realizacion de este proyecto permitié tener un panorama inicial de la diversidad de aislados
geminivirales en los vifiedos de Baja California. En los mismos, aiin no se ha reportado la presencia
del alfarero tricornudo, vector de GRBV, sin embargo antes de que esto suceda es importante conocer
los aislados geminivirales que se encuentran en los vifiedos para poder tomar medidas de control y

evitar la dispersion del virus.

Metodologia

Muestreo

Tejido foliar de plantas con sintomas de enrojecimiento fueron localizadas y muestreadas (Figura
26) por colaboradores del Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Baja California (CESVBC). Un total
de 80 muestras se recibieron en el laboratorio de Virologia Agricola de CICESE y se almacenaron a
-20 °C hasta su procesamiento. Los datos de cada muestra se vaciaron en una base de datos interna
disefiada exprofeso, se le asignd un codigo de identificacion a cada una de las muestras de acuerdo al

lugar de recolecciéon (ANEXO ).
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Figura 26: Mapa de muestreo en Baja California.
Ochenta muestras de plantas con sintomas de enrojecimiento recolectadas.

Realizado en Google Earth Pro.

Extraccion de DNA

Las muestras de tejido foliar se pulverizaron en nitrogeno liquido de manera independiente; con
excepcion de algunas muestras (57-64, ANEXO 1), las cuales se pulverizaron juntas y se usaron como

un sola muestra de DNA. El tejido pulverizado se almacend a -80 °C hasta la extraccion de DNA.

Para la extraccion de DNA gendmico y geminiviral se utilizé un protocolo modificado de Lodhi et.
al, (1994). En un tubo de 2 ml se colocaron 30 mg de tejido foliar pulverizado, se afiadieron 25 mg
de PVP (polivinilpirrolidona) y 1 ml de buffer de extraccion (Tris-HCI 100 mM, EDTA 20 mM, NaCl
1.4 M, CTAB 2% (w/v) y p-mercaptoetanol 0.2%) se incubé durante 25 min a 60 °C y se enfri6 a
temperatura ambiente. Se afiadieron 500 pl de cloroformo:octanol y se mezclé por inversion entre
20-25 veces. Se centrifug6 a 6000 rpm por 15 min. El sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo. Se
afiadieron 0.5 volumenes de NaCl 5M y 1 volumen de etanol 96% frio. Se dej6 precipitar durante 2
horas a 4 °C. Se centrifug6 a 3000 rpm durante 3 min y posteriormente a 5000 rpm por 3 min. Se
descart6 el sobrenadante y se lavo la pastilla con etanol 70% frio. Se sec6 la pastilla hasta eliminar
completamente el etanol (Opcional: 5-10 min a 37 °C). La pastilla se disolvi6 en 80 pl de agua DEPC.
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Finalmente se realiz6 un tratamiento con RNAsa A (1 pl por cada 100 pl de DNA), se incub6 durante
15 mina 37 °C.

Para cuantificar y checar la calidad del DNA se utiliz6 un Nanodrop Lite (en la opcién de andlisis de
dsDNA); cuando la concentracién de DNA result6 > 100 ng/ul, fue necesario hacer una dilucién para
evitar que la reaccion de PCR se inhibiera. Adicionalmente se verifico la calidad de DNA mediante
electroforésis en gel de agarosa (0.8%).

Amplificacion por Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Se realiz6 PCR con los primers 18S rRNA (producto esperado, 844 pb) como control interno
(Gambino et. al, 2006) y para la deteccion de GRBV se utilizaron los primers GVGF y GVGR
(producto esperado, 557 pb) (Al Rwahnih et. al, 2013). En algunos casos se utilizaron los primers CP
(producto esperado, 257 pb) y Rep (producto esperado, 318 pb) reportados por Krenz et. al, 2014
(ANEXO Il'y ANEXO IiI).

Para la reaccion de PCR se utilizaron dNTPs (0.1 mM, concentracion final de la reaccién), DreamTaq
DNA polimerasa (0.025 U/ul) (Thermo Scientific), 1X del buffer de reaccion de la enzima, 0.5 mM
de cada primer y 1 pl de DNA (<100 ng) en un volumen final de 10 pl. Los productos de PCR se
analizaron por electroforésis en gel de agarosa (2%) tefiido con bromuro de etidio y se visualizaron

en un fotodocumentador con luz UV.

Amplificacion de genomas circulares (RCA)

Para la amplificacion de los genomas completos de las muestras positivas a GRBV se adaptd un
protocolo de Knierim y Maiss, 2007. Se probaron 3 juegos de enzimas (pirofosfatasa y ¢29 DNA
polimerasa) de diferentes fuentes (Tabla 10). Se utilizaron 2.5 pl de DNA (< 100 ng), hexameros al
azar exo- resistentes (10 uM, concentracion final de la reaccion), pirofosfatasa (0.025 U/ul), dNTPs
(0.8 mM) y 929 DNA polimerasa (2.5 U/ul) en un volumen final de 25 pl, la reaccion se incub6 20
ha 30 °C y se inactivo la enzima a 65 °C por 10 min. Como control positivo de la reaccion se utiliz6
DNA de tomate positivo para los geminivirus PHYVV y PepGMV. Los productos de RCA se
analizaron por electroforésis en gel de agarosa (0.8%) tefiido con bromuro de etidio y se visualizaron

en fotodocumentador.
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Tabla 10: Matriz de combinacion de enzimas utilizadas para la reaccion de amplificacion por circulo rodante.

Enzimas Phi29 1 Phi29 2 Phi29 3
Pirofosfatasa 1 X P3 P6
Pirofosfatasa 2 Pl P4 P7
Pirofosfatasa 3 P2 P5 P8

Adicionalmente se realiz6 una prueba en la que la Unica variable fueron los hexdmeros. En una de las
reacciones se utilizaron 2.5 pl de DNA (< 100 ng), hexameros al azar exo- resistentes (10 uM,
concentracion final de la reaccién), pirofosfatasa (0.025 U/ul) (Thermo Scientific), ANTPs (0.8 mM)
y 929 DNA polimerasa (2.5 U/ul) (Thermo Scientific) en un volumen final de 25 pl. En la otra
reaccion se utilizaron 0.5 pl de hexadmeros al azar 600 M, estos son utilizados comunmente para la
sintesis de cDNA.

Amplificacion del genoma de GRBV en mitades

El genoma de los aislados de GRBV fue amplificado en dos fragmentos (A y B) mediante PCR de
alta fidelidad, se utiliz6 la combinacién de primers CPfor — Reprev (fragmento A, ~1.8 kb) y Repfor
— CPrev (fragmento B, ~1.9 kb) (Krenz et. al, 2014; Gasperin-Bulbarela et. al, 2018). Se realizaron
pruebas para estandarizar la técnica modificando el programa de PCR, asi como la concentracion de

DNA en la reaccion.

Para la reaccién de PCR de alta fidelidad se utilizaron dNTPs (0.1 mM, concentracidn final de la
reaccion), Phusion DNA Polymerase (0.025 U/ul) (Thermo Scientific), 1X del buffer de la enzima,
0.5 mM de cada primer y 1 pl de DNA (<100 ng) en un volumen final de 10 pl. El programa de PCR
utilizado para amplificar las mitades fue el de 30 ciclos (ANEXO 1V). Los productos de PCR se
analizaron por electroforésis en gel de agarosa (0.8%) tefiido con bromuro de etidio y se visualizaron

en fotodocumentador.

Patrones de restriccion in silico

Para hacer una prediccion de los patrones de restriccion (restriction fragment length polymorphism,
RFLPs) esperados en cada uno de los fragmentos (A y B) del genoma, asi como determinar qué
enzima de restriccion de las que se encuentran disponibles en el laboratorio seria de mayor utilidad
para identificar diferencias en los aislados, se tomaron 12 aislados de GRBV reportados: 2 aislados
de Baja California (MH557096.1, MH557095.1), 3 aislados de Nueva York (JQ901105.2,
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KF147917.1, KU564256.1), 4 aislados de Canadd (KY316025.1, KX234091.1, KX234092.1,
KY426921.1), un aislado de California (NC_022002.1), un aislado de Washington (MF795175.1) y
un aislado de Corea (KU821056.1). Se fragmentd el genoma en mitades, de acuerdo a la combinacion
de primers CPfor — Reprev (fragmento A, ~1.8 kb) y Repfor — CPrev (fragmento B, ~1.9 kb) en el
software Unipro UGENE v1.31.1 (Okonechnikov et. al, 2012); posteriormente, con la herramienta
NEBcutter V2.0 (Vincze et. al, 2003) se simuld la digestion de cada fragmento, se utilizaron las

enzimas de restriccion Alul, BstUI, EcoRI y Ncol.

