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Presentacion

La investigacion titulada Variabilidad genética de los genes P26 y P10 en aislamientos
colombianos de Potato yellow vein virus y analisis estructural de las proteinas en
ortélogos de Crinivirus se presenta en dos capitulos. La primera parte corresponde al
resumen, summary, una introducciobn general del patosistema papa (Solanum
tuberosum) y virus (Potato yellow vein virus), donde se muestran las principales
caracteristicas pues en cada uno de los articulos principales se trabajara su introduccion.
El capitulo uno corresponde al articulo “Variabilidad y recombinacion de los genes
P26 y P10 de Potato yellow vein virus (PYVV)” y el segundo capitulo corresponde al
articulo “Patrones conservados de las proteinas P26 y P10 de Potato yellow vein
virus (PYVV) con otros Crinivirus”. Al final de la tesis se presentan las conclusiones

principales y las perspectivas para futuras investigaciones.
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La funcién de la proteina P26 de PYVV puede ser la induccion de depdsitos de

plasmalema en las células del floema, pués conserva la misma estructura secundaria y
terciaria que los ortélogos en otras especies que han sido demostrada
experimentalmente, de igual forma la funcién de la proteina P10 deberia ser similar a la
de todos los crinivirus pero se debe entrar a determinar experimentalmente cual es
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Resumen

Potato yellow vein virus es un virus reemergente, cuarentenario, perteneciente al género
Crinivirus; familia Closteroviridae. Es el agente causal de la enfermedad conocida como
amarillamiento de venas de la papa y puede llegar a reducir hasta un 50% la produccion.
Esta especie viral ademas afecta tomate, uchuva y puede permanecer de manera
asintomatica en estos cultivos. Su transmision esta mediada por semilla vegetativa
(tubérculos), vector (Trialeurodes vaporariorum) e injertos. Dentro de su genoma codifica
dos genes, el P26 y P10 que no han sido estudiados en PYVV y son ort6logos en el
género Crinivirus, estos genes son importantes como factores de patogenicidad . En este
estudio se analizo6 la variabilidad genética a partir de 42 y 45 secuencias de P26 y P10
respectivamente las cuales fueron obtenidas a partir de la extraccién y amplificacion por
RT-PCR del RNA total de 45 muestras sintomaticas de diferentes variedades de papa
procedentes de los departamentos de Narifio, Cundinamarca y Boyaca. Los andlisis de
variabilidad basado en andlisis de haplotipos, indices de diversidad y recombinacion,
muestran que hay exceso de polimorfismos de baja frecuencia con tendencia a la
seleccidn negativa y revelan que P26 es més variable que P10 y a la vez ambos son mas
variables en papa Andigena que en Phureja. Por otro lado se encontré que las proteinas
siendo tan diferentes a nivel de secuencia en todos los Crinvirus, presentan un patrén
gue es determinado por las estructuras secundarias y terciarias lo que indica que ademas

de ser ort6logos las proteinas podrian ser homélogas.

Palabras clave: PYVV, Crinivirus, genoma tripartito, haplotipo, I-Tasser.
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Summary

Potato yellow vein virus is a reemerging, quarantine virus, belonging to the genus
Crinivirus; Closteroviridae family. It is the causal agent of the disease known as Potato
Yellow Vein Disease and can reduce production by up to 50%. This viral species also
affects tomato, and can remain asymptomatic in these crops. Its transmission is mediated
by vegetative seed (tubers), vector (Trialeurodes vaporariorum) and grafts. Within its
genome it encodes two genes, the P26 and P10 that have not been studied in PYVV and
are orthologs in the genus Crinivirus, these genes are important as pathogenicity factors.
In this study the genetic variability was analyzed from 42 and 45 sequences for P26 and
P10 genes respectively, which were obtained from the extraction and amplification by RT-
PCR of the total RNA of 45 symptomatic samples of different potato varieties from the
departments of Narifio, Cundinamarca and Boyaca. The analysis of variability based on
haplotype analysis, diversity indices and recombination, showing that there are excess of
low frequency polymorphisms with a tendency to negative selection and reveal that P26 is
more variable than P10 and at the same time both are more variable in Andigena potato
than in Phureja. On the other hand it was found that the proteins being so different at the
level of sequence in all the Crinvirus, present a pattern that is determined by the
secondary and tertiary structures which indicates that in addition to being orthologs the

proteins could be homologous.

Keywords: PYVV, Crinivirus, tripartite genome, haplotype, I-Tasser.
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1. Marco tedrico

1.1 El patosistema papa- PYVV

La papa (Solanum tuberosum) es uno de los productos agricolas de mayor uso y mas
importante como fuente de alimentaciébn humana. La papa es el cuarto cultivo mas
importante en produccién a nivel mundial después del maiz, el trigo y el arroz (Faostat,
2016) y el tubérculo mas relevante en los Andes colombianos (Cevipapa, 2004).
Aproximadamente 2°354.862 t/afio se producen en Colombia y 132.563 h son sembradas
(Faostat, 2016) y distribuidas en 250 municipios entre 2.000 y 3.500 msnm, donde el
cultivo es una fuente de empleo para muchas familias. Este cultivo emplea cerca de 20
millones de jornales al afio y aproximadamente 90.000 familias estan relacionadas a esta
actividad (Villarreal, et al., 2007). El cultivo de papa en Colombia se distribuye en los
Andes desde el departamento de Narifio hasta Norte de Santander en cotas de altitud
superiores a los 2.000 msnm, donde la produccion se concentra en los departamentos de
Antioquia, Boyaca, Cundinamarca y Narifio siendo el altiplano cundiboyacense
considerado como una region importante en la produccion en el pais con un poco mas
del 60% del total de la produccion nacional (Nustez, 2011). Segun Fedepapa (2014), en
el pais existen cerca de 250 variedades de papa y se dice que hay unas 30 que son
comerciales, pero las mas importantes son: Criolla Colombia, Pastusa Suprema,
Superior, Diacol Capiro, Ica Puracé, Tuquerrefia y Roja Narifio.Diferentes enfermedades
afectan el cultivo de papa, entre estas se tienen bacterias (Streptomyces sp. Ralstonia
solanacearum, Pectobacterium sp, Dickeya chrysantemi, Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus), hongos (Alternaria spp, Fusarium spp, Rhizoctonia solani,

Rosellinia pepo, Tecaphora solani, Phoma sp, Polyscytalum pustuylans,
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Helminthosporium solani, Verticilium sp, Helicobasidium purpureum), Oomycetes
(Pythium sp, Phytophthora infestans), Plamodiophoromycetes (Spongospora
subterranea), Chytridiomycetes (Synchitrium endobioticum), Nematodos (Globodera
pallida, Meloidogyne incognita) y Virus (Andean potato leaf latent virus; APLV, Andean
potato mottle virus; APMV, Potato virus Y; PVY, Potato virus X; PVX, Potato leaf roll
virus; PLRV, Potato virus A; PVA, Potato virus S; PVS, Potato mop-top virus; PMTV,
Tobacco rattle virus; TRV, Tobacco necrosis virus; TNV y Potato yellow vein virus; PYVV)
(Perez y Forbes 2011; Mosquera et al., 2013; Restrepo et al., 2011; AHDB, 2018; Torres
APS, 2018). Las enfermedades virales pueden causar pérdidas hasta del 90% de la
produccion, ya que los procesos infectivos de estos patdégenos en las plantas, ocasionan
cambios importantes en el metabolismo de las mismas que usualmente son reflejados en
alteraciones citoldgicas, morfoldgicas, fisioldgicas, entre otros. Algunos de estos cambios
han sido reportados como el efecto directo o secundario de la replicacion y/o

acumulacion de virus (Agrios, 2005).

PYVV es un virus reemergente que fue reportado por primera vez en Antioquia, Colombia
en 1943 (Alba, 1950), pertenece al género Crinivirus de la familia Closteroviridae
(Salazar et al., 2000). Esta limitado al floema y células acompafiantes, posee un genoma
tripartito compuesto por tres moléculas de RNA de cadena sencilla de polaridad positiva.
Ademas presenta dos RNAs defectivos (Eliasco et al., 2006, Mufioz et al., 2017). EI RNA
1 (8,035 Kb) presenta tres marcos abiertos de lectura (ORFs); el ORF lay 1b codifican
una proteina con dominios conservados de proteasa similar a papaina (L-Pro),
metiltransferasa (MTR), helicasa (HEL) y RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) y
el ORF 2 codifica una proteina hidrofobica pequefia P7 sin funcién conocida. El RNA 2
(5,339 Kb), posee cinco ORFs: proteina homologa de choque térmico 70 (HSP70h), P7,
P60, P10 y la proteina de capside (CP). EI RNA 3 (3,892 Kb) posee tres ORFs: P10,
proteina de capside menor (CPm) y P26 (Livieratos et al., 2004).

Las proteinas CP, CPm, HSP70h y P60 estan relacionadas con el correcto ensamble y
movimiento intra e intercelular, supresion de silenciamiento, y transmision via vector
(Alzhanova et al., 2001, Prokhnevsky et al., 2002, James y Brice, 2006, Satyanarayana et
al., 2000; Satyanarayana et al., 2008; James & Angel, 2011; James & Falk 2006)
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PYVV es transmitido por medio de tubérculos infectados, vectorialmente por la mosca
blanca Trialeurodes vaporariorum de una manera semipersistente y por injertos (Buritica,
1970; Salazar et al., 2000; Gamarra et al., 2006; Carrion y Gonzales 2017). PYVV es el
agente causal de la enfermedad denominada amarillamiento de nervaduras en papa.
Como consecuencia de su infeccion, en plantas susceptibles genera sintomas que inician
en los 4pices de la planta y avanzan por toda la lamina foliar en forma clorosis de las
nervaduras primarias y secundarias; en etapas avanzadas Yy alto porcentaje de severidad
ocasiona amarillamientos foliares completos (Salazar et al., 2000, Guzman et al., 2013,
Alfaro y Franco-Lara, 2015). Los reportes indican que en cultivos con plantas infectadas
con PYVV se puede reducir la produccion de papa hasta en un 50% en S. tuberosum
Grupo Andigena, variedad Diacol Capiro (Salazar et al., 2000; Saldarriaga et al., 1988), y
en el Grupo Phureja, variedad Criolla Colombia de 33 a 48% (Guzmén et al., 2012).

1.2 La familia Closteroviridae y las proteinas ortdlogas
en Crinivirus

La familia Closteroviridae, estd formada por cuatro géneros de virus fitopatdgenos,
Closterovirus, Crinivirus, Ampelovirus y Velarivirus (Martelli et al., 2013). Dentro de estos,
el género Crinivirus, aunque conserva la estructura basica genémica que determina a la
familia (Cluster hallmark gene array), posee ademas dos proteinas Unicas de 26 a 28 y
de 8 a 10 KDa, que no estan presentes en los demas géneros y que ademas se
presentan de una manera ortéloga para las 14 especies secuenciadas y reportadas en
GenBank (Fig 1). La proteina P26 estiq implicada en la formacion de depésitos de
plasmalema (PLDs) que permiten el movimiento del virus célula a célula en Lettuce
infectious yellows virus (LIYV) (Medina et al., 2005; Stewart et al., 2009), ademas
presenta autointeraccion junto a la proteina P9 en LIYV, Beet pseudoyellows
virus (BPYV), Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV), Lettuce chlorosis
virus (LCV) y Tomato chlorosis virus (ToCV) pero aun se desconoce su funcion (Stewart
et al., 2009) la proteina P22 (ortdlogo de P26-LIYV) es un fuerte supresor de
silenciamiento génico y junto a CP, CPm acenttan la infeccién de Potato virus x (PVX) en
ToCV (Caiizares et al., 2008) y en Sweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV) ademas
de ser un supresor de silenciamiento, induce necrosis local o sistémica y aumenta la

severidad de la enfermedad (Kreuze et al., 2002, Kreuze et al., 2005).


http://www.sciencedirect.com.ezproxy.unal.edu.co/science/article/pii/S016817021100027X#bib0085
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1.3 Variabilidad en la familia Closteroviridae

En términos de variabilidad genética, la familia Closteroviridae es poco variable, siendo
los géneros Ampelovirus y Closterovirus los mas variables y Crinivirus el menos variable
(Rubio et al., 1999; Rubio et al., 2013). PYVV presenta baja variabilidad y diversidad
genética determinada por polimorfismos conformacionales de cadena sencilla (SSCP),
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) y por andlisis de
secuencias, de los genes CP (capside), HSP70h (homélogo a proteinas de choque
térmico) y CPm (capside menor) (Offei et al., 2004; Guzméan-Barney et al., 2006; Rubio et
al., 2013; Cubillos y Guzman-Barney 2013 y Chaves-Bedoya et al., 2013), aunque existe
mayor variabilidad y tendencia a la recombinacién en CPm, segun estudios realizados
por Cubillos y Guzman-Barney (2013).

El hecho que estas proteinas presenten auto-interaccién fisica, en los virus Crinivirus
LIYV, BPYV, CYSDV, LCV Y ToCV (Stewart et al., 2009) implica que esa caracteristica
es importante para su funcién y que esta relacionada directamente con su estructura
terciaria, lo que indica que cambios mutacionales que generen variabilidad, podran tener
un impacto en la virulencia del virus, ya que se ha observado en campo que plantas que
estdn bajo las mismas condiciones expresan sintomas leves a severos y en otras

situaciones, plantas infectadas por el virus nunca manifiestan la enfermedad.

Esta investigacién tuvo como objetivo determinar la variabilidad genética de los genes
P26 y P10 de aislamientos de PYVV vy la estructura de sus proteinas mediante analisis
comparativo de ortélogos en el género Crinivirus, para lo cual, 1.) se generaron
cebadores para la deteccion especifica de los genes P26 y P10 de la especie PYVV
mediante disefio in silico y posterior estandarizacion y validacion a partir de aislamientos
obtenidos de material vegetal de papa sintomatico y asintomético; 2.) Se analizaron los
genes P26 y P10 de aislamientos de PYVV provenientes de diferentes departamentos de
Colombia para determinar su variabilidad genética, procesos de recombinacion y
posibles relaciones con el hospedero y 3.) Se caracterizd estructuralmente las proteinas
P10 y P26 en PYVV y sus ortélogos en las especies del género Crinivirus, para
determinar posibles patrones estructurales conservados a nivel de secuencias que

permitan predecir funciones similares.
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Figura 1. Alineamiento de genomas de Crinivirus y dos géneros representativos de
Closterovirus y Ampelovirus de la familia Closteroviridae. Detalle en rojo de las proteinas
ortdlogas P26 y P10 presentes en Crinivirus y ausentes en los demas géneros
(Modificado de Zsofia et al., 2013)
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Resumen

PYVV es un virus reemergente, cuarentenario, perteneciente al género Crinivirus; familia
Closteroviridae, es el agente causal de la enfermedad conocida como amarillamiento de
venas de la papa y puede reducir la produccién hasta un 50%. Este virus también infecta
tomate, uchuva, plantas arvenses y puede permanecer de manera asintomatica. Su
transmisién estd mediada por semilla vegetativa, el vector Trialeurodes vaporariorum e
injertos. Su genoma codifica los genes P26 y P10 que son ort6logos en el género
Crinivirus, donde se han caracterizado como factores de patogenicidad y no han sido
estudiados en PYVV. Analizamos la variabilidad de P26 y P10 a partir de 45 y 48
secuencias respectivamente, obtenidas de la amplificacién por RT-PCR del RNA total de
hojas de papa sintomaticas de los departamentos de Narifio, Cundinamarca y Boyaca
(Colombia), incluyendo tres secuencias de cada gen del genoma de PYVV de
aislamientos de papa y tomate reportados en GenBank. Los analisis de variabilidad
basados en arboles de maxima verosimilitud, haplotipos e indices de diversidad
mostraron que P26 es mas variable que P10 y que ambos son mas variables en papa
Andigena que en Phureja. Los test de Tajimay Fu & LI revelan que en estos genes hay
exceso de polimorfismos de baja frecuencia con tendencia a tener seleccion negativa,
ademds encontramos cuatro recombinantes putativas para P26 de aislamientos de papa
Andigena y uno para P10 en el aislamiento referencia de tomate. La alta variabilidad en
estos genes esta influenciada por el flujo y uso no controlado de semilla vegetativa entre

diferentes departamentos lo que favorece la dispersion de variantes virales.

Palabras claves: PYVV, Genoma tripartito, Crinivirus, Solanum tuberosum-Andigena-

Phureja, seleccién negativa.
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Abstract

PYVV is a reemerging virus, quarantine, belonging to the genus Crinivirus;
Closteroviridae family, is the causal agent of the disease known as Potato Yellow Vein
Disease and can reduce production by up to 50%. This virus also infects to tomato, weed
plants and can remain asymptomatic. Its transmission is mediated by vegetative seed, the
vector Trialeurodes vaporariorum and grafts. Its genome encodes the P26 and P10 genes
that are orthologs in the Crinivirus genus, where have been characterized as
pathogenicity factors and have not been studied in PYVV. We analyzed the variability of
P26 and P10 from 45 and 48 sequences respectively, obtained from the RT-PCR
amplification of the total RNA of symptomatic potato leaves from Narifio, Cundinamarca
and Boyaca (Colombia), including three sequences of each gene of PYVV genome of
potato and tomato isolates reported in GenBank. Variability analysis based on maximum
likelihood trees, haplotypes and diversity indices showed that P26 is more variable than
P10 and that both are more variable in Andigena than in Phureja potato. The Tajima and
Fu & LI tests reveal that in these genes there are excess of low frequency polymorphisms
with a tendency to have negative selection, in addition we found four putative
recombinants for P26 of Andigena potato isolates and one for P10 in the reference isolate
of tomato. The high variability in these genes is influenced by the flow and uncontrolled
use of vegetative seed between different departments, which favors the dispersion of viral

variants.

Key words: PYVV, tripartite genome, Crinivirus, Solanum tuberosum, negative selection.
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1. Introduccidn

La papa (Solanum tuberosum) se distribuye en los Andes colombianos desde el
departamento de Narifilo hasta Norte de Santander en cotas de altitud superiores a los
2.000 msnm, donde la produccion se concentra en los departamentos de Antioquia,
Boyaca, Cundinamarca y Narifio, siendo el altiplano cundiboyacense considerado como
una region productora importante en el pais, con un poco méas del 60% del total nacional
(Nustez, 2011). Segln Fedepapa (2014), en el pais existen cerca de 250 cultivares de
papa y se dice que hay unas 30 que son comerciales, pero los mas importantes son:
Criolla Colombia, Criolla Dorada, Criolla Ocarina, Pastusa Suprema, Superior, Diacol

Capiro, Ica Puracé, Tuquerrefia y Roja Narifio.

El género Crinivirus comprende un grupo importante de virus fitopatdbgenos
pertenecientes a la familia Closteroviridae, son emergentes y ampliamente distribuidos
en el mundo (Martelli et al., 2013), dentro de sus genomas codifican dos proteinas que
varian de tamafio, entre 26 a 28 KDa (grupo P26) y de 8 a 10 KDa (grupo P10) en las
diferentes especies virales. Estas proteinas son Unicas en el género y son ortélogas en
las 15 especies secuenciadas y reportadas en el GenBank (Kiss et al., 2013);
adicionalmente, han sido caracterizadas en algunos crinivirus, donde se ha demostrado
la participacién en procesos de infeccion y movimiento celular que influye en el ciclo
infectivo del virus favoreciendo la patogenicidad (Grimsley et al., 1986; Medina et al.,
2003; Medina et al., 2005; Wang et al., 2009; Kiss et al., 2013), también se ha
demostrado que estas proteinas presentan autointeraccion fisica, como un factor

importante para desarrollar su funcién (Stewart et al., 2009).



Variabilidad y estructura de los genes P26 y P10 de PYVV 29

Potato yellow vein virus (PYVV) es un virus re-emergente del género Crinivirus, es el
agente causal de la enfermedad de amarillamiento de nervaduras en papa y como
consecuencia de la infeccion en plantas susceptibles, produce clorosis en las nervaduras
secundarias, que inicia desde el apice hasta alcanzar amarillamientos completos de la
lamina foliar en los casos mas severos (Salazar et al., 2000). Este virus es transmitido
por semilla asexual (tubérculos infectados), injertos y por medio de la mosca blanca de
la especie Trialeurodes vaporariorum de una manera semipersistente (Buritica, 1970;
Salazar et al., 2000; Gamarra et al., 2006; Guzman-Barney et al., 2013; Hernandez y

Guzméan-Barney, 2014; Barragan y Guzman-Barney, 2014).

PYVV fue reportado por primera vez en Antioquia (Colombia) en 1943 en plantas de S.
tuberosum grupo Andigena (Tetraploide) (Alba 1950) y posteriormente en S. tuberosum
grupo Phureja (Diploide). A partir del afio 1996 la dispersion del virus se amplié a
Ecuador, Perl y en 1998 se detectaron los primeros casos en Venezuela (Salazar et al.,
2000, EEPO, 2017).

PYVV es un virus limitado al floema y células acompafiantes, posee un genoma tripartito
compuesto por tres moléculas de ARN de cadena sencilla, polaridad positiva y dos ARNs
defectivos (Eliasco et al., 2006, Mufioz et al., 2017). El ARN 1 (8,035 kb) presenta tres
marcos abiertos de lectura (ORFs), el ARN 2 (5,339 kb), cinco ORFsy el ARN 3 (3,892
Kb) tres ORFs. En el ARN 2 y el ARN 3 se transcriben las proteinas P10 y P26

respectivamente de PYVV.

La familia Closteroviridae es poco variable, siendo los géneros Ampelovirus y
Closterovirus los méas variables y Crinivirus el menos variable (Rubio et al., 2013). Para
PYVV se ha reportado baja variabilidad y diversidad genética mediante el analisis de
polimorfismos conformacionales de cadena sencilla (SSCP), polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP) y por analisis de secuencias de los genes de proteina
de cépside mayor (CP), capside menor (CPm) y homologo de proteina de choque térmico
(HSP70h), aunque existe mayor variabilidad y tendencia a la recombinacién en CPm
(Offei et al., 2004; Guzman et al., 2006; Rubio et al., 2013; Cubillos y Guzman-Barney
2013; Chaves-Bedoya et al., 2014).
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Dada la importancia de los ortélogos P10 y P26 en procesos de patogenicidad y ciclo
viral en especies de Crinivirus y que para PYVV estos genes no han sido estudiados, es
importante conocer la variabilidad y la estabilidad genética permitiendo detectar la
presencia de variantes moleculares que se desarrollan en plantas de papa, generadas
debido a la presién de seleccién, mutaciones, deriva genética, migraciéon y también
eventos de recombinacién, impactando la capacidad infectiva del virus dentro de su
hospedero y brindandole la capacidad de colonizar otras especies vegetales,
aumentando el rango de hospederos como se ha determinado en tomate (Solanum
lycopersicum) y plantas arvenses perennes como poligono (Polygonium sp.) y lengua de
vaca (Rumex sp.) (Salazar et al., 2000, Agrios, 2005; Longdon et al., 2014; Gutierrez et
al., 2017). Nuestro objetivo fue analizar los genes P26 y P10 de aislamientos de PYVV
provenientes de dos regiones geograficas contrastantes de Colombia para determinar su
variabilidad genética, procesos de recombinacion y posibles relaciones con el hospedero.

2. Materiales y Métodos

Para evaluar la diversidad de los genes P26 y P10 del virus PYVV se emplearon analisis
genéticos y moleculares basados en polimorfismos de nucleétido simple SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism) y se realizaron estudios de relaciones filogenéticas, eventos
de recombinacion y caracterizacion de haplotipos que permitieron la identificacién de
posibles separaciones u organizaciones de clados para la dinAmica evolutiva en los

aislamientos virales.

2.1 Muestreo y material vegetal

Se realiz6 un muestreo aleatorio en lotes de papa con alta incidencia de plantas que
presentaban sintomas de amarillamiento de venas, en los departamentos de Narifio,
Cundinamarca y Boyacé (Colombia). De cada lote recolectamos una muestra formada
por hojas obtenidas del tercio medio de diferentes plantas de variedades de papa S.
tuberosum grupo Andigena y grupo Phureja. Las hojas fueron cubiertas con toallas de
papel absorbente y almacenadas en bolsas plasticas perforadas debidamente marcadas,

las cuales fueron transportadas en neveras de icopor sin refrigeracion y llevadas al
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Laboratorio de Biotecnologia Antonio Angarita Zerda de la Facultad de Ciencias Agrarias

de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota para su procesamiento.

2.2 Disefo de cebadores

Para el disefio de los cebadores para amplificar de forma especifica los genes P10 y
P26 del virus PYVV, se usaron como plantillas las secuencias de las accesiones del
genoma peruano de PYVV, AJ557129.1 (para P10) y AJ508757.2 (para P26),
depositadas en GenBank y fueron empleados los programas Primer 3 Input v.0.4.0
(Untergasser et al.,, 2012, Koressaar y Remm 2007) y Primer Blast NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Se seleccionaron los dos pares de

cebadores con las mejores caracteristicas en términos de longitud (20 a 25 pb),
porcentaje de guanina—citosina (>40%), minima dimerizacion, delta de temperatura entre
cebadores, ubicacién flanqueante para la amplificacion del 100% del gen y temperatura
de fusién entre 50 y 60 °C.

El programa AmplifX version 1.5.4 (http://ifrir.nord.univ-mrs.fr/AmplifX) fue usado para

simular la migracion de los fragmentos de los genes P10 y P26 con los cebadores

seleccionados en un gel de agarosa virtual.

2.3 Extraccion de ARN total

Para la extraccion del ARN total del material vegetal recolectado, se maceraron en
nitrégeno liquido una mezcla de foliolos de cada muestra y aproximadamente 0,1 g
fueron empleados con el kit RNeasy Plant Minikit (Qiagen™), cada muestra se trabajé
por duplicado. Para la extraccion se siguieron las recomendaciones de la casa comercial,
excepto para el uso de la columna QIAshredder®, donde los duplicados de cada muestra
fueron concentrados en una misma columna y de ahi en adelante se manejaron como
una Unica muestra. Al finalizar se diluyé el RNA en 30 pyL de agua libre de ARNasas

(Qiagen™) y se conservo a -20 °C hasta su uso.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ557129.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ508757.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://ifrjr.nord.univ-mrs.fr/AmplifX
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2.4 Amplificacion del gen de la proteina de la capside de PYVV

Para verificar la presencia del virus PYVV en las muestras, se realiz6 la amplificacion del
gen de la proteina mayor de la capside (CP), rutinariamente usada en el diagnostico de
esta especie viral siguiendo el protocolo de Hernandez y Guzman-Barney 2014.

2.5 Verificacion de cebadores, RT-PCR y secuenciacion

Todos los reactivos usados para el proceso de retrotranscripcion (RT) y amplificacion
(PCR) fueron de la marca Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific, 168 Third Avenue
Waltham, MA USA 02451) y un temociclador C1000 (BioRad®).

Se realizaron reacciones de RT para los genes P10 y P26 en las muestras positivas al
gen CP del virus PYVV, con el kit SuperScript® Ill (First-Strand Synthesis System for RT-

PCR®, siguiendo las instrucciones de la casa comercial. En cada reaccion se emplearon
3 uL del ARN total, 0.5 uM de cebador antisentido para P10 y P26 (Desarrollados en esta
investigacion (Tab. 1.2), 1 mM de dNTPs, 1X de buffer 5X, 10 mM de ditioeritrol (DTT),
1,6 wuL de ARNasa RNaseOut®, 5 mM de cloruro de magnesio (MgCl,), 8 u/uL de
transcriptasa reversa Superscript®lll y agua libre de ARNasas para completar un
volumen final de 10 uL. EI ARN, dNTPs, cebadores y agua se mezclaron en un tubo de
PCR de 200 pL y se calentaron a 65°C durante 5 min en termocilcador, posteriormente la
reaccion se enfrio en hielo. Se prepar6 una mezcla del buffer 5X, DTT, ARNasa,
transcriptasa reversa, MgCl, y se adicionaron a cada tubo hasta completar un volumen

final de 10 uL por cada reaccion. Los tubos fueron incubados a 50°C durante 50 min.

Posterior a la retrotranscripcion se realizaron reacciones de amplificacion para cada gen
con el kit PCR®. Se us6 1 X del buffer, 2,5 mM de MgCl,, 0,4 uM de los cebadores
sentido y antisentido de P10 y P26 (Tab. 1.2), 0.4 mM de dNTPs, 1 u/uL de Taq
Polimerasa Platinum® de alta fidelidad, 0,6 uL de ADNc y se complet6é a volumen final de
15 pL con agua tratada con pirocarbonato de dietil (DEPC).

El ciclo de amplificacion para los dos genes fue: 1 min a 94°C, seguido de 34 ciclos de 1
min a 94°C, 30 s a 58°C y 1 min a 72°C, por ultimo 10 min a 72°C.


https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/superscriptIIIfirststrand_pps.pdf
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/superscriptIIIfirststrand_pps.pdf
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La visualizacién de los amplicones se realiz6 tomando 2 pL del producto amplificado en
un gel de agarosa al 1% en buffer TAE, el gel fue tefiido con bromuro de etidio 0,02
mg/mL. Los amplicones se purificaron con el kit Pure Link PCR Purification, se
resuspendieron en 30 PL agua libre de ADNasas y se enviaron a Macrogen® para

secuenciacién en ambos sentidos por el método Sanger.

2.6 Preparacion de secuencias de los genes P26 y P10 del virus
PYVV

Las secuencias obtenidas fueron ensambladas para obtener consensos (Contigs)
mediante el programa online CAP3 de PRABI-Doua (Huang y Madan, 1999). A los
contigs obtenidos se les realiz6 un alineamiento Blast para verificar la identidad con las
secuencias de los genes P26 (AJ508757.2) y P10 (AJ557129.1) del genoma peruano de
PYVV usado como molde. Después de verificar la identidad de los genes, se
seleccionaron los mejores cebadores para la RT-PCR de rendimiento y la secuenciacién

de todas las muestras de la misma manera descrita anteriormente.

Para los analisis de variabilidad los contigs generados de los genes P26 y P10 del virus
PYVV fueron agrupados por: (1) por genotipo de papa; Andigenas (Tetraploide) y
Phurejas (Diploide), (2) por origen geogréfico las secuencias; Narifio (N) y Cundinamarca

(C) y Boyaca (3) y en el tltimo grupo se realiz6é el compendio total de secuencias.

2.7 Diversidad y variabilidad de los genes P26 y P10 de PYVV

Para evaluar la identidad nucleotidica en las secuencias, se obtuvo una matriz con
Sequence Demarcation Tool, que compara por pares cada una de las secuencias
alineadas y les asigna un porcentaje de similaridad, representado por un color en una

escala determinada por el programa (Muhire et al, 2014).

El programa Mega 7 (Kumar et al., 2016) fue usado para obtener los alineamientos
multiples por codones con el algoritmo Muscle y para la construccion de arboles de

méxima verosimilitud para cada gen. Los arboles fueron construidos usando el modelo de
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sustitucion nucleotidica de Tamura 3 parametros y fueron evaluados con la prueba de
bootstrap con 1000 réplicas (Nei & Kumar, 2000), ademas este programa fue usado para
estimar el promedio de mutaciones no sinénimas (dN), sinénimas (dS) y la proporcién se
mutaciones no sinénimas sobre sindnimas (dN/dS) donde la presién de seleccion es
considerada negativa o purificadora si dN/dS<1, neutral si dN/dS= 1 y positiva 0
diversificadora si dN/dS>1. Por ultimo el programa DNaSP 5.0 (Librado et al., 2009) fue
usado para los analisis variabilidad genética en la cual se estimaron cantidad de sitios
variables (s), total de mutaciones (n), diversidad nucleotidica (1) cantidad de haplotipos
(h), diversidad de haplotipos (dH) y los test de neutralidad de Tajima’s D (Tajima, 1989)
basado en la diferencia entre el nimero de sitios segregantes y el promedio de
diferencias nucleotidicas y Fu & Li's F* (Fu y Li, 1993) basado en las diferencias entre el
namero de sitios Unicos (singletons) y el promedio del numero de diferencias

nucleotidicas entre pares de secuencias

2.8 Eventos de recombinacion en los genes P26 y P10 del virus
PYVV

Para la deteccion de eventos putativos de recombinaciéon fueron usados siete programas
contenidos en el programa RDP v4.95: RDP, Geneconv, MaxChi, Chimaera, Bootscan,
Siscan y 3seq (Matrtin et al., 2015). Se seleccionaron aguellos eventos de recombinacion
soportados por minimo cuatro métodos dados como positivos (Posada, 2002, Nguyen et
al., 2013).

3. Resultados

3.1 Muestreo y material vegetal

Realizamos un muestreo en ocho municipios de Narifio, seis de Cundinamarca y uno en
Boyaca (Colombia), donde recolectamos en total 46 muestras de papa S. tuberosum
grupo Phureja y Andigena las variedades Diploides: Criolla Guanefia, Mambera y Criolla
Colombia; Tetraploides: Diacol Capiro y Pastusa Suprema. (Tab. 1.1) que presentaban

sintomas de amarillamiento de venas (Fig. 1.1).
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Figura 1.1. Plantas de papa afectadas por amarillamiento de venas, Los sintomas en
campo son observados con plantas amarillas distribuidas en focos. (A) Lote de papa
con alta incidencia de plantas afectadas por amarillamiento de venas, (B) Sintomas
iniciales de amarillamiento de venas (C) Sintomas avanzados de amarillamiento de

venas, (D) detalle de hoja de papa afectada por amarillamiento de venas

Tabla 1.1. Muestras de papa recolectadas para estudiar la variabilidad de los genes P10
y P26 de PYVV

No. de muestras No. de muestras Total de
Departamento  Municipios Grupo Phureja Grupo Andigena muestras
G M CcC DC PS
Cundinamarca 6 0 0 0 14 10 24
Narifio 8 4 2 4 10 0 20
Boyaca 0 0 0 2 0 2
Total 15 4 2 4 26 10 46

G: Guanefia, M: Mambera, CC: Criolla Colombia, DC: Diacol Capiro y PS: Pastusa

Suprema.
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3.2 Diseiio de cebadores paralos genes P10y P26 del virus
PYVV

A partir del disefio de cebadores se obtuvieron dos pares de cebadores para cada gen
los cuales presentaban las mejores caracteristicas esperadas (Tab. 1.2) y durante las
pruebas de amplificacién, todos los pares de cebadores amplificaron su correspondiente
gen diana, a partir de muestras positivas al gen CP de PYVV, mostrado en el gel
representativo de las pruebas correspondiente a las muestras codificadas como CT0426
de Cundinamarca y NT1926 de Narifio (Tab. 1.3, Fig. 1.2-B), verificado por el
alineamiento de la secuencia obtenida con la secuencia referencia del genoma peruano
de PYVV. Ademas la migracion de los amplicones es igual al gel predicho por el
programa AmpliFX (Fig. 1.2-A). Decidimos seleccionar los pares P10F y P10R para el
gen P10y P26F y P26R para el gen P26.

Tabla 1.2. Secuencias de cebadores obtenidos para la amplificacion de los genes P10y
P26 del virus PYVV.

Cebador Secuencia %GC 3 AT° TM Amp TA
P10F GAAAGACATGACAGATGAGGAAGTG 44 0 0
P10R CTGTCTGCTCTAACCTGAATCTTTG 44 0 0 52°C 628 55°C
P10F2 AAGGTTACACACTGAGAAGAGAA 39 0 0
P10R2 GGATCCATTGTTCTAGTACCTCA 43 1 0 50°C 367 55°C
P26F GGCATTGAACAGTCCGAACAC 52 0 O
P26R ATCACTCGTACTAGACCTCGGG 54 0 0 53C 900 55°C
P26F2 CGAAGACACATGCCAACAAG 50 0 1
P26R2 TCGTACTAGACCTCGGGTAAATAA 42 0 1 51°C 998 55°C

%GC: Porcentaje de Guanina Citosina; 3": Complementariedad en el extremo 3"; TM:
Temperatura de fusion; Amp: tamafio del amplicon en pares de bases (Pb); TA:
Temperatura de annealing evaluada. Resaltado en gris para las secuencias de los

cebadores seleccionadas para el analisis.



Variabilidad y estructura de los genes P26 y P10 de PYVV 37

MPM 1 2 3 4 5 6 7

1.5 % agarose

A

Figura 1.2. Comparacion de la migracién de los amplicones in silico (A) y experimental
(B) de los genes P10 y P26 del virus PYVV en geles de agarosa al 1%. A: Prediccion in
silico de la migracion: Carril 1: Marcador de peso molecular, 2 y 3: set de cebadores para
el gen P10, 4 y 5: set de cebadores para el gen P26. B: Gel representativo de las
pruebas de amplificacion experimental del gen P10 (Carriles 1, 2y 5, 6) y P26 (carriles 3,
4y 7,8), muestra CT0426 (carriles 1 a 4) y NT1926 (carriles 5 a 8).

3.3 Secuencias de los genes P10y P26

Se obtuvieron 42 secuencias para el gen P26 y 45 para gen P10 del virus PYVV a partir
de los amplicones obtenidos de la extraccion de ARN total y posterior RT-PCR de
muestras que presentaban sintomas de amarillamiento en las venas, recolectadas en los
departamentos de Cundinamarca, Narifio, Boyacd y que fueron positivas a la
amplificacion del gen CP (Tab. 1.3). Se incluyeron en estas, tres secuencias de
accesiones de referencia para los genes P26 y P10 de los genomas secuenciados del
virus PYVV; uno de ellos obtenido a partir de papa S. tuberosum grupo Andigena de
Cajamarca, Peru (Livieratos et al., 2002), el segundo de S. tuberosum grupo Phureja de
Antioquia, Colombia (Mufioz et al., 2016) y el tercero de tomate (S. lycopersicum) de
Antioquia, Colombia (Gutiérrez et al., 2017). Ademas se emplearon las secuencias de los
genes P26 y P10 del Crinivirus; Lettuce infectious yellows virus (LIYV) como grupo

externo (out-group) en los andlisis de filogenia (Tab. 1.4).
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Tabla 1.3. Codificacion de secuencias del gen P26 y P10 del virus PYVV obtenidas a
partir de muestras recolectadas de papa en los departamentos de Cundinamarca,

Narifio, Boyaca.

Caodigo gen P26 Cddigo gen P10 Departamento/ Municipio Hospedero Variedad
estado
CT0426 CT0410 Cundinamarca Subachoque Papa Andigena Pastusa Suprema
CT1126 CT1110 Cundinamarca Subachoque Papa Andigena Pastusa Suprema
CT1226 CT1210 Cundinamarca Subachoque Papa Andigena Pastusa Suprema
CT1326 CT1310 Cundinamarca Subachoque Papa Andigena Pastusa Suprema
CT1426 CT1410 Cundinamarca Subachoque Papa Andigena Pastusa Suprema
CT1526 CT1510 Cundinamarca Subachoque Papa Andigena Pastusa Suprema
CcT1626 - Cundinamarca Subachoque Papa Andigena Pastusa Suprema
CT1726 CT1710 Cundinamarca Subachoque Papa Andigena Pastusa Suprema
CT1826 CT1810 Cundinamarca Subachoque Papa Andigena Pastusa Suprema
NT1926 NT1910 Narifio Carlosama Papa Andigena Diacol Capiro
NT2026 - Narifio Carlosama Papa Andigena Diacol Capiro
NT2126 NT2110 Narifio Carlosama Papa Andigena Diacol Capiro
NT2226 NT2210 Narifio Ipiales Papa Andigena Diacol Capiro
NT2326 NT2310 Narifio Cumbal Papa Andigena Diacol Capiro
NT2426 NT2410 Narifio Cumbal Papa Andigena Diacol Capiro
NT2526 NT2510 Narifio Pupiales Papa Andigena Diacol Capiro
NT2626 NT2610 Narifio Gualmatan Papa Andigena Diacol Capiro
NT2726 NT2710 Narifio Pasto Papa Andigena Diacol Capiro
NT2826 NT2810 Narifio Pasto Papa Andigena Diacol Capiro
ND2926 ND2910 Narifio Ipiales Papa Phureja Guanefia
ND3026 ND3010 Narifio Ipiales Papa Phureja Guanefia
————— ND3110 Narifio Carlosama Papa Phureja C. Colombia
----- ND3210 Narifio Carlosama Papa Phureja C. Colombia
ND3326 ND3310 Narifio Taquerres Papa Phureja Guanefa
ND3426 ND3410 Narifio Taquerres Papa Phureja Guanefia
ND3526 ND3510 Narifio Guaitarrilla Papa Phureja Mambera
ND3626 ND3610 Narifio Guaitarrilla Papa Phureja Mambera
ND3726 ND3710 Narifio Taquerres Papa Phureja C. Colombia
ND3826 ND3810 Narifio Taquerres Papa Phureja C. Colombia
CT3926 - Cundinamarca Villa Pinzén Papa Andigena Diacol Capiro
CT4026 CT4010 Cundinamarca Villa Pinzén Papa Andigena Diacol Capiro
CT4126 CT4110 Cundinamarca Guasca Papa Andigena Diacol Capiro
CT4226 CT4210 Cundinamarca Villa Pinzén Papa Andigena Diacol Capiro
CT4326 CT4310 Cundinamarca Suesca Papa Andigena Diacol Capiro
CT4426 CT4410 Cundinamarca Suesca Papa Andigena Diacol Capiro
————— CT4510 Bogota DC. Usme Papa Andigena Diacol Capiro
CT4726 CT4710 Cundinamarca Guasca Papa Andigena Diacol Capiro
————— CT4610 Cundinamarca Suesca Papa Andigena Diacol Capiro

Continta
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Continuacion tabla 1.3

Caodigo gen P26 Coddigo gen P10 Departamentof Municipio Hospedero Variedad
estado

CT4926 CT4910 Cundinamarca Suesca Papa Andigena Diacol Capiro
----- CT5010 Bogota DC. Usme Papa Andigena Diacol Capiro

CT5126 CT5110 Bogota DC. Usme Papa Andigena Diacol Capiro

BoT5226 CT5210 Bogota DC. Usme Papa Andigena Diacol Capiro

CT5326 CT5310 Cundinamarca El Rosal Papa Andigena Pastusa Suprema

CT6226 - Bogota DC. Usme Papa Andigena Diacol Capiro
----- BT6710 Boyaca Ventaquemada Papa Andigena Pastusa Suprema
----- BT7010 Boyaca Ventaquemada Papa Andigena Pastusa Suprema

Tabla 1.4 Accesiones referencia de las secuencias de los genes P10 y P26 de los

genomas de PYVV y ort6logos de BPYV reportados en GenBank.

P26 gene

P10 gene

Departament- state/

Accession  Accession country Municipality Host Variety Reference
AJ508757.2 AJ557129.1 Cajamarca/Per( Chota Potato Andigena Yungai "i"iergg’oszet al,
KX573903.1 KX573902.1 Antioquia/Colombia Marinilla S. lycopersicum Chonto Gutierrez et al., 2017
KR998195.1 KR998194.1 Antioquia/ Colombia La Unién Potato Phureja Criolla Colombia  Mufioz et al., 2016

Uls44l.1 Uls4dll Maryland/USA - Nicotianz_a_ - Klassen et al., 1994
clevelandii.

3.4 Diversidad de haplotipos en secuencias de aislamientos de
los genes P26 y P10 del virus PYVV

Se obtuvieron 11 haplotipos (Hap 1 a 11) para el gen P10 de PYVV que presentaron

frecuencias entre 6,6% a 62,3% (Tab. 1.5), donde el haplotipo 4 es el méas frecuente

formado por 28 aislamientos formado por secuencias de Cundinamarca y Narifio, este

haplotipo es el mas ancestral, de acuerdo con la red de haplotipos, por ser el mas

frecuente y diverso entre regiones geograficas (Fig. 1.3). Para el gen P26 de PYVV se

obtuvieron 23 haplotipos (Hap 1 a 23) con frecuencias entre 2,4% a 16,7% (Tab. 1.6),

donde los haplotipos 4, 7 y 9 son los mas frecuentes, el haplotipo 4 estuvo formado por

cuatro aislamientos de los departamentos de Cundinamarca, Narifio y representan el

haplotipo ancestral para el gen P26 (Fig. 4) ya que los haplotipos 7 y 9 se formaron por

secuencias de Cundinamarca estrictamente.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR998195?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=8GFDHGVE014
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Tabla 1.5. Haplotipos relacionados al gen P10 de Potato yellow vein virus.

P10 gene Quantity Codes of P10 and P26 genes sequences Frequency
haplotypes sequences (%)
Hap 1 6 KR998194.1, AJ557129.1, CT1310, CT1810, 13,3
CT4110, CT4210
Hap 2 1 KX573902.1 2,2
Hap 3 3 CT0410, NT2210, NT2410 6.6

CT1210, CT1110, CT1410, CT1510, CT1710,
NT2110, NT2510, NT2610, NT2710, NT2810,
ND3010, ND3110, ND3310, ND3410, ND3510,
Hap 4 28 ND3610, ND3710 ND3810, CT4010, CT4310, 62,3
CT4410, CT4510, CT4610, CT4710, CT5010,
CT5110 CT5210, CT5310.

Hap 5 1 NT1910 2,2
Hap 6 1 NT2310 2,2
Hap 7 1 ND2910 2,2
Hap 8 1 ND3210 2,2
Hap 9 1 CT4910 2,2
Hap 10 1 BT6710 2,2
Hap 11 1 BT7010 2,2

Secuencias de Cundinamarca y Boyaca
@I Sccuencias de Narifio

Antioquia secuencia referencia de PYVV papa Phureja
I Antioquia secuencia referencia de PYVV de tomate
I Peru Secuencia referencia de PYVV de papa Andigena

Figura 1.3. Haplotype network para el gen P10 de Potato yellow vein virus.
Tabla 1.6. Haplotipos relacionados al gen P26 de Potato yellow vein virus.

Haplotipos  Cantidad Cadigo de la secuencias Frecuencia
para el de (%)
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gen P26  secuencias
Hap 1 1 AJ508757.2 2,38
Hap 2 1 KX573903.1 2,38
Hap 3 1 KR998195.1 2,38
Hap 4 4 CT0426, NT2326, NT2426, CT4226 9,52
Hap 5 1 CT1126 2,38
Hap 6 1 CT1226 2,38
Hap 7 4 CT1326, CT1526, CT4726, CT5326. 9,52
Hap 8 3 CT1426, CT1626, CT1826. 7,14
Hap 9 4 CT1726, CT4126, CT4326, CT4426 9,52
Hap 10 2 NT1926, NT2026. 4,76
Hap 11 1 NT2126 2,38
Hap 12 1 NT2226 2,38
Hap 13 1 NT2526 2,38
Hap 14 2 NT2626 NT2826. 4,76
Hap 15 1 NT2726 2,38
Hap 16 2 ND2926; ND3026 4,76
Hap 17 2 ND3326; ND3426 4,76
Hap 18 1 ND3526 2,38
Hap 19 2 ND3626; ND3726 4,76
Hap 20 1 ND3826 2,38
Hap 21 1 CT3926 2,38
Hap 22 1 CT4026 2,38
Hap 23 1 CT4926 2,38
Hap 24 1 CT5126 2,38
Hap 25 1 BoT5226 2,38
Hap 26 1 CT6226 2,38
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H_12,

Secuencias de Cundinamarca y Boyaca
B Sccuencias de Narifio

Antioquia secuencia referencia de PYVV papa
Bl Antioquia secuencia referencia de PYVV de tomate
@ Peru Secuencia referencia de PYVV de papa Andigena

Figure 1.4. Haplotype network for P26 gene of Potato yellow vein virus.
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3.5 Eventos de recombinacion en los genes P10y P26 del virus

PYVV

Los eventos de recombinacion fueron detectados por medio de siete programas
implementados en RDP v4.95. Para el gen P10 fue detectado un Unico evento de
recombinacion, presentando a la secuencia del gen P10 de PYVV de tomate
(KX573902.1) como recombinante y las posiciones 14 y 190 (pb) como puntos de ruptura
inicial y final respectivamente a partir de las secuencias parentales de CT4910 y NT1910.
Para el gen P26 se detectaron cuatro secuencias recombinantes de Narifio NT2226,
NT1926, NT2126 y NT2026, en las posiciones 18 y 216, 25y 220, 14 y 216, 25 y 220

(pb) como puntos de ruptura inicial y final respectivamente, a partir de las secuencias

parentales ND3526, NT2026,ND2726 Y KR998195.1 (Tab. 1.7)

Tabla 1.7. Eventos de recombinacién y puntos de ruptura detectados en secuencias de
los genes P10y P26 del virus PYVV

Recombinante Secuencias F R G B M C S 3S
parentales
KX573902.1 CT4910 NT1910 14 191 ND 8,90x 10° ND 2,52x 10 ND 1,590x10"°  1,35x10°
NT2226 ND3526 ND2026 18 216 3,92x10%° 552x10%  4,95x10**  1,75x10""  1,71x107" ND 7,63x10°%
NT1926 NT2726 ND3526 25 220 ND 6.1X10° 1.3X10° 1.5X10%  1.2X10* ND 1.3x10"
NT2126 ND3526 ND2026 14 216 2,38x10%° 8,68x10™ 3,27x10"° 2,24x10™  4,65x10"" ND 3,41x10%°
NT2026 ND2726 ND3526 25 220 ND 6,14x10"°  1,32x10%°  1,53x10%  1,23x10™ ND 1,29x10™*

I: Inicio del punto de ruptura; F: Fin del punto de ruptura; R: RDP; G: Genecov; B:
BootScan; M: MaxiChi; C: Chimaera; S: SiScan; 3S: 3seq. Gris: Recombinacion para el

gen P10; Blanco: Secuencias recombinantes para el gen P26

3.6 Relaciones filogenéticas

En el arbol de maxima verosimilitud generado para el gen P10 presenta clados, (Gl, Gl
y GlI), Gl posee aislamientos de los tres departamentos evaluados, en este grupo se

incluye el 100% de las secuencias provenientes de plantas de StP. Los grupos Gl y Gll|
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estan formados por secuencias obtenidas de StA, siendo Gll formado por secuencias de
Cundinamarca, incluyendo ademas las dos accesiones (peruana y colombiana) del gen
P10 de PYVV de papa y GllIl estd compuesto por secuencias provenientes de muestras

tanto de Cundinamarca como de Narifio (Fig. 1.5).

El arbol generado para el gen P10 no discrimina grupos por origen geografico, pero si
presenta agrupamientos por genotipo de papa donde los grupos Gll y Gl fueron
formados estrictamente por aislamientos provenientes de StA (tetraploide), mientras que

todos los de StP (diploide) se ubicaron en el grupo Gl junto a otros de StA.

El arbol de maxima verosimilitud generado para el gen P26 del virus PYVV, presenta
siete clados (Gl a GVII) (Fig. 1.6), donde algunos agrupan secuencias por origen
geografico y por genotipo de papa. Las secuencias de las muestras de Narifio se ubican
en los grupos GIV, GVI, GVIl y las de Cundinamarca y Boyaca se ubican en los grupos V
y lll y comparten ubicaciéon con las de Narifio en los grupos Gl . Las secuencias CT1126,
CT1226 y NT2726 no fueron ubicadas en ninguno de los clados, siendo la Ultima

secuencia uno de los recombinantes (Tabla 1.7).

3.7 Distancias genéticas entre secuencias de aislamientos de los
genes P10y P26 del virus PYVV

La matriz generada para el gen P10 muestra un porcentajes de similaridad entre el 96 al
100% excepto para la secuencia recombinante KX573902.1 y secuencia NT1910 las
cuales presentan similaridad entre el 87 y el 93% respectivamente, ademas el promedio
general de distancias genética para las secuencias completas fue de 0,04 +0,01 (Fig.
1.7). De manera similar se presenta la matriz de distancias genéticas para el gen P26,
donde la mayoria de secuencias presentan alta similaridad entre 93 a 100% excepto por
las secuencias recombinantes NT1926, NT2026, NT2126, NT2226 y NT2726 o
parentales de recombinantes ND3526 con porcentajes de similaridad entre el 76 y 93%.

La media general de distancias genéticas para este gen es de 0,09 £0,01 (Figura 1.8).

Por otro lado se observa el mismo agrupamiento generado por los arboles de maxima
verosimilitud para los dos genes (Fig. 1.5, 1.7 y 1.6, 1.8) que soporta los resulados

filogenéticos.
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Figure 1.5. Arbol consenso de méaxima verosimilitud del gen P10 de Potato yellow vein virus.
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Figure 1.6. Arbol consenso de méaxima verosimilitud del gen P26 de Potato yellow vein virus.
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Figura 1.7. Matriz de distancias genéticas entre secuencias de aislamientos del gen P10
del virus PYVV.
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Figura 1.8. Matrix of genetic distances between sequences for P26 gene isolates of Potato yellow vein virus.

3.8 Variabilidad, diversidad y test de neutralidad de los genes
P10y P26 del virus PYVV
La tabla 1.7 presenta los valores para cada uno de los parametros estimados de

variabilidad y diversidad. En general, el gen P26 de PYVV mostrd 132 sitios variables (S)
de 693 sitios totales (19,1% de sitios variables en el gen), 138 mutaciones totales (n),
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diversidad de nucleétidos y haplotipos de 0,0603 y 0,97, respectivamente. Ademas
presenta una tasa entre mutaciones no sinénimas y sinénimas (w (dN / dS)) de 0,18. En
la prueba D de Tajima y Fu y Li se encontraron valores negativos significativos de -2,27
(<0,01) Y -1,07 (Tab.1.8 resaltado gris).

El gen P10 de PYVV presenta 30 S de 255 sitios totales (11,8% de sitios variables en el
gen), 31 mutaciones totales, una diversidad nucleotidica de 0,028 y haplotipica de 0,06 y
y la tasa entre mutaciones no sinénimas y sinénimas (w (dN / dS) ) de 0.35. En la prueba
D de Tajimay Fu y Li, se encontraron valores negativos significativos de -2.45 (<0.001) y
-4.70 (Tab. 1.8).

Internamente en los grupos generados para los genes P10 y P26, se observa una mayor
variabilidad en aislamientos de plantas tetraploides (StA) que en diploides (StP).

Tabla 1.8. ParAmetros estimados de variabilidad genética para los genes P26 y P10 del
virus PYVV.

Gen Genotipe P S n I H Hd dN ds o(dN/dS) TD FD
StA C+N 252 333 00926 16 0,95 0,025  0,0894 0,28 -2.30 * -2,02
StP C+N 48 50 0,0199 6 0,92 0,017  0,0428 0,40 -1,53 -1,52
P26 StA+StP C 236 239 0,0440 11 0,95 0,004  0,0253 0,17 -2,61%**  -414
StA+StP N 253 290 0,124 12 0,96 0,054  0,1824 0,29 -1,50 -0,11
StA+StP C+N 132 138 0,0603 26 0,97 0,064  0,3501 0,18 -2,27** -4,63
StA C+N 93 107 0,0437 9 0,56 0,154 0,3845 0,40 -2,55 *** -4,15
StP C+N 3 3 0,0021 4 0,49 0,005  0,0197 0,25 -1,600 -1,87
P10 StA+StP C 89 95 0,053 7 0,45 0,243  0,4571 0,53 -2,35%* -2,93
StA+StP N 19 20 0,012 7 0,61 0,026  0,0783 0,33 -1,86* -2.34
StA+StP C+N 30 31 0,028 11 0,60 0,143 0,358 0,35 -2,45%**  -4,70

P: Origen geogréfico; C: Cundinamarca + Boyacd, N: Narifio. S: total de sitios variables;
n: numero total de mutaciones; TD: Test D* de Tajima; FD: Fu and LI D*; m: Diversidad
nucleotidica, promedio de diferencias nucleotidica por sitio; h: nimero de haplotipos; Hd:
Diversidad de haplotipos; dN: Promedio del nimero de diferencias pares por sitios
sinénimos; dS: Promedio de numero de diferencias pares por sitios no sinbnimos; StA:
S.tuberosum grupo Andigena; StP: S. tuberosum grupo Phureja C: Cundinamarca; N:
Narifio. *<0.05, **<0.01,*** <0.001
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4. Discusion

Los virus de ARN tienen una gran capacidad para variar genéticamente debido a que las
ARN polimerasas presentan una actividad correctora débil a diferencia de las ADN
polimerasas (Domingo & Holland 1997; Steinhauer et al., 1992;), esto hace que los virus
con genomas de ARN sean mas variables que los que tienen un genoma ADN. Por lo
tanto, las poblaciones de virus ARN tienden a evolucionar rapidamente y adaptarse a
nuevas condiciones ambientales derivadas de la interaccion con sus hospederos y
vectores (Garcia-Arenal & Fraile, 2001; Garcia-Arenal & Fraile, 2011). Se sabe que la
mutacion y la recombinacién son procesos que influyen en la diversidad genética, pues la
primera introduce cambios puntuales en las secuencias generando nuevas variantes y la
recombinacion es un proceso por el cual segmentos de diferentes variantes genéticas
son intercambiados durante el proceso de replicacion, lo que permite el movimiento de
variantes para producir nuevos haplotipos. En este sentido la recombinaciéon no crea
mutaciones sino crea nuevas combinaciones entre las mutaciones preexistentes (Pérez
et al., 2015). La caracterizacion de la variabilidad genética de poblaciones virales
proporciona informacién importante acerca de los procesos implicados en la evolucion
del virus y dispersion donde la epidemiologia es crucial para el disefio de herramientas
de diagnéstico confiables y el desarrollo de estrategias de control de enfermedades
eficientes y duraderas que permitan seleccionar aquellos genes que son mas

conservados en tiempo y espacio.

segun Rubio y colaboradores (2013), La familia Closteroviridae es poco variable pues
esta sometida a una fuerte seleccidon negativa, migraciones de larga distancia, procesos
de recombinacion, interaccién entre cepas virales, virus-hospedero y virus-vector, las
cuales son las principales fuerzas que ejercen presion en este grupo, segun andlisis
efectuados en genes estructurales como CP. Contrario a Moncef (2010) quien realizé un
andlisis de los genomas completos de algunas especies de géneros la familia
Closteroviridae donde reportd que estos virus estan sometidos a procesos de seleccién
positiva con valores de dN/dS que varian entre 1,508 a 2,599 y que solo el Closterovirus:
Citrus tristeza virus (CTV) y el Ampelovirus: Grapevine leafroll-associated virus 3
(GLRaV-3) son los Unicos que presentan procesos de recombinacion, este autor no

detectd procesos de recombinacion para Crinivirus.
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En esta investigacidbn se reporta por primera vez la amplificacion por RT-PCR vy la
obtencion de secuencias nucleotidicas de los genes P26 y P10 del virus PYVV, a partir
de muestras sintométicas y no sintomaticas de diferentes variedades de papa de los

departamentos de Narifio, Cundinamarca y Boyaca.

El andlisis de haplotipos muestra que tanto el gen P26 como el gen P10 presentan alto
namero de haplotipos con alta diversidad y baja frecuencia, siendo el haplotipo 4 el de
mayo frecuencia ademas el mas ancestral y a partir de este, se ha dado todo el proceso
evolutivo de estos dos genes. Chavez y colaboradores (2013), encontraron 33 diferentes
haplotipos para el gen CP de PYVV, donde el haplotipo 28 era el mas frecuente con un
valor de 0,167 igual al del haplotipo 4 para el gen P26. Los grupos haplotipicos mas
frecuentes no agrupan secuencias por genotipo de hospedero u origen geogréfico para el
gen P10, sin embargo los haplotipos del gen P26 si discriminan, tanto por origen como
por genotipo. Esto es apoyado por el arbol de maxima verosimilitud que muestra los
clados asociados a las secuencias de los haplotipos especificos, esta situacién no es
observada en el arbol del gen P10, pues no se observa una diferenciacién clara entre
grupos por genotipos o por origen geogréfico, lo que podria deberse al incremento en el
uso de semilla vegetativa infectada por el virus PYVV, de diferentes origenes
geograficos, lo que ha permitido la dispersion del virus en las regiones productoras de
papa y por ende la distribucién de variantes en las areas geogréficas analizadas en este

estudio, que a su vez favorece el desarrollo

Los test D* de Tajima y Fu & Li globales, presentan un valor negativo significativo para
ambos genes lo que indica que en las poblaciones de PYVV para estos dos genes, existe
un exceso de haplotipos de baja frecuencia (alelos raros en alta frecuencia) lo que podria
indicar que es una poblacién que se esta diversificando después de un cuello de botella o
gue hubo un proceso de seleccion que disminuy6 la frecuencia de haplotipos abundantes
aumentando aquellos que en su momento eran raros y que podria ser explicado
nuevamente por el flujo de material infectado entre regiones geogréficas. Sin embargo al
analizar los aislamientos del hospedero StP se observan valores negativos para el test de
Tajima pero no significantes lo que indica que esa subpoblacién del virus PYVV esta

experimentando un proceso neutral o periodo de contraccidbn o que alternativamente la
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cantidad de secuencias de obtenidas de StP es muy limitada para ofrecer suficiente

robustez estadistica.

Por otro lado, al observar los parametros estimados de variabilidad y diversidad
genética, podemos observar que el gen P26 presenta una diversidad nucleotidica global
de 0,0603, pero al observar las diversidades por hospedero se puede apreciar que en
plantas de la especie StA es mucho mayor 0,0926 en comparacion con el global y con las
plantas de la especie StP, lo que indica que en este estudio las secuencias obtenidas de
plantas de papa StA del gen P26 aportan la mayoria de la diversidad. De la misma
manera este resultado se repite con el gen P10 donde la diversidad global es de 0,0329 y
la aportada por los aislamientos provenientes de StA es de 0,0437 y StP es de 0,0021.
Resultado similar fue obtenido por Chavez-Bedoya y colaboradores (2014) quienes
estudiaron la diversidad de los genes CP, Hsp70 y CPm del virus PYVV, siendo en todos
los casos mas alta para los hospederos StA (0,010; 0,016 y 0,046 respectivamente) y
menor en StP (0,008; 0,005 y 0,084 respectivamente). Esto puede ocurrir ya que el grupo
StA es tetraploide y el grupo StP es diploide, lo que implica que el virus podria estar
sometido a una presion de seleccibn mayor al tener que evadir la maquinaria de
silenciamiento en un genoma mas grande. Por otro lado, podemos afirmar que la
diversidad nucleotidica es mayor en el gen P26 que en el gen P10, sin embargo esa
diversidad es generada por cantidad mayor de mutaciones sinénimas (dS) que no
sinénimas (dN) que no afectan la composicién de los aminoacidos en la proteina ni en su
estructura tridimensional, lo cual mantiene su funcionamiento, llevando a las poblaciones
del virus PYVV a un proceso de seleccion negativa o purificadora. ElI hecho que los
genes P26 y P10 sean mas diversos que CP, CPm y HSP70 de PYVV, implica las
funciones que cada uno ofrece al virus, pues P26 y P10 estdn asociados a
patogenicidad en Crinivirus, mientras que los estudiados por Chavez-Bedoya y
Colaboradores son genes estructurales que deben ser altamente conservados para

garantizar el correcto ensamblaje del virion y la transmision por el vector.

Chéavez-Bedoya y colaboradores (2014), presentaron el primer reporte de recombinacién
de genes de PYVV, siendo el gen CPm el Unico que presentd eventos de recombinacion
en andlisis realizados junto a CP y HSP70. CPm presenta sefiales de recombinacion en
el N-terminal y la regién central. En el presente trabajo se detectd una secuencia

recombinante en el gen P10 (KX573902.1) que corresponde a la secuencia de PYVV de
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la variante que infecta tomate cuyas secuencias parentales corresponden a aislamientos
de StA de Cundinamarca y Narifio, lo que podria significar que tomate fue infectado por
medio del vector T. vaporariorium gue posiblemente adquirié la variante recombinante de
cultivos de StA o StP, donde se presentaban ademas procesos de co-infeccion entre las
variantes parentales (Tromas et al., 2014; Kolondam et al., 2015, Aguilera et al., 2017),
ya que la mosca blanca ademas de papa también afecta cultivos de tomate (Viscarret
2000; Polack 2005; Lopez et al., 2010) y posteriormente los tubérculos infectados con los
parentales recombinantes fueron trasladados a Narifio y a Cundinamarca, de nuevas
variantes y recombinantes al ser sometidas a presién en ambientes diferentes. Ademas
cabe destacar que en las redes neuronales de haplotipos (Network Haplotype), se
muestra que el posible recombinante de tomate es sacado del core de haplotipos,
reforzando un proceso evolutivo en el cual se han dado muchas mas mutaciones que
explican la longitud de la rama. Por otro lado para el gen P26 identificamos cuatro
aislamientos NT2226, NT1926, NT2126 y NT2026 como variantes recombinantes, todas
correspondientes a StA, pero con parentales de secuencias provenientes de plantas StP
y StA, lo que indica que los procesos de recombinacion se dan tanto en plantas diploides
como en tetraploides lo que significa que existen procesos de coinfeccion de variantes
virales posiblemente mediadas por el vector. Ademas, los procesos de recombinacion en
P26 y P10 también se presentan en el N-teminal y region central como en CPm. Eventos
de recombinacion se han visto en otros Crinivirus tales como LCV (Zhao et al., 2018)
BPYV (Tzanetakis et al., 2004).

Por medio de este trabajo fue posible determinar la alta variabilidad que presentan los
genes P10 y P26 la cual es mayor en aquellos aislamientos que provienen de plantas de
S. tuberosum grupo Andigena que en los del grupo Phureja infectadas con PYVV y la
influencia del hombre como vector en su dispersion entre regiones productoras de papa
en Colombia, ademas este trabajo permite la apertura a nuevos trabajos encaminados a
evaluar funcionalidad de las proteinas P10 y P26 de PYVV y la relacion de las variantes
con la presencia o ausencia de sintomas en campo, el grado de severidad, el impacto en

la produccion y la colonizaciéon de nuevos hospederos.
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5.Conclusiones

Reportamos dos pares de cebadores para la amplificacién y secuenciacién de los
genes P10 and P26 de PYVV que contribuirdn en futuras investigaciones.

El gen P26 de PYVV es mas variable y diverso que el gen P10y ambos son mas
variables aislamientos obtenidos a partir de plantas de papa del grupo Andigena
gue en las del grupo Phureja y ademas ambos estan sometidos a presion de
seleccion negativa.

Aunque exista alta variabilidad las tasas de sustituciéon sinénimas vs no sinébnimas
son bajas lo que mantiene la estabilidad de las proteinas P10 y P26 de PYVV,
como un indicador de presién de seleccién a la cual estan sometidas

La variabilidad y evolucién de los genes P10 y P26 de PYVV esta fuertemente
influenciada por el flujo no controlado de semilla vegetativa infecada, entre los
departamentos de Cundinamarca y Narifio lo cual favorece la dispersién de
variantes virales.

Los genes P10 y P26 de PYVV presentan eventos de recombinacion, en
particular el gen P10 de aislameinto de PYVV de tomate podria ser un
recombinante por coinfeccion en plantas de tomate a partir de variantes
generadas en plantas de papa y que por procesos mediados por el vector se
produjo.
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Resumen

Los Crinivirus son un género de virus fitopatdgenos emergentes pertenecientes a la
familia Closteroviridae, estan ampliamente distribuidos en todo el mundo, son
transmitidos por semilla vegetativa, por injertos y por las moscas blancas del género
Bemisia sp. y Trialeurodes vaporariorum. Son responsables de grandes pérdidas en
cultivos de hortalizas y ornamentales. En sus genomas codifican las proteinas P10 y P26
gue son ortdlogas y Unicas en el género, ademas estan relacionadas con patogenicidad y
presentan autointeraccion en algunas especies del género. Potato yellow vein virus es
una de las especies del género Crinivirus y es el agente causal de la enfermedad del
amarillamiento de las venas de la papa que reduce hasta el 50% de la produccién. En
esta especie estas proteinas no han sido caracterizadas estructuralmente ni tampoco
comparadas con otras especies de Crinivirus. En el presente trabajo analizamos in silico
la estructura y posible funcién de las proteinas ort6logas P10 y P26 de los 15 genomas
de Crinivirus reportados en GenBank, por medio de analisis bioinformatico donde se
presentan patrones compartidos a nivel de estructura secundaria, modelos validados de
estructura terciaria, perfiles de hidrofobicidad y modificaciones pos traduccionales,
donde se predice que ninguna es estas proteinas tiene como localizacion el cloroplasto o
la mitocondria y que posiblemente pueden estar asociadas a la membrana, lo que

permiten inferir una posible homologia por grupos de Crinivirus.

Palabras clave: PYVV, Closteroviridae, I-Tasser, depdésitos de plasmalesma
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Abstract

Crinivirus is a genus of emerging plant pathogenic viruses belonging to the
Closteroviridae family, they are widely distributed throughout the world, they are
transmitted by vegetative seed, grafts and whiteflies of the genus Bemisia sp. and
Trialeurodes vaporariorum. They are responsible for large losses in vegetable and
ornamental crops. In their genomes they encode the P10 and P26 proteins that are
orthologous and unique in the genus, they are also related to pathogenicity and present
autointeraction in some species of the genus. Potato yellow vein virus is one of the
species of the genus and is the causal agent of potato vein yellowing disease that
reduces up to 50% of production, in PYVV the proteins P10 and P26 have not been
structurally characterized as in the other Crinivirus species. We analyzed structurally and
functionally the orthologous proteins P10 and P26 of the 15 genomes of Crinivirus
reported in GenBank, by means of bioinformatic analysis where shared patterns are
presented at secondary structure level, validated tertiary structure models, hydrophobicity
profiles and post-translational modifications, where it is predicted that none of these
proteins has the chloroplast or mitochondrion localization and that they may possibly be
associated with the membrane, which allows to infer a possible homology by groups of

Crinivirus

Key words: PYVV, Closteroviridae, I-Tasser, Plasmalemma deposits
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1. Introduccidn

La familia Closteroviridae estd formada por los géneros Closterovirus, Ampelovirus,
Velarivirus y Crinivirus que son fitopatbgenos importantes y estan ampliamente
distribuidos en el mundo (Martelli et al., 2013). El género Crinivirus, aunque conserva la
estructura basica genémica que determina a la familia (Cluster hallmark gene array), la
cual estd compuesta por un homélogo de la proteina de choque térmico 70 (HSP70h),
una proteina de 59 kDa (P59), la proteina de la capside mayor (CP) y una proteina de la
capside mayor (CPm) (Martelli et al., 2002), posee ademas dos proteinas Unicas de 26 a
28 KDa (grupo P26) y de 8 a 10 KDa (Grupo P10), que varian en tamafio segun el
género viral y ademas son ortdlogos en los genomas de las 15 especies de Crinivirus
secuenciadas y reportadas en GenBank (Kiss et al., 2013). Lettuce infectious yellows
virus (LIYV) pertenece al género Crinivirus, en este virus se caracterizé funcionalmente la
proteina P26 y se demostré que esta implicada en la formacion de depdésitos de
plasmalema (PLDs), que se producen en células acompafantes y a menudo adyacentes
a elementos de tubo criboso. Estos depdsitos presentan con frecuencia particulas virales
unidas perpendicularmente, lo que implica que esta proteina juegue un papel importante
en el transporte y la infeccion sistémica del virus en plantas de Nicotiana benthamiana,
(Medina et al., 2003; Medina et al., 2005; Grimsley et al., 1986; Wang et al., 2009). Por
otro lado, en estudios realizados en la proteina P9 de LIYV, se determind que esta
proteina puede tener funciones relacionadas con interacciones del hospedero. Por lo
tanto, es importante en el ciclo infectivo del virus (Kiss et al., 2013). En estudios de
interaccion fisica por el sistema de doble hibrido de levadura (Y2H), se concluyé que
tanto P26 como P9 presentan autointeraccion en LIYV, en el virus Beet pseudoyellows
virus (BPYV), Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV), Lettuce chlorosis

virus (LCV) y Tomato chlorosis virus (ToCV).Para el caso especifico de ToCV, P26
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presenta interacciébn con los demas ortélogos evaluados, lo que significa que podria
funcionar como una proteina que favorece el sinergismo 0 antagonismo en procesos

infectivos con otros crinivirus (Stewart et al., 2009).

Potato yellow vein virus (PYVV) es un virus del género Crinivirus y etiolégicamente
produce la enfermedad de amarillamiento de las venas de la papa, ademas afecta
tomate (Solanum lycopersicum) y puede permanecer de manera asintomatica en plantas
arvenses como Polygonium sp, Rumex obtusifolius asociadas a los cultivos de papa vy
también a ornamentales como Catharantus roseus y Tagetes sp. (Salazar et al., 2000,
Mufioz et al., 2017). Las plantas hospederas de papa infectadas por este virus,
manifiestan desde clorosis en las nervaduras secundarias hasta amarillamiento en toda
la lamina foliar excepto por aquellas infectadas que son asintoméaticas (Salazar et al.,
2000, Guzman et al., 2013). Este virus reduce la produccién hasta en un 50% en papa
Solanum tuberosum grupo Andigena y un 30% en grupo Phureja (Salazar et al., 2000).

En los crinivirus las proteinas P10 y P26 estan codificadas en el ARN 2 excepto para
PYVV cuya ubicaciéon esta en el ARN 2 y el ARN 3 respectivamente, pues este virus
presenta un genoma compuesto por tres moléculas de ARN (tripartita) caracteristica
Unica dentro del género hasta ahora posiblemente derivada de la recombinacién del ARN
2 de su o sus ancestros (Livieratos et al., 2004; Tzanetakis et al., 2013). Estas proteinas
no han sido caracterizadas estructuralmente en PYVV, ademas debido a la importancia
de P26 y P10 con base a los resultados previamente reportados para crinivirus, podrian
predecirse in silico estructuras y funciones determinadas a partir de patrones
estructurales por medio del alineamientos, generacion de modelos bi y tridimensionales
(estructura secundaria y terciaria) y andlisis de prediccion bioinformatica de descriptores
de perfiles bioquimicos, debido a que dos secuencias con plegamientos similares o
iguales pueden poseer una misma funcién. Por otro lado, también permite la
reconstruccion de las relaciones filogenéticas y evolutivas que permiten evaluar la
evolucién de los organismos y agrupamientos (Rost 1999; Petsko y Ringe 2008; Ofran y
Margalit 2006; Meneses et al., 2011; Widlack 2013; Bhattacharya et al., 2017). Nuestro
objetivo en el presente trabajo fue modelar in silico las proteinas P10 y P26 en PYVV y

sus ortologos en las especies del género Crinivirus, para determinar posibles patrones
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estructurales conservados a nivel de secuencias que permitan predecir funciones

similares.

2. Materiales y métodos

Por medio de herramientas bioinformaticas, nosotros abordamos el andlisis estructural in
silico de las proteinas P26 y P10 de PYVV comparandolas con los ortélogos de
Crinivirus, en la bisqueda de patrones conservados que permitan predecir asociaciones

o posibles funciones homologas.

2.1 Analisis de secuencias y modelamiento

Para los andlisis de estructura primaria, secundaria, terciaria, usamos las secuencias de
los genes y proteinas de los ortélogos P26 Y P10 de los genomas de los 15 Crinivirus

secuenciados y reportados en GenBank (Tabla 2.1.).

2.2 Alineamiento multiple de secuencias

Para el alineamiento multiple de secuencias de las proteinas P10 y P26 de PYVV
empleamos el servidor BlastP de Gen Bank para determinar similaridad con otras

secuencias previamente reportadas

Empleamos el programa Mega 7 (Kumar et al., 2016) para obtener los alineamientos
multiples con el algoritmo Clustal W. Se empleé el programa Geneious

(http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) para mejorar la visualizacion de los

alineamientos.
2.3 Estructura primaria de las proteinas del grupo P10 y P26 de
Crinivirus

Usamos los diferentes servidores de Expert Protein Analysis System (Expasy)

(https://www.expasy.org/proteomics): ProtParam para caracteristicas protéicas generales

(Cantidad de aminoacidos, peso molecular) y ProtScale para perfiles de hidrofobicidad de


http://www.geneious.com/
https://www.expasy.org/proteomics
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Kittie & Doolittle. La prediccion de modificaciones postraduccionales fue ejecutada con

Los servidores de DTU Bioinformatics (http://www.cbs.dtu.dk) para determinar posibles

sitios de fosforilacién, en diferentes residuos de serina, treonina y tirosina en Netphos 3.1
(Blom et al., 1999; Blom et al., 2004). N-glicosilacion con NetNglyc 1.0 (Gupta et al.,
2004) O-glicosilacién con NetOGlyc (Steentoft et al., 2013), N-acetilacién en el amino
terminal con NetAcet 1.0 (Lars et al., 2004) y la prediccién de sefiales de localizacion
subcelular se realizé con targetP 1.1 y Signal P 4.1 que predicen péptidos de ubicacién

en cloroplasto, nucleo y mitocondria (Olof et al., 2000; Henrick et al., 1997).

Tabla 2.1. Accesiones de GenBank de las secuencias proteicas de ortélogos P10 y P26

de Crinivirus
Virus proteina Accesion Proteina Accesion Referencia
PYWV P26 YP_054414.1 P10 YP_054420.1 Livieratos et al., 2004
LIYV P26 NP_619699.1 P9 POC790.1 Klaassen et al., 1995
BYDV P27 YP_001816781.1 P9 YP_001816778.1 Martin et al., 2008
BPYV P26 NP_940794.1 P10 NP_940791.1 Tzanetakis et al., 2005
BYVaVv P27 YP_227366.1 P9 YP_227363.1 Tzanetakis et al., 2006
CYSDV P26 NP_851578.1 P9 NP_851575.1 Aguilar et al., 2003
LoV P27 YP_003002364.1 P9 YP_003002361.1 Salem et al,, 2009
TIcV P27 YP_003204962.1 P10 YP_003204959.1 Wintermantel et al., 2009
SPav P28 YP_025091.1 P10 YP_025088.1 Tzanetakis et al., 2005
SPCSV P28 NP_689406.1 P8 NP_689403.1 Kreuze et al., 2002
ToCV P27 YP_293705.1 P9 YP_293702.1 Wintermantel et al., 2005
DVCV P28 ADU25040.1 P10 ADU25037.1 Tzanetakis et al., 2011
ceyv P26 YP_006522433.1 P9 YP_006522430.1 Okuda et al., 2010
VeV P27 ALE18225.1 P9 ALE18222.1 Zhao et al., 2015
Cuyv P26 BAC66369.1 P10 AB085612.1 Hartono et al.,, 2003

PYVV: Potato yellow vein virus; LIYV: Lettuce infectious yellows virus; BnYDV: Bean
yellow disorder virus; BPYV: Beet pseudoyellows virus; BYVaV: Blackberry yellow vein
asociated virus; CYSDV: Cucurbit yellow stunt disorder virus; LCV: Lettuce chlorosis
virus, TICV: Tomato infectious chlorosis virus, SPaV: Strawberry pallidosis asociated
virus, SPCSV: Sweet potato chlototic stunt virus, ToCV: Tomato chlorosis virus; DVCV:
Diodia vein chlorosis virus, CCYV: Cucurbit chlorotic yellows virus, TVCV: Tetterwort vein

chlorosis virus, CuYV: Cucumber yellows virus


http://www.cbs.dtu.dk/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/50428957?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=APG5T5P4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/50428968?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APHYXH40014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/20153358?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=APGG49JC014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/313471396?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APJ1BAXK015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/177882069?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APGKN2V6015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/177882066?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APJ3YJMW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/38257137?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APGPSWPR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/38257134?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APJ6X08G014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/62401640?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APH3MKE9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/62401637?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APJ9MVUU014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/30840976?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APH7MB67015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/30840973?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APJBCZGA014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242916050?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APHAJTTG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242916047?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APJEEF6S014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/258676972?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APHDB1JB014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/258676969?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APJGD2MD015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/48696549?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APHJEB57015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/48696546?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APJKJ1GW014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/22550329?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APHMKV7F014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/22550326?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APJMYN6N014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/72398338?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APHR2FM3014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/72398336?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APJNP35K014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/315451923?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APHTAYBN014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/315451920?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APJRJE00015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/395865417?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APHVADPF015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/395865414?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=APJS8MZP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/927354911
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/927354903
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2.4 Estructura secundaria de las proteinas del grupo P10 y P26

de Crinivirus

La estructura secundaria de cada una de las proteinas fue generada con el servidor J-
pred (Drozdetskiy et al., 2015) y posterior alineamiento manual de las estructuras,

comparando y agrupando visualmente por similaridad.

La topologia transmembranal de las proteinas fue evaluada por medio de TMHMM
MEMSAT3 y MEMSAT-SVM (Krogh et al.,, 2001; Sonnhammer et al., 1998), para

detectar alfa hélices transmembranales y/o hélices tipo Pore-Lining.

2.5 Estructura terciaria y validacion de las proteinas P10 y P26

ortdlogas de Crinivirus

Se construyeron modelos de estructura tridimensional para cada una de las proteinas
con el programa online [-Tasser (Iterative Threading ASSEmbly Refinement) el cual
produce cinco diferentes posibles modelos basados en modelamiento por homologia
(Zhang 2008; Roy et al., 2010; Yang et al., 2015). Posteriormente, cada uno de los 150
(Cinco por cada proteina) modelos fue validado con los servidores ProSA que compara el
modelo con las estructuras que se han obtenido por cristalografia y calcula un Z-Score;

un buen modelo arrojara un valor entre -4 y -6 (Sippl, 1993; Wiederstein & Sippl ,2007).

El servidor Rampage basado en plots de Ramachandran que evalla todas las
combinaciones posibles de angulos diédricos W (psi) contra ® (phi) en los aminoacidos
de un polipéptido y determina el porcentaje de aminoécidos que estan correctamente
alienados en los modelos protéicos (Lowell et al., 2002). El servidor Errat 3D se uso para
analizar las estadisticas de interacciones no ligadas entre diferentes tipos de &tomos,
calculada mediante una comparacién con estadisticas de estructuras altamente
refinadas. La validacién de los modelos se realiz6 para determinar cuales fueron los
mejores modelos que representan el mejor acople termodinamico de los aminoécidos. El
programa SPDB viewer (Guex y Peitch, 1997) fue usado para minimizar la energia. Por
altimo, todas la visualizaciones de las estructuras terciarias se realizaron por medio del

software libre Pymol v2.1 donde se seleccionoé la presentacion por medio de cartoon.
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3. Resultados

3.1 Alineamiento multiple

El alineamiento blast en Gen bank muestra que tanto la proteina P10 como P26
presentan baja similaridad con otras proteinas de otras especies del mismo género. Para
P10 se obtuvo una similaridad entre el 34 y el 40% solo con las proteinas ort6logas de
los Crinivirus Beet yellow vein-asociated virus (BYVaV) y Strawberry pallidosis asociated
virus (SPaV) respectivamente (Tabla 2.2) y para la proteina P26 se obtuvo una
similaridad entre el 29 y el 22% con los ortélogos de los virus: Diodia vein chlorosis virus
(DVCV) (29%), BYVaV (26%), SPaV (25%), BPYV, Cucumber yellows virus (CuYV),
Cucurbit chlorotic yellows virus (CCYV) y Sweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV) con
el 22% (Tabla 2.3).

Por medio del programa Mega 7 se realizaron alineamientos multiples para cada grupo
de proteinas ortélogas con el algoritmo Clustal W y fueron editados con Geneious para
identificar graficamente las posiciones y los aminoacidos conservados, donde se observa
gue en las secuencias de las proteinas P10 y P26 se presentaron pocos aminiacidos
conservados como: Aspartato (D), Leucina (L), Isoleucina (I), Valina (V) y Fenilalanina.
Para el grupo P10 los residuos conservados estan ubicados en las posiciones 2 (D), 6y 7
(L) 37, 38, 40 y 41 (LL-LI) (Fig. 2.1) y para P26 se encuentran ubicadas en las
posiciones 55 (L), 64(L), 75(V), 77(L), 106 (F), 109 (L), 114(L), 120y 121 (LL), 144 (VIL),
163 (VIL), 89 y 90(GL), 95 (1) (Fig. 2.2) .

Tabla 2.2. Resultado similaridad del alineamiento blast de la proteina P10 de PYVV con

la base de datos de Gen bank

Descripcion Max score  Total score  Query cover E value  Similaridad
P10-PYVV 169 169 100% 2e-53 100%
P9- BYVaV 57.0 57.0 91% 7e-09 40%
P10 SPaV 39.7 39.7 85% 0.046 34%
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Tabla 2.3. Resultado de similaridad del alineamiento Blast de la proteina P26 de PYVV

con la base de datos de Gen bank

Descripcion Max score  Total score  Query cover E value  Similaridad

P26-PYVV 468 468 100% 5e-167 100%
P27- BYVaVv 82.8 82.8 100% 6e-166 26%
P10 SPaV 69.3 6.93 87% 2e-10 25%
P28-BPYV 67.8 67.8 87% 5e-10 22%
P26-CuYV 66.2 66.2 87% 2e-09 22%
P26-CCYV 63.5 63.5 87% 1le-08 22%
P28-DVCV 57.0 57.0 54% 4e-06 29%
P28-SPCSV 54.3 54.3 89% 3e-05 22%
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Figura 2.1. Alineamiento de proteinas grupo P10 en Crinivirus. El color negro
corresponde a los sitios conservados por el mismo aminodcido o por uno con
caracteristicas similares (hidrofobicidad). Aminoacidos 1 a 57 en el concenso.
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Figura 2.2. Alineamiento de proteinas grupo P26 en Crinivirus. El color negro
corresponde a los sitios conservados por el mismo aminoacido o por uno con
caracteristicas similares (hidrofobicidad). Aminoacidos 1 a 86 en el consenso
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Continuacion Figura 2.2. Aminoacidos 174 a 224 en el consenso

3.2 Estructura primaria y modificaciones postraduccionales

3.2.1 Perfiles de hidrofobicidad

Por medio de la herramienta ProtScale de Expasy tools, se obtuvieron los perfiles de

hidrofobicidad de Kittie & Dolittle, donde se observa que en todos los ortélogos de las
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proteinas P10 y P26 de Crinivirus presenta un patron compartido de hidrofobicidad al
alinear los diferentes perfiles (Fig. 2.3y 2.4).
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Figura 2.3. Alineamiento de perfiles de hidrofobicidad Kittie & Doolittle de las proteinas
ortélogas P10 de crinivirus
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Figura 2.4. Alineamiento de perfiles de hidrofobicidad Kittie & Doolittle de las proteinas
ortélogas P26 de Crinivirus
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3.2.2 Modificaciones postraduccionales

A partir de los diferentes servidores de prediccion de modificaciones postraduccionales,
se tiene que las proteinas ortélogas de P26 presentan sitios de fosforilacion en diferentes
residuos de serina, treonina y tirosina (excepto para esta Ultima en los virus TICV,
SPCSV y ToCV), también presenta sitios de N-glicosilacion (excepto en BYDV, BYaV y
ToCV) y O-glicosilacion (excepto para PYVV, BYDV, BYaV). La predicciéon de potencial
N-acetilacion solo se presenta en las proteinas de los virus LCV, TICV, SPaV y CCYV
(Tabla 2.4).

Las proteinas ortélogas de P10 también presentan sitios de fosforilacién en residuos de
serina, treonina (Excepto BPYV y TICV) y en tirosina (excepto para SPaV, ToCV y
DVCV). A nivel de glicosilaciones, solo se detectaron sitios potenciales de O-glicosilacion
en los virus LIYV, BYDV, SPaV, SPCSV y DVCV). La prediccion de potencial N-
acetilacién fue detectada en los virus PYVV. LIYV y DVCV (Tabla 2.4).

Por ultimo en ninguna de las proteinas ortdlogas, se detectaron sefiales de localizacion

subcelular al cloroplasto, nicleo o mitocondria (Tabla 2.4 columna péptido sefial).

Tabla 2.4 Prediccién de modificaciones postraduccionales en las proteinas P10 y P26
ortélogas de Crinivirus

Virus Proteina aa Peso Sitios de fosforilacion sitios de glicolisacion N- Peptido

molecular acetilacion sefial
Serina__Treonina___ Tirosina N (6]

PYVV P26 230 26408,31 Sl Sl Sl Sl NO NO NO
LIYV P27 227 26249,94 Sl Sl Sl Sl Sl NO NO
BYDV P27 231 27124,30 Sl Sl Sl NO NO NO NO
BPYV P26 230 26660,35 Sl Sl Sl Sl Sl NO NO
BYaVv P27 229 27312,14 Sl Sl Sl NO NO NO NO
CYSDV P26 228 26630,50 Sl Sl Sl Sl Sl NO NO
LCV P27 233 26874,81 Sl Sl Sl Sl Sl Sl NO
TICV P27 228 26535,93 Sl Sl NO Sl Sl Sl NO
SPaVv P28 239 27585,42 Sl Sl Sl Sl Sl Sl NO
SPCSV P28 242 27816,73 Sl Sl NO Sl Sl NO NO
ToCV P27 232 26936,36 Sl Sl Sl NO Sl NO NO

AA: Cantidad de aminoacidos; N: N-glicosilacion; O: O-glicosilacién

Continla
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Continuacién tabla 2.4

Virus Proteina AA Peso Sitios de fosforilacién sitios de glicolisacion N- Pep}ido
molecular Serina  Treonina  Tirosina N o acetilacion sefial
DVCV P28 238 28040,85 Sl Sl Sl Sl Sl NO NO
CCYV P26 213 24952,56 SI SI SI SI SI SI NO
TVCV P26 229 26881,07 Sl Sl Sl NO Sl NO NO
CuYVv P26 230 26610.29 Sl Sl Sl Sl Sl NO NO
PYVV P10 84 9751,06 Sl Sl Sl NO NO Sl NO
LIYV P9 80 9394,77 SI Sl Sl NO Sl Sl NO
BYDV P9 79 9180,50 Sl Sl Sl NO Sl NO NO
BPYV P10 82 9902,50 SI NO SI NO NO NO NO
BYaV P9 81 9437,96 SI SI SI NO NO NO NO
CYSDV P9 79 9393,87 SI SI SI NO NO NO NO
LCV P9 79 9448,00 SI SI SI NO NO NO NO
TICV P10 80 9545,93 Sl NO Sl NO NO NO NO
SpaV P10 85 9926,42 Sl Sl NO NO Sl NO NO
SPCSV P8 73 8467,92 Sl Sl Sl NO Sl NO NO
ToCV P9 78 9269,77 Sl Sl NO NO NO NO NO
DVCV P10 84 9863,26 Sl Sl NO NO Sl Sl NO
CCYV P9 79 9278,68 Sl Sl Sl NO NO NO NO
TVCV P10 81 9709,17 Sl Sl Sl NO NO NO NO
CuYV P10 82 9902.50 Sl NO Sl NO NO NO NO

AA: Cantidad de aminoécidos; N: N-glicosilacion; O: O-glicosilacion

3.3 Estructura secundaria de las proteinas ortélogas P10y P26

de Crinivirus

A partir de los modelos de prediccion de estructura secundaria, se observa que en la
proteina P26 presenta en consenso ocho alfa hélices para los crinivirus, excepto para
LIYV que presentan cinco. A nivel de ldminas beta, esta proteina es variable pues PYVV,
CCYV, LIYV, TICV presentan seis, BPYV, BYVV, CYSDV, SPCSV, y DVCV presentan
siete y ToCV, BYDV, LCV y SPaV presentan ocho (Fig. 2.5), siendo el extremo amino
terminal mas conservado que el carboxi terminal. Por otro lado, se observa que la
proteina P10 presenta en consenso tres alfa hélices para todos los crinivirus, ademas
CCYV, y SPSCV presentan una lamina beta y CYSDV,BYDV,LCV, presentan dos

laminas beta (Fig. 2.6).
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Figura 2.5. Alineamiento de estructura secundaria de la proteina P26 de crinivirus. En
rojo se observan alfa hélices y en verde laminas beta.



78 Variabilidad y estructura de los genes P26 y P10 de PYVV

10 20 30 4 50 0 70 8!

MNS| SELITEFGEDRVDEI FALHRSFGQSNPPLCDVLLNL | SSKLFSHDDVFEES| IEFGDLKSFLLVTKFIRGVYNSRYNLRY

o
o
o

PYVV

TVCV

CuYV

BPYV

BYVaVv

SPaV

l

DvCV

ToCV

I

CCYV

u
I.

!!!!
I

TICV — = ) O . |
—_— e ——— e — e —— e ———

Figura 2.6 Alineamiento de estructura secundaria de la proteina P10 de crinivirus. En
rojo se observan alfa hélices y en verde laminas beta
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3.4 Topologia transmembranal de las proteinas ortdlogas de P10
y P26 de Crinivirus

Por medio de los servidores TMHMM, MEMSAT3 y MEMSAT-SVM, se detectaron
secuencias particulares, que corresponden a la identificacion de Pore-linings tanto en
P10 como en P26, entre 17 y 16 aminoacidos (Tabla 2.5). Las secuencias son
identificadas en el carboxi terminal para P10 y central para P26. En ninguno de los dos

grupos de ortélogos de encontraron potenciales a-hélices transmembranales.

Tabla 2.5.Prediccion de secuencias tipo Pore-Lining en las proteinas ortdlogas P10 y
P26 de Crinivirus

VIRUS  Proteina Secuencia Proteina Secuencia
PYVV P10 LKSFLLVTKFIRGVYNS P26 NNFVVTLNFLIDVKTG
BPYV P9 TFLVCIKFYRDNYILR P26 MFDVANIFRLLLVARK
BYDV P9 LKNFFECVYCFSQLPN P27 TLSQLEPVLNFVTELK
CCYyv P9 VSEFLECVYWFSLLPK P26 VLQQLESVLWFVTDLK
LCV P9 LKEFLECVYWFTLLPK P27 TLDQLETVLNFLTDAR
BYAV P9 DFLICLKFIRDINLNN P27 LMQEHNIFEFLIQYK
DVCV P10 FLKLTDLVRQLLFSVN P28 IMYDISKVLKFLIRYK
SPaV P10 VFLSCANYLRQIILSA P28 ELMQDFFAVLEFLINM
LIYV P9 NIDIYLDFLEFCLDSK P26 IDFISIIDDLQIIFRG
TICV P10 FSVYVNYIINSYYNGL P27 LKSIVLSYICSSFGEC
SPCSV P8 IKRTGVGLVNLLLNLI P28 VIDSISSVMEFVIDLN
ToCV P9 FVAFGNIETLLCLINQ P27 NYLYFDFVFRYSGTKI
TVCV P10 DFFFCIYHFYRNLNVF P26 NIMFELNFSFTCFGIN
CYSDV P9 TIELLQCLSSFVNMIP P26 VKQLIPILNFLKDSKT

CuYV P10 FLVCIKFYRDNYILRR P26 MFDVANIFRLLLVARK
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3.5 Estructura terciaria de las proteinas ortélogas P10y P26 de
Crinivirus

Las herramientas Prosa, Rampage y Errat determinan que los modelos propuestos a
partir del modelamiento por homologia del servidor I-tasser. son adecuados
termodinamicamente debido a los puntajes asignados, los cuales estan por encima del
80% para Errat y Rampage y valores negativos para Prosa. Entre -4 y -5 (Tabla 2.6).

Por otro lado, se presentaron dos patrones estructurales para la proteina P10 donde en
el primero se agrupan los virus PYVV, CuYV, TVCV, BPYV, BYaV, SPaV, DVCV, ToCV,
BYDV, LCV, CYSDV Yy en el segundo los virus CCYV, LIYV, TICV (Fig. 2.7) para el virus
SPCSV no se logré obtener un modelo que superara el 80% en la evaluacion con Errat

3D, lo que descart6 el modelo final.

Para P26 se presentan cuatro patrones estructurales conformados por: BPYV, CYSDV,
DVCV y SPaV como primer grupo, BYDV, BYaV y PYVV como segundo grupo, LCV y
TICV en el tercero, y en el cuarto grupo CCYV, SPCSV, LIYV, TVCV y CuYV (Fig. 2.8)

Tabla 2.6. Valores de validacion Prosa, Rampage y Errat para las proteinas P10 y P26

ortélogas de Crinivirus

Virus  Proteina Prosa Rampage Errat Proteina  Prosa Rampage Errat

BPYV P9 -4.54 97.5 946 P26 -5.14 895 94.1
BYaVv P9 -4.82 89.9 100.0 P27 -2,47 885 92.3
BYDV P9 -4.70 87.0 98.6 P27 -3.32 88.9 91.0
CCYV P9 -5,74 89.6 944 P29 -6.01 825 86.3
CYSDV P8 -5.8 87.0 100 P26 -5.16 86.3 93.6
DvVCV P10 -5,96  92.7 100 P28 -5.98 88.1 96.9
LCV P9 -4,85 85.7 100 P27 -5.47 874 96.4
LIYV P9 -6.4 85.6 84.3 P26 -7.46  84.2 80.8
PYVV P10 -5.04 87.8 855 P26 -3.43 851 84.2
SPaV P10 -5,29 928 100 P28 -4.53 86.1 92.6
SPCSV P8 -4,89 80.3 754 P28 -3.11 821 63.2
TICV P10 -5,06 80.8 95.8 P26 -2.9 87.2 96.4
ToCV P9 -4.76  92.1 98.6 P26 -3.05 84.3 96.9
TVCV P10 -4,88 83.5 96.5 P26 -5,46 83.1 86.3

CuyVv P10 -5.04 925 98,6 P26 -543 84,1 94.1
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Figura 2.7. Modelos de estructura terciaria de los ort6logos de la proteina P10 de
Crinivirus. A: PYVV, B: CuYV; C: TVCV,; D: BPYV; E: BYaV, F: SPaV, G: DVCV, H: ToCV, I:
BYDV, J: LCV, K: CYSDV.
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4. Discusion

Debido a la baja similaridad en las secuencias con especies del mismo género las cuales
pueden estar por debajo de 30%, es dificil discriminar entre proteinas homélogas o no
homologas para ello se procede a analizar su estructura secundaria y terciaria las cuales
pueden ser similar revelando patrones estructurales (Ahmandi et al., 2012; Bhattacharya
et al., 2017)

Las proteinas P10 y P26 de PYVV son similares con ortélogos del género Crinivirus,
donde se presentan aminoacidos conservados leucina, valina, isoleucina y fenilalanina
los cuales son hidrofébicos que aunque en las posiciones encontradas no siempre esta el
mismo tipo de aminodcido, si existe el reemplazo por uno con caracteristicas similares
respecto a su hidrofobicidad y ademas la presencia de hélices tipo Pore-Lining son
indicativos que el efecto hidrofébico en estas proteinas, permitiéndoles tedricamente
cumplir su funciéon. Funcionalmente, esto podria explicar la asociacion y el efecto
citopatolégico en las membranas celulares que se han reportado en investigaciones
relacionadas con la funcion in vivo, pues en particular para la proteina P26 de LIYV,
BPYV, CYSDV, TICV y ToCV se ha demostrado la induccién de produccién de depdsitos
de plasmalema (Medina et al., 2003, Medina et al., 2006; Stewart et al., 2009) ademas de
la autointeraccion en BPYV, CYSDV, LCV y ToCV, de la misma manera que en la
proteina P10 (Stewart et al., 2009). Si evaluamos la funcién respecto a las estructuras
obtenidas en este estudio, podriamos pensar que de forma similar la proteina P26 de
PYVV podria generar la induccion de depoésitos de plasmalema en las células de sus
hospederos y podria autointeractuar como componente de su funcién, al igual que los
ortélogos en BYDV, BYaV, y TICV, pues conservan la misma estructura del virus LCV
donde ya se ha demostrado esta funcion. Caso similar puede evidenciarse para la
proteina P10 que aungue no se conoce claramente su funcibn ademas de estar asociada
con procesos de patogenicidad (Kiss et al., 2013), si se conoce su autointeraccion y por
lo tanto podriamos afirmar que la proteina P10 del virus PYVV y ortélogos en los virus
CuYV, TVCV, BYaV, SPaV, DVCV y BYDV podrian autointeractiar basandonos en los
reportes reales en estudios previos de los virus BPYV, CYSDV, LCV y ToCV (Stewart et

al., 2009), pues estos también conservan los mismos residuos conservados, presencia
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de hélices tipo Pore Lining, modificaciones postraduccionales y la misma estructura
secundaria y terciaria. En ambos grupos de proteinas, no se encontraron péptidos sefial
gue dirijan la proteina a la mitocondria, cloroplasto o ndcleo lo que significa que el blanco
de estas proteinas no son estos organelos, lo cual es corroborado para P26 por su efecto

en la membrana citoplasmética.

Aqui estamos reportando por primera vez el modelado tridimensional y la evaluacién
comparativa de diferentes patrones estructurales que se presentan en las proteinas P10
y P26 de PYVV con otros Crinivirus, que aungue sus secuencias genomicas y proteicas
sean tan diferentes, existe una tendencia en estos tipos virales a traducir una proteina
gue conserva la estructura terciaria que puede ser agrupada por especies, siendo mas
conservada la proteina P10 que P26. Esto a nivel de funcionalidad y epidemiologia
puede ser muy importante pues estas especies virales podrian llegar a generar
sinergismo en co-infecciones ya en la literatura cientifica se reportan sinergismos entre
Crinivirus con Potyvirus, Begomovirus e ipomovirus (Karyeija et al., 2000; Mukasa et al.,
2006; Wang et al., 2009; Untiveros et al., 2007; Cuellar et al., 2015) pero adn no se
reportan estudios evaluados dentro del género ya que Stewart y colaboradores (2009)
también reportan que la proteina P27 de ToCV puede interactuar con los ortélogos en
LIYV, BPYV, CYSDV y LCV, situacién que puede ser encontrada en las demas especies
de Crinivirus y que afirma que no se necesita la estructura completa de la proteina sino
sitios particulares para lograr la interaccion, pues la estructura de la proteina P26 de LIYV

es diferente a la de ToCV.

Este trabajo deja las puertas abiertas al andlisis comparativo estructural de diferentes
proteinas en otros grupos virales siempre y cuando se obtengan modelos estructurales
validados y ensayos experimentales para la evaluacién de procesos de interaccion,
induccion de modificaciones citopatoldgicas que aqui reportamos como potenciales tanto
para P26 como para P10 la cual es importante en los Crinivirus. Por otro lado
proponemos estas proteinas como potenciales para estudios de mejoramiento genético
aplicado a la expresién de sefuelos (Decoys) y generacion de mutantes para lograr el
bloqueo de la funcidén lo que se traduce en la posible disminucién de la capacidad del

virus para completar el ciclo viral (Salvaudon et al., 2013; Westwood et al., 2013).
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5. Conclusiones

e La funcién de la proteina P26 de PYVV puede ser la induccién de depdsitos de
plasmalema en las células del floema, pués conserva la misma estructura
secundaria y terciaria que los ortblogos en otras especies que han sido
demostrada experimentalmente, de igual forma la funcion de la proteina P10
deberia ser similar a la de todos los crinivirus pero se debe entrar a determinar
experimentalmente cual es esta.

e Reportamos por primera vez un andlisis comparativo estructural de proteinas
virales ort6logas en todas las especies virales del género Crinivirus reportadas
hasta la fecha, en la que se observan patrones estructurales asociados entre las
proteinas ortélogas del grupo P10y 26

e Proponemos por primera vez modelos validados estructruales terciarios de las
proteinas del grupo P10 y P26 de crinivirus que pueden permitir entender la
funcién bioldgica en el ciclo viral.

e La induccién de depdésitos de plasmalema de los crinivirus en la célula, mediada
por la proteina P26 esta asociada a la presencia de residuos conservados que
son hidrofébicos.

e Las proteinas del grupo P10 y P26 de los crinivirus ademas de ser ortologas
pueden tener funciones homoélogas basadas en su estructura secundaria y
terciaria.

e No necesariamente las secuencias de aminoacidos entre especies virales
diferentes, deben ser iguales para generar estructuras secundarias y terciarias
similares.
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