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RESUMEN

Andlisis filogenético y distribucién de Begomovirus en el cultivo del chile
(Capsicum annuum L.) en Sinaloa, México

Luis Alberto Hernandez Espinal

En el afio 2017, el cultivo del chile en México registré una produccién de 3 millones 54
mil toneladas. En los dltimos cinco afios, se han registrado dafios econdmicos y
pérdidas de un 20% en la produccién de chile a causa de Geminivirus. El objetivo del
presente estudio fue determinar la distribucién y variabilidad genética de los
Begomovirus que infectan al chile en las principales zonas productoras de Sinaloa. Se
colectaron un total de 121 muestras de chile con sintomas de Begomovirus en los
municipios de Escuinapa, Rosario, Concordia, Mazatlan, Elota, Culiacan, Guasave y
Ahome. En 121 muestras se detectaron Begomovirus mediante la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR); el PHYVV se detecto en el 74.4% de las muestras,
el PepGMV en el 53.7%, el TYLCV en el 5.8% y en el 12.4% no se identifico el tipo de
Begomovirus. Ademas, se detectaron infecciones mixtas entre los Virus PHYVV,
PepGMV y TYLCV con el 5.8% y en la combinacion PHYVV y PepGMYV con el 36.4%.
Este es el primer reporte de una infeccién mixta bajo condiciones de campo en plantas
de chile con un Begomovirus monopartita (TYLCV) y dos Begomovirus bipartitas
(PHYVV y PepGMV) en los municipios del Rosario, Culiacan y Ahome del estado
Sinaloa, México. Los Virus PHYVV, PepGMV y TYLCV presentaron identidad
nucleotidica del 94 al 99%, con lo reportado en GenBank. TYLCV se detectd en
diferentes genotipos de chile; serrano, jalapefio, morron y ancho en los municipios del
Rosario, CuliacAn y Ahome, lo cual indica una amplia distribucion y rango de
hospedantes de este begomovirus en los diferentes genotipos de chile cultivados en
Sinaloa.

Palabras clave: Capsicum annuum, Begomovirus, distribucion, analisis filogenético.



ABSTRACT

Phylogenetic analysis and distribution of Begomovirus infecting pepper crops
(Capsicum annuum L.) in Sinaloa, México

Luis Alberto Herndndez Espinal

The culture of the pepper, in 2017, Mexico register a production of 3 million 54 thousand
tons. In the last five years, Geminivirus cause economic hurts and losses in the
production of the culture of the pepper in Mexico of 20 %. The objective of the present
study is to determine the distribution and genetic variability of the Begomovirus that
infect pepper in Sinaloa principal producing zones. A total of 121 pepper samples were
collected of peppers with symptoms of Begomovirus in municipalities of Escuinapa,
Rosario, Concordia, Mazatlan, Elota, Culiacan, Guasave y Ahome. In 121 samples
fragments were detected of Begomovirus by means of the technology of chain reaction
of the polymerase (PCR); PHYVV detected to itself in 74.4 % of the concerned,
PepGMV in 53.7 %, TYLCV in 58 % and 12.4 % did not detected the type of
Begomovirus. Mixed infections among PHYVV, PepGMV and TYLCV viruses were
detected with 5.8% and in the combination PHYVV and PepGMV with 36.4%. This is
the first report of a mixed infection field conditions in plants of pepper with Begomovirus
monopartite (TYLCV) and two Begomovirus bipartite (PHYVV y PepGMV) in Rosary,
Culiacan and Ahome state of Sinaloa, Mexico. Sequencing and comparison of
fragments PHYVV, PepGMV and TYLCV, resulted with a nucleotide identity of 94 to
99%, with that reported in GenBank. Presence was detected TYLCV infecting different
genotypes of pepper; highland, jalapefio, bell and width in the municipality of the
Rosario, Culiacan and Ahome, indicating a wide distribution and host range of this
Begomovirus and among different genotypes of pepper this crop in Sinaloa.

keys words: Capsicum annuum, Begomovirus, distribution, phylogenetic analysis.



CAPITULO 1. INTRODUCCION Y REVISION DE LITERATURA
1.1. INTRODUCCION

Los Geminivirus constituyen la familia mas grande, diversa y econdmicamente
importante de los virus de DNA de plantas (Rojas et al., 2005). Con pérdidas entre un
20 y un 100% (Torres-Pacheco et al., 1996). Los sintomas mas comunes son
enanismo, mosaicos, moteados, necrosis, clorosis, deformaciones, etc. (Agrios, 2005).
En México, la primera mencién de una enfermedad posiblemente causada por
Geminivirus se realizé durante el ciclo agricola 1970-1971. La familia Geminiviridae se
clasifica en nueve géneros definidos con base en el vector que los transmite, el
hospedero que infecta y estructura genémica (Mastresvirus, Becurtuvirus, Curtovirus,
Topocuvirus, Turncurtovirus, Eragrovirus, Capulavirus, Grablovirus y Begomovirus)
(Fauquet et al., 2003; ICTV, 2017). Dentro del grupo mas ampliamente diversificado y
distribuido se encuentran los Begomovirus, los cuales infectan principalmente plantas
dicotiledoneas y son transmitidos por la mosquita blanca. EI genoma de los
Begomovirus es generalmente bipartita a excepcién del virus del enrollamiento de la
hoja amarilla del tomate (TYLCV) (Lazarowitz, 1992). Los componentes gendmicos
son denominados como DNA-A y DNA-B con tamafio molecular que oscila entre 2.7 y
3.0 kb, respectivamente (Yadava et al., 2010). Los Begomovirus se han diseminado
rapidamente por el planeta debido, fundamentalmente, a la propagacién de su vector,
la mosca blanca Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) (Anaya-Lopez

et al., 2013).



Ademas de las mutaciones, en los virus existe gran variacion genética debida a
recombinaciones y a la adquisicion de genomas adicionales (Stange, 2006). Por la
importancia de los Geminivirus como patdogenos a escala mundial, se necesita de
meétodos rapidos y seguros para su deteccion y posterior identificacion, lo cual facilita
los estudios de epidemiologia y de diversidad genética del grupo. Esta informacion
podria tener consecuencias importantes para el disefio de estrategias relacionadas
con la resistencia a enfermedades y el manejo integrado. La identificacion precisa del
virus y del vector, asi como el conocimiento de la distribucion del sistema patogénico
puede facilitar un mejor control de la plaga (Brown, 2000). El estado de Sinaloa, es
uno de los principales productores de chile tipo "morron” y picosos como chiles tipo
ancho, serrano y jalapefio, con una superficie de 15, 487 hectareas y una produccion
de 697,248 toneladas, en el afio agricola 2017 (SIAP, 2018). Sin embargo, en los
altimos afios el problema limita la produccién, causado por virus transmitidos por
mosquita blanca de los cuales se desconoce su identidad y la manera que estos
infectan a los cultivos, ya sea en forma independiente o infecciones mixtas. La
hipétesis de la presente investigacion, es posible conocer la identidad, distribucion,
variabilidad y agrupacion filogenética de Begomovirus que infectan al cultivo de chile
en Sinaloa, México. Con base en lo anterior, el objetivo del presente estudio fue
determinar la distribucién, variabilidad genética y asociacién entre los Begomovirus
que infectan chile, en las principales zonas productoras de Sinaloa, México durante los

periodos agricolas 2013-2016.



1.2. REVISION DE LITERATURA

1.2.1. Chile (Capsicum annuum).

1.2.1.1. Generalidades del cultivo.

El chile es un producto con una tradicion milenaria en México. La historia ha
permitido conocer que existen restos arqueoldgicos que datan de 5,000 a 7,000 mil
afios A.C., en el Valle de Tehuacan; inclusive se especula haber sido el primer cultivo
realizado por el hombre mesoamericano. En varios sitios arqueolégicos han sido
encontrados evidencias de la existencia de chile en la época prehispanica como

semillas carbonizadas o partes de semillas (Laborde y Pozo, 1984).

Su origen se sitia en América Latina en el Sur (Peru, Bolivia y Brasil) desde
donde se expandi6 al resto de América Central y Meridional; siglos antes de la llegada
de los esparfoles al Continente Americano el Chile era cultivado y utilizado como
alimento en la dieta diaria de estos pueblos conjuntamente con el maiz, frijol y calabaza
(Huerres y Caraballo, 1988).

El género Capsicum pertenece a la familia Solanaceae, estd conformado por
aproximadamente 30 especies y posiblemente domesticado simultdneamente en
Centroamérica y Sudamérica. Hay cinco especies domesticadas: Capsicum annuum,
C. chinense, C. pubescens, C. frutescens y C. baccatum. Capsicum annuum es la mas
importante por su produccion, distribucion geogréfica, variabilidad de formas y amplia
diversidad de usos (Hernandez-Verdugo et al., 1999).

El género Capsicum se cultiva en las principales regiones tropicales,
subtropicales y templadas de México. En los Estados de Puebla, Morelos y Querétaro,
se encuentra la mayor diversidad de chiles cultivados y silvestres. Esta especie se
cultiva de 0 hasta 2500 m de altitud y sus frutos se encuentran en el mercado todo el
afio para consumo fresco, seco o industrializado (Pozo et al., 1991). Los frutos de C.

annuum son una fuente importante de capsicinas (brinda la pungencia o picor al chile),



y se usan para la produccion de cosméticos, esencias y medicinas (Lujan y Acosta,
2004).

En relacion a los problemas fitosanitarios del cultivo de chile en México se han
reportado veinte de los cuarenta y tres virus fitopatdgenos consignados (Barrera-
Pacheco et al., 2008), sin embargo se han reportado 45 virus fitopatégenos a nivel
mundial, de los cuales, 13 son reportados para chile en México (Pérez y Rico, 2004;
Nufez et al.,1996), donde los Geminivirus ocupan un lugar relevante, causando

pérdidas en la produccién desde un 20 hasta el 100% (Barrera-Pacheco et al., 2008).

El chile es una planta de comportamiento anual y perenne, tiene tallos erectos,
herbaceos y ramificados de color verde oscuro, el sistema de raices llega a
profundidades de 0.70 a 1.20 m, y lateralmente hasta 1.20 m, la altura promedio de la
planta es de 60 cm, las hojas son planas, simples y de forma ovoide alargada, las
flores son perfectas (hermafroditas), formandose en las axilas de las ramas; son de
color blanco y a veces purpura, el fruto en algunas variedades se hace curvo cuando
se acerca a la madurez; el color verde de los frutos se debe a las altas cantidades de
clorofila acumulada, los frutos maduros toman color rojo o amarillo debido a pigmentos
(licopercisina, xantofila y caroteno), la picosidad es debida al pigmento capsicina
(SIAP, 2018).

1.2.2. Generalidades de los Geminivirus.

1.2.2.1. Descripcion y clasificacion.

Los Geminivirus son virus fitopatbgenos. Su nombre deriva de la morfologia de
su particula, ésta semeja dos poliedros regulares idénticos unidos (gemini = gemelos).
El genoma de los Geminivirus consiste de una o dos moléculas de DNA de cadena
sencilla (ssDNA), covalentemente circularizada y con un tamafio entre 2.5 a 3.0 kb.
Los Geminivirus se replican en el nicleo de las células vegetales infectadas mediante
un intermediario de doble cadena (dsDNA) (circulo rodante) (Hanley-Bowdoin et al.,
1999; Gutiérrez, 2000). El dsDNA viral se ensambla en el nucleo para formar un

minicromosoma, a partir del cual se transcriben los genes virales. Los Geminivirus
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codifican Gnicamente para 4 a 6 genes entre los cuales no figura ninguna DNA
polimerasa; por esa razdén dependen para su replicacibn de las enzimas del

hospedante (Hanley-Bowdoin et al., 1999; Gutiérrez, 2002).

La transcripcion de los genes geminivirales es bidireccional, se producen
transcritos tanto hacia la orientacion derecha (siguiendo las manecillas del reloj) como
en el sentido izquierdo o complementario (contra las manecillas). La transcripcion
depende de RNA polimerasas y otros factores transcripcionales del hospedero
(Hanley-Bowdoin et al., 1999). En el componente A se encuentran codificadas las
siguientes proteinas: Rep, indispensable para la replicacion viral; REn, proteina que
aumenta la replicacion; TrAp, proteina que transactiva la expresion de los genes de
CP y NSP; y CP, la proteina de la capside. En el componente B se encuentran los
genes de la proteina MP, necesaria para el movimiento célula-célulay la proteina NSP,
responsable del transporte del genoma viral de nucleo a citoplasma (Hanley-Bowdoin
et al., 1999). La familia Geminiviridae se clasifica en nueve géneros definidos con base
en el vector de transmision, el hospedero que infecta y estructura gendmica
(Mastresvirus, Becurtuvirus, Curtovirus, Topocuvirus, Turncurtovirus, Eragrovirus,
Capulavirus, Grablovirus y Begomovirus) (Fauquet et al., 2003; ICTV, 2018). Dentro
del grupo mas ampliamente diversificado con 322 especies reportadas a la fecha y
distribuido se encuentran los Begomovirus, los cuales infectan principalmente plantas
dicotiledéneas y son transmitidos por la mosquita blanca. EI genoma de los
Begomovirus es generalmente bipartita a excepcion del Virus del enrollamiento de la
hoja amarilla del tomate (TYLCV) (Lazarowitz, 1992). Los reportes sitian a los
Geminivirus transmitidos por mosquita blanca en todos los continentes: Norte, Centro
y Sudamérica, Europa basicamente en la zona mediterranea, el Medio Oriente, Asia y
Australia, Africa y la India (Markham et al., 1994). En México y Latinoamérica solo se
han reportado miembros del género Begomovirus, por lo tanto, este trabajo se

enfocara a dicho género (Ascencio-lbafez et al., 2000).



1.2.2.2. Fitopatologia geminiviral.

La sintomatologia ocasionada por los Geminivirus puede ser similar a la causada
por deficiencias nutrimentales y a los inducidos por otras familias de virus,
principalmente los Potyvirus y los Tobamovirus, lo cual ha dificultado el diagnostico de
los Geminivirus mediante las técnicas convencionales. Estos sintomas varian
enormemente dependiendo de cada hospedero, la etapa del cultivo, el Geminivirus e
incluso la latitud en que se encuentre (condiciones ambientales: temperatura,
humedad, entre otros). Cuando el virus ataca a plantulas recién germinadas ocasiona
una pérdida total y cuando se lleva a cabo en estadios secundarios se pierde hasta un
55%. Lo anterior depende del tiempo de infeccidn, las variedades infectadas y las
variantes del virus, asi como de otras caracteristicas agronémicas y ambientales

(Ascencio-lbafez et al., 2000).

1.2.2.3. Identificacién de Geminivirus en México.

En México, la primera mencion de una enfermedad posiblemente causada por
Geminivirus se realizé durante el ciclo agricola 1970-1971 (Fauquet et al., 2003). En
uno de los primeros trabajos desarrollados por el grupo de Virologia Vegetal del
Cinvestav se sugiri6 que algunas enfermedades como el “enchinamiento” del tomate
en Sinaloa y “planta atigrada” o “rizado amarillo del chile” en Tamaulipas fueron
causadas por Geminivirus (Garzon-Tiznado et al., 1989). Se identificaron varias
secuencias virales provenientes de plantas enfermas. Dos de las secuencias
correspondian a los componentes A y B de un Geminivirus bipartita. El Geminivirus
identificado fue denominado virus huasteco del amarillamiento de las venas del chile
(PHYVV, Pepper huasteco yellow vein virus), en alusion a la sintomatologia producida
en plantas de chile y a la region de “Las Huastecas” en donde fue detectado. Ademas,
se confirmo el “rizado amarillo del chile” era una enfermedad compleja en la que podian
estar involucrados hasta 4 Geminivirus diferentes. Entre éstos se podia encontrar al
PHYVV ya mencionado y al Virus del mosaico dorado del chile (PepGMV, Pepper
golden mosaic virus), este ultimo también caracterizado en el laboratorio (Garzén-
Tiznado et al., 1995; Torres-Pacheco et al., 1993; 1996).



Una vez identificados los agentes patogénicos, y con base en informacion sobre
cultivos de chile a lo largo del pais presentaban sintomas similares, se realizaron
estudios para la deteccién y la distribucion de los mencionados Geminivirus. Torres-
Pacheco et al. (1996), reportaron el virus de mayor distribucién en las principales areas
productoras de hortalizas en México era el PHYVV, mientras el PepGMV y el CdTV
estaban distribuidos de una manera mas restringida. Posteriormente, se realizaron
otros estudios en otras areas del pais para confirmar la importancia de PHYVV y
PepGMYV en las diferentes regiones agricolas. En la peninsula de Yucatan se realizo
un escrutinio para analizar la distribucion de Geminivirus, debido a pérdidas de hasta
el 95% en cultivos de chile, los resultados obtenidos en este escrutinio fueron positivos
para PHYVV y PepGMV y ademas, se detectaron otros Geminivirus previamente
caracterizados en paises vecinos: el virus del moteado del tomate (ToMoV, Tomato
mottle virus), el virus del mosaico dorado del frijol (BGMV, Bean golden mosaic virus)
y el virus del amarillamiento y enrollamiento de la hoja del tomate (TYLCV, Tomato
yellow leaf curl virus) (Ascencio-lbafiez et al., 1999; Diaz-Plaza et al., 2002; Diaz-
Plaza, 2003). Este ultimo ya habia sido reportado como causa de devastaciones en
cultivos horticolas en la zona del Mediterraneo (Israel y Europa) y mas recientemente
se habia reportado en el Caribe, incluyendo Republica Dominicana y Cuba (Polston
1998; Ramos et al., 1996).

1.2.2.4. Transmisién de los Begomovirus por su insecto vector.

Los Begomovirus son transmitidos por un complejo de la especie Bemisia tabaci
(mosquita blanca). La transmision de los Geminivirus por sus insectos vectores es del
tipo circulativo, no propagativo. Este tipo de transmisién involucra el paso del virus a
través del cuerpo del insecto y consiste de dos fases: primero es la adquisicion del
virus, en la cual pasa hasta la hemolinfa via la pared del tracto digestivo y segundo la
inoculacion del virus en la planta, la cual requiere el paso del virus desde la hemolinfa
hasta las secreciones salivares (Liu et al., 1997; Palmer y Rybicki, 1998). Respecto a
la proteina de la capside, se ha visto que en el caso de los Begomovirus casi no hay

variacion entre los diferentes virus, caso opuesto al de los Curtovirus y Mastrevirus, en



donde las diferencias son mayores. La importancia de este hecho, intercambiando el
gen de la proteina de la capside entre dos virus transmitidos por diferentes vectores,
consiguiendo una alteracion en el patrén de transmision, donde la proteina de la
capside puede mediar la transmisién para mosquita blanca o para chicharrita cuando
es intercambiada (Briddon et al., 1996). En el vector (mosquita blanca), los Geminivirus
han sido observados en células epiteliales del intestino, asi como en las glandulas
salivales accesorias. En el caso especifico de Begomovirus, éstos se han localizado
por fluorescencia en los primeros dos tercios del intestino medio y no fueron
encontrados ni en el eso6fago, la boca del intestino, ni en el Gltimo tercio del mismo
(Hunter et al., 1998).

La familia Aleyrodidae (orden Hemiptera) esta constituida por pequefios insectos,
la mayoria de sélo 1-3 mm, comunmente conocidos como moscas blancas, porque las
alas y los cuerpos de los adultos estan cubiertos con una cera blanca. En la mayoria
de los hospederos, las etapas inmaduras se desarrollan en la superficie abaxial de las
hojas. A pesar de que son insectos principalmente tropicales, las moscas blancas se
encuentran en las regiones céalidas del mundo y varias especies también son plagas
graves para cultivos bajo invernadero en las zonas templadas. El dafio se produce
cuando la mosca blanca se alimenta de la savia del floema de las plantas, reduciendo
asi el vigor de las mismas. Las moscas blancas también excretan melaza, donde
crecen hongos e interfiere con la fotosintesis y puede reducir la calidad de la cosecha.
En algunos hospedantes, el dafio puede ser resultado de la excrecion de toxinas que
causan desoérdenes en las plantas tales como el plateado foliar de las cucurbitaceas
(Brown et al., 1992) y la maduracion irregular del tomate (Schuster et al., 1990). Desde
el punto de vista fitopatolégico, sin embargo, el principal problema causado por las
moscas blancas es su capacidad para transmitir virus. De los aproximadamente 1 500
especies de moscas blancas descritas (Martin et al., 2004), sélo unas pocas se ha
demostrado que sean vectores de virus, incluyen miembros de los géneros
Begomovirus, Crinivirus, Carlavirus, Ipomovirus y Torradovirus. La mosca blanca
Bemisia tabaci (Gennadius), tiene una larga historia como grave plaga de la agricultura
en el mundo. El insecto se conoce como B. tabaci, fue inicialmente descrito en tabaco

en Grecia y nombrado Aleyrodes tabaci (Gennadius, 1889) y luego descrito en Florida



como Aleyrodes incospicua (Quaintance, 1990). La también llamada “mosca blanca
del tabaco” fue posteriormente descrita como una plaga en este cultivo, siendo vector
de la enfermedad del enrollamiento de la hoja del tabaco en paises del este de Africa
(Storey, 1931) e Indonesia (Thung, 1932). Al mismo tiempo, con el nombre de “mosca
blanca del algodén” fue descrita en el oeste de Africa y Sudan, actuando como vector
de la enfermedad del enrollamiento de la hoja del algodén (Golding, 1930; Kirkpatrick,
1931). En América, la presencia de B. tabaci se mencion6 por primera vez en El
Salvador (1961), México (1962) y Brasil (1968) (Stanley y Naranjo, 2010). Este insecto
se alimenta de mas de 1 000 especies de plantas pertenecientes a mas de 100 familias
vegetales, exhibe polimorfismo biético y sus diferentes biotipos son morfolégicamente
indistinguibles (Jones, 2003). B. tabaci es un complejo de variantes genéticas o
haplotipos, por lo general, se denominan biotipos (Gill y Brown, 2010). Aunque las
distintas poblaciones de B. tabaci no pueden distinguirse por caracteristicas
morfoldgicas, ciertas variaciones genéticas y de comportamiento se han utilizado para
caracterizar los distintos biotipos/haplotipos. Estas incluyen perfiles de isoenzimas,
secuencia del gen de la subunidad | de la citocromo oxidasa mitocondrial (mtCOl),
rasgos del ciclo biologico, gama y/o preferencia de hospedantes, capacidad de
transmision de virus, poblaciones de endosimbiontes, resistencia a insecticidas y la
capacidad de producir progenie viable a partir de cruzamientos entre ellas (Brown,
2010). Estudios de la variabilidad de secuencia del gen mtCOI han sugerido que B.
tabaci es en realidad un complejo de al menos 24 especies cripticas, es decir,
indistinguibles morfolégicamente (Dinsdale et al., 2010). En América, la introduccion
del biotipo B de B. tabaci se describi6é por primera vez en Florida, en flores de pascua
(Euphorbia pulcherrima) en 1986. Una vez introducido, el biotipo B se movi6
rapidamente a tomate y otros cultivos de hortalizas, provocando la transmision de
Begomovirus y causando importantes pérdidas econémicas. El biotipo B también fue
transportado en flores de pascua al suroeste de Estados Unidos (California, Arizona,
y Texas) y al Caribe. Al final de la década de 1980, el biotipo B se habia detectado en
la mayoria de las regiones agricolas tropicales y subtropicales del Nuevo Mundo,
desplazando al biotipo local, denominado biotipo A (Brown et al., 1995). El biotipo B se

introdujo en Australia a principios de la década de 1990 y en China a mediados de la



misma década, desplazando a los biotipos locales (Liu et al., 2007). En los dltimos
afos, el biotipo Q, de origen mediterraneo, ha invadido muchas areas en todo el
mundo, incluyendo Estados Unidos, donde fue encontrado en 2004 en plantas de flor
de pascua en Arizona (Dalton, 2006). La presencia del biotipo Q en el Nuevo Mundo
supone un nuevo problema debido a su alta propension a desarrollar resistencia a
insecticidas, como se ha documentado en el sur de Espafia (Nauen y Denholm, 2005).
El biotipo Q también ha invadido en la ultima década Asia. En China, probablemente
fue introducido en 2003, por la importacion de plantas ornamentales (Chu et al., 2006),
habiéndose convertido en el biotipo predominante en los ultimos afios (Teng et al.,
2010).

1.2.2.5. Dafios y distribucion de Geminivirus en México.

Los Geminivirus probablemente se encuentran distribuidos en todas las areas
horticolas del pais. En muchos casos se ha ampliado su zona de influencia, debido a
la mosquita blanca ha invadido regiones y hospederos que normalmente no
frecuentaba (zonas altas del Valle de México, por ejemplo), arrastrando consigo la
presencia de estos devastadores agentes infecciosos. Se han encontrado a los
Geminivirus en altitudes de alrededor de 2000 m sobre el nivel del mar, aunque hay
evidencias de que tal vez no se trate de Bemisia sino de Trialeurodes, la mosquita que
esta transmitiendo Geminivirus en esa zona (Torres-Pacheco et al., 1996). Torres-
Pacheco et al., (1996), reportaron la presencia de Geminivirus en chile, tomate, tabaco,
calabaza y tomatillo (Physalis spp.) con una distribucion en los estados de Baja
California Sur, Sonora, Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Oaxaca, Chiapas,
Coahuila, Tamaulipas, Guanajuato, San Luis Potosi, Puebla, Veracruz, Yucatan y
Quintana Roo. Recientes muestreos han detectado la presencia de Geminivirus en los
estados de Hidalgo, Tlaxcala, Guerrero, Chihuahua y Morelos, en diferentes cultivos
(Ascencio-lbaniez, De la Torre-Almaraz, Garcia-Sanchez, datos no publicados).
También se ha localizado ya al TYLCV, devastador Geminivirus del tomate, en la
peninsula de Yucatan (Ascencio- Ibafiez et al., 1999). Lo anterior indica el nivel de

in6culo asi como su diseminacion estan incrementandose y si no se consiguen
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métodos de control apropiados, o al menos una concientizaciéon de los productores
para implementar el manejo integral de sus cultivos, el dafio que los Geminivirus van

a producir a la horticultura nacional seré devastador (Ascencio- Ibafiez et al., 2000).

1.2.2.6. Organizacién genomica.

Los genomas geminivirales estan conformados por uno o dos componentes de
DNA circular de cadena sencilla, de 2.5 a 3.0 kb de tamafio cada uno (Palmer y Rybicki,
1998). Cuando los Geminivirus son bipartitas, sus componentes gendémicos son
llamados DNA A y DNA B. En el DNA A se encuentran funciones necesarias para
replicacion, transcripcion y encapsidacion, mientras en el DNA B son codificadas
funciones de movimiento (Sudarshana et al., 1998; Noueiry et al., 1994). Cada
componente contiene unidades de transcripcion divergentes, separadas por una
region intergénica (RI) de aproximadamente 300 bases. En la region intergénica se
localiza una secuencia denominada Region Comun (RC) de aproximadamente 200 nt,
idéntica para ambos componentes de un mismo Geminivirus pero diferente entre
distintos Geminivirus. Esta RC contiene un elemento de 30 nt con el potencial
termodinamico de formar una estructura en horquilla, rica en G-C en el tallo y una
secuencia conservada rica en A-T en el asa, la cual contiene el sitio de inicio de la
replicacion. Ademas, en la Rl se encuentran las regiones reguladoras las cuales
permiten la expresion coordinada temporal y espacial de los genes. El genoma viral se
empaqueta dentro de su estructura proteica solamente como una hebra circular de
DNA de cadena sencilla que se considera como positiva o de sentido del viridon. Los
genes de los Geminivirus se nombran por su posicidén. Los genes en sentido del viridon
se denotan con una V y los genes en sentido de la cadena complementaria con una
C, seguido de un numero secuencial. Para el caso de los Geminivirus bipartitas, el
nombre de cada gen es antecedido por la letra A o B dependiendo del componente

gendmico en que se encuentre (Figura 1) (Torres-Pacheco et al., 1993).
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Figura 1. Organizacion Gendmica del virus huasteco del chile (PHV). El genoma del
virus esta compuesto por dos moléculas de DNA de cadena sencilla (componentes A
y B). Ambos componentes son heterélogos entre si. Unicamente comparten una region
con alto porcentaje de identidad (>95%) de alrededor de 180 nucle6tidos denominada
Region comun (RC). Parte de la RC tiene la capacidad de formar una estructura tipo
horquilla (tallo-asa) (Torres-Pacheco et al., 1993).

1.2.2.7. Proteinas virales.

La proteina Rep es requerida para la replicacion en todos los Geminivirus.
Muchos Geminivirus (Curtovirus y Begomovirus), también codifican para una segunda
proteina involucrada en replicacién, llamada REn, la cual incrementa notablemente la
misma. Rep tiene un papel importante en la replicacion viral, pero también en la
transcripcion. Confiere reconocimiento virus-especifico de su origen de replicacion
correspondiente (cognado) e inicia la replicacion del DNA de hebra positiva. Ademas,
reprime su propia expresion a nivel de transcripcion y puede incrementar la
transcripcion de genes tardios en algunos Geminivirus. En los Begomovirus y los
Curtovirus, la proteina Rep es codificada por un sélo marco de lectura abierto en el

sentido del virion, produciendo una sola proteina funcional.

TrAP. El marco de lectura TrAP presente en Begomovirus, codifica para una
proteina que transactiva la expresion del gen de la proteina de la capside y de una de
las proteinas del movimiento (BR1). En el caso de bipartitas dicha transactivacion
parece ser mediada por elementos de secuencia discretos, actian en cis y ademas
son especificos para la accion de TrAP. La proteina como tal presenta un dominio
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bésico, otro dominio es un atipico “dedo de zinc” y un tercer dominio acidico (Suntery
Bisaro, 1992).

REnN. Existe otra funcién codificada por los virus, corresponde a un potenciador
de la replicacién llamado REn, dicho gen no es indispensable para la replicacion, pero
la potencia significativamente (su ausencia reduce en mas de 50 veces la tasa
replicativa). Este gen sélo se ha encontrado en los géneros Curtovirus y Begomovirus.
Se desconoce como esta proteina afecta la replicacion, pero podria estar actuando
dando estabilidad al DNA de cadena sencilla en la interconversion de DNA de cadena
sencilla a DNA de cadena doble, o controlando algun paso en el ensamble de la

particula viral (Hormuzdi y Bisaro, 1993; Lazarowitz, 1992).

Proteina de la Capside. La Proteina de la Cépside (PC) es codificada por un
marco de lectura abierto, va en el sentido del virién. Es la mas abundante de las
proteinas virales durante una infeccion. Aparentemente, protege al virion durante su
paso por el vector y parece estar relacionada con la especificidad al mismo. En
Begomovirus, la PC no es indispensable para el desarrollo de los sintomas (Frischmut
et al., 1993). La proteina de la capside también esta involucrada, en algunos casos, en
el movimiento del virus dentro de la planta (Boulton et al., 1989). Las funciones de la
PC pueden ser diferentes para el caso de los Geminivirus monopartitas y bipartitas.
Por otro lado, mientras en los Geminivirus transmitidos por mosquita blanca la proteina
de la c4pside se encuentra bastante conservada, aquéllos transmitidos por cicadélidos
muestran mucha mayor variacién, pudiendo asumirse entonces, la PC esta
directamente involucrada en la transmision por vectores e incluso en la especificidad
de los mismos (Cuadro 1) (Briddon et al., 1996).

Cuadro 1. Nomenclatura, localizacion, sentido de la transcripcion y funcion de los

genes de Begomovirus bipartitas (Zufiiga-Vega et al., 2002).
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Sentido de la

Nomenclatura Funcion Localizacion transcripcion
ACl1 ALl rep Duplicacién del ADN Componente A Complementario
AC2 AL2 trap Transactivacion de AV1y BV1 Componente A Complementario
AC3  AL3 ren Incrementa la eficiencia de la multiplicacion Componente A Complementario
AC4  AL4 No se conoce Componente A Complementario
AVl ARl cp Proteina de cubierta Componente A Viral
BC1 BL1 mp Movimiento del virus de célula a célula por plasmodesmos Componente B Complementario
BV1 BR1 nsp  Movimiento del virus hacia afuera del nacleo Componente B Viral

1.2.2.8. Proceso de infeccion.

Se desconoce la secuencia precisa de eventos durante el proceso de infeccién,
pero se ha propuesto un modelo en el cual se ilustra la regulacion temporal y espacial
de los genes virales. El proceso inicia con el desencapsidamiento del virus y la entrada
de su DNA al nucleo celular. Ya en el nacleo, tiene lugar la sintesis de la cadena
complementaria, un proceso dependiente de la maquinaria biosintética celular. De este
modo, se generaria la forma viral, es transcripcionalmente activa (DNA cd o FR, forma
replicativa) y tendria lugar la expresion de los genes necesarios en las etapas
tempranas de la infeccion, como Rep, TrAP y REn. Al ocurrir la replicacion del DNA
viral, se alcanzan ciertos niveles de Rep y ésta se autorreprimiria permitiendo asi la
expresion de TrAP y REn en proporciones mas elevadas. Después de la expresion de
los genes tempranos por parte de los factores del huésped, se regula la expresiéon de
los genes tardios, como la capside y los genes del movimiento, con intervencién de la
proteina viral TrAP. Finalmente, se procederia con el ensamble de las nuevas

particulas virales y su diseminacion en la planta (Ascencio- Ibafiez et al., 2000).

1.2.2.9. Mecanismo de replicacion.

Los Geminivirus se replican en el nucleo de las células vegetales infectadas por

el mecanismo del circulo rodante de intermediarios replicativos virales (Stenger et al.,
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1991), los Geminivirus no codifican sus polimerasas por lo tanto la replicacion de su
ADN depende de la maquinaria replicativa de la célula (Stanley, 1995); en una célula
infectada el ADN cadena sencilla (ADNcs o DNAdSs de las siglas en inglés DNA double
strand) es transportado al nucleo, donde se convierte en ADN de doble cadena
(ADNdCc), sirve como plantilla para la replicaciéon y la transcripcion (Johne et al., 2009).
Esto se dedujo inicialmente por la acumulaciéon de particulas virales en el nucleo, ya
fuera como agregados irregulares o como arreglos cristalinos irregulares (Davies y
Stanley, 1989). Con respecto a su replicacion, los Geminivirus se encuentran en un
grupo aparte entre los virus que infectan vegetales. El sitio de origen de la replicacion
incluye la horquilla y varias regiones contiguas de aproximadamente 200 nt del
extremo 5” de la Rl (Rojas et al., 2005). La replicacion se lleva a cabo mediante dos
mecanismos: circulo rodante y la replicacion dependiente de recombinacion (RDR); el
primero, es similar al mecanismo utilizado por los bacteriéfagos X174 y M13 (Stanley,
1995). La segunda ocurre via recombinacion homologa entre un ADNcs y un ADN
circular covalentemente cerrado (Jeske et al., 2001). La replicacion por circulo rodante
se inicia por el clivaje de la cadena de ADN viral mediante la proteina viral REP en el
origen de replicacion, en una secuencia invertida rica en guanina y citosina, el sitio de
inicio de la replicacion de la cadena viral esta localizado en el nano nucle6tido
TAATATTAC, ubicado en el asa de la horquilla, la proteina Rep cliva esta secuencia
en la posicion séptima u octava (TAATATT*AC), exponiendo el extremo 3"OH sirva de
iniciador para la replicacion del ADN viral (Hanley et al., 1999). Después del clivaje del
ADN viral la polimerasa de la célula vegetal sintetizara varias unidades del genoma
viral covalentemente (concatémeros) usando como molde la cadena complementaria,
una vez sintetizadas los nuevos genomas la proteina Rep la cual tiene actividad
endonucleasalligasa cliva los concatémeros, generando la liberacion de las unidades
gendmicas, posteriormente liga los extremos del ADN viral, generando moléculas
circulares (Jeske, 2009) lo correspondiente a una unidad del genoma viral
(monémero). EIl inicio de la replicacion mediante la proteina Rep depende de
secuencias contiguas a la estructura tallo asa (elementos en Cis) denominadas
iterones los cuales constan de dos repeticiones directas de cuatro nucleotidos y una

repeticion invertida (Gutiérrez, 1999). El reconocimiento de los iterones por Rep es
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considerado virus especifico (Arguello-Astorga et al., 1994), Rep so6lo inicia la
replicacion de su ADN especifico. Aunque las modificaciones postranscripcionales son
comunes en muchos sistemas, Rep aparentemente no necesita ser fosforilada para
funcionar (Laufs et al., 1995). La sintesis de las cadenas de DNA viral es un proceso
que depende de la proteina Rep del virus y de otras enzimas DNA polimerasas del
hospedero y sélo se expresan de forma activa durante la fase S del ciclo celular. Entre
las caracteristicas de Rep, se encuentra la capacidad de inducir la produccion del
Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular (PCNA), el cual se presenta cuando la célula

entra en fase S (involucrando sintesis de DNA) (Nagar et al., 1995).

1.2.2.10. Mecanismo de transcripcion.

En los Geminivirus, como ya se ha mencionado, la transcripcién es bidireccional,
con transcritos poli y monocistronicos, dependiente de factores de la planta, tales como
RNA polimerasas y factores transcripcionales. Partiendo de la region comun, en
general, los transcritos de cada cadena son co-terminales al extremo 3" y heterélogos
al extremo 5°. Los promotores de Geminivirus presentan diferencias en cuanto a su
fuerza. En general, los genes que se requieren primero en el ciclo de infeccion tienen
promotores mas fuertes, en cambio los genes tardios son mas débiles y necesitan del
producto de los genes tempranos para expresarse en niveles adecuados, dando una

regulacion de tipo temporal (Ascencio- Ibafiez et al., 2000).

1.2.2.11. Movimiento viral.

Las proteinas BC1 y BV1 codificadas por el componente B de los Geminivirus
bipartitas son requeridas para el movimiento sistémico del virus en la planta (Brough

et al., 1988). Se ha sugerido BC1 esta involucrada en el movimiento célula-célula
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(TGMV) y BV1 estainvolucrada en el movimiento del DNA viral del nucleo al citoplasma
y viceversa, asi como en el movimiento del virus a larga distancia. Sin embargo, ha
sido demostrado (BDMV) que ambas proteinas son indispensables para que ocurra el
movimiento célula-célula (Sudarshana et al., 1998). BC1 se ha localizado entre la
pared celular y la membrana plasmética y varias observaciones indican que puede

alterar el limite de exclusion de los plasmodesmos (Dickinson et al., 1996).

1.2.2.12. Localizacién.

Para el caso de los Geminivirus bipartitas, se les ha considerado restringidos al
floema, pero en estudios recientes se ha visto que el Virus del Enanismo y Mosaico
del Frijol (BDMV), cuando infecta frijol o Nicotiana benthamiana no se restringe al

floema, al menos en los estadios tempranos de la infeccién (Wang et al., 1996).

1.2.2.13. Estudios realizados en los Begomovirus de mayor impacto econémico.

En 1993, se reporta mediante la clonacion y la determinacion de la secuencia
nucleotidica (parcial) de DNA’s asociados a la enfermedad, se encontré un
Geminivirus en la zona de las Huastecas (Tamaulipas), no habia sido reportado
previamente al cual se le denomind virus huasteco del chile (PHV) (Garzon-Tiznado et
al., 1993). Posteriormente, se denomind, el virus huasteco vena amarrilla del chile
(Pepper huasteco yellow Vein) virus-PHYVV (Torres-Pacheco et al., 1996).

El Geminivirus identificado virus huasteco del amarillamiento de las venas del
chile (PHYVV, Pepper huasteco yellow vein virus), en alusion a la sintomatologia
producida en plantas de chile y a la regién de “Las Huastecas” en donde fue detectado.
Ademas, se confirmo que el “rizado amarillo del chile” era una enfermedad compleja
en la que podian estar involucrados hasta 4 Geminivirus diferentes. Entre éstos se
podia encontrar al PHYVV ya mencionado y al Virus del mosaico dorado del chile
(PepGMV, Pepper golden mosaic virus). El Virus Huasteco del Chile (PHYVV)

ocasiona amarillamientos que inician en la parte distal del peciolo y se extienden por
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toda el é&rea foliar, formando un reticulado fino. Ademds, las hojas sufren
deformaciones dramaticas y enchinamientos, dependiendo de las variantes de las que
se trate (Figura 2). (Garzon-Tiznado et al., 1995; Torres-Pacheco et al., 1993; 1996).

Figura 2. Sintomas del PHV en hojas de chile tipo Jalapefio. Aclaramiento de las
nervaduras inducido por este virus (Garzén-Tiznado et al., 1995).

Torres-Pacheco et al. (1993 y 1996), reportaron al virus huasteco vena amarilla
del chile (PHYVV) como el de mayor distribucion en las principales areas productoras
de hortalizas en México y en el sur de los Estados Unidos, mientras el PepGMV vy el
CdTV estaban distribuidos de una manera mas restringida. Posteriormente, se
realizaron otros estudios en otras areas del pais para confirmar la importancia de
PHYVV y PepGMV en las diferentes regiones agricolas. En la peninsula de Yucatan
se realiz6 un escrutinio para analizar la distribucion de Geminivirus, debido a que se
reportaban pérdidas de hasta el 95% en cultivos de chile, los resultados obtenidos en
este escrutinio fueron positivos para PHYVV y PepGMV (Ascencio-lbafiez et al., 1999;
Diaz-Plaza et al., 2002; Diaz-Plaza, 2003). Se han detectado a PHYVV en todas las
regiones tomateras de Sinaloa como virus principal en infecciones mixtas. Esto sugiere
gue PHYVYV se ha adaptado a este cultivo y ha ido desplazando o formando complejos

con los virus previamente identificados en Sinaloa (Lugo-Melchor et al., 2011).

En el centro de México, especificamente en los estados de Guanajuato, San Luis
Potosi y Jalisco se determino por métodos moleculares (Southerny PCR) la presencia,

distribucion y hospederos alternos del virus huasteco vena amarilla del chile (PHYVV),
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teniendo la mayor frecuencia en las muestras analizadas con un 70% de reacciones

positivas (Garzon-Tiznado et al., 2002).

1.2.3. Mecanismos que generan la diversidad genética de los Geminivirus.

La generacion de la diversidad genética en las poblaciones virales proporciona
oportunidades para la adaptacion a nuevos hospedantes y a las condiciones
ambientales cambiantes. Tres fuerzas fundamentales impulsan la evolucion de los
virus: las mutaciones, la recombinacion, y los reordenamientos entre componentes
gendmicos o pseudorrecombinacion (Roossinck, 1997). Estas fuerzas son, en esencia,
las mismas que estimulan la evolucion. La mutacion es el proceso por el que
nucleotidos que no se encuentran en la secuencia molde se incorporan, eliminan o
sustituyen en la secuencia hija durante la replicacion de los acidos nucleicos. Es
importante diferenciar entre tasa de mutacion y frecuencia de mutacion. La tasa de
mutacion refleja la fidelidad de copia durante el proceso de replicacién, mientras la
frecuencia de mutacion es la proporcion que representa un genoma mutado dentro de
la poblacion (Domingo y Holland, 1997). Las tasas de mutacién de genomas de ARN
oscilan entre 103 y 10°° sustituciones por nucleétido incorporado y ciclo de replicacion
(Domingo et al., 2001, 2006; Domingo y Holland, 1994; Malpica et al., 2002), mientras
en el caso de la replicacion del DNA celular se han estimado valores entre 108y 1011
(Echols y Goodman, 1991). Los virus de DNA de cadena sencilla, como es el caso de
los Geminivirus, utilizan la maquinaria de replicacion del DNA del hospedante (Hanley-
Bowdoin et al., 1999), por lo cual seria de esperar la replicacion en este grupo de virus
se llevara a cabo con una alta fidelidad y tasas de mutacién bajas. Sin embargo, los
Geminivirus presentan un alto grado de variabilidad en lo que respecta a su secuencia

nucleotidica entre aislamientos de una misma poblacion (Stenger, 1995).

La recombinacion es el proceso por el cual se intercambian fragmentos de
informacion genética entre cadenas de nucledtidos del genoma de diferentes variantes
durante el proceso de replicacion. Este es uno de los mecanismos mas importantes de

generacion de nuevos genomas y de adquisicion de ventajas selectivas respecto a los
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genomas parentales, permitiendo asi mismo contrarrestar mutaciones deletéreas
(Nagy y Simon, 1997). Se ha demostrado en los eventos de recombinacion en virus
pueden resultar en un incremento de su gama de hospedantes (Hu et al., 2003; Monci
et al., 2002) o de su virulencia (Rest y Mindell, 2003). El andlisis de secuencias de
poblaciones de virus de plantas, tanto de ARN como de DNA, pone en evidencia la
recombinacién puede ser una de las mayores fuentes de variabilidad implicadas en su
evolucion (Chenault y Melcher, 1994, Padidam et al., 1999; Roossinck, 2005). La
recombinacion en los virus es analoga a la que ocurre durante la meiosis, y la
pseudorrecombinacion es semejante al proceso de reordenamiento que ocurre entre
los cromosomas durante la reproduccion sexual. La diversidad en los genomas virales
generada por estas fuerzas es la fuente sobre la cual actia la seleccion. En el caso de
Geminivirus, debido al gran impacto econdémico, varios estudios comienzan a
demostrar la importancia de la recombinacion, las mutaciones y los reordenamientos
genomicos en su evolucion (Bradeen et al., 1997; Monci et al., 2002). Los Geminivirus
emplean a la maquinaria replicativa del DNA del hospedante para la replicacion de su
genoma, y por tanto se presume una fidelidad alta en la replicacion (Hanley-Bowdoin
et al., 2000). Sin embargo, los Geminivirus exhiben un grado elevado de variacion
entre cepas, intra- e interpoblaciones, y poseen una tasa alta de expansién hacia
nuevos hospedantes (Gilbertson et al.,, 1991b; Stenger, 1995). La recombinacion
contribuye a la diversidad genética de las poblaciones geminivirales (Moffat, 1999;
Sanz et al., 2000). La frecuencia en la que ocurre la recombinacion entre los virus
puede ser impulsada por tres factores: las infecciones mixtas, los niveles altos de
replicacion, y la gama amplia de hospedantes del insecto vector (Padidam et al., 1999).
Primero, las infecciones mixtas son frecuentes entre los Geminivirus, como en el
pimiento (Capsicum annuum L). (Torres-Paccheco et al.,, 1996). Segundo, los
Geminivirus se replican principalmente a través de un mecanismo de circulo rodante a
partir de una forma replicativa de doble cadena que se acumula a altos niveles
(Kanevski et al.,, 1992; Accotto et al., 1993), y por ultimo, en el caso de los
Begomovirus, con la emergencia del biotipo B de la mosca blanca, la cual se alimenta
de cientos de especies vegetales distintas (Bedford et al., 1994; Brown, 2000), la gama

de hospedantes de estos virus se ha expandido considerablemente. Dentro de la
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familia Geminiviridae, los miembros bipartitos del género Begomovirus son los
susceptibles al intercambio o pseudorrecombinacion de sus genomas. La
pseudorrecombinacion ocurre cuando el DNA A de un Begomovirus dado realiza la
multiplicacion del DNA B de otra cepa o especie begomoviral. Sin embargo, este
proceso esté limitado por varios factores, entre ellos la naturaleza altamente especifica
de la interaccién entre la proteina Rep y el sitio origen de la replicacion (Fontes et al.,
1994), y la incapacidad de los productos génicos codificados por el DNA B para
complementar el movimiento del DNA A heterélogo (Unseld et al., 2000a). En
ocasiones, el DNA A de una especie multiplique el DNA B de otra, pero no viceversa
y este fenbmeno se conoce como pseudorrecombinacién asimétrica. (Brown et al.,
2002; Saunders et al., 2002b).
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CAPITULO 2. Analisis filogenético y distribucién de Begomovirus

en el cultivo del chile (Capsicum annuum L.) en Sinaloa, México.

Herndndez-Espinal, L. A., Enriquez-Verdugo, |., Melgoza-Villagémez, C. M., Retes-
Manjarrez, J. E., Velarde-Félix, S., Linares-Flores, P. J. y Garzén-Tiznado J. A. 2018.
Andlisis filogenético y distribucion de Begomovirus en el cultivo del chile (Capsicum

annuum L.) en Sinaloa, México. Revista Fitotecnia Mexicana 41(2).

2.1. INTRODUCCION

Los virus son responsables de causar graves pérdidas en la produccion del cultivo de
chile (Lee et al., 2009). Un grupo de estos virus, conocido como Geminivirus se
localizan principalmente en zonas tropicales y subtropicales, causando dafios
econdémicos y pérdidas de un 20% en la produccion. El grupo mas ampliamente
diversificado y distribuido es el de los Begomovirus con 322 especies reportadas a la
fecha, los cuales infectan principalmente plantas dicotiledéneas y son transmitidos por
Bemisia tabaci Genn. (mosquita blanca) (Fauquet et al., 2003; ICTV, 2018). El genoma
de los Begomovirus es generalmente bipartita a excepcion del Virus del enrollamiento
de la hoja amarilla del tomate (Tomato yellow leaf curl Virus, TYLCV) (Lazarowitz,
1992). Este genoma bipartita esta integrado por dos componentes gendmicos
denominados ADN-A y ADN-B, el tamafio molecular oscila entre 2.7 y 3.0 kb,
respectivamente (Yudava et al., 2010). Ambos componentes estan organizados en
unidades de transcripcion divergentes separados por una region intergénica o region
comun (Rl o RC), la cual contiene el origen de la replicacién del virus y dos promotores
gue dirigen la transcripcion genética en direcciones opuestas, con excepcion de una
secuencia de la Rl de aproximadamente 200 pb, que se encuentra en ambos ADN
virales y es denominada como region comun (RC) (Hanley et al., 2000). Los dos
componentes a pesar de ser completamente diferentes, presentan una region comun
(RC) homologa entre ellas. EI ADN-A contiene toda la informacion que se requiere para
la replicacion y formacion de la capside del virus, mientras que el componente ADN-B,

codifica para las proteinas involucradas en el movimiento viral de célula a célula y en
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el rango de hospedantes (Hou et al., 1998). En 1993 en México, se reportd por vez
primera un Geminivirus en la zona de las Huastecas (Tamaulipas), el cual se le
denomind Virus huasteco del chile (PHV) (Torres-Pacheco et al., 1993).
Posteriormente, se modificé el nombre a Virus huasteco vena amarilla del chile, por
los sintomas que causa en la hoja de las plantas infectadas (Pepper huasteco yellow
Vein, PHYVV) (Torres-Pacheco et al., 1996). Torres-Pacheco y colaboradores (1993 y
1996), reportaron que el PHYVV es el de mayor distribucion en las principales zonas
productoras de hortalizas en México y en el sur de los Estados Unidos de América,
mientras que el Virus del Mosaico Dorado del Chile (Pepper golden mosaic Virus,
PepGMV) estaba distribuido de una manera mas restringida. En el centro de México,
especificamente en los estados de Guanajuato, San Luis Potosi y Jalisco se detectd
por PCR e hibridacion tipo Southern, la presencia, distribucion y hospedantes alternos
del virus huasteco vena amarilla del chile; el cual se identifico en 70% de las muestras
analizadas (Garzon-Tiznado et al., 2002). EI PepGMV se encuentra distribuido
ampliamente en México, por lo que no es raro que se detecte en otras solanaceas
como tabaco (Torres-Pacheco et al., 1996). Otras variantes de este virus se han
encontrado en Sinaloa, Tamaulipas y Baja California Sur (Holguin-Pefia et al., 2003).
Uno de los Begomovirus importantes en el cultivo del tomate es el virus del
enrollamiento de la hoja amarilla del tomate, (TYLCV), reportado en el estado de
Sinaloa en el 2005 (Gamez-Jiménez et al., 2006; Ordufio-Vega, 2009) y en Sonora en
el 2007 (Idris et al., 2007).

Recientemente se ha detectado a PHYVV causando mayores dafios en todas las
regiones productoras de chile en Sinaloa. Esto sugiere posibles cambios en la
virulencia de este virus o mayor asociacion con otros virus presentes en Sinaloa (Lugo-
Melchor et al., 2011). Con base en lo anterior, el objetivo del presente estudio fue
determinar la distribucién, variabilidad genética y asociacién entre los Begomovirus
que infectan chile, en las principales zonas productoras de Sinaloa, México durante los

periodos agricolas 2013-2016.
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2.2. MATERIAL Y METODOS

El estudio se realiz6 durante los afios 2013 a 2016 en las principales zonas productoras
del cultivo de chile (Capsicum annuum L.) en Sinaloa, México. Se recolectaron 121
muestras foliares de plantas sintomaticas con caracteristicas descritas para
Begomovirus especialmente, tejido joven obtenido de brotes nuevos de las plantas,
dado que en estos se han reportado mayores tasas de multiplicacion de los
Geminivirus, ya que es donde mas células se encuentran en la fase S del ciclo celular
(Laufs et al., 1995). Las localidades de colecta fueron georeferenciadas mediante el
equipo GPS (Garmin Etrex®) (Cuadro 2). Las muestras fueron recolectadas en bolsas
de plastico estériles y transportadas a temperatura ambiente. Posteriormente, éstas se
almacenaron hasta su analisis a -20 °C, en el Laboratorio de Patologia y Biologia
Celular y Molecular de la Facultad de Ciencias Quimico Biologicas, ubicado en Ciudad

Universitaria, Culiacan, Sinaloa.

Cuadro 2. Localizacién geografica de los sitios de muestreo, de tejido foliar de plantas
de chile (Capsicum annuum L.) con sintomas de Geminivirus en Sinaloa, México,
2013-2016.

Municipio Localidad Genotipo Coordenadas geograficas
N O
Rosario Cacalotan Serrano 23°0342.6” 105° 50°53.9”
Rosario Cacalotan Jalapefio 23°04°08.0 105°50°59.4”
Rosario Matatan Serrano 23°01'57.9” 105° 48°57.9”
Rosario Rosario Serrano 22°59'54.6” 105°49°15.6”
Rosario Chametla Jalapefio 22°57°50.5” 105° 53°08.8"
Rosario Chametla Jalapefio 22°57°08.5 105° 56°20.1”"
Rosario Chametla Ancho 22°54°10.3” 105° 57°27.2”
Rosario Chametla Ancho 22°53710.2” 105° 5925.9”
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Rosario
Rosario
Mazatlan
Mazatlan
Mazatlan
Rosario
Concordia
Escuinapa
Escuinapa
Escuinapa
Escuinapa
Escuinapa
Mazatlan
Elota
Culiacan

Culiacan

Guasave
Guasave
Guasave
Guasave
Guasave
Guasave
Guasave
Guasave

Guasave

Guasave

Ahome

Ahome

Palmas
Palmas
La hacienda
Francisco Villa
El Walamo
Guasima
El Verde
Isla del Bosque
Isla del Bosque
Isla del Bosque
Isla del Bosque
IPV**
Villa Unién
La Cruz
Costa Rica
Higueras de
Abuya
Diaz
Diaz
Diaz
Diaz
CCM*
CCM*
Aceituna
Baturi
Adolfo Ruiz
Cortinez
Adolfo Ruiz
Cortinez
Los Mochis

El Carrizo

Ancho
Anaheim
Anaheim
Anaheim
Jalapefio

Serrano
Jalapefio
Jalapefio

Serrano

Ancho
Jalapefio
Jalapefio

Ancho
Jalapefio
Pimiento

Jalapefio

Anahei
Ancho
Jalapefio
Jalapefio
Jalapefio
Jalapefio
Jalapefio
Jalapefio
Jalapefio

Jalapefio

Morrén

Cayenne

22°54°18.0”
22°56°33.9”
22°59°58.6™
23°04°16.2”
23°07°10.0”
22°56" 31.65”
230227 12.39”
22°44°10.9”
22°44°09.2”
22°43°08.5”
22°39°37.9”
22°35°38.2"
23°10712.2”
23°53°63.5”
24° 35" 13.39”
24° 15" 17.39”

25° 30°
25° 307
25° 317
250 31"
250 35
25° 357
25° 357
250 38
25041

250417

25° 47
26° 147

76.6”
84.6”
17.9”
25.77
27.27
26.1”
60.8"
32.6”
04.8”

05.2”

64.4”
44.9”

106° 05°32.4”
106° 07°31.5”
106° 10°02.9”
106° 14°46.1”
106° 15°39.5”

106° 6" 47.08”
106° 7" 57.99”

105°51°14.5”
105°51°13.9”
105°50°35.1”
105° 48°15.0”
105° 45°32.4”
106° 13713.5”
106° 55721.3”

107° 26" 25.62”
107° 3" 52.78”

108° 30’
108° 30°
108° 31"
108° 31°
108° 38’
108° 38
108° 39
108° 46’
108° 48’

108° 48

108° 54°
108° 55

38.9”
35.17
14.0”
30.9”
79.4”
80.2”
30.7”
04.0”
43.4”

42.9”

80.0”
99.2”
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Ahome Los Mochis Jalapefio 25° 45" 43.3” 108° 44" 17.1”
Ahome Los Mochis Morron 25°43 81.7° 108° 45" 23.8”
*CCM: Campo Cuatro Milpas. **IPV: Isla del palmito del verde

2.2.1. Extraccion de ADN.

A partir de tejido foliar joven de plantas sintomaticas del cultivo de chile (Capsicum
annuum L.) se realizé la extraccion de ADN gendémico con la metodologia descrita por
Doyle y Doyle (1987) con ligeras modificaciones. Se maceraron de 1 a 2 g de muestra
con amortiguador de extraccién CTAB (Tris 100 mM, pH 8; NaCl 1.4 M; EDTA 50 mM,
pH 8; CTAB 2.5%; PVP 1%; 2-mercaptoetanol 0.2%). Posteriormente, la muestra fue
transferida a un tubo y se incub6 a 65 °C durante 1 h, se afiadio cloroformo: alcohol-
isoamilico (29:1 v/v); se agitd y centrifugé a 12000 rpm por 10 min. Se recuperd la fase
acuosa, a la que se le adicion6 un volumen de isopropanol frio, se mezclé e incubd por
1 h a -20°C. Después se centrifugd, decanto y afiadié etanol 70 % (v/v). Los &cidos
nucleidos resultantes se resuspendieron en agua desionizada estéril. La integridad del
ADN obtenido se observé mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % tefidos
con Gel Red. La concentracion y calidad de ADN se determind con un
espectrofotometro (Lambda Bio 10, Perkin Elmer) a 260nm y promedio de absorbancia

a 260/280nm, respectivamente, finalmente, se almacenaron a -20°C.

2.2.2. Amplificacién de ADN viral por PCR.

Para la deteccion del PHYVV, se disefid el oligonucleétido especifico directo HRRF
(5"-AAGATAGCTTCTTCGATGG-3) y se empled el oligonucledtido reverso 241 (5°-
GAATTAAAGGTACATGGAC-3") reportado por Torres-Pacheco et al. (1996), que
amplifican un fragmento del gen Rep y la region intergénica, de 1365 pb; para la
deteccion del PepGMV, se disefid el oligonucleétido directo GMRRF (5-
CTCCACATCGTTTGAATAGAC-3') y se utilizo el oligonucleédtido reverso JM24 (5°-
TAGGCCCACACCTTGGTCACCAAG-3") reportado por Méndez-Lozano et al. (2003),
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gue amplifican un fragmento del gen Rep y la region intergénica de 1063 pb; TYLCV
se detect6 con los oligonucleétidos TYC1F 5-GGGCCTAGAGACCTGGCCCAC-3" y
TYCIR 5-CCG GTAATATTATACGGATGGC-3, los cuales amplifican un fragmento
del gen Rep y la region intergénica, de 856 pb (Lapidot, 2002). El volumen de reaccion
final fue de 25 L, conteniendo Buffer Taq ADN polimerasa 1X, MgCI2 1.5 mM, 0.2 mM
de cada dNTPs, oligonucleotidos 0.25 uM, Taq ADN polimerasa 1.0 U, ADN 120 ng.
Las condiciones de amplificacion (termociclador C1000TM Thermal Cycler BIO-RAD)
fueron las siguientes: 94 °C 5 min, 35 ciclos (94 °C 45,58 °C30sy 72 °C 1 min) y
una extension final de 72 °C por 10 min. Finalmente, para la amplificacion de especies
de Begomovirus se utilizaron los iniciadores universales MotCP2118 (5-CC GAATTC
GAC TGG ACCTTA CAT GGN CCT TCA C-3") y MotCP2123 (5"GAG TCT AGA GGS
TAN GTG/AAG/G AAA TAA/G TTC TTG GC3") que amplifican un fragmento de 650
pb del componente A de Geminivirus, y que incluye la region comuan y parte del gen de
la proteina de la capside (Ascencio-lbafiez et al., 2002). La mezcla de reaccion final
para la PCR fue en un volumen de 25 pL que contenia 120 ng del ADN molde, Buffer
Tag ADN polimerasa 1X, MgCI2 1.5 mM, 0.2 mM de cada dNTPs, oligonucleétidos
0.25 uM, Tag ADN polimerasa 1.0 U). Las condiciones de amplificacién (termociclador
C1000TM Thermal Cycler BIO-RAD), fueron: Precalentamiento por 5 min a 94 °C
seguida de 32 ciclos a tres temperaturas (desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, el
alineamiento a 60 °C por 30 s y la extensién a 72 °C por 1 min), por ultimo una
extension por 10 min a 72 °C. Como testigo negativo se utilizd ADN de plantas de chile
asintomaticas y crecidas en jaulas entomoldgicas libres de mosca blanca; como testigo
positivo se utilizo6 ADN amplificado de planta de chile sintomatica, confirmada por
secuenciacion y comparada con lo reportado en el GenBank. Los productos de PCR

(10 L) fueron separados y analizados por electroforesis en agarosa al 1.5%.
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2.2.3. Secuenciacion y analisis.

Los fragmentos se purificaron (UltraClean 15ADN Purif MO BIO LAB) y fueron
enviados para su secuenciacion en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN
(USSADN) del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. El analisis in silico de las
secuencias nucleotidicas obtenidas se realiz6 mediante comparaciones con las
secuencias disponibles en la base de datos del NCBI, (National Center for
Biotechnology Information), utilizando el programa BLASTN (Basic Local Alignment
Search Tool) y el analisis de filogenia se realiz6 mediante el método Clustal W de
MegAling. El arbol filogenético se construyé por el método del vecino mas cercano, y
se realizd un analisis de robustez del arbol filogenético mediante la obtencion del
coeficiente de confianza de Felsenstein para cada agrupamiento, en el cual se
realizaron 1000 réplicas de muestras aleatorias con remplazo o “bootstrap”
(Felsenstein, 1985). Los analisis se realizaron con el programa “MEGAG” (version 6.0)
(Tamura et al., 2013).
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1. Deteccion de Geminivirus.

Se analizaron 121 muestras de ADN extraido de plantas de chile (C. annuum L.) con
sintomas caracteristicos de una infeccion originada por Geminivirus; las muestras
fueron colectadas en 38 sitios del estado de Sinaloa, representando mas del 81.66 %
promedio de la superficie establecida del cultivo del chile, durante los ciclos 2013-2016.
En todas las muestras de ADN se detectaron Begomovirus bipartitas: Virus huasteco
vena amarilla del chile, Virus del mosaico dorado del chile, y otro Begomovirus no
identificado, en los municipios de Escuinapa, Rosario, Concordia, Mazatlan, Elota,
Culiacan, Guasave y Ahome, asi mismo se identific6 al Begomovirus monopartita,
Virus del enrollamiento de la hoja amarilla del tomate, en los municipios de Rosario,

Culiacan y Ahome (Figura 3) (Cuadro 3).

e ey e e e Y N ) e

Figura 3. Deteccién de Begomovirus (PHYVV, PepGMV y TYLCV) en plantas de chile,
mediante PCR en gel de agarosa al 1.5%. M= marcador de peso molecular 1kb ADN
(GIBCO BRL); muestras del 1 al 11, PHYVV (1365pb); muestras 12 y 13, PepGMV
(1063pb) y muestras del 14 al 16, TYLCV (856pb); M= marcador de peso molecular
1kb ADN (GIBCO BRL).
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Cuadro 3. Deteccion de Geminivirus (PHVVY, PepGMV, TYLCV y otro Begomovirus)

en plantas de chile (Capsicum annuum L.) sintoméaticas, mediante PCR.

Muestra Frecuencia de Geminivirus (%)
con

Otro
sintomas de PHVVY PepGMV TYLCV

. Begomovirus
Geminivirus

90*
121 65 (53.7 7(5.8 15 (12.4
(74.4°%) (83.7) (5.8) (12.4)

* Namero de muestras. **Frecuencia de Virus en porcentaje.

2.3.1.1. Deteccion de Begomovirus bipartitas.

Los Virus PHYVV y PepGMV, se detectaron en los genotipos serrano, jalapefio, ancho
(poblano), anaheim, morrén y cayenne. De las 121 muestras analizadas, el 74.4%
amplificaron con iniciadores especificos para el PHYVV, lo que representé la presencia
del Geminivirus con mayor frecuencia en el estado y se confirman los resultados
previamente descritos por Garzon-Tiznado et al. (2002). PHYVV se ha reportado
desde 1993 en México (Torres-Pacheco et al., 1993) y en la actualidad se encuentra
distribuido ampliamente en diferentes estados del pais (Torres-Pacheco et al., 1996;
Guevara et al., 1999). Un segundo Geminivirus amplificé en el 53.7% de las 121
muestras analizadas descrito como PepGMV, este Begomovirus fue detectado por
primera vez en 1987 en Texas y nombrado como Texas pepper Geminivirus-TPGV
(Stenger et al., 1990), se encuentra entre los Begomovirus de mayor distribucion en
México, por lo que no es raro que se detecte en la mayoria de las enfermedades
inducidas por estos patégenos en el pais (Torres-Pacheco et al., 1996; Holguin-Pefia
et al.,, 2004). De las muestras positivas para PHYVV y PepGMV, el 31.4% (38
muestras) y 12.4% (15 muestras) respectivamente, fueron infecciones simples. El
36.4% de las muestras analizadas, presentaron infecciones mixtas, con la combinacion
de PHYVV y PepGMV (Figura 4). En México la infeccién mixta producida por los Virus

PHYVV y PepGMV se ha reportado en varios cultivos agricolas y ambos Virus se

30



encuentran distribuidos en la mayor parte del pais (Torres-Pacheco et al.,, 1996;
Méndez-Lozano et al., 2001, 2003). Esta infeccion mixta es importante, puesto que los
sintomas que se producen son mas severos, fendbmeno que se conoce COmMo
sinergismo. El fendmeno de sinergismo podria ser una fuente potencial de variabilidad
de Begomovirus facilitando eventos de recombinacion (Garcia et al., 2007). Debido a
su importancia se han realizado estudios mas detallados para entender los aspectos
basicos de sinergismo entre PHYVV y PepGMV, los cuales producen serios dafios a
los cultivos de chile cuando se encuentran infectando juntos una misma planta
(Méndez-Lozano et al., 2003; Renteria-Canett et al., 2011).

2.3.1.2. Deteccion de Begomovirus monopartitas.

El Virus TYLCV es comun en infecciones virales de tomate. Sin embargo, se identificd
en el 5.8% de un total de 121 muestras analizadas en diferentes genotipos del cultivo
de chile como el serrano, jalapefio, morrén y ancho (poblano) en los municipios del
Rosario, Culiacan y Ahome lo cual indica un amplio rango de hospedantes, aunque la
incidencia de este Begomovirus, fue baja comparada con el PHYVV (74.4%) y
PepGMYV (53.7%), de manera tal que, en estos momentos, se le considera con riesgo
potencial para el cultivo de chile en el estado de Sinaloa, lo cual no coincide con lo
descrito por otros autores, que han reportado a C. annuum como un hospedante
alterno de Tomato yellow leaf curl (Morilla et al., 2005; Cardenas-Conejo et al., 2010 y
Ordufio-Vega, 2009). EI TYLCV, descrito originalmente en plantas de tomate (Solanum
lycopersicon L.), se reporté entre 1930 y 1940 en Israel, donde se describid por primera
vez (Varma y Malathi, 2003). En México, fue detectado por primera vez en Yucatan en
1996 (Asencio-lbafiez et al., 1999), y en Sinaloa, fue observado en 2005 (Gamez-
Jiménez et al., 2006). En nuestro estudio, este Begomovirus se detecté solamente en
infecciones mixtas (5.8%) con el PHYVV y PepGMV (Figura 4). Un comportamiento
similar fue descrito por Cardenas-Conejo y colaboradores (2010), quienes reportaron
en el cultivo del chile una infeccién mixta entre un Begomovirus monopartita (TYLCV)
y un bipartita, Virus Chino del tomate de La Paz (ToChLPV). En el cultivo del tomate

se han reportado infecciones mixtas, siendo comunes en regiones tropicales y
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subtropicales (Torres-Pacheco et al., 1996; Chowda et al., 2005; Lugo-Melchor et al.,
2011); este complejo de Virus en infecciones mixtas se han descrito en maleza y
cultivos de interés econdémico, de un alto riesgo en la aparicion de nuevas cepas y
variantes de Begomovirus por la posible recombinacion entre estos, lo que puede dar
origen a cambios a nivel de nucleotidos en genes clave que pudieran producir la
aparicién de nuevos sintomas cada vez mas severos e inclusive ampliar su rango de
hospedantes naturales (Brown et al., 2000).

40
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PHYVV pepGMV PHWY /pepGMV PHWY /pepGMVITYLCV

Figura 4. Frecuencia de infecciones simples y mixtas causadas por Geminivirus, en
base al total de muestras colectadas en el cultivo del chile (Capsicum annuum L.) en
Sinaloa, México.

2.3.2. Secuenciacién y andlisis genético.

Las secuencias nucleotidicas y su comparacion en la base de datos del GenBank
(NCBI), confirmaron la identidad de los tres Geminivirus detectados en campo: Virus
huasteco vena amarilla del chile (PHYVV) (Cuadro 4); Virus del mosaico dorado del
chile (PepGMV) y Virus del enrollamiento de la hoja amarilla del tomate TYLCV), asi
como su distribucién en los sitios de muestreo en los ocho principales municipios
donde se cultiva chile en Sinaloa (Escuinapa, Rosario, Concordia, Mazatlan, Elota,
Culiacan, Guasave y Ahome) (Figura 5).
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Figura 5. Distribucién de Begomovirus en el cultivo de chile (Capsicum annuum L.),
en Sinaloa, México. Begomovirus detectados por la PCR en el cultivo del chile: PHYVV
(H), PepGMV (G), TYLCV (T), otro Begomovirus (B).

2.3.3. Andlisis genético y secuenciacion.

Se seleccionaron y secuenciaron 15 muestras que amplificaron el gen de la replicasa
(Rep) y region comun (RC) para PHYVV, PepGMV o region intergénica (RI) para virus
monopartita como el TYLCV: 12, dos y una muestras respectivamente; éstas fueron
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comparadas mediante BLAST para determinar el porcentaje de identidad entre estas
y accesiones de Begomovirus reportadas en el GenBank del NCBI.

Las secuencias que corresponden a PHYVV, fueron registradas en la base de datos
del GenBank, con el numero de accesion: KY366177, KY006848, KY499895,
KY499897, KY006849, KY366176, KY288518, KY288517, KY366179, KY366180,
KY499896 y KY366178, estas secuencias, se compararon con dos accesiones de
Sinaloa registradas previamente en la base de datos del GenBank. La accesion
AY044162.1 descrita para Sinaloa (Hou et al., 1996), presenté una identidad del
95.25% con las accesiones obtenidas en este estudio; al comparar estas, con la
accesion LN848878.1, también descrita para Sinaloa (Rodelo-Urrego et al., 2015), se
observé una identidad promedio del 96.75%, similar con el porcentaje promedio
obtenido con la accesibn AYO44162.1. Por otro lado, al comparar los aislados del
presente estudio con la primera secuencia reportada del PHYVV en México con
ndmero de accesion X70418.1 (Torres-Pacheco et al., 1993) se registra el valor menor
de identidad promedio con 94.91%. A diferencia de la secuencia reportada por Hou et
al en el 1996 (AYO44162.1) que fue la que presentd mayor similaridad con la

secuencia reportada por Torres-Pacheco et al en el 1993 (Cuadro 4).

Cuadro 4. Porcentaje de identidad con base en las secuencias nucleotidicas de
PHYVV detectadas en campos agricolas del estado de Sinaloa, México, con lo
reportado en la base de datos GenBank. Comparacion con base en el gen de la
proteina de la replicacién (Rep) y region intergénica (RI).

No. de Identidad %
Aislados” Acceso Genotipo No. de Acceso GenBank*
GenBank™ X70418.1 AY044162.1  LN848878.1
GESCB42HUAS KY366177 Jalapefio 94 95 98
GROSA7THUAS KY006848 Serrano 95 95 97
GROSA9HUAS KY499895 Jalapefio 94 95 98
GROSB56HUAS KY499897 Jalapefio 94 94 97
GCONA21HUAS KY288518 Jalapefio 94 95 98
GELOC17HUAS KY288517 Jalapefio 95 95 98
GCULA14HUAS KY006849 Morrén 97 98 96
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GCULA24HUAS KY366176 Morrén 94 94 98

GGUASD19HUAS KY366179 Jalapefio 95 95 99
GGUASD24HUAS KY366180 Jalapefio 96 96 94
GGUASD27HUAS KY499896 Jalapefio 95 95 94
GAHOD44HUAS KY366178 Jalapefio 96 96 94
promedio - - 94.91 95.25 96.75

*G=Geminivirus; Municipio (CON=Concordia, CUL=Culiacan, ROS=Rosario,
ESC=Escuinapa, ELO= Elota, GUAS=Guasave, AHO=Ahome); muestreo (A, B, C, D);
namero de muestra; Virus (H=PHYVV); UAS=Universidad Autbnoma de Sinaloa.
**NUmero de accesion en el GenBank de secuencias de Begomovirus obtenidas en
este trabajo de investigacion. *Numero de accesion de secuencias reportadas en el
GenBank (Torres-Pacheco et al., 1993; Hou et al., 1996; Rodelo-Urrego et al., 2015).

En lo que corresponde a PepGMV y TYLCV, los accesados en este estudio como
KY006850 y KY006851, tuvieron una identidad del 99% con la accesion LN848784 del
PepGMV (Rodelo-Urrego et al., 2015) y la secuencia del aislamiento KY006852,
presento una identidad del 99% con la accesion del TYLCV, descrita como DQ631892
en el GenBank (Brown e Idris, 2006).

En general, los resultados mostraron una alta similaridad entre las secuencias de los
aislados de este estudi6 y los aislados de PHYVV, PepGMV y TYLCV previamente
reportados (Torres-Pacheco et al., 1993; Hou et al., 1996; Brown e Idris, 2006; Rodelo-
Urrego et al., 2015). Al considerar los criterios establecidos por el Comité Internacional
Taxonomico de Virus (ICTV, 2018), se propone que los aislados corresponden a las
especies reportadas para PHYVV, PepGMV y TYLCYV en el cultivo del chile en Sinaloa.

2.3.4. Andlisis filogenético.

Se analizaron secuencias del Virus PHYVV aislado de muestras del cultivo de chile
procedentes de Sinaloa, México, comparadas con otras secuencias registradas en el
GenBank. El andlisis filogenético se realizé a partir de secuencias parciales del gen de

la replicasa (Rep) y region comun (RC) en un total de 1268 nt, que corresponden a
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secuencias del PHYVV obtenidas en el presente estudio, las cuales fueron
comparadas con la primera secuencia reportada de PHYVV en México por Torres-
Pacheco et al. (1993), con niumero de accesion X70418.1 y dos secuencias del estado
de Sinaloa, con nimeros de accesion AY044162.1 registrada en el afio 1996 (Hou et
al., 1996) y LN848878.1 en el afio 2015 (Rodelo-Urrego et al., 2015). El arbol
filogenético construido por el método del vecino mas cercano con re muestreo para
1000 réplicas, separ6 a las secuencias en dos grupos principales. El grupo inferior
principal se separo en dos subgrupos (C y D), en el subgrupo C se asociaron el primer
aislado proveniente de Tamaulipas con registro X70418.1 del afio 1993, con la
accesion AY044162.1 registrada para Sinaloa en el afio 1996 y un aislado del centro
(KY006849, con identidad del 97 y 98%, respectivamente), en el subgrupo D, se
asociaron tres aislados del norte del estado de Sinaloa, (KY366180, KY499896 y
KY366178, con una identidad del 95 al 96%). El grupo superior principal se separd en
dos subgrupos (A 'y B), en el subgrupo A, se asociaron con la accesion LN848878.1
registrada para Sinaloa en el afio 2015, las secuencias del sur (KY499897, KY288518,
KY366177, KY499895 con identidad del 97 al 98%), centro (KY366176, con identidad
de 98%) y norte (KY366179, con identidad del 99%) del estado de Sinaloa, en el
subgrupo B, se asociaron dos aislados del sur de Sinaloa (KY006848, KY288517, con
identidad de 97 y 98%, respectivamente) (Figura 6), por lo anterior, se considera que
el PHYVV posiblemente se introdujo a Sinaloa por el municipio de Culiacan durante el
afo agricola 1994, en plantulas de tabaco infectadas de Begomovirus, enviadas desde
invernaderos localizados en Tepic, Nayarit, lo que ocasiono una amplia distribucién del
Virus en Sinaloa, ya que es uno de los principales productores de hortalizas en México,
posteriormente se prohibié la siembra de este cultivo por ser hospedero de mosca
blancay portador del PHV (PHYVV) (Comunicacién personal Dr. Garzon Tiznado José
Antonio). Torres-Pacheco et al. (1996), reporta que PHYVV no se identific6 en
muestras de chile colectadas y analizadas antes de abril de 1990 en Sinaloa. En este
estudio se determind, que PHYVV es el Begomovirus predominante en el cultivo de
chile con 74.4% de infeccidn en plantas analizadas y con un 36.4 y 5.8% de infecciones
mixtas con PepGMV y TYLCV, respectivamente. Este tipo de interacciones sugiere
una fuente potencial de variabilidad en Begomovirus, facilitando eventos de
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recombinaciéon como se ha reportado anteriormente (Méndez-Lozano et al., 2003). La
presencia de varios genomas virales y ciclos cortos de replicacion en cada célula
vegetal infectada favorecen la presencia de mutaciones que implica ganancia o

pérdida de funcion, lo que finalmente conlleva a la adaptacion de las especies o

evolucion (Stange, 2006).
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Figura 6. Analisis filogenético basado en secuencias parciales del gen de la replicasa
(Rep), region comun (RC) y region intergénica (RI) del Virus PHYVV, aislados de
muestras de Sinaloa, México. El arbol filogenético se construyd con el algoritmo de
Neighbor-Joining a partir de distancias calculadas entre 15 secuencias nucleotidicas
analizando un total de 1268 posiciones con el método de Tajima-Nei (1984) y un indice
de Felsenstein de 1000 réplicas. *Aislados de Begomovirus en este estudio.
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CAPITULO 3. Variantes de Begomovirus que infectan al cultivo del

chile en Sinaloa
Herndndez-Espinal, L. A., Enriquez-Verdugo, |., Melgoza-Villagbmez, C. M., Retes-
Manjarrez, J. E., Velarde-Félix, S. y Garzon-Tiznado J. A. 2018. Variantes de

Begomovirus que infectan al cultivo del chile en Sinaloa. Biociencias (En proceso).

3.1. INTRODUCCION

Los Geminivirus constituyen la familia mas grande, diversa y econdmicamente
importante de los virus de ADN de plantas (Rojas et al., 2005). Los sintomas mas
comunes causados por los virus incluyen enanismo, mosaicos, moteados, necrosis,
clorosis, deformaciones, etc. La familia Geminiviridae se clasifica en nueve géneros
definidos con base en el vector que los transmite, el hospedero que infecta y estructura
genodmica (Mastresvirus, Becurtuvirus, Curtovirus, Topocuvirus, Turncurtovirus,
Eragrovirus, Capulavirus, Grablovirus y Begomovirus) (Fauquet et al., 2003; ICTV,
2018). Dentro del grupo mas ampliamente diversificado y distribuido se encuentran los
Begomovirus con 322 especies reportadas a la fecha, que infectan principalmente
plantas dicotiledoneas y son transmitidos por la mosquita blanca. EI genoma de los
Begomovirus es generalmente bipartito a excepcion del virus del enrollamiento de la
hoja amarilla del tomate (TYLCV) (Lazarowitz, 1992). Los componentes gendmicos
son denominados como ADN-A y ADN-B con tamafio molecular que oscila entre 2.7 y
3.0 kb, respectivamente (Yadava et al., 2010). Ambos estan organizados en unidades
de transcripcion divergentes separados por una region intergénica (RI), la cual
contiene el origen de la replicacion del virus y dos promotores que dirigen la
transcripcion genética en direcciones opuestas, con excepcion de una secuencia de la
RI de aproximadamente 200 pb, que se encuentra en ambos ADN virales y es
denominada como region comun (RC) (Hanley et al., 2000). EI ADN-A contiene toda
la informacion que se requiere para la replicacion y formacion de la capside del virus,

mientras que el componente B, codifica para las proteinas involucradas en el
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movimiento viral de célula a célula, en el rango de hospederos y en el desarrollo de los
sintomas en la planta (Hou et al.,, 1998). Los Begomovirus se han diseminado
rapidamente por el planeta debido, fundamentalmente, a la propagacion de su vector,
la mosca blanca Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) (Anaya-Lopez
et al., 2003). Por otro lado, la variabilidad genética de los virus de plantas permite
mutaciones de ganancia o pérdida de funcion, lo cual implica la adaptacion de las
especies o evolucion. Esta condicion se favorece con la presencia de varios genomas
virales y ciclos cortos de replicacion en cada célula vegetal infectada. Ademas de las
mutaciones, en los virus existe variacion genética debida a recombinaciones y a la

adquisicion de genomas adicionales (Stange, 2006).

Una alternativa eficaz y rapida para estudios de diversidad biolégica de Geminivirus,
que es utilizada en diferentes regiones del mundo es la amplificacion por circulo
rodante (RCA, del inglés Rolling Circle Amplification). EI método emplea la ADN
polimerasa del bacteriéfago ¢29 y cebadores al azar para la amplificacion de moléculas
de ADN circulares. Esta tecnologia permite amplificar moléculas de ADN circulares y
de cadena simple, sin tener en consideracion sus posibles variaciones de secuencia.
Ademas la ADN polimerasa 29 posee una alta fidelidad de copia y la cantidad de ADN
de molde necesaria para la amplificacion es baja (Inoue-Nagata et al., 2004; Quifiones-
Pantoja et al.,, 2014). El objetivo del presente estudio es determinar variantes de

Begomovirus que infectan al cultivo del chile en Sinaloa.
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3.2. MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizd durante los afios 2013 a 2014 en un cultivo de chile (Capsicum
annuum L.) en Culiacan, Sinaloa, México. El &rea de estudio se ubica en las
coordenadas geogréficas 24° 35" 13.39”" N 107° 26" 25.62"°0O, georreferenciada con
equipo GPS (Garmin Etrex®). Se colectaron 25 muestras foliares de plantas
sintométicas con caracteristicas descritas para Begomovirus. Ademas, se consideré
como criterio de seleccién a muestras de tejido joven obtenido de brotes nuevos de
plantas, ya que se ha reportado que en brotes nuevos se tiene una mayor tasa de
multiplicacion de los Geminivirus, debido a que mayor numero de células se
encuentran en la fase S del ciclo celular (Laufs et al., 1995). Las muestras fueron
colectadas en bolsas de plastico estériles y transportadas a temperatura ambiente.
Posteriormente, se almacenaron hasta su andlisis molecular a -20 °C, en el Laboratorio
de Patologia y Biologia Celular y Molecular de la Facultad de Ciencias Quimico

Biologicas, ubicado en Ciudad Universitaria, Culiacan, Sinaloa.

3.2.1. Extraccion de ADN.

A partir de tejido foliar joven de plantas sintomaticas del cultivo de chile (Capsicum
annuum L.) se realiz6 la extraccion de ADN gendmico con la metodologia descrita por
Doyle y Doyle (1987) con ligeras modificaciones. Se maceraron de 1 a 2 g de muestra
con amortiguador de extraccion CTAB (Tris 100 mM, pH 8; NaCl 1.4 M; EDTA 50 mM,
pH 8; CTAB 2.5%; PVP 1%; 2-mercaptoetanol 0.2%). El macerado se transfirid a un
tubo Eppendorf y se incubé a 65 °C durante 1 h, se afadié cloroformo: alcohol-
isoamilico (29:1 v/v); se agito y centrifugo a 12000 rpm por 10 min. Se recupero la fase
acuosa, a la que se le adicion6 un volumen de isopropanol frio, se mezclé e incubé por
1 h a -20 °C. Después se centrifugd, decantd y afiadié etanol 70 % (v/v). Los &cidos

nucleicos resultantes se resuspendieron en agua desionizada estéril. Se confirmo la

40



presencia de material genético mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %
teflidos con Gel Red (incluir casa comercial) y visualizado en un transiliminador de luz
UV (Bio-Rad). La concentracion y calidad de ADN se determind con un
espectrofotometro (Lambda Bio 10, Perkin Elmer) a 260 nm y promedio de absorbancia

a 260/280 nm, respectivamente, finalmente se almacenaron a -20 °C.

3.2.2. Amplificacién de ADN viral por PCR.

Para la deteccion de Begomovirus, se utilizaron los iniciadores universales MotCP2118
(5"-CCGAATTC GAC TGG ACCTTA CAT GGN CCT TCA C-3") y MotCP2123 (5"GAG
TCT AGA GGS TAN GTG/AAG/G AAA TAA/G TTC TTG GC3") que amplifican un
fragmento de 650 pb del componente A de Geminivirus, y que incluye la regiébn comun
y parte del gen de la proteina de la cipside (Ascencio et al., 2002). La mezcla de
reaccion final para PCR en un volumen de 25 L, consistio (120 ng del ADN molde,
Buffer Tag ADN polimerasa 1X, MgCI2 1.5 mM, 0.2 mM de cada dNTPs,
oligonucleétidos 0.25 uM, Tag ADN polimerasa 1.0 U). Condiciones de amplificacion
(termociclador C1000TM Thermal Cycler BIO-RAD): precalentamiento de 5 min a 94
°C seguida de 32 ciclos a tres temperaturas: La desnaturalizacién a 94 °C por 30 s, el
alineamiento a 60 °C por 30 sy la extension a 72 °C por 1 min; por ultimo 10 min a 72
°C. Como testigo negativo se utilizé ADN de plantas de chile asintomaticas y crecidas
en jaulas entomoldgicas libres de mosca blanca;, como testigo positivo ADN
amplificado de planta de chile sintomatica, confirmada por secuenciacion y comparada
con lo reportado en el GenBank. Los productos de PCR (10 pL) fueron separados y

analizados por electroforesis en geles de agarosa.

3.2.3. Amplificacion por circulo rodante.

Las muestras de ADN que resultaron positivas a Begomovirus, se amplificaron
mediante circulo rodante (Rolling Circle Amplification, RCA) con la polimerasa del

bacteriéfago 929 (TempliPhi GE Healthcare) y los cebadores al azar para la
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amplificacion de moléculas de ADN circulares. Se utilizé el Kit comercial: TempliPhi
DNA Sequencing Template Amplification Kit (Amersham Biosciences, USA), siguiendo
las instrucciones por la casa comercial. Como control positivo se utilizé una planta de
pimiento infectada por el PHYVV, mientras que el control negativo correspondio a
plantas de pimiento sanas. Los productos de la ACR se analizaron mediante

electroforesis en geles de agarosa al 1 % tefiidos con Gel Red.

3.2.4. Andlisis de restriccion de los componentes gendmicos virales.

Los productos de ACR se analizaron por restriccion con las enzimas BamHI, EcoRil,
Hindlll, Pstl, Hpall para determinar una enzima de sitio de corte Unico en cada
componente viral y linealizar el genoma del Begomovirus. Los productos de la

digestidon se analizaron en geles de agarosa al 0.8%.

3.2.5. Clonacién e hibridacién de los componentes.

El ADN viral linealizado se ligé al vector pJET2.1, siguiendo las especificaciones del
proveedor. Los plasmidos recombinantes se utilizaron para transformar por choque
térmico, las células quimicamente competentes Top 10 F* de E. coli. de acuerdo al
protocolo de Maniatis (Sambrook et al., 2001). Las células transformadas se cultivaron
en cajas Petri con medio sélido LB-Ampicilina (50 pg/mL), se incubaron a 37 °C por 18
h. La extraccibn de ADN plasmidico se realiz6 mediante el protocolo descrito por
Birnboim y Doly (1979). La digestion de las clonas transformadas se analizé por sus
patrones de restriccion en geles de agarosa al 1%, con la enzima Bgl Il siguiendo las
especificaciones del proveedor. Se transfirié por capilaridad a una membrana Hybond
N+ toda la noche usando SSC 20X como tampon de transferencia (Fiallo-Olivé et al.,
2009). La hibridacion se realizé por un método no radiactivo, utilizando para el marcaje
y la deteccion de los productos, el kit Biotin-11-dUTP (Thermo Fisher Scientific),
siguiendo las indicaciones del fabricante. Para la hibridacion se emplearon como

sondas los genes avl y bcl/bvl de Pepper golden mosaic virus, un Begomovirus
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bipartito. Las sondas se obtuvieron a partir del genoma clonado, proporcionado por el
Dr. Rafael Rivera Bustamante, del CINVESTAV-IPN, Unidad Irapuato, México.
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Deteccidn de Geminivirus.

Se analizaron 25 muestras de ADN extraido de plantas de chile (C. annuum L.) con
sintomas caracteristicos de una infeccion originada por Geminivirus; las muestras
fueron colectadas en Culiacan, Sinaloa, del cultivo de chile, durante el ciclo 2013-2014,

resultando el total de las muestras de ADN positivas para Begomovirus.

3.3.2. ACR y clonacién de Begomovirus.

Los ACR de las muestras del cultivo de chile con sintomas de Begomovirus, se
analizaron en gel de agarosa al 0.8%, resultando una banda de alto peso molecular
mayor de 20.000kb (Figura 7). Estos resultados coinciden con lo reportado en
diferentes estudios realizados para identificar variantes de Begomovirus (Quifiones et
al., 2014; Fernandez et al., 2009).

>20.000 kb

Figura 7. ADN de genomas amplificado por ACR de muestras del cultivo de chile con
sintomas de Begomovirus. (+): Control positivo. Carriles 1-11: muestras con sintomas
de Begomovirus. M: Marcador de peso Molecular 1 Kb.
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3.3.2.1. Restriccién de los componentes de Begomovirus.

Los componentes genodmicos circulares amplificados por ACR, se digirieron con las
enzimas de restriccion BamHI, EcoRl, Hindlll, Pstl, Hpall. Las enzimas BamHI (Fig.
8A), EcoRI (Fig. 8B) y Hindlll (Fig. 8D) cortan en un sitio Unico de corte en los ADN
circulares, resultando un fragmento lineal de 2.6-3.0 Kb aproximadamente, lo cual
permitidé la clonacion del genoma completo de los Begomovirus (Fiallo-Olivé et al.,
2009; Quifones et al.,, 2014). Los productos obtenidos se analizaron en geles de

agarosa al 0.8% (Figura 8).
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Figura 8. Amplicones de ACR digeridos con enzimas de restriccion. A. ADN
gendmicos circulares digeridos con BamHI; B. ADN gendmicos circulares digeridos
con EcoRI; C. ADN genomicos circulares digeridos con Hpall; D. ADN gendmicos
circulares digeridos con Hindlll; E. ADN gendémicos circulares digeridos con Pstl.
Carriles M: Marcador de peso molecular 1 Kb.

En el resultado de la digestion enzimética con las enzimas BamHI (Fig. 8A), EcoRl
(Fig. 8B) y Hindlll (Fig. 8D), se observa un sitio Unico de corte de 2.6-3.0 Kb
aproximadamente, sin embargo, se continla observado una banda de alto peso
molecular sin digerir. La cual, se relaciona con la presencia de otra especie de
Begomovirus u otro componente de la misma especie que no ha sido digerido con
estas enzimas de restriccibn como se han reportado en otros estudios (Fernandez et
al., 2009; Quinones et al., 2014).

Respecto a las enzimas de restriccion Hpall (Fig. 8C) y Pstl (Fig. 8E) se originaron
fragmentos menores a lo esperado (2.6-3.0 kb) o bien, con mas de un sitio de corte,
obteniendo componentes genémicos incompletos. Los fragmentos de menor tamafio
obtenidos con estas enzimas pudieran estar relacionados con la presencia de mas de
un sitio de corte en los genomas presentes 0 a la presencia de ADNs satélites

asociados frecuentemente a las infecciones por Begomovirus (Khan et al., 2008).

3.3.2.2. Clonacion e hibridacion de componentes virales.

La amplificacion por circulo rodante permitid la clonacion de los genomas virales
integros a partir de pequefias cantidades de ADN de muestras de planta con sintomas
de Begomovirus, siendo similar a lo reportado por Haible et al. (2006) y Inoue-Nagata
et al. (2004). El resultado de la hibridacion a partir de clonas con el fragmento de
interés, confirma la presencia de Begomovirus en el area de estudio (Figura 9). Estos
resultados son similares a lo reportado por otros autores, que han identificado diversos
Begomovirus en el estado de Sinaloa, México (Lugo-Melchor et al., 2011; Rodelo-
Urrego et al., 2015).
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Figura 9. Analisis molecular por hibridacion para la deteccion general de Begomovirus
en clonas, utilizando como sonda general el fragmento del gen de la cubierta de la
protéina (CP) del Pepper golden mosaic virus (PepGMV). (-): Control negativo. (+):
Control positivo. Muestras: 25, 5, 2, 1: clonas de muestras con sintomas de
Begomovirus.

La amplificacion por circulo rodante, permite ampliar el conocimiento acerca de la
diversidad molecular de Begomovirus, descartando el uso de oligos especificos y
universales que amplifican fragmentos del genoma. A demas es una tecnologia
sensible, rapida y fiable para los estudios de caracterizacion molecular, distribucion de
Geminivirus e interrelaciones de las especies encontradas en los agroecosistemas

naturales de México (Fiallo-Olivé et al., 2009).
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES

Se detectd la presencia de infecciones simples y mixtas en campo entre dos
Begomovirus bipartitas [Virus huasteco vena amarilla del chile (PHYVV) y Virus del
mosaico dorado del chile (PepGMV)] y un Begomovirus monopartita [Virus del
enrollamiento de la hoja amarilla del tomate (TYLCV)], en muestras de plantas
sintomaticas del cultivo del chile, existiendo una distribucién geografica de variantes
de Begomovirus que afecta el cultivo del chile en las principales zonas productoras de

Sinaloa, México.

Las secuencias nucleotidicas de los virus PHYVV, PepGMV y TYLCV reportadas en
este estudio presentaron una identidad nucleotidica del 94 al 99%, respecto a las

secuencias reportadas en GenBank.

El analisis filogenético indica la relacion de las variantes del Virus huasteco vena
amarilla del chile (PHYVV) que afecta al cultivo del chile en campo en Sinaloa, con el

primer aislado reportado de PHYVV en Tamaulipas, México.

Se detecto la presencia de diversos Begomovirus en muestras de plantas de chile en
Sinaloa, México. Las clonas obtenidas en estudio ratifica el uso de la ACR para
estudios de diversidad genética en Begomovirus.
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ANEXOS 6

6.1. Secuencias reportadas en la base de datos GenBank de PHYVV
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Pepper golden mosaic virus isolate GROSETAGUAS replication protein [rep) gens.
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6.3. Secuenciareportada en la base de datos GenBank de TYLCV
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6.4. Constancia de Congreso internacional

"10Z 9P 019md0 3p £ (8 Siqwisfides op 62
‘021X3W d1S 150404 Siny ueg

143N0S €| 2p ajyapisaid pejinoe4 e] ap 1032a11Q
eloies ezaesy upwey aq sSajaJ eieT sInT 9sop ug
(

\\\ /
FTIHD N3 SNAUIAINIWNED V VIONALSISIY 3d $ANID 3d NOIDO313a

'WIONINOJ &) opejuasaad i1aqey i10gd
opeuzij uozies) "y ‘obnpiap zenbuuz | ‘zawobejp ezoblaw
‘W'D ‘ezopusyy zajezuos ‘WA ‘zoseluey sajoy ‘I ‘Jeurdsy zepueuioH ‘vl Y

OLN3IINIDOONOD3N

ajuasaid jo uebiojo
’U—uwﬂﬂ'ﬂu-ﬁ 9P DUDI X9 ‘.‘0—0‘“ ] | [\
DDULI3I A [ 'mn-ﬂ-‘h.‘ 9P pojning nj

15030( $IN"] UDg P DUICUQINY POPIsIInjuN B

eo13ua60314 Bp [PUODEUISIUT |

A A jeuoien 0s216u0) AXX

77



6.5. Estancia de investigaciéon (Beca mixta de CONACYT)

CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS DEL IPN

SECRETARIA ACADEMICA CINVESTAV IRAPUATO
KM 9.6 LIBRAMIENTO NORTE CARRETERA IRAPUATO-LEON APARTADO POSTAL €29, 36821 IRATUATO, GTO
TEL: (462) 6239606, FAX: (462) 6245846  secretaria®ira cinvestay.mx

Cinvestav

A QUIEN CORRESPONDA:

Por medio de la presente me permito comunicar que el MC.
LUIS ALBERTO HERNANDEZ ESPINAL, estudiante del
Programa de Doctorado en Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Auténoma de Sinaloa, realizé una Estancia de
Investigacién en el Laboratorio de "Virologia Vegetal”, bajo la
direccion del Dr. Rafael Rivera Bustamante, Investigador Titular
del Departamento de Ingenieria Genética de esta Unidad.

La estancia del MC Herndndez Espinal inicio el dia 01 de
enero y concluyé el dia de hoy.

A peticion del interesado y para los fines que estime
pertinentes, se extiende la presente constancia en la ciudad de
Irapuato Guanajuato, a los treinta y un dias del mes de marzo del
afio dos mil catorce.

Atentamente
o
Dr. Rafael Rivéra Bustamante Dpd. June Sixfpson W.
Investigador Titular Depto. I. 6. cretaria Académica

CINYESTAY . IRAPUATO
SECRETARIA ACADEMICA