Patrones de restriccion de aislados bajacalifornianos

Las mitades Ay B del genoma amplificadas por PCR de alta fidelidad fueron cortadas con las enzimas
de restriccion Alul FastDigest y EcoRI FastDigest (Thermo Fisher) para obtener los patrones de
restriccion (RFLPs).

Para la digestién de los fragmentos, se utilizé enzima de restriccion (0.7 U/ul, concentracion final de
la reaccion), buffer de reaccion 10X y 7 ul de DNA (producto de PCR de alta fidelidad) en un
volumen final de 10 pl. La reaccion se incub6 a 37 °C durante 2 horas y se verifico el patron de corte

mediante electroforésis en gel de agarosa 2% tefiido con bromuro de etidio.

Clonacion de fragmento B de aislados de geminivirus locales

Para la transformacion del plasmido pGreen, se realiz6 la preparacion de células competentes para
transformacion de choque térmico de la cepa TOP10 de Escherichia coli. Un dia previo a la
preparacion de las células competentes se dejaron crecer a 37 °C en 5 ml de medio LB liquido. Para
comenzar la preparacion de las células se incubaron en hielo durante 30 min, posteriormente se
centrifugaron durante 10 min a 5000 rpm, se decantd el sobrenadante y se resuspendi6 la pastilla en
50 ml de CaCl; 100 mM, se incubaron en hielo durante 45 min, se centrifugaron a 5000 rpm por 10
min, se descartd el sobrenadante y se resuspendi6 la pastilla en 2 ml de CaCl, 100 mM, 10% glicerol.

Las células competentes se almacenaron a -20 °C.

Para la transformacion de las células con el plasmido pGreen (3,232 pb) (Hellens et. al, 2000), las
células competentes se descongelaron en hielo. A 100 ul de células competentes se afiadieron 10 pl
de plasmido pGreen y se incubaron en hielo durante 30 min. Para el choque térmico se incubaron a
42 °C durante 2 min y posteriormente se regresaron a hielo. Se incubaron a 37 °C durante 45 min en

1 ml de medio LB liquido, se centrifugd a 5000 rpm por 5 min y se descartd el sobrenadante, se
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resuspendi6 la pastilla en 100 pl de medio LB liquido y se plaque6 en cajas Petri con medio LB +
kanamicina (50 pg/ml), se incubaron a 37 °C por 24 hrs. La transformacién de las células competentes
TOP10 con el plasmido pGreen se observo con el crecimiento de las colonias resistentes a kanamicina
(Figura 28).

Para la extraccion de plasmido por miniprep se utilizaron las soluciones para lisis alcalina del kit de
extraccion Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System (Promega). Se tomaron colonias con
el plasmido pGreen y se colocaron en un tubo de 1.5 ml hasta formar una pequefa pastilla. Se
afiadieron 200 pl de solucion de resuspension celular y se mezcld con vortex, posteriormente se
afiadieron 200 pl de solucion de lisis celular y se mezcld por inversion, se afiadieron 200 pl de
solucion neutralizadora y se coloco en hielo. Se centrifugd a 14000 rpm por 10 min a 10 °C, se
recuperd el sobrenadante en un tubo nuevo y se afiadié 1 ml de isopropanol frio, se centrifug6 10 min
a 14000 rpm y se decantd el sobrenadante. Se afiadié un 1 ml de etanol 95% y se mezcld por inversion,
se centrifugd a 14000 rpm por 5 min'y se decant6 el sobrenadante, finalmente se dejo secar la pastilla

y se disolvid en 50 ul de H2O libre de nucleasas.

Para linearizar el plasmido pGreen se realiz6 la digestion con la enzima de restriccion de corte Gnico
Smal FastDigest (Thermo Fisher). Se tomaron 5 pul de DNA plasmidico, 2 pl de buffer de reaccion
10X, 12 pl de agua y 1 pl de enzima Smal, se incub0 la reaccion a 37 °C por 25 min. Se verificé la
digestion del plasmido en gel de agarosa 0.9% tefiido con SYBR Safe (Figura 28).

Figura 27: Colonias E. coli resistentes a Figura 28: Linearizacion de plasmido pGreen.

kanamicina. Gel de agarosa 1% teilido con SYBR Safe. L:
Crecimiento de colonias de E. coli TOP10 Ladder O’ Gene Ruler. Carriles 1 y 2 plasmido
resistentes a kanamicina en medio LB. pGreen cortado con enzima de restriccion Smal.
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Para la clonacion de los fragmentos en el plasmido pGreen, se realizé la ligacion del fragmento B con
el plasmido linearizado. Para la reaccién de ligacion se utilizaron 2 pl de plasmido, 10 pl de inserto,
4 ul de buffer de reaccion 5X y 1 ul de T4 DNA ligasa (5 U/ul) (Thermo Scientific) en un volumen

final de 20 ul. La reaccidn se dejo incubar toda la noche a temperatura ambiente.

Para la transformacion, las células competentes se descongelaron en hielo. A 100 ul de células
competentes se afiadieron 20 ul de la reaccion de ligacion y se incubaron en hielo durante 30 min.
Para el choque térmico se incubaron a 42 °C durante 2 min y posteriormente se regresaron a hielo. Se
incubaron a 37 °C durante 45 min en 1 ml de medio LB liquido, se centrifug6 a 5000 rpm por 5 min
y se descarto6 el sobrenadante, se resuspendio la pastilla en 100 pl de medio LB liquido. Se plaqued
en cajas Petri con medio LB + kanamicina (50 pg/ml) + Xgal (50 pg/ml) e IPTG (200 uM), se
incubaron a 37 °C por 24 hrs. Se seleccionaron las colonias blancas obtenidas y se estriaron en cajas
Petri con medio LB + kanamicina (50 pg/ml) + Xgal (50 pg/ml) e IPTG (200 pM). Se incubaron a
37 °C por 24 hrs. Se realiz6 la extraccion de DNA plasmidico por miniprep como fue descrito

previamente.

Para confirmar la clonacion, se realiz6 PCR con los primers GVGR y GVGF (producto esperado, 557
pb) propuestos por Al Rwahnih et. al, (2013), el programa de amplificacion utilizado fue el descrito
en el ANEXO IIl.

Arbol fenético

Para hacer una aproximacion de las distancias genéticas y la similitud de los aislados de GRBV

encontrados en los vifiedos de Baja California se realizé un arbol fenético.

Los datos de RFLP’s obtenidos con ambas enzimas de restriccion (Alul y EcoRI) en ambas mitades
del genoma de GRBYV se vaciaron en una matriz binaria (ANEXO V). El &rbol fenético se realizo en el
programa Free Tree (Hamp et. al, 2001), la matriz de distancia/similitud se realiz6 mediante el
algoritmo de Nei y Li / Dice y el algoritmo para la construccion del arbol fue UPGMA (Unweighted
Pair Group Method Using Arithmetic Averages). Se realizaron 1000 iteraciones y se selecciono el

mejor arbol propuesto.
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ANEXO |

Datos de 80 muestras utilizadas para diagnostico de geminivirus y de controles negativos utilizados
(81 - 83). Los datos de recoleccidn de las muestras utilizadas (vifiedo y coordenadas) no se publican

por cuestiones de confidencialidad de los duefios de los vifiedos.

Registro # Extraccion DNA | Fecha de recoleccion Cadigo Variedad
1 1 07/08/2018 LVLT-1 Uva de mesa
2 2 07/08/2018 LVEG-1 Merlot
3 3 07/08/2018 LVEG-2 Malbec
4 4 08/08/2018 LVEM-1 Sauvignon Blanc
5 5 08/08/2018 LVEM-2 Sauvignon Blanc
6 6 08/08/2018 LVEM-3 Chardonnay
7 7 08/08/2018 LVDE-1 Nebbiolo
8 8 08/08/2018 LVUA-1 Tempranillo
9 9 08/08/2018 LVUB-1 Tempranillo
10 10 09/08/2018 LVCSA-1 Petit Verdot
11 11 09/08/2018 LVCSA-2 Chardonnay
12 12 09/08/2018 LVCSA-3 Chardonnay
13 13 09/08/2018 LVUII-1 -
14 14 09/08/2018 LVAH-1 Cabernet Sauvignon
15 15 09/08/2018 LVUII-2 Tempranillo
16 16 10/08/2018 LVME-1 Merlot
17 17 10/08/2018 LVLFA-1 Chardonnay
18 18 10/08/2018 LVLB-1 Petit Verdot
19 19 10/08/2018 LVEN-1 Viognier
20 20 10/08/2018 LVGO-1 -
21 21 06/08/2018 LVRC-1 -
22 22 06/08/2018 LVRC-2 Thompson
23 23 06/08/2018 LVLLC-2 Nebbiolo
24 24 06/08/2018 LVLLC-1 Nebbiolo
25 25 06/08/2018 LVRDO-1 Ascopa
26 26 06/08/2018 LVRV-1 Nebbiolo
27 27 07/08/2018 LVRV-2 Nebbiolo
28 28 07/08/2018 LVAR-2 -
29 29 07/08/2018 LVAR-1 Nebbiolo
30 30 08/08/2018 LVSD-1 Nebbiolo
31 31 07/08/2018 LVRG-3 Zinfandel
32 32 07/08/2018 LVRG-1 Zinfandel
33 33 07/08/2018 LVRG-2 Nebbiolo
34 34 07/08/2018 LVRO-1 Cabernet
35 35 07/08/2018 LVRD-1 Nebbiolo
36 36 08/08/2018 LVCV-1 Sauvignon Blanc
37 37 08/08/2018 LVCR-1 Malbec
38 38 08/08/2018 LVEC-2 Zinfandel
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39 39 08/08/2018 LVEC-1 Gamay

40 40 08/08/2018 LVDT-1 Grenache

41 41 09/08/2018 LVCC-1 Merlot

42 42 24/08/2018 LVOSA-1 Tempranillo
43 43 15/08/2018 LVCM-1 Grenache

44 44 15/10/2018 LVLFA-2 -

45 45 15/10/2018 LVLFA-3 -

46 46 15/10/2018 LVCSA-4 N

47 47 15/10/2018 LVCSA-5 -

48 48 15/10/2018 LVLFA-4 N

49 49 15/10/2018 LVCSA-6 -

50 50 22/10/2018 LVENII-1 Nebbiolo

51 51 29/10/2018 LVEC-3 Gamay

52 52 30/10/2018 LVVA-1 P. Syrah

53 53 05/11/2018 LVVA-2 -

54 54 05/11/2018 LVVA-3 -

55 55 05/11/2018 LVVA-4 -

56 56 18/06/2018 LVGO-1 -

57 57 28/06/2018 LVGO-2 -

58 > 28/06/2018 LVGO-3 -

59 59 28/06/2018 LVGO-4 -

60 o0 28/06/2018 LVGO-5 -

61 28/06/2018 LVGO-6 -

62 ot 28/06/2018 LVGO-7 -

63 28/06/2018 LvJC-1 Uva de temporal
64 62 28/06/2018 LVIC-2 Uva de temporal
65 63 28/06/2018 LvJC-3 Uva de temporal
66 64 28/06/2018 LVIC-4 Uva de temporal
67 65 18/06/2018 LvCO-1 -

68 66 18/06/2018 LvVCO-2 -

69 67 28/06/2018 LVMO-1 Uva de mesa
70 68 28/06/2018 LVMO-3 Uva de mesa
71 69 28/06/2018 LVMO-4 Uva de mesa
72 70 06/07/2018 LVFA21-1 Chardonnay
73 71 20/06/2018 LVVR1-1 Nebbiolo

74 72 07/08/2018 LVYA-1 Crimson

75 73 08/08/2018 LVYA-2 Tempranillo
76 74 08/08/2018 LVSA-1 Chardonnay
77 75 08/08/2018 LVLA-1 Mision

78 76 09/08/2018 LVRF-1 Merlot

79 77 09/08/2018 LVVFR-1 -

80 CN1 10/08/2018 CN1 Sauvignon Blanc
81 CN2 10/08/2018 CN2 Nebbiolo

82 CN3 10/08/2018 CN3 Merlot

65|Pagina



ANEXO II

Primers utilizados para amplificacion de fragmentos del genoma de GRBV.

Primer | Secuencia 5°-3’ Tamafio de fragmento | Referencia
16Sfor | TGCTTAACACATGCAAGTCGGA
105 pb
16Srev | AGCCGTTTCCAGCTGTTGTTC
CPfor | AGCGGAAGCATGATTGAGACATTGACG
257 pb Krenz et. al, 2014
CPrev | AACGTATGTCCACTTGCAGAAGCCGC
Repfor | CAAGTCGTTGTAGATTGAGGACGTATTGG 318 ob
18p
Reprev | AGCCACACCTACACGCCTTGCTCATC
18Sfor | CGCATCATTCAAATTTCTGC 844 oh Gambino y
p :
18Srev | TTCAGCCTTGCGACCATACT Gribaudo, 2006
GVGF1 | CTCGTCGCATTTGTAAGA o Al Rwahnih et. al,
557 p
GVGR1 | ACTGACAAGGCCTACTACG 2013

ANEXO 11

Programas de PCR utilizados para amplificacién de fragmentos del genoma de GRBV o controles

internos de la planta.

Programa de amplificacion para 16S, CP y Rep (Krenz et. al,

2014)

Tapa 100° C

Inicio 95° C 3 min

Desnaturalizacion 95° C 15 seg
40 ciclos { Alineamiento 55°C 15 seg

Elongacion 72° C 30 seg

Extension 72°C 1 min

Conservar 12°C
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Programa de amplificacion para 18S (Gambino & Gribaudo,

2006)
Tapa 100° C
Inicio 94° C 4 min
Desnaturalizacion 94° C 30 seg
40 ciclos Alineamiento 58°C 30 seg
Elongacion 72°C 1 min
Extension 72° C 1 min
Conservar 12°C

Programa de amplificacion para GVGF1 y GVGR1 (Al
Rwahnih et. al, 2013)

Tapa 100° C

Inicio 94° C 2 min

Desnaturalizacion 94° C 30 seg
40 ciclos Alineamiento 55°C 30 seg

Elongacion 72° C I min

Extension 72° C 5 min

Conservar 12°C

ANEXO IV

Programas de PCR-High Fidelity utilizados para amplificacion de genoma viral en dos fragmentos.

1.-

Programa de amplificacion para CPfor-Reprev v Repfor-
CPrev (Gasperin-Bulbarela et. al, 2018)

Tapa 100° C

Tnicio 98° C 30 seg

Desnaturalizacidon 98° C 10 seg
40 ciclos ‘|: Almean?.i.ento ¥ 790C 1 min

elongacion

Extension 72°C 10 min

Conservar 12° C

67| Pagina



Programa de amplificacion para CPfor-Reprev v Repfor-

CPrev (Gasperin-Bulbarela et. al, 2018)

100° C

Tapa

30 seg
10 seg
1 min

98° C
g98° C
72°C

Desnaturalizacion
Alineamiento v

clongacion
Extension

Inicio
30 ciclos {

10 min

727 C

12° C

Conservar

ANEXO V

Matriz de datos utilizados para generacién del arbol fenético.

JRT456 BCRB4 BCRBS

NY135

CF214 ONRB7

Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
I mn v Vv Vi Vil Vil leB jer

Grupo |

Tamaio
(pb)

0
1
0
1

1800
1450
1300
1100
830

750

700
670
660
630

501
500
470
450
440
380
350
231

230
200

170
160

91
90

61

60
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