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Resumen

Se realizé el anélisis filogenético de diferentes muestras de Begomovirus (Geminiviridae)
con datos de secuencias almacenadas provenientes de colectas llevadas a cabo en diferentes cultivos
en Guatemala en diferentes localidades, por miembros del Laboratorio de Proteccion Vegetal en el
Centro de Estudios Agricolas y Alimentarios de la Universidad del Valle de Guatemala. Estas
secuencias se analizaron utilizando el programa DNAstar con un segmento del componente A de las
muestras de Begomovirus que incluye la region comin (RC) y parte del gen de la proteina de la
capside (CP) del virus. Se elabor6 un arbol filogenético para establecer las relaciones existentes entre
los diferentes Begomovirus encontrados en los diferentes cultivos y localidades, identificando la
presencia de “Tomato Mosaic Havana Virus” (TMHYV) y “Pepper Huasteco Yellow Vein Virus”
(PHYVV) dentro de las muestras analizadas, también se encontrd una alta probabilidad de que exista
la presencia de “Tomato Leaf Curl Sinaloa Virus” (TLCSV), “Bean Golden Mosaic Virus” (BGMV)
y Melon chlorotic leaf curl virus” (MCLF). Ademas, se generd una guia sobre el uso de este programa
para su futura utilizacion en los laboratorios de Proteccién Vegetal. Esta herramienta sera muy (util
para estudios de diversidad y para diagndéstico e identificacion de diferentes entidades de interés y
sobre todo para su diferenciacién de otras especies muy similares o en casos en que se sospeche la
presencia de alguna especies o biotipo nuevo para el pais.



Abstract

A phylogenetic analysis of different samples of Begomovirus (Geminiviridae) was done with
sequences that were obtained from previous recollections done in different plants in Guatemala by
members of the Plant Protection laboratory in the Center on Agricultural and Alimentary Studies of
the Universidad del Valle de Guatemala. These sequences of the A component segment of
Begomovirus samples were analyzed using the DNASTAR program. That segment included the
Common region (CR) and part of the gen that conforms the capsid protein (CP) of the virus. A
phylogenetical tree with the sequences was generated to establish the existing relationships between
the different Begomovirus found in the different plants and localities, identifying the presence of
Tomato Mosaic Havana Virus (TMHV) and Pepper Huasteco Yellow Vein Virus (PHYVV) between
the analyzed samples as well as the high probability of presence of Tomato Leaf Curl Sinaloa Virus
(TLCSV), Bean Golden Mosaic Virus (BGMV) and Melon Chlorotic Leaf Curl Virus (MCLF).
Finally, a guide for use of the MegAlign Pro application and the DNASTAR program was created for
its future use in the Plant Protection Laboratory.



l. Introduccion

A través de la historia el ser humano se ha dedicado a agricultura como uno de los pilares
gue sostienen la economia mundial. Hoy en dia uno de los grandes problemas que muchos de los
agricultores tienen que controlar son los distintos tipos de virus que pueden ser distribuidos en los
cultivos debido a distintos vectores, especialmente insectos.

El cultivo en invernadero ha sido uno de los principales métodos que estan utilizando en la
actualidad para la produccion de algunos cultivos para exportacién, gracias al control que permite
sobre las condiciones ambientales que rodean a dicho cultivo y representa una barrera relativa para la
entrada de vectores de virus y enemigos naturales de éstos. Pero, aln, asi, no es un método perfecto
ya que uno de los principales desafios que existen para el cultivo en invernadero es el establecimiento
de métodos adecuados para el manejo del cultivo y las normativas que se deben establecer para evitar
que plagas ingresen al invernadero. Si un vector de virus, en este caso, logra entrar al invernadero, el
cultivo correria gran peligro porque es un ambiente cerrado. Por eso es tan importante tener
programas de control de plagas y programas de sanitacion adecuados. Uno de los principales
problemas que se han tenido que afrontar, es la propagacion de un insecto de la familia Aleyrodidae,
orden Hemiptera, la mosca blanca (Bemisia tabaci y B. argentifolii) (Mehta et al., 1994).
Generalmente se considera a la mosca blanca como uno de los mayores problemas no sélo por el
hecho de que el insecto se puede alimentar de la planta y puede producir dafios directos a las plantas
como la produccion de una mielecita que atrae la propagacién de un hongo llamado fumagina. Este
cubre la superficie de la hoja y evita que pueda fotosintetizar el alimennto. También es importante
porgue es un vector de distintos virus que causan enfermedades en los cultivos y porque ingresa
facilmente a un invernadero por diferentes medios, como por plantas nuevas, por el descuido de dejar
una puerta mal cerrada, por la vestidura de un trabajador o aun por algin agujero que quede sin reparar
en la malla del invernadero. Las moscas blancas se reproducen rapidamente y como son eficientes
vectores de virus varios virus a un amplio rango de hospederos, pueden transmitirlos a varios cultivos
rapidamente, causando grandes dafios en algunos casos.

Muchas enfermedades causadas por virus, en especial que afectan a solanaceas, son causadas
por distintos virus pertenecientes a la familia Geminiviridae y al género Begomovirus (Fauquet, C:M:
2008) infectan una gran variedad de plantas dicotiledéneas. Estas enfermedades reciben su nombre
segun la planta que infectan, como el caso del “Tomato yellow leaf curl virus” (TYLCV) en el tomate
(Solanum lycopersicum) o “Pepper leaf curl virus” (PepLCV) en el chile pimiento (Capsicum
annuum). El principal método que se utiliza para el control de plagas y enfermedades causadas por la
mosca blanca esta orientado hacia el control del vector utilizando distintos controles bioldgicos o
guimicos, programas de sanidad vegetal estrictos, el uso de semillas certificadas, y en afios recientes
se ha tratado de utilizar controles genéticos directamente en la planta para evitar que ésta pueda
infectarse con el virus (Teni, 2004).

En los afios de 2006 y 2007 en la Universidad del Valle de Guatemala se realiz6 una
investigacion en conjunto con Popoyan, Fasagua y la Universidad de California, Davis, Estados
Unidos, en el cual se logré identificar la presencia de Begomovirus en plantaciones de tomate en areas
del El Progreso y Asuncién Mita, en el departamento de Jutiapa. Esta investigacion lleg6 a determinar
la presencia de varios Begomovirus en ambas regiones pero los mas prevalentes fueron: Pepper
Huasteco Yellow Vein Virus (PHYVV), Pepper Golden Mosaic Virus (PGMV), Tomato Mosaic
Havana Virus (TOMHV), Tomato Severe Leaf Curl Virus (TSLCV) y finalmente encontrado a partir
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del 2006, Tomato Yellow Leaf Curl Virus (TYLCV), un Begomovirus con un solo anillo y que viene
del viejo mundo, esto fue en la region nororiental de Guatemala (Tesis Monica Morales y Estuardo
Solares).

En 2005, Nakhla et al. reportaron ocho grupos principales de Begomovirus en cultivos de
tomate en Guatemala, Honduras y Costa rica. De éstos los mas comunes en Guatemala son Pepper
golden mosaic mirus (PepGMV), Pepper huasteco yellow vein virus (PHYVV), Tomato leaf curl
Sinaloa Virus (ToLCSinV) y Tomato MosaicHhavana virus (TOMHV).

Il. Objetivos

A. General

o Elaboracion de una guia para la utilizacion del programa DNAStar para la
comparacion de secuencias y elaboracidn de arboles filogenéticos.

B. Especificos

o Realizar un andlisis filogenético de las secuencias proveidas por los
laboratorios de la Universidad el Valle de Guatemala utilizando el programa DNAStar.

o Utilizar el arbol filogenético generado por el analisis para establecer las
relaciones existentes entre los diferentes Begomovirus en los diferentes cultivos y localidades
para determinar si pertenecen a Begomovirus conocidos para reportar su presencia en
Guatemala 0 son Begomovirus nuevos.

I11. Justificacion

Con la informacion en las secciones anteriores se resalta la importancia de poder controlar e
identificar a tiempo una infeccion de Begomovirus en los cultivos, pero la posibilidad de infecciones
mixtas, asi como una sintomatologia muy similar entre las diferentes variedades de virus, complican
la identificacion de éste a simple vista. Debido a esto es necesario utilizar métodos de diagndstico
adecuados para poder identificar al virus (Por ejemplo: ELISA, PCR, RT-PCR, DNA barcoding y
secuenciacion de genomas) y poder tomar las medidas necesarias para controlarlo. La ventaja de usar
métodos genéticos sobre los seroldgicos es que, con los Gltimos, la muestra se puede mandar a
secuenciar y por comparaciones con secuencias existentes en el GenBank se puede llegar a identificar
el virus hasta especie o cepa, esto no lo puede hacer con ELISA a no ser que se haya desarrollado un
anticuerpo especifico contra ese virus y no exista entrecruzamiento.

Si no se sabe cuél es el virus que afecta a un cultivo es muy dificil que se pueda realizar un
control adecuado del mismo y en este problema es donde los métodos bioinformaticos pueden ser
utilizados para mejorar el proceso y evitar que las personas tomen decisiones incorrectas que causen
mayores pérdidas en los cultivos. Cuando existe una gran cantidad de muestras de este tipo que
analizar es cuando programas de bioinformatica (Por ejemplo: Mega X, DNAstar, bioedit, Etc.)
pueden demostrar de lo que son capaces al poder analizar los datos y ayudarnos a determinar las
relaciones entre los mismo y asi llegar a un punto claro de identificacion del posible virus.



En Guatemala, el campo biotecnoldgico no se encuentra muy desarrollado en comparacién a
otros paises, por lo que el aprender a utilizar estos programas y poder pasar el conocimiento a otras
personas es una manera efectiva de fomentar el uso de los mismos y explotar el potencial que poseen.
Debido a esto, los primeros pasos necesarios para poder normalizar el uso de los mismos requieren
gue se realicen estudios con éstos para dejar la documentacion necesaria y poder replicar los
procedimientos y aplicarlos a diferentes situaciones.

IV. Marco teorico
A. Antecedentes
a. Begomovirus

Begomovirus se refiere a un género de virus pertenecientes a la familia Geminiviridae con
méas de 100 especies descritas, esta familia se clasifica segln la organizacién del genoma, tipo de
insecto vector y rango de hospederos; Los Begomovirus son cominmente conocidos por infectar una
gran variedad de plantas dicotiledoneas. Estos se caracterizan por tener un genoma circular de una
cadena simple de ADN, siendo tanto monopartitos como bipartitos, dicha cadena se encuentra
rodeada por una capside icosahédrica, formando estructuras de particulas gemelas (Lazarowitz &
Shepherd, 1992). Son transmitidos (nicamente por especies de la mosca blanca, en Guatemala por
Bemisia tabaci en todo el pais, tanto biotipo A y biotipo B. Este Gltimo se encuentra principalmente
en campos de cucurbitaceas en la zona oriental del pais (comunicacion personal, Palmieri, 2020
palmieri@uvg.edu.gt).

Los Begomovirus son generalmente clasificados en los del nuevo mundo y los del viejo
mundo (Europa, Asia y africa), siendo los del viejo mundo de una sola particula mientras que los del
nuevo mundo de dos particulas (Gafni & Epel, 2002). Con el intercambio comercial de la actualidad,
esto ya no es tan simple porque han sido transportados virus de una particula al nuevo mundo y
visceversa. Es por esto que es importante saber con qué Begomovirus estamos afrontdndonos en
nuestro cultivo. En cuanto a los Begomovirus de dos particulas, éstos presentan dos componentes
designados como A y B, cada uno de ellos consistiendo en alrededor de 2,600 nt. Los genes del
componente A son los que se encuentran involucrados en la replicacion y formacion de la capside
mientras que los del componente B determinan el movimiento del virus dentro de la planta, los
sintomas que éstas presentan y los posibles hospederos (Ghanim et al., 1998).

1. Genoma de begomovirus

Los begomovirus bipartitos estan caracterizados por la presencia de 2.7 kb de ADN-A'y 2.6
kb de ADN-B, mientras que los monopartitos presentan 2.7 kb de ADN-A. Ambos componentes
genomicos presentan marcos de lectura parcialmente traslapados (ORFs) de manera bidireccional, el
ADN-A posee seis ORFs: AV1/V1, AV2/VV2, AC2/C2, AC3/C3 Y AC4/C4. También se ha reportado
la presencia de AC5/C5 en algunos begomovirus bipartitos. EI ADN-B posee dos ORFs: BV1y BC1.
Los ORFs virales se encuentran separados por una region intergenérica (IR) y poseen una region
comun (CR) que consiste en nucleétidos conservados entre los componentes A y B (Roshan,
Kulshreshtha & Hallan, 2017).



Gafni y Epel en 2002 mencionan que las proteinas codificadas por el genoma de los
Begomovirus son:

CP (Proteina de la capside): V1, es esencial para la propagacion del virus y como
el nombre indica la generacion de la capside. V2 es esencial en el movimiento del virus dentro
del hospedero, dentro y fuera del nucleo celular.

REP (Proteina de la replicacion): C1, es la proteina que se encarga de la replicacion
del virus.

TraP (Proteina de la activacién transcripcional): C2, esta proteina se encarga de
iniciar la transcripcion por medio de un promotor de proteina de capside. Se encuentra en el
nacleo.

Ren (proteina promotora de la replicacion): C3, promueve la acumulacion de
ADN viral e interactda con la proteina C1

C4: se encarga del desarrollo de los sintomas en el hospedero y la divisién celular.

La figura 1 muestra la estructura de los genomas de los Begomovirus, tanto bipartitos como
monopartitos. Se puede visualizar las diferentes regiones del genoma que codifican para las proteinas
y la direccion de su sintesis.

NW Bipartite Begomoviruses OW Bipartite Begomoviruses OW Monopartite Begomoviruses
=y
DNA-A i

S

NW Monopartite Begomoviruses
o VY

Figura 1. Diagrama de la organizacién genémica de los begomovirus del nuevo y viejo mundo,
tanto monopartitos como bipartitos. Fuente: Roshan, Kulshreshtha & Hallan, 2017.
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2. Replicacion del virus

El modo de replicacion predominante en los Begomovirus es el mecanismo de circulo
rodantes (RCR). Aungque ambos componentes del virus se replican de esta manera, el componente A
es el Unico que se pude replicar de manera independiente, es decir sin la presencia del componente B,
mientras que el componente B no es capaz de replicarse sin la presencia del componente A (Yadava,
Suyal & Mukherjee, 2010).

Una vez que el genoma viral es introducido al ndcleo, este inicia un proceso de replicacién
de 3 etapas: En la primera etapa (Iniciacion), en conjunto con Unicamente los factores celulares del
hospedero, el ssADN es convertido en intermediarios o formas replicativas (RF) de dsADN
supercoloide. EI dsADN resultante es transcripcionalmente activo y lleva a la transcripcion de varios
factores virales. La segunda etapa (Elongacion) inicia con el dsADN actuando como un molde para
la sintesis del sSADN usando tantos factores virales como del hospedero a través del modo RCR. El
sSADN sintetizado puede volver a entrar al ciclo de replicacion de ADN. Este ssDNA provee un
fundamento para el ensamblaje viral y la transmision en la siguiente etapa. En la Ultima etapa
(Terminal) la proteina Rep corta el nuevo ssADN sintetizado para asi eventualmente generar muchas
copias de éste y replicar el ADN viral (Yadava, Suyal & Mukherjee,2010). En la Figura 2 se presenta
un diagrama de la replicacion del ADN de los Begomovirus.

Initiation Elongation Termination
Iratiation site L e e e =
WY K7 7 7 I v : é
CUR + Rep cooperatrve binding ’ - DNA Pol€ ;
' ol€? 3
l REn  Rep : e 3O :
5 ) > |
HI { 5 :
= | - X
, } : T Rep ATPage |
;. i E 1 T Rep helicase E
CR. eracfonm e strusion and rocking P Host factors '
l ; Repleaton fork elongation : e ———
REN?  ppa | ;
PCNA ___ ' :
= - ' : @ Re
z 3 OH s : ; C? ;
3 — =t 3 — e ' REN
Loadang of replication fork ' !
l : B S Aot ] © rena
3 OH i ® o
. 3 ' ssDNA i
3 4 ' & ) DNAToN
Rep (helcase) ; ' — 1] ‘ s
----------- ' 1

Figura 2. Diagrama de la replicacién de ADN en el modo RCR. Fuente: Yadava, Suyal & Mukherjee,
2010.



3. Posibilidad de infecciones mixtas

Especialmente en las regiones tropicales y subtropicales se ha visto una tendencia a que las
infecciones mixtas se produzcan. El problema con estas infecciones mixtas es que en ciertos casos se
puede generar una interaccién de co-infeccién en la cual dos o més virus provocan sintomas mucho
mas severos de lo normal en la planta con una infeccién causada por un sélo virus o en otros casos
uno de los virus puede afectar el ciclo de replicacién de uno de los otros virus que se encuentran
hospedados en la planta (Harrison & Robinson, 1999).

Que uno de los virus afecte el ciclo de replicacion de otro implica un problema mayor, ya que
cuando esto sucede se pueden producir eventos de recombinacién o complementacion que pueden
llevar a la evolucion del virus, especialmente en Begomovirus donde se ha visto que la recombinacion
es demasiado frecuente llegando al punto donde puede ocurrir entre cepas, especies, géneros e incluso
familias (Harrison, 1985).

4. Hospederos del virus

Se han realizado pruebas de inoculacion en laboratorio para determinar el rango de
hospederos de Begomovirus asi como muestreos en campo que incluyen a 6 familias principales de
plantas: Asclepiadiaceae, Asteraceae, Fabaceae, Malvaceae, Solanaceae, Gentianaceae,
Cleomaceae, Cucurbitaceae y Apiaceae (Nakhla, & Maxwell, 1998). También se han reportado
algunas malezas y plantas que no presentan sintomas como posibles hospederos.

5. Sintomas en la planta

Los sintomas de infeccion por Begomovirus varian dependiendo del virus, la planta en la cual
se encuentre, la edad de la planta, las condiciones del ambiente en el cual se encuentren, la cepa del
virus, pero generalmente se pueden mencionar: Mosaico amarillo, clorosis moteada, margenes de las
hojas con clorosis, hojas rizadas y deformadas, pliegues en las hojas, hojas mas pequefias de lo normal,
plantas de menor tamafio y absicion de la flor (Lapidot et al., 2001). Esta variedad de sintomas y la
similitud que tienen algunos con sintomas producidos por otros virus u otros patégenos y/o por otros
factores como desnutricion o falta de algin elemento importante, es lo que ha llevado a que sea
necesario realizar una identificacion por medio de PCR para poder realizar un diagndstico exacto.

b. Mosca blanca

Este virus es exclusivamente transmitido por un vector insecto, la mosca blanca, que
pertenece al orden Hemiptera, suborden Sternorrhyncha y familia Aleyrodidae. Se conocen més de
1200 especies de mosca blanca, pero las especies mas comunes son las del género Bemisia, el cual se
cree que se origind en el sur este de Asia o Africa, de este género es importante mencionar las dos
especies mas conocidas: Bemisia tabaci (biotipo A y biotipo B) y T. vaporariorum (Brown, 2000),
siendo la primera el vector de Begomovirus. La mosca permite que la transmision del virus ocurra
rapida y eficientemente gracias a la gran variedad de plantas que este insecto consume en su dieta. La
transmision del virus ocurre de forma persistente, circulatoria y no propagativa y ocurre cuando la
mosca se alimenta de los jugos del floema de la planta.



Se ha visto que el virus no se puede transmitir por inoculacion mecénica o por semilla, pero,
se ha logrado una transmision exitosa del virus por medio de injertos. Para que una mosca pueda
transmitir el virus es necesario que ésta la adquiera ya sea durante su estado de larva o de adulto, de
una planta previamente infectada con el virus. Las larvas no son capaces de transmitir el virus, pero
si de contraerlo. Mientras que los adultos son tanto capaces de trasmitir el virus como de contraerlo,
pero no pueden pasarlo a su descendencia, lo cual conlleva a una gran capacidad de transmision en
los cultivos que presentan una infestacion de mosca blanca, ya que conserva el virus durante toda su
vida. Por lo tanto, para que haya una infeccion de Begomovirus en un cultico es necesaria la presencia
de al menos una planta infectada y el insecto vector (Serra et al., 2006), o que el viento lleve al campo
moscas infectadas de campos aledafios.

c. Importancia econémica de los cultivos
1. Tomate (Solanum lycopersicum):

Guatemala es el principal productor de tomate en Centro américa, el cultivo de tomate se
encuentra distribuido mayormente en los departamentos de Jutiapa, Baja Verapaz y Chiquimula con
una produccion de 7,277,590 quintales de tomate producidos en 2015 a partir de la cual se generaron
18,297,146.00 USD en exportacion de tomate (MAGA, 2015); De acuerdo Scotta, Sdnchez & Arregui,
2015, existe una reduccion del 60% a 80% de la produccion en el tomate debido a las infecciones
producidas por Geminivirus (Begomovirus), transmitido por la mosca blanca. Con esto se puede ver
que, de no ser controlada, una infeccion en las plantaciones podria llegar a producir una pérdida en
casos extremos de 10,978,287.60 USD hasta 14,637,716.80 USD.

También, en el caso de pérdidas extremas del cultivo hay que tomar en cuenta el desempleo
gue esto generaria, en el 2015 se estima segln datos de BANGUAT Y MAGA que el cultivo de
tomate genera 2,788,569 jornales por afio, que son equivalentes a 9,959 empleos permanentes.

2. Chile pimiento (Capsicum annuum):

Los principales productores de chile pimiento en Guatemala se encuentran en los
departamentos de: Jutiapa, Baja Verapaz, Guatemala, Chiquimula y Alta Verapaz. Para el afio 2015
se produjeron alrededor de 1,237,060 quintales de chile pimiento que es equivalente a 11,522,167.00
USD en exportacién. También se generan alrededor de 827,450 jornales por afio que son equivalentes
a 2,955 empleos permanentes (MAGA, 2015). Se estima que el chile pimiento tiene una reduccion
del 50% a 60% en cuanto a produccion por planta al estar infectada con Begomovirus por lo que, si
asumimos el caso planteado anteriormente, una infeccién de Begomovirus en este cultivo podria
llegar a generar pérdidas de alrededor de 5,761,083.50 USD hasta 6,913,300.20 USD.

3. Frijol (Phaseolus vulgaris):

La produccion de frijol en Guatemala se encuentra distribuida a lo largo de todo el territorio
nacional, con los departamentos que cuentan con la mayor produccion de éste siendo: Petén, Jutiapa,
Chiquimula, Santa Rosa, Jalapa, Quiché, Alta Verapaz, Huehuetenango, Guatemala y Chimaltenango.
La produccion se encuentra divida en frijol rojo y frijol blanco, pero la suma de ambos para el afio
2015 gener6 1,585,967.00 USD y alrededor de 15,944,350 jornales por afio que es un equivalente a
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56,944 empleos permanentes (MAGA, 2015). En el frijol se han reportado pérdidas de alrededor del
60% a 75% (Inoue-Nagata, Lima & Gilbertson, 2016) por lo que nuevamente asumiendo el caso
anterior podria generar pérdidas desde 951,580.20 USD hasta 1,189,475.25 USD.

4. Meloén (Cucumis melo):

El cultivo de meldn se localiza principalmente en Zacapa con un 86% de la produccion
nacional proveniente de dicho departamento. La exportacion de Meldn en el afio 2016 generd
160,636,759.00 USD, Especificamente de meldn Cantaloupe (MAGA, 2016). Debido a infecciones
por begomovirus se han reportado perdidas desde el 80% hasta 90% (Barboza et al., 2019) por lo que
en este caso podriamos asumir que una infeccion de begomovirus seria podria causar una pérdida de
alrededor de 128,509,167.2 USD hasta 144,572,813.1 USD.

d. DNAstar

DNAstar ha sido un software de bioinformatica muy utilizado en el campo de la investigacion
durante los ultimos 35 afios, solamente en el afio 2019 se reportaron 3,370 publicaciones que han
utilizado el programa en diferentes tipos de estudios (DNAstar, 2020).

Estudios utilizando el programa incluyen: El analisis del genoma del pez de cueva mexicano
Astyanax mexicanus (Berning et al. 2019) y la investigacion del virus Zika en mosquitos en el estado
de Florida en los Estados Unidos (Mutebi, 2016). Gracias a las diferentes aplicaciones proveidas
dentro del programa muchas investigaciones pueden ser realizadas en temas de: Alineamiento de
secuencias multiples, Disefio de primers para PCR, Prediccion de estructura de proteinas, Andlisis de
genoma completo, ensamble de genoma De novo, etc (DNAstar, 2020).

Cumulative Peer Reviewed Journal Citations
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Figura 3. Gréafico de barras demostrando la cantidad de publicaciones en revistas cientificas
utilizando DNAstar vs los programas de competencia en el mercado a través de los afios (Fuente:
DNAstar, 2020).
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V.  Métodologia

En este caso se realiz6 una comparacion de diferentes secuencias de Begomovirus para determinar
si estas pertenecen a Begomovirus conocidos cuya presencia haya sido previamente reportada en
Guatemalay la relacion entre los diferentes virus provenientes de distintos cultivos para poder obtener
una aproximacion de la identificacion de estos en el caso de no pertenecer a una variedad previamente
reportada.

A. Recoleccion de secuencias de Begomovirus en Guatemala.

Todas las secuencias se obtuvieron de un banco de secuencias existente en los Laboratorios
de Proteccion Vegetal de la Universidad del Valle de Guatemala, obtenidas de estudios previamente
realizados desde los afios 2000 hasta 2018. Dichas secuencias provienen de diferentes cultivos,
localidades y épocas. Las secuencias fueron analizadas tal y como fueron reportadas por Macrogen
en Corea, La compafiia encargada de la secuenciacion.

Los fragmentos fueron secuenciados por medio de los primers generales 514 y 1048. Dichos
primers amplifican un fragmento de aproximadamente 555 pares de bases en el anillo A que incluye
parte del gen de la capside (AV1).

B. Muestras de Genbank

Se realiz6 una busqueda de secuencias del componente A de Begomovirus que incluye la
region comun (RC) y parte del gen de la proteina de la capside (CP) del virus para utilizar como
comparacion dentro del analisis filogenético y poder identificar las muestras recolectadas en
Guatemala. Adicionalmente se seleccionaron 2 muestras de T. vaporariorum con el tamafio adecuado
(Aproximadamente 600 pares de bases) para poder ser utilizadas como “outgroup” en el analisis
filogenético.

C. Analisis filogenético

Para el analisis filogenético se utilizé el programa DNAstar con la aplicacién MegAlignPro
version 17.2.0.153. Los datos obtenidos del genbank y las muestras recolectadas en Guatemala se
cargaron al programa en formato FASTA, asi como también una muestra general de T. vaporariorum
para poder ser utilizada como “Outgroup” dentro del arbol filogenético.

D. Determinacion del modelo de sustitucion de nucleotidos

Un modelo de sustitucion de nucledtidos permite un célculo de la probabilidad de intercambio
entre nucledtidos a lo largo de las ramas de un arbol filogenético (Lemmon & Moriarty, 2004). Para
determinar el modelo necesario para el analisis de estas secuencias se utilizé el programa Jmodeltest-
2, que permite la seleccion estadistica de un modelo de sustitucion de nucleétidos en base a “Phyml”
(un algoritmo simple, répido y preciso para estimar grandes filogenias por medio de méxima
verosimilitud). utilizando el andlisis de “Likelyhood scores” se determiné el modelo de sustitucion
de nucledtidos optimo para el analisis de los datos utilizados utilizando tanto el modelo de “Criterio
de informacion de Akaike” (AIC), La “correccion del criterio de informacion de Akaike” (AICc) y el



“Criterio de informacion Bayesiana” (BIC), siendo estos los métodos u estrategias de seleccion mas
aceptados (Posada, 2008).

E. Alineamiento de secuencias y arbol filogenético

Las secuencias se alinearon utilizando Clustal W, el cual es un proceso de alineamiento
progresivo que alinea las secuencias mas similares de primero en orden hasta llegar a las de menor
similitud en base a un algoritmo. Después se realizo el analisis de “Neighbor-Joining”, Este analisis
permite realizar un arbol filogenético de manera rapida para obtener una idea de la distribucién de
nuestros datos a lo largo del arbol. Y finalmente el analisis de” Maximum likelihood” o maxima
verosimilitud que nos permite utilizar el modelo de sustitucion de nucleétidos seleccionado por
Jmodeltest para obtener el &rbol filogenético deseado generado por medio de un calculo méas extensivo
y un método bayesiano (Kumar et al., 2018). A partir de este arbol se pudo determinar la relacion
entre las diferentes muestras, asi como la identificacion de éstas.
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Figura 4. Captura de pantalla de un alineamiento y analisis filogenético de muestras de prueba en la
aplicacion MegAlignPro.

F. Redaccion de la guia de uso del programa

Después de haber obtenido los resultados del anlisis filogenético se redactard un documento
describiendo la utilizacion del programa paso por paso, incluyendo graficas y capturas de pantalla,
para el futuro uso de éste dentro de los laboratorios de la Universidad del Valle de Guatemala.
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VI. Resultados

A. JModelTest

Los modelos seleccionados por Jmodeltest fueron TPM2uf+ | (AICc Y AIC) y HKY + |
(BIC). De acuerdo con Burnham & Anderson, 2004 AICc siempre debe ser preferido sobre AIC ya
que segun lo establecido los célculos de AlCc tiende a converger con AIC siempre y cuando contemos
con un numero de muestra lo suficientemente grande. Por otro lado, EI modelo preferido BIC es
diferente y de acuerdo con Posada, 2008 la seleccion del modelo debe ser tomada segun preferencia,
por lo que se decidio utilizar el modelo seleccionado por el andlisis BIC.

£ Results x
Models [AIC] arce Bic
i) Name Partiton L P AIC dellorlc  weight cmeght el
£ PMaufsl  |ot0212 3368.2771 [s6 pa0s.5543  [.0 o.2611 0.261- ~
%0 TPM2UF+1+G_[010212 33%7.5805__[a7 Bo03.161  [0.6067 0.1928 0.454-
62 M2+ p10232 33%8.2573 a7 eo10.5145 |1.3602 0.0%8 0.552-
64 TM2+1+G__ 010232 33%7.5805_ [g8 eiLisl  |2.6067 0.0703 0.623-
] AV 010010 3370.6957 g5 eeiL3815  |2.8372 0.0632 0.686-
22 T+ 010020 33%8.7%87__[86 eeiLas  [2.8431 0.0 0.746-
7 VM1 p1z314 %9622 [88 8119245 [3.3702 0.0484 0.794-
15 HKY+1+G (010010 3370.0045__[g6 12008 [3.4547 0.0464 0.841-
s [ETR- 012345 33%7.0508 |83 2815 [3.6273 0.0426 0.883
B0 m-ﬂ-ﬁ p1z314 337208183 e812.5%3  |3.882 0.0357 0.919-
g GRA+G_ jorzas 33%6.3375 |30 eo12.6752  [4.1208 0.0333 0.952-
] TPM2F+G (010212 L1602 [86 8183217 [5.767% 0.01%6 0.967 -
Iz_4 TMN+I+G__ (010020 .78 a7 ee15.5578  |7.0435 0.0077 0.975-
63 TM2+G p10232 L0787 eo16.3414_ [7.7871 0.0053 0.98-
& Thi+G 010020 3372.55_ [86 eo17.1052 [B.5508 0.0036 0.984-
5 HKY+G 010010 B0 8 b517.2038  [8.6485 0.0035 0.987 -
&7 [ETR=G 012345 33%8.785_ |83 17501 [s.0158 0.0023 0.99-
7 TG p1z314 30.852 [88 o174 [a.1%87 0.0027 0.993 v
=
] Results _ «
Models  AIC
D Name Partiton L p AICe deltadlCe weight cmeght  uDelta
E3 PMaufsl  |ot0212 33682771 [B6 fe17.6015  [o.0 0.284 0.285)- ~
£ TPM2UF+1+G_[010212 3367.5805 57 84241 08227 0.1886 0.473-
2 M2+ p10232 3363.2573 67 EE TR PR 0.095% 0.569]-
1% AV 010010 33706957 85 fe0.2253 2623 0.0767 0.646]-
= T+ 010020 B Boa0.54% 29431 0.0653 0.711]-
o4 TM2+1+G__[010232 B b920.6428 _ [3.0413 0.0622 0.773]-
16 HKY+1+G (010010 3370.0045 eazL0562 34547 0.0506 0.824]-
i M1 p1z314 9212063 3804 0.0425 0.866-
5 [ETRAT 012345 e2LE8%8  [2.2834 0.0334 0.9-
& m-ﬂ-ﬁ p1z314 922.2355 4.6 0.028 0.928]-
B8 GRA+G_ jorzas f522.6024 5001 0.0234 0.951]-
= TPM2F+G (010212 33711603 o338 [5.7674 0.0159 0.967]-
= TMN+I+G__ (010020 B370.7983 87 b924.8508  [7.2595 0.0075 0.975]-
5 TM2+G p10232 BE7L07 87 6925.60%  [5.0031 0.0052 0.98]-
15 FKY+G 010010 3373.6013 85 ee5.0377 84362 0.0042 0.084]-
= Thi+G 010020 33725526 6 Boz5.1524  [5.5509 0.004 0.988]-
= VMG p1z314 3370852 8 971858 [3.5644 0.0024 0.99]-
&7 GTR=G 012345 333,785 89 0922733 [3.6713 0.0023 0.993]- v
= f :
2] Results - X
Models AIC AlCc [BIC
D Name Partition L b B1C deltsBIC  weight amiteicht  uDelta
14 JHicr+1 10010 3370.6957 85 7375.6797  [0.0 0.6773 0.677|- ~
E3 PM2ufH w0212 3368.2771 |86 7378.3048  |2.6251 0.1823 0.86-
22 [Trnu+t o10020 3397467 |6 73812473 |5.5682 0.0418 0.901[-
15 HRY G 010010 33736015 |85 781921 [5.8124 0.037 0.938]-
16 Hor+I+6 |o10010 3370.0045 |6 73817595 |6.07%8 l0.0324 0.971[-
39 PM2uf+G w0212 33711608 |86 73840722 [8.3925 0.0102 0.981]-
40 [PM2faleG p10212 33675805 |87 73843737 [8.69 l0.0088 0.99-
62 T2+ w2 3368.2573 |87 7385.7272|10.0475 0.0045 0.994]-
23 [Trhi+G o10020 3372558 |6 7386.8557  |11.176 l0.0025 0.997|-
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4 PMaufel o120tz 33733867 Js6 7389.7239 140442 |6.0E4 0.999[-
2% TN+I+G 10020 3370.7%85 |87 73908105 [15.1307  [4.0E4 0.990]-
63 [M2+6 10232 B37LI707_ J87 7HL5541 [15.8744  [2.064 0.999[-
64 MMz pizaz 3367.5805 (88 73918359 |16.1561 2064 1-
7 [rm+1 12314 3373622 |88 73925894 |16.9137 LOE4 i-
52 PMIuFIIIE 1221 33724088 (87 73340303 |18.3506 LOE4 1-
51 PMWFiG  p12210 3376.1673 |86 73940851 |18.4054 LOE4 1-
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Figura 5. Capturas de pantalla del andlisis realizado en JModelTest para AIC, AICc y BIC
respectivamente
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B. Arbol de Neighbor-Joining

El siguiente es el primer &rbol generado y que como se menciond con anterioridad no es el
mMAas exacto, pero es el que nos permite tener una idea de la relacién entre las diferentes muestras. En
las ramas se observa el valor de “Bootstrap” de las diferentes subdivisiones en el &rbol, este valor nos
indica la cantidad de veces que la rama que le sigue aparecié dentro de uno de los arboles generados
dentro del analisis (Valores de 0 a 100).

HEB20052.1 Tomato mosaic Havana virus partial CP gene for coat protein strain NIC isolate Nic potato1
180806-014 K14 32572 Begomovirus 513.ab1 614

HE820051.1 Tomato mosaic Havana virus partial CP gene for coat protein strain NIC isolate Nic potato'
HEB20055.1 Tomato mosaic Havana virus partial CP gene for coat protein strain NIC isolate Nic potato12
HEB20054.1 Tomato mosaic Havana virus partial CP gene for coat protein strain NIC isolate Nic potatod
180806-014 G14 1503 Begomovirus 513.ab1 614

180806-014 014 32573 Begomovirus 513.ab1 571

170405-042 A20 LPV 17 459 513 .ab1 625

180806-014 016 33565 1 Begomovirus 513.ab1 1266

180806-014 C18 33565 2 Begomovirus 513.ab1 1176

180806-014 K16 33564 Begomovirus 513.ab1 1281

180806-014 C14 227 Begomovirus 513.ab1 541

180806-014 G18 33565 3 Begomovirus 513.ab1 3029

190218-001 K11 LPV-19-21 punto3 purificado 513.ab1 1698

AJ842181.1 Tomato leaf curl Sinaloa virus partial AV1 gene for coat protein clone NI-UC4-F17

AJ842160.1 Tomato leaf curl Sinaloa virus partial AV1 gene for coat protein clone NI-TYS4-H04
AJ842159.1 Tomato leaf curl Sinaloa virus partial AV1 gene for coat protein clone NI-TYS3-J14
82— AJ842158.1 Tomato leaf curl Sinaloa virus partial AV1 gene for coat protein clone NI-TYS3-A16
] [ 180808-014 C16 33561 1 Begomovirus 513.ab1 652
93 — 180806-014 G16 33561 2 Begomavirus 513.ab1 1266
93 — 180314-059 A24 L PV-18-220 Begomovirus 513 ab1 584

190723-013 C11 LPV-19-302 Begomovirus 513.ab1 1938
3 EU155857 1 Pepper huasteco vellow vein virus isolate SBR13 coat protein gene partial cds

80

M - EU155845.1 Pepper huasteco yellow vein virus isolate H183 coat protein gene partial cds

76 — KT022087 1 Pepper huasteco yellow vein virus isolate 1GMES coat protein (CP) gene partial cds
7 [ JNB09294.1 Pepper golden mosaic virus isolate 07-3157 coat protein (AV1) gene partial cds
JNG09293 1 Pepper golden mosaic virus isolate 07-3696 coat protein (AV1) gene partial cds

82— 160830-013 M20 1175bego 514.a01 626

7 L 191016066 K08 LPV-19-491 Bego 513.ab1 1546

191016-066 K04 LPV-19-747 Bego 513.ab1 1501

H200604-028 O0T LPY-20-253 Begoma 513.ab1 544

180806-014 K12 606 Begomavirus 513.ab1 578

191016-066 008 LPV-19-492 Bego 513.ab1 2011

170405-042 118 LPY 17 457 513.ab1 571

191016-066 C10 LPV-19-493 Bego 513.ab1 2003

170405-042 120 LPY 17 461 513.ab1 643

170405-042 E20 LPV 17 460 513.ab1 565

180806-014 K20 1505 Begomoavirus 513.ab1 586

191016-066 GO8 LPV-19-489 Bego 513.ab1 1573

171120-009 106 LPY-17-1455 513.ab1 585

191016-066 K10 LPV-19-496 Bego 513.ab1 1602

H200604-028 K0T LPV-20-252 Begomo 513.ab1 546

— 160318-018 M15 LPV-19-59 513.ab1 1115

o
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97
99

190318-018 M15 LPV-19-59 513.ab1 1115
190218-001 O09 LPV-18-21 Pto2 ext 513.ab1 545
190218-001 C13 LPV-19-23 513.ab1 1508

— 161215-022 M16 1129 Bego 514.ab1 558

97

L 190218-001 013 LPV-P-19-0 513.ab1 1340
180806-014 K08 178 Begomovirus 513.ab1 585

B 190218-001 C11 LPV-19-21 Pto2 purificado 513.ab1 1805
43 = 190218-001 O11 LPV-19-22 513.ab1 1614

180806-014 G20 34693 Begomovirus 513.ab1 584

31— 181210-010 011 LPV-18-687 TR 513.ab1 769

I: 200303-010 M01 LPV-20-67 Begomovirus 513.ab1 650

90
61

4
99

99

=

2

180518-035 Q07 LPV-18-413 H Bego 513.ab1 601
190318-018 E17 LPV-19-94 513.ab1 1302

181210-010 C11 LPV-18-684 H 513.ab1 584

180518-035 C13 LPV-18-420 F Bego 513.ab1 618
180518-035 011 LPV-18-419 F Bego 513.ab1 583
190218-001 K13 LPV-19-25 purificado 513.ab1 1874
191016-066 G10 LPV-19-495 Bego 513.ab1 1699
191016-066 Q04 LPV-19-758 Bego 513.ab1 1395
181210-010 K11 LPV-18-686 H 513.ab1 564

190524-013 E06 LPV-19-208-2 Begomovirus 513.ab1 875
181210-010 G09 LPV-18-681 F 513.ab1 583

181210-010 K13 LPV-18-690 TR 513.ab1 629
181210-010 C09 LPV-18-680 TR 513.ab1 789
181210-010 K09 LPV-18-682 F 513.ab1 559

180518-035 C09 LPV-18-414 H Bego 513.ab1 678
180518-035 Q09 LPV-18-418 H Bego 513.ab1 579
180518-035 K11 LPV-18-417 F Bego 513.ab1 582
191016-066 Q10 LPV-19-755 Bego 513.ab1 1489
200303-010 A03 LPV-20-68 Begomavirus 513.ab1 556
181210-010 G11 LPV-18-685 H 513.ab1 586

190524-013 M06 LPV-19-211 Begomovirus 513.ab1 1189
200303-010 E03 LPV-20-69 Begomovirus 513.ab1 549
180806-014 018 37611 Begomovirus 513.ab1 581
181210-010 G13 LPV-18-689 F 513.ab1 1280
181210-010 C13 LPV-18-688 H 513.ab1 594

180806-014 C10 180 Begomovirus 513.ab1 579
180806-014 O10 554 Begomovirus 513.ab1 589
180806-014 C12 613 Begomovirus 513.ab1 594
181210-010 Q09 LPV-18-683 H 513.ab1 575

190524-013 AD4 LPV-19-200 Begomavirus 513.ab1 1221
180518-035 G09 LPV-18-416 H Bego 513.ab1 570
190524-013 104 LPV-19-203 Begomovirus 513.ab1 1240
180518-035 G11 LPV-18-420 H Bego 513.ab1 587
180806-014 C20 37612 Begomovirus 513.ab1 597
180518-035 C11 LPV-18-419 H Bego 513.ab1 583
190524-013 M04 LPV-19-205 Begomovirus 513.ab1 1111
190318-018 A17 LPV-19-84 513.ab1 1401

190524-013 106 LPV-19-210 Begomovirus 513.ab1 975
180518-035 K09 LPV-18-417 H Bego 513.ab1 580
190524-013 E04 LPV-19-202 Begomovirus 513.ab1 1646
180806-014 K18 37610 Begomovirus 513.ab1 581
180806-014 012 620 Begomovirus 513.ab1 585
180806-014 G08 175 Begomovirus 513.ab1 577
180806-014 G12 619 Begomovirus 513.ab1 592
180806-014 K10 185 Begomovirus 513.ab1 588
180806-014 G10 183 Begomovirus 513.ab1 583
190524-013 M02 LPV-19-193 Begomovirus 513.ab1 1036

180518-035 A0S LPV-18-413 H Bego 1048.ab1 615
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=

93 — 190218-001 G11 LPV-19-21 punto3 ext 513.ab1 1769
= 190218-001 111 LPV-19-21 punto3 ext 1048.ab1 1743

al 181210-010 O13 LPV-18-682 H 513.ab1 578

170405-042 Q18 LPV 17 458 1048.ab1 479

170405-042 E18 LPV 17 456 513.ab1 562

180806-014 ©08 179 Begomaovirus 513.ab1 1272

160930-013 N20 1175bego 1048.ab1 514

180806-014 M14 32572 Begomovirus 1048.ab1 1089

EU155833.1 Pepper huasteco yellow vein virus isolate M40 coat protein gene partial cds

EU143755.1 Tomato yellow leaf curl virus from cucumber C1 C4 and V2 genes partial cds
EU143746.1 Tomato yellow leaf curl Sardinia virus from cucumber C1 gene partial cds
KF177232.1 Melon begomaovirus isolate Kz-Me198 segment DNA-A partial sequence
AF453447 1 Melon chlorotic mosaic virus capsid protein (cp) gene partial cds

AF453445.1 Melon chlorotic mosaic virus replicase-associated protein (rep) gene partial cds
170405-042 G18 LPV 17 456 1048.ab1 465

170405-042 M18 LPV 17 458 513.ab1 512

161215-022 016 1129 Bego 1048.ab1 524

366726.1 clone DR-2 hypervariable region bean golden mosaic geminivirus Genomic 203 nt
366729.1 clone DR-3 hypervariable region bean golden mosaic geminivirus Genomic 203 nt
366724.1 clone DR-1 hypervariable region bean golden mosaic geminivirus Genomic 203 nt
366730.1 clone DR-4 hypervariable region bean golden mosaic geminivirus Genomic 203 nt
190524-013 G06 LPV-19-208-2 Begomovirus 1048.ab1 729

=

=}

=

=}

190524-013 A6 LPV-19-208-1 Begomavirus 513.ab1 568
190524-013 C06 LPV-19-208-1 Begomovirus 1048.ab1 632
181210-010 E13 LPV-18-688 H 1048.ab1 615
181210-010 113 LPV-18-G89 F 1048.ab1 622
190318-018 C17 LPV-19-84 1048.ab1 1156
181210-010 M09 LPV-18-682 F 1048.ab1 596
190524-013 Q06 LPV-19-211 Begomovirus 1048.ab1 1103
180806-014 E10 180 Begomavirus 1048.ab1 589
181210-010109 LPV-18-G81 F 1048.ab1 615
190524-013 Q02 LPV-19-193 Begomovirus 1048.ab1 988
181210-010 111 LPV-18-685 H 1048 ab1 652
75 — 180806-014 108 175 Begomovirus 1048.ab1 760
“ 180806-014 E20 37612 Begomovirus 1048.ab1 584
180806-014 A12 554 Begomovirus 1048.ab1 581
180806-014 112 619 Begomovirus 1048.ab1 582
180806-014 M10 185 Begomovirus 1048.ab1 577
180806-014 A14 620 Begomovirus 1048.ab1 597
33 — 180806-014 120 34693 Begomovirus 1048.ab1 583
180806-014 A20 37611 Begomovirus 1048.ab1 596
16 — 190318-018 G17 LPV-19-94 1048.ab1 2190
180806-014 M08 178 Begomovirus 1048.ab1 582
180806-014 A10 179 Begomovirus 1048.ab1 591
190524-013 Q04 LPV-19-205 Begomovirus 1048.ab1 848
181210-010 M11 LPV-18-686 H 1048.ab1 575
190524-013 C04 LPV-19-200 Begomovirus 1048.ab1 1044
181210-010 M13 LPV-18-690 TR 1048.ab1 583

=

=}

180806-014 110 183 Begomovirus 1048.ab1 589
180518-035 A13 LPV-18-419 F Bego 1048.ab1 629
96 — 190524-013 K06 LPV-19-210 Begomovirus 1048.ab1 1539
3{ 200303-010 GO3 LPY-20-69 Begomovirus 1048.ab1 562
180518-035 E11 LPV-18-419 H Bego 1048.ab1 592
—— 180806-014 E12 613 Begomovirus 1048.ab1 587
16 — 180806-014 M18 37610 Begomovirus 1048.ab1 585
7 180518-035 111 LPV-18-420 H Bego 1048.ab1 603
181210-010 E09 LPV-18-680 TR 1048.ab1 583
33 — 191016-066 A12 LPV-19-755 Bego 1048.ab1 1699
|7 — 180518-035 E13 LPV-18-420 F Bego 1048.ab1 795

X}
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i[ 180518-035 M11 LPV-18-417 F Bego 1048.ab1 591
180518-035 M09 LPV-18-417 H Bego 1048.ab1 605
190624-013 K04 LPV-18-203 Begomovirus 1048.ab1 1239
i { 200303-010 O01 LPV-20-67 Begomovirus 1048.ab1 554
181210-010 A13 LPV-18-687 TR 1048.ab1 590
_[ 180518-035 109 LPV-18-416 H Bego 1048.ab1 602
181210-010 A15 LPV-18-692 H 1048.ab1 645
{ 180518-035 E09 LPV-18-414 H Bego 1048.ab1 591

190624-013 G04 LPV-19-202 Begomovirus 1048.ab1 1278
180518-035 A11 LPV-18-418 H Bego 1048.ab1 591

0| B 181210-010 A11 LPV-18-683 H 1048.ab1 609
ﬁ 181210-010 E11 LPV-18-684 H 1048.ab1 584
7

190218-001 M13 LPV-19-25 purificado 1048.ab1 1633
200303-010 C03 LPV-20-68 Begomovirus 1048.ab1 555
190218-001 A13 LPV-19-22 1048.ab1 1624

190218-001 A15 LPV-P-19-9 1048.ab1 1409

50 [ 190218-001 E13 LPV-18-23 1048.ab1 1748
190318-018 O15 LPV-19-50 1048.ab1 1216

180314-059 C24 LPV-18-220 Begomovirus 1048.ab1 848
190723-013 E11 LPV-18-302 Begomovirus 1048.ab1 1320
{ 180806-014 A18 33565 1 Begomovirus 1048 ab1 597

180806-014 E18 33565 2 Begomovirus 1048.ab1 589
190218-001 M11 LPV-19-21 punto3 purificado 1048.ab1 1695
180806-014 W16 33564 Begomovirus 1048.ab1 587
_[ 180806-014 118 33565 3 Begomovirus 1048.ab1 587
1 180806-014 E16 33561 1 Begomovirus 1048.ab1 594
93 — 180806-014 16 33561 2 Begomovirus 1048.ab1 604
— 191016-066 110 LPV-18-495 Bego 1048.ab1 1600
170405-042 G20 LPV 17 459 1048.ab1 474
180806-014 114 1503 Begomovirus 1048.ab1 586
180806-014 A16 32573 Begomovirus 1048.ab1 597
180806-014 E14 227 Begomovirus 1048 ab1 892
191016-066 M08 LPV-19-491 Bego 1048.ab1 1403
180806-014 M20 1505 Begomovirus 1048.ab1 579
191016-066 W04 LPV-19-747 Bego 1048.ab1 1588
191016-066 M10 LPV-19-496 Bego 1048.ab1 1557
H200604-028 A0S LPV-20-253 Begomo 1048.ab1 559
170405-042 K20 LPV 17 461 1048.ab1 574
191016-066 A0S LPV-19-758 Bego 1048.ab1 1598
180806-014 M12 606 Begomovirus 1048.ab1 585
191016-066 108 LPV-19-489 Bego 1048.ab1 1497
H200604-028 MO7 LPV-20-252 Begomo 1048 ab1 555
170405-042 G20 LPV 17 460 1048.ab1 577
191016-066 E10 LPV-19-493 Bego 1048.ab1 1770
171120-009 KOG LPV-17-1455 1048.ab1 652
170405-042 K18 LPV 17 457 1048.ab1 570
191016-066 A10 LPV-19-492 Bego 1048.ab1 2117
190218-001 E11 LPV-18-21 Pto2 purificado 1048.ab1 1691
190218-001 A11 LPV-19-21 Pto2 ext 1048.ab1 1542
— KR110201 Trialeurodes vaporariorum isolate T.vap_Vn_13_17_C sativus

99 — KR110201 Trialeurodes vaporariorum isolate T.vap_Vn_13_ 9 Weed

Figura 6. Arbol filogenético generado utilizando el analisis de “Neighbor-joining” con los valores
de Bootstrap en las ramas (Valores de 0 a 100) Indicando el nimero de veces que dicha rama estuvo
presente en uno de los &rboles generados (1000 repeticiones); Posteriormente editado para mejor
presentacion.
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C. Arbol de Maximum Likelihood HKY + | (BIC)

Esté arbol es el resultado de 1000 repeticiones utilizando el modelo HKY + | (Hasegawa-
Kishino-Yano) seleccionado por el analisis BIC en Jmodeltest. Este arbol es mas en comparacion al
de “Neighbor-Joining”, pero aun asi los resultados siempre
ambos. En este caso debido a la utilizacion de un modelo de
sustitucion de nucleétidos es facil asumir las relaciones entre las muestras segun su posicion en las
ramas del arbol, En otras palabras, Mientras mas cercana se encuentre una rama de otra mayor seré

arbol generado utilizando el método
tienden a ser bastante similares entre

su relacion entre si.

—

HE820051.1 Tomato mosaic Havana virus partial CP gene for coat protein strain NIC isolate Nic potato1
HE820055.1 Tomato mosaic Havana virus partial CP gene for coat protein strain NIC isolate Nic potato12
HE820052.1 Tomato mosaic Havana virus partial CP gene for coat protein strain NIC isolate Nic potato11
HE820054.1 Tomato mosaic Havana virus partial CP gene for coat protein strain NIC isolate Nic potato9

180806-014 K14 32572 Begomovirus 513.ab1 614

180806-014 O14 32573 Begomovirus 513.ab1 571

170405-042 A20 LPV 17 459 513.ab1 625

180806-014 G14 1503 Begomovirus 513.ab1 614

180806-014 C14 227 Begomovirus 513.ab1 541

180806-014 G18 33565 3 Begomovirus 513.ab1 3029

180806-014 K16 33564 Begomovirus 513.ab1 1281

180806-014 O16 33565 1 Begomovirus 513.ab1 1266

180806-014 C18 33565 2 Begomovirus 513.ab1 1176

180806-014 C16 33561 1 Begomovirus 513.ab1 652

180806-014 G16 33561 2 Begomovirus 513.ab1 1266

190218-001 K11 LPV-19-21 punto3 purificade 513.ab1 1698

AJ842161.1 Tomato leaf curl Sinaloa virus partial AV1 gene for coat protein clone NI-UC4-F17
AJ842160.1 Tomato leaf curl Sinaloa virus partial AV1 gene for coat protein clone NI-TYS4-H04
AJ842159.1 Tomato leaf curl Sinaloa virus partial AV1 gene for coat protein clone NI-TYS3-J14
AJ842158.1 Tomato leaf curl Sinaloa virus partial AV1 gene for coat protein clone NI-TYS3-A16
180314-059 A24 LPV-18-220 Begomovirus 513.ab1 584

190723-013 C11 LPV-19-302 Begomovirus 513.ab1 1938

EU155857.1 Pepper huasteco yellow vein virus isolate SBR13 coat protein gene partial cds
EU155845.1 Pepper huasteco yellow vein virus isolate H183 coat protein gene partial cds
KT022087.1 Pepper huasteco yellow vein virus isolate 1GMES coat protein (CP) gene partial cds
JNB09294 1 Pepper golden mosaic virus isolate 07-3157 coat protein (AV1) gene partial cds
JNB09293 1 Pepper golden mosaic virus isolate 07-3696 coat protein (AV1) gene partial cds
160930-013 M20 1175bego 514.ab1 626

191016-066 K08 LPV-19-491 Bego 513.ab1 1546

191016-066 K04 LPV-19-747 Bego 513.ab1 1501

H200604-028 Q07 LPV-20-253 Begomo 513.ab1 544

170405-042 118 LPV 17 457 513.ab1 571

191016-066 C10 LPV-19-493 Bego 513.ab1 2003

170405-042 120 LPV 17 461 513.ab1 643

170405-042 E20 LPV 17 460 513.ab1 565

180806-014 K12 606 Begomovirus 513.ab1 578

191016-066 O08 LPV-19-492 Bego 513.ab1 2011

171120-009 106 LPV-17-1455 513.ab1 585

180806-014 K20 1505 Begomovirus 513.ab1 586

191016-066 GO8 LPV-19-489 Bego 513.ab1 1573

191016-066 K10 LPV-19-496 Bego 513.ab1 1602

H200604-028 KO7 LPV-20-252 Begomo 513.ab1 546

161215-022 M16 1129 Bego 514.ab1 558

190218-001 013 LPV-P-19-9 513.ab1 1340

190218-001 C11 LPV-19-21 Pto2 purificado 513.ab1 1805

190218-001 O11 LPV-19-22 513.ab1 1614

190318-018 M15 LPV-19-59 513 .ab1 1115

190218-001 C09 LPV-19-21 Pto2 ext 513.ab1 545

190218-001 C13 LPV-19-23 513 ab1 1508

180518-035 A09 LPV-18-413 H Bego 1048.ab1 615

190524-013 AD6 LPV-19-208-1 Begomovirus 513.ab1 568

190524-013 CO06 LPV-19-208-1 Begomovirus 1048.ab1 632

181210-010 C09 LPV-18-680 TR 513.ab1 789

181210-010 K09 LPV-18-682 F 513.ab1 559

181210-010 K13 LPV-18-690 TR 513.ab1 629

181210-010 G09 LPV-18-681 F 513.ab1 583

190524-013 EO6 LPV-19-208-2 Begomovirus 513.ab1 875

181210-010 K11 LPV-18-686 H 513.ab1 564
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181210-010 O11 LPV-18-687 TR 513.ab1 769
180518-035 C09 LPV-18-414 H Bego 513.ab1 678
180518-035 O09 LPV-18-418 H Bego 513.ab1 579
181210-010 O09 LPV-18-683 H 513.ab1 575
190524-013 A04 LPV-19-200 Begomovirus 513.ab1 1221
200303-010 E03 LPV-20-69 Begomovirus 513.ab1 549
181210-010 G11 LPV-18-685 H 513.ab1 586
190524-013 M06 LPV-19-211 Begomovirus 513.ab1 1189
180518-035 OO07 LPV-18-413 H Bego 513.ab1 601
190318-018 E17 LPV-19-94 513.ab1 1302

181210-010 C11 LPV-18-684 H 513.ab1 584
180518-035 C13 LPV-18-420 F Bego 513.ab1 618
180518-035 O11 LPV-18-419 F Bego 513.ab1 583
190218-001 K13 LPV-19-25 purificado 513.ab1 1874
191016-066 G10 LPV-19-495 Bego 513.ab1 1699
191016-066 O04 LPV-19-758 Bego 513.ab1 1395
190318-018 A17 LPV-19-84 513.ab1 1401

190524-013 106 LPV-19-210 Begomovirus 513.ab1 975
190524-013 M04 LPV-19-205 Begomovirus 513.ab1 1111
180518-035 C11 LPV-18-419 H Bego 513.ab1 583
200303-010 MO1 LPV-20-67 Begomovirus 513.ab1 550
180806-014 C20 37612 Begomovirus 513.ab1 597
180518-035 G11 LPV-18-420 H Bego 513.ab1 587
180518-035 G09 LPV-18-416 H Bego 513.ab1 570
190524-013 104 LPV-19-203 Begomovirus 513.ab1 1240
191016-066 O10 LPV-19-755 Bego 513.ab1 1489
200303-010 A03 LPV-20-68 Begomovirus 513.ab1 556
180518-035 K11 LPV-18-417 F Bego 513.ab1 582
180518-035 K09 LPV-18-417 H Bego 513.ab1 580
190524-013 E04 LPV-19-202 Begomovirus 513.ab1 1646
180806-014 K18 37610 Begomovirus 513.ab1 581
180806-014 C10 180 Begomovirus 513.ab1 579
180806-014 ©10 554 Begomovirus 513.ab1 589
180806-014 C12 613 Begomovirus 513.ab1 594
181210-010 C13 LPV-18-688 H 513.ab1 594
181210-010 G13 LPV-18-689 F 513.ab1 1280
180806-014 ©O18 37611 Begomovirus 513.ab1 581
180806-014 G20 34693 Begomovirus 513.ab1 584
180806-014 K08 178 Begomovirus 513.ab1 585
180806-014 GO8 175 Begomovirus 513.ab1 577
180806-014 G12 619 Begomovirus 513.ab1 592
180806-014 G10 183 Begomovirus 513.ab1 583
190524-013 M02 LPV-19-193 Begomovirus 513.ab1 1036
180806-014 K10 185 Begomovirus 513.ab1 588
180806-014 ©12 620 Begomovirus 513.ab1 585
180806-014 008 179 Begomovirus 513.ab1 1272
180806-014 M14 32572 Begomovirus 1048.ab1 1089
170405-042 O18 LPV 17 458 1048.ab1 479

170405-042 E18 LPV 17 456 513.ab1 562

181210-010 O13 LPV-18-692 H 513.ab1 578
190218-001 G11 LPV-19-21 punto3 ext 513.ab1 1769
190218-001 111 LPV-19-21 punto3 ext 1048.ab1 1743
190318-018 C17 LPV-19-84 1048.ab1 1156

190524-013 002 LPV-19-193 Begomovirus 1048.ab1 988
180518-035 109 LPV-18-416 H Bego 1048.ab1 602
181210-010 109 LPV-18-881 F 1048.ab1 615
181210-010 111 LPV-18-685 H 1048.ab1 652
190524-013 K06 LPV-19-210 Begomovirus 1048.ab1 1539
200303-010 GO3 LPV-20-69 Begomovirus 1048.ab1 562
180518-035 E11 LPV-18-419 H Bego 1048.ab1 592
180518-035 A11 LPV-18-418 H Bego 1048.ab1 591
180518-035 M11 LPV-18-417 F Bego 1048.ab1 591
180518-035 M09 LPV-18-417 H Bego 1048.ab1 605
180518-035 E13 LPV-18-420 F Bego 1048.ab1 795
180806-014 110 183 Begomovirus 1048.ab1 589
180518-035 A13 LPV-18-419 F Bego 1048.ab1 629
190218-001 M13 LPV-19-25 purificado 1048.ab1 1633
200303-010 C03 LPV-20-68 Begomovirus 1048.ab1 555
180806-014 M08 178 Begomovirus 1048.ab1 582
180806-014 A10 179 Begomovirus 1048.ab1 591
180806-014 A14 620 Begomovirus 1048.ab1 597
180806-014 120 34693 Begomovirus 1048.ab1 583
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180806-014 M10 185 Begomovirus 1048.ab1 577
180806-014 A12 554 Begomovirus 1048.ab1 581
180806-014 112 619 Begomovirus 1048.ab1 582
180806-014 108 175 Begomovirus 1048.ab1 760
180806-014 E20 37612 Begomovirus 1048.ab1 584
181210-010 E09 LPV-18-680 TR 1048.ab1 583
191016-066 A12 LPV-19-755 Bego 1048.ab1 1699
180518-035 111 LPV-18-420 H Bego 1048.ab1 603
180806-014 M18 37610 Begomovirus 1048.ab1 585
180806-014 E10 180 Begomovirus 1048.ab1 589
181210-010 M09 LPV-18-682 F 1048.ab1 596

190524-013 006 LPV-19-211 Begomovirus 1048.ab1 1103
181210-010 A11 LPV-18-683 H 1048.ab1 609

181210-010 E11 LPV-18-684 H 1048.ab1 584
181210-010 A15 LPV-18-692 H 1048.ab1 645

180518-035 E09 LPV-18-414 H Bego 1048.ab1 591
190524-013 G04 LPV-19-202 Begomovirus 1048.ab1 1278

180806-014 E12 613 Begomovirus 1048.ab1 587

181210-010 M11 LPV-18-686 H 1048.ab1 575

190524-013 C04 LPV-19-200 Begomovirus 1048.ab1 1044

181210-010 M13 LPV-18-690 TR 1048.ab1 583

180806-014 A20 37611 Begomovirus 1048.ab1 596

190524-013 K04 LPV-19-203 Begomovirus 1048.ab1 1239

200303-010 O01 LPV-20-67 Begomovirus 1048.ab1 554

181210-010 A13 LPV-18-687 TR 1048.ab1 590

181210-010 E13 LPV-18-6G88 H 1048.ab1 615

181210-010 113 LPV-18-689 F 1048.ab1 622

190318-018 G17 LPV-19-84 1048.ab1 2190

190524-013 004 LPV-18-205 Begomovirus 1048.ab1 848

190524-013 G0G LPV-19-208-2 Begomovirus 1048.ab1 729

160930-013 N20 1175bego 1048.ab1 514

EU155833.1 Pepper huasteco yellow vein virus isolate M40 coat protein gene partial cds
EU143755.1 Tomato yellow leaf curl virus from cucumber C1 C4 and V2 genes partial cds
EU143746.1 Tomato yellow leaf curl Sardinia virus from cucumber C1 gene partial cds
KF177232.1 Melon begomovirus isolate Kz-lMe198 segment DNA-A partial sequence
AF453445 1 Melon chlorotic mosaic virus replicase-associated protein (rep) gene partial cds
AF453447 1 Melon chlorotic mosaic virus capsid protein (cp) gene partial cds

170405-042 G18 LPV 17 456 1048.ab1 465

170405-042 M18 LPV 17 458 513.ab1 512

161215-022 O16 1129 Bego 1048.ab1 524

S$66729.1 clone DR-3 hypervariable region bean golden mosaic geminivirus Genomic 203 nt
S66726.1 clone DR-2 hypervariable region bean golden mosaic geminivirus Genomic 203 nt
S66724.1 clone DR-1 hypervariable region bean golden mosaic geminivirus Genomic 203 nt
S66730.1 clone DR-4 hypervariable region bean golden mosaic geminivirus Genomic 203 nt
180806-014 E18 33565 2 Begomovirus 1048.ab1 589
190218-001 M11 LPV-19-21 punto3 purificado 1048.ab1 1695
180806-014 A18 33565 1 Begomovirus 1048.ab1 597
180806-014 118 33565 3 Begomovirus 1048.ab1 587
180806-014 M16 33564 Begomovirus 1048.ab1 587
180806-014 A16 32573 Begomovirus 1048.ab1 597
180806-014 114 1503 Begomovirus 1048.ab1 586
170405-042 C20 LPV 17 459 1048.ab1 474
180806-014 E16 33561 1 Begomovirus 1048.ab1 594
180806-014 116 33561 2 Begomovirus 1048.ab1 604
180806-014 E14 227 Begomovirus 1048.ab1 892
180314-059 C24 LPV-18-220 Begomovirus 1048.ab1 848
190723-013 E11 LPV-19-302 Begomovirus 1048.ab1 1320
191016-066 110 LPV-19-495 Bego 1048.ab1 1600
191016-066 M08 LPV-19-491 Bego 1048.ab1 1403
191016-066 M10 LPV-19-496 Bego 1048.ab1 1557
191016-066 M04 LPV-19-747 Bego 1048.ab1 1588
H200604-028 A09 LPV-20-253 Begomo 1048.ab1 559

— H200604-028 MO7 LPV-20-252 Begomo 1048.ab1 555

180806-014 M12 606 Begomovirus 1048.ab1 585
191016-066 A0S LPV-19-758 Bego 1048.ab1 1598
170405-042 K20 LPV 17 461 1048.ab1 574
191016-066 108 LPV-19-489 Bego 1048.ab1 1497
180806-014 M20 1505 Begomovirus 1048.ab1 579
171120-009 KOG LPV-17-1455 1048.ab1 652
170405-042 K18 LPV 17 457 1048.ab1 570
191016-066 A10 LPV-19-492 Bego 1048.ab1 2117
170405-042 G20 LPV 17 460 1048.ab1 577
191016-066 E10 LPV-19-493 Bego 1048.ab1 1770
190218-001 A13 LPV-19-22 1048.ab1 1624
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80218-001 A15 LPV-P-19-9 1048.ab1 1409

[ e
190218-001 A11 LPV-19-21 Pto2 ext 1048.ab1 1542
L[E 80218-001 E11 LPV-19-21 Pto2 purificado 1048.ab1 1691
-
L

190218-001 E13 LPV-19-23 1048.ab1 1748
190318-018 O15 LPV-19-59 1048.ab1 1216
KR110201 Trialeurodes vaporariorum isclate T.vap_Vn_13_17_C sativus

KR110201 Trialeurodes vaporariorum isclate T.vap_Vn_13_9_Weed

Figura 7. Arbol filogenético de “Maximum Likelihood” generado utilizando el modelo de sustitucion
de nucledtidos de HKY + | (BIC); posteriormente editado para mejor presentacion.

VII. Discusion de resultados

Se decidid utilizar muestras de secuencias de T. vaporariorum como un outgroup debido a
dos razones principales: 1. Las secuencias cuentan con un tamafio adecuado para su uso en este
analisis (Aproximadamente 600 bp) y esto es importante para estandarizar que todas las secuencias
utilizadas tuvieran un tamano similar, 2. Las secuencias fueron consideradas como una referencia
con la suficiente distancia genética como para poder diferenciarse claramente dentro de los arboles
filogenéticos.

En la base de los arboles se pueden observar las secuencias de T. vaporariorum utilizadas lo
cual no es nada fuera de lo normal, pero vale la pena ser mencionado ya que ninguna de las muestras
de referencia o las muestras analizadas presentaron una fuerte relacion a estas.

Es necesario resaltar que a pesar de que los virus lleven un cultivo dentro del nombre de su
variedad, como lo es en el “Tomato Yellow Leaf Curl Virus” (TYLCV), no significa que el virus
infecte exclusivamente a dicha planta. Como se menciond con anterioridad, existe una gran
posibilidad de la aparicion de infecciones mixtas (Harrison & Robinson, 1999), asi como a través de
los afios en diferentes estudios se ha demostrado que los Begomovirus tienden a pasar por efectos de
recombinacion muy a menudo debido a su sistema de replicacion en ciclo (Padidam et al. 1999; Pita,
2001; Martin, 2015) y esto debe ser tomado en cuenta al analizar los resultados presentes en los
arboles filogenéticos.

De los resultados de los arboles filogenéticos se puede observar que la muestra K14 32572
se encuentra muy relacionada a las muestras de “Tomato Mosaic Havana Virus” (ToMHV), por lo
que se puede decir que esta muestra pertenece a un Begomovirus TOMHYV. Considerando que este
tipo de virus ha sido reportado previamente en Guatemala, este resultado ayuda a confirmar
nuevamente lo previamente descrito por Nakhla en 2005 y la identificacion de esta muestra.

Se puede observar que existe un bloque agrupado que inicia en la secuencia G14 1503 4 y
termina en la muestra K11 LPV-19-21, este blogque se encuentra entre dos secuencias de referencia:
Tomato Leaf Curl Sinaloa Virus” (TLCSV) y TMHV. A partir de esto es posible asumir que las
muestras se encuentran mas relacionadas a TLCSV que a TMHV, a pesar de ver esta relacion no es
posible asumir que la secuencia pertenece a un virus TLCSV (valor de Bootstrap de 18), pero existe
una alta probabilidad de que el virus perteneciente a esta muestra sea una variante relacionada a virus
de tomate debido a un valor de bootstrap de 72 justo en la division entre TLCSV Y ToMHV.

En ambos &rboles las muestras C16 33561 1 y G16 33561 2 se encuentran relacionadas a
muestras de referencia de Begomovirus de Tomate y Chile pimiento, pero estan mas relacionados a
lamuestra de TLCSV que a “Pepper Huasteco Yellow Vein Virus” (PHYVV). Debido a esto se puede
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asumir que existe una mayor posibilidad de que estos virus sean mas una variedad de Tomate que de
Chile pimiento, pero no es posible determinar exactamente su identificacion.

Por otro lado, las muestras A24 LPV-18-220 y C11 LPV-19-302 aparecen altamente
relacionadas a las muestras de referencias de PHYVV por lo que se puede asumir que estas muestras
definitivamente son de PHYVV. Ambas muestras fueron provenientes de plantas de ejote francés
provenientes del municipio de Salamé en el departamento de Baja Verapaz. Ademas de poder realizar
la identificacion exacta de estas muestras se encontrd que existe un pequefio bloque desde M20 1175
hasta A09 LPV-18-413 que también est4 relacionado a PHYVV, pero no lo suficiente para determinar
que dichas muestras son definitivamente de ese tipo de virus. Es posible asumir que a partir de la
relacion existente las muestras pertenezcan a una variedad de Begomovirus de Chile pimiento.
También es importante mencionar que la muestra A09 LPV-18-413 proviene de las hojas de una
planta de meldn en el departamento de El Progreso

En la figura 5 se puede observar que desde la muestra G11 LPV-19-21 (sandia) hasta la
muestra M14 32572 (falta procedencia) se encuentran bastante relacionados a los Begomovirus de
cultivos de pepino y melén por lo que se puede asumir que existe una alta probabilidad de que estas
sean una variedad o familiar cercano a virus como “Melon chlorotic leaf curl virus” (MCLCuV).
También es importante mencionar que la muestra G11 LPC-1921 que proviene de diferentes moscas
blanca encontradas en cultivos de sandia en el departamento de Santa Rosa, fue positiva para este
virus. Pero el valor de Bootstrap (Valor de Bootstrap de 26) presente en el arbol no indica que no es
una relacion lo suficientemente cercana para determinar si es este virus, Considerando que Brown et
al. en 2001 reportan un 80% de incidencia de MCLCuCV en Guatemala, especificamente en Zacapa,
de las muestras analizadas muy pocas se encuentran relacionadas a Begomovirus de melén o alguna
otra cucurbitacea.

Las muestras G18 LPV 17 456 (Chile pimiento, proveniente de El progreso), M18 LPV 17
458 (Macuy, Provniente del El Progreso) y 016 1129 (Ayote, proveniente de Jutiapa) se encuentran
muy relacionadas a “Bean Golden Mosaic Virus” (BGMV) por lo que existe una alta probabilidad de
gue sean un virus de este tipo o sean otra variedad de Begomovirus de frijol. La poca presencia de
este virus dentro de las muestras es sorprendente considerando que existen reportes de la presencia
de este virus dentro del territorio nacional incluso antes de los afios 90 principalmente en los
departamentos de Jalapa, Jutiapa y Escuintla (Faria et al., 1994), mientras que en este caso se encontrd
presencia de este tipo de virus en El progreso en dos cultivos diferentes.

En ambos arboles (Figura 5 y 6) se puede observar que existe un blogue de muestras que no
se encuentran relacionadas a ninguna de las muestras de referencia utilizadas, debido a esto se puede
asumir que estas muestras podrian pertenecer a Begomovirus que no han sido previamente reportados
en Guatemala.

Finalmente, en el caso de los Begomovirus que no pudieron ser identificados es recomendable
tomar las muestras y realizar un analisis separado en cada uno de los grupos con més variedades de
virus que puedan estar relacionadas o no se hayan reportado previamente en Guatemala ya que éstos
podrian probar la presencia de nuevas variantes en el pais

En cuanto al uso del programa DNAstar y la aplicacion MegAlign Pro, ambos demostraron
tener una facilidad de uso para el usuario, asi como menus y opciones intuitivas que dirigen al usuario
durante el proceso sin necesidad de que éste posea amplio conocimiento previo del uso de otros
programas de este tipo. El editor de arboles filogenéticos es una herramienta bastante util que no
todos los programas del mismo tipo poseen (Por ejemplo: Mega X o Mr.bayes; Kumar, 2018), las

20



posibilidades de edicion del arbol son bastante diversas y permiten que los arboles puedan tener un
disefio bastante profesional asi como también uno bastante Ilamativo e interesante que puede ser
utilizado para objetivos diferentes a publicaciones cientificas donde es necesario atraer al lector con
figuras y no con texto simple.

La interfaz puede ser un poco abrumadora al principio ya que la ventana principal se
encuentra dividida en 3 o hasta 4 secciones diferentes (Figura 3) dependiendo de qué proceso se esté
realizando. Se ha estudiado el uso de disefio minimalista, optimizado y centrado alrededor del usuario
ya que esto tiende a que la informacion pueda fluir de un punto a otro de manera organica sin tener
que indicarle explicitamente al usuario como hacerlo (Collen, 2002), el programa se beneficiaria
bastante de poder utilizar este tipo de disefio en futuras versiones para evitar este tipo de problemas.

La instalacién del programa probd ser un poco dificil al mismo tiempo, ya que el sitio no es
muy amigable con el usuario y no provee opciones directas para descargar el programa sin comprar
una licencia previamente y descargar los archivos de instalacion directamente de la pagina del usuario.
Esto tiende a complicar que personas se interesen en el programa ya que no pueden ni siquiera acceder
a los programas previo a la obtencién de una licencia. Este problema se evita en la guia de uso
redactada (Ver anexo I) por medio de la instalacién de una versidn de prueba que permita acceder a
todas las funciones al utilizar una licencia valida.

Problemas como estos son los que deberian de ser mencionados en guias de usuario ya que
al no contar con la informacién muchas personas podrian evitar usar programas de bioinformatica.
Estos suelen tener una imagen piblica de ser “Complicados” o “Solo para expertos”, cuando en
realidad con un disefio méas intuitivo y amigable hacia el usuario se podria extender el pablico objetivo
hacia el cual estos programas estan enfocados.

VIII. Conclusiones

Se logro identificar la presencia de “Tomato Mosaic Havana Virus” (TMHV) y “Pepper
Huasteco Yellow Vein Virus” (PHYVV) dentro de las muestras analizadas, también se encontré una
alta probabilidad de que exista la presencia de Tomato Leaf Curl Sinaloa Virus” (TLCSV), “Bean
Golden Mosaic Virus” (BGMV) y Melon chlorotic leaf curl virus” (MCLF).

El hecho de que varias de las muestras no pudieron ser identificadas o relacionadas a alguna
de las muestras de referencia significa que existe una gran posibilidad de que éstas sean nuevas
variantes o cepas o0 especies de Begomovirus que no han sido reportados previamente en el territorio
nacional, por lo que realizar un analisis mas profundo de las mismas podria llevar a una mejora del
manejo de las enfermedades causadas por Begomovirus en las plantaciones del pais asi como también
una mejor base de datos para poder identificar los diferentes virus que afecten los cultivos de las
personas.

Finalmente se cre6 una guia detallada para el uso del programa DNASTAR vy la aplicacion
MegAlign Pro para su uso en los laboratorios de la Universidad de Valle de Guatemala que se puede
encontrar en la seccion de Anexos de este documento.
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IX. Recomendaciones

Se recomienda realizar un andlisis de haplotipos con las diferentes muestras, asi como datos
geogréficos para determinar si existe una conexion entre las diferentes muestras y el efecto que la
biogeografia del pais tiene sobre la distribucién de los mismo y la Bemisia tabaci.

También, con los resultados encontrados es posible que se puedan encontrar variedades
nuevas de Begomovirus que no se encuentran reportadas en el pais al compéralas con secuencias de
variedades que tengan una alta posibilidad de entrar facilmente al territorio nacional a través de
importaciones o las aduanas.

Razlizar una evaluacién de este manual como herramienta para usuarios de este programa,
tanto principiantes como algunos avanzados.
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ANEXO I. Manual para el uso del software DNAStar y la aplicacion MegAlign
Pro
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Introduccion

DNAstar ha sido un software de bioinformdtica muy utilizado en el campo de la investigacion
durante los ultimos 35 afios, solamente en el aflo 2019 se reportaron 3,370 publicaciones que han
utilizado el programa en diferentes tipos de estudios (DNAstar, 2020).

Crear arboles filogenéticos con esté programa es bastante intuitivo y facil de entender, los mayores
problemas que podria encontrar al tratar de seguir la guia son durante la instalacién o sentirse un
poco perdido al momento de observar la pagina principal. Pero, si sigue los pasos en orden y de
manera correcta no deberia de tener ninguna complicacién utilizdndolo y se familiarizara con el
programa rapidamente, idealmente siendo capaz de realizar el proceso sin necesidad de esta guia
en el futuro.



¢Como instalar el programa?

Pasos:

1. Dirijase a la pagina utilizando su explorador de preferencia, esto debe llevarlo a la prima
principal de DNASTAR.

Are you a student looking for a research license? Click here to learn about our student licenses.

© LANGUAGE -) QUESTIONS? CALL 866.511.5090 4 DOWNLOAD FREETRIAL = SHOPPING CART £ MY ACCOUNT

DNAsTAR‘ SOFTWARE WORKFLOWS SERVICES PRICING RESOURCES TRAINING ABOUT CONTACT Q

Software for Life Scientists

DNASTAR

Leaders in Life Science

Pioneering bioinformatics software since 1984

Figura 1. Pagina principal del sitio web de DNASTAR

2. Seleccione la opcidon de Software y haga click sobre “DNASTAR Lasergene”

tudent looking for a research license? leam about our student licenses.

O LANGUAGE -> QUESTIONS? CALL ¥ L DOWNLOAD FREE TRIAL 1= SHOPPING CART & MY ACCOUNT
DNASTAR BVl WORKFLOWS ~ SERVICES PRICING RESOURCES TRAINING ABOUT CONTACT Q
Software for Life Scientists

-
DNASTAR Lasergene
Lasergene Molecular Biology

DNASTAR LASEREE ey

Lasergene Genomics

The bioinformatics software solution for complete analysis, from cloning to next-gen sequencing.

- |ntrbducing...

i I] Laseraene 17

r racaarnh noade Eind ant whu neare warldwida rarnnniza

Figura 2. Ubicacién de la opcién “DNASTAR Lasergene” bajo el menu de Software



3.

Al final de la pagina debe encontrar una opcion de “14 day free trial”, haga click en el botén
de “Free trial download”.

YES, SIGN ME UP!

Would you like to receive technical tips and special offers straight to your inbox?

Workflows Training Get a 14-Day free trial of our complete Lasergene package. Try before you buy!

Resources Sl FREE TRIAL BOWNLOAD

© 2020 — DNASTAR

Figura 3. Ubicacién de la opcién de “Free trial” al final de la pagina

Nota: La opcién de prueba gratuita es la manera mas facil de descargar la aplicacion sin tener que preocuparse de descargar
todas las diferentes opciones por separado, cuando instale el programa utilizaremos la licencia completa de la universidad

que dejara que use el programa completo sin preocuparse de los 14 dias de prueba.

Después de hacer click en el botdn deberia de llegar a una pagina que le solicita llenar un
formulario. Coloque la informacién necesaria, seleccione el sistema operativo de la
computadora en la cual piensa utilizar el programa y haga click sobre “acces my free trial”

DNASTAR

Try all of the L: First Name: *

lar Biol

14-Day Free Trial

Mol

Last Name: *

Email: *

University/Company Name: *

Phone Number: *

Country: *
and mainy more! by

None v
Find out why users Operating System: *
worldwide recognize Macintosh

DNASTAR as a leading Windows
software solution for life Keep Me Updated:
scientists.

Notify me of product updates and DNASTAR news via e-mail

Figura 4. Formulario para la descarga del programa

5.

Después de llenar el formulario llegara a una nueva pagina donde encontrara un botén para
descargar el programa, haga click sobre él.



LOGIN | MYACCOUNT

DNASTAR

SOFTWARE WORKFLOWS PRICING RESOURCES TRAINING ABOUT CONTACT

Thank You!

Thank you for your request for a free trial. To start downloading, click the link below. A product key for authorizing your software has been sent from
DNASTAR to the email address you provided. (You may need to check your spam filter to ensure you receive the message).

Download for Windows

Watch the video below to see how to get started with your DNASTAR Lasergene trial using DNASTAR Navigator!

Click a tutorial link for
step-bv-step instructions

= w » —ample data
S E——
Sol e
If you experience slow download speeds, you may want to try downloading the installer from one of our global host sites. Use this option to select another site:  Brazil v

©2020 — DNASTAR Software Workflows Pricing Resources Training About

Figura 5. Pagina con la opcidon de descarga

6. Después de hacer click iniciard la descarga de un archivo ejecutable (.exe)

DMNASTARLasergen....exe

Figura 6. Archivo de descarga



7. Una vez terminada la descarga haga click sobre el archivo para iniciar el instalador. De ser
necesario haga click en “Si” en la ventana que se abrird si necesita permisos de

administrador.

8. Al abrir la ventana del instalador haga click en la opcion “Next”

,:E] DMNASTAR Lasergene Installer — x

F2) 4 omastan DMASTAR Lasergene Installer
L) Lasergene
Welcome to the DNASTAR Lasergene Installer.

Please close all DMASTAR applications before installing.
Installation speed may be affected by antivirus software.

DNASTAR

Softwara for Life Sciar

<Back || MNea> || Cancel

Figura 7. Venta inicial del instalador

9. Seleccione la opcidn para aceptar los acuerdos de la licencia y haga click en “Next”

[L] DNASTAR Lasergene Installer - x

FO

License Agreement l
0,

Please read the following License Agreement. You must accept the terms of this
agreement before continuing with the installation.

CHRSTRR, INC. L

INTERNRL RESERRCH SITE AND INTERNWAL RESERRCH PURPOSES LICENSE
AGREEMENT

Please read the following terms and conditions carefully. This
legal document is an Agreement between the person or organization
who purchased or otherwise legally obtained this software (the
Licensee! and DWASTRER. Tnc. (DNASTRAR). You. on behalf of the

I (®) | accept the agreement I

Do you accept this license?
() | do not accept the agreement

< Back Mext = Cancel

Figura 8. Acuerdo de uso de Licencia



10. En la siguiente ventana tendra la opcién de cambiar la ubicacidn del directorio donde desea
instalar el programa, si no desea cambiar el directorio puede dejar la opcion
predeterminada. De lo contrario haga click sobre el folder y seleccione el directorio donde
desea instalar el programa.

LE] DMASTAR Lasergene Installer — X

F'O

Installation Directory

Please specify the directory where DMASTAR Lasergene will be installed.

RESPR IOl [C\P rogram Files (36]\DNASTAR]N 5}

< Back Mext = Cancel

Figura 9. Ubicacidon del botdn para cambiar directorio de instalacion

11. Al hacer click en “Next” se abrira una nueva ventana indicdndole que todo esta listo para la
instalacion, Haga click en “Next “nuevamente y el programa se instalara en su equipo.

LD DMASTAR Lasergene Installer - X

F o
Ready to Install LrJ

The installer is now ready to begin installing DNASTAR Lasergene on your computer.

< Back Cancel

Figura 10. Ventana de instalacion



12. Mientras se instala el programa aparecera una nueva ventana solicitando la clave de la
licencia, escriba en la nueva ventana la licencia proveida por la universidad

“® DMASTAR Lasergene Authorization *

Enter a product key or network license server (hostnarme or IP address) to enable use of Lasergene
17 software,

DMASTAR License Type: () Standalone () Metwork (@) Unsure

Product Key or License Server: |

Find... Authorize Back Cancel

Figura 11. Nueva ventana solicitando la licencia

13. Después de Escribir la licencia Haga click en “Authorize” y aparecerd una nueva ventana
indicandole que su licencia se esta autorizando. Al autorizarse otra nueva ventana aparecera
indicando que la autorizacion fue correcta.

W DMASTAR Lasergene A z
Enter a produd =] Authorizing Lize of Lasergene
17 software.
Please wait while authorizing, this may take a minute.
DMASTY
I
Product Key o
Close
Cancel

Figura 12. Nueva ventana de autorizacidn

"M |icensed Applications >

You have successfully authorized.

Figura 13. Autorizacidn exitosa



14. Después de hacer click en “OK” el programa deberia de haber terminado de instalarse, de
lo contrario espere a que la instalacién termine.

:E] DMASTAR Lasergene Installer — X

5 4 orsian Completing the DNASTAR Lasergene Installer
: L] Lasergene

DMASTAR Lasergene is now installed on your computer.

< Back

Cancel

Figura 14. Instalacién completada

15. Al hacer click en “Finish” el programa se abrird en una nueva ventana y estara listo para

ser utilizado
DNASTAR Navigator - O X
File Window Help

What do you want to do? 6 suggest a workflow

_ 42) DNASTAR Cloud Data Drive 6
Organize by workflow GenVision Pro 6
MegAlign Pro (i)
Protean 3D (i)
SeqBuilder Pro 6
SeqMan NGen 6
DNASTAR SegMan Ultra (i)
Software for Life Scientists SeqNinja L)




Figura 15. Nueva ventana del programa

¢Como utilizar DNASTAR para la creacion de arboles filogenéticos?

Secuencias:

Para utilizar el programa es necesario que las secuencias a utilizar se encuentren en formato
FASTA. Si sus secuencias estan en un formato diferente por favor conviértalas a formato
FASTA antes de utilizarlas.

Una secuencia regularmente se encontrara en el siguiente formato si la obtiene
directamente de una compafia de secuenciacidn o genbank:

1 aagctgggag tatcgattaa gaacttttat ttacatttat cagttttgct attcattctt
61 atgtttcttt atttcttgca aaattgtagt atcactaccc ttaatcctta aaatatatgt
121 cttactttaa gattttaatt gtttggtgtc gaaattttag ctgtgaaaat gagccgcact
181 tatgaattcg gtataaattg gtttcatcct ggactttcaa gggagactge tgaaaaattg
241 ttgttaaatg aatgcactga ggatggatct tttttaatac gggaatgcaa ctcggcagta
301 ggcgattttg ttcttacact cttacaccag aataacgtgt gccattatca gatccgaagg
361 catggtgggg atgccttttt ttcaatagat gataaagtaa agattttaca tggcctagaa

Muchos genbanks ofrecen la opciéon de descargar un archivo en formato fasta con la
secuencia por lo que deberia de ser facil de obtener si utiliza este tipo de secuencias. Un
archivo en formato fasta tiene el siguiente formato:

>GAMC01006777.1:1-420 TSA: Ceratitis capitata comp60376_c0_seql mRNA sequence
AAGCTGGGAGTATCGATTAAGAACTTTTATTTACATTTATCAGTTTTGCTATTCATTCTTATGTTTCT
T
ATTTCTTGCAAAATTGTAGTATCACTACCCTTAATCCTTAAAATATATGTCTTACTTTAAGATTTTAA
T
GTTTGGTGTCGAAATTTTAGCTGTGAAAATGAGCCGCACTTATGAATTCGGTATAAATTGGTTTCA
TCCT
GGACTTTCAAGGGAGACTGCTGAAAAATTGTTGTTAAATGAATGCACTGAGGATGGATCTTTTTTA
ATAC
GGGAATGCAACTCGGCAGTAGGCGATTTTGTTCTTACACTCTTACACCAGAATAACGTGTGCCATT
ATCA
GATCCGAAGGCATGGTGGGGATGCCTTTTTTTCAATAGATGATAAAGTAAAGATTTTACATGGCCT
AGAA

De ser necesario puede utilizar programas como Mega X, Clustal w o Bioedit para poder
transformar sus archivos simplemente guardandolos en formato fasta después de abrirlos
en el programa.



1. Enlaventana principal de DNASTAR seleccione la aplicacion “MegAlign Pro”

DNASTAR Navigator - O X
9
File Window Help

What do you want to do?

Available Applications
ArrayStar

@ Suggest a worlflow

i

EEEEEE oo o
Qroanize by wordiow i@)| GenVision Pro i)
MegAlign Pro ()

Protean 3D 0

SeqBuilder Pro 6

SegqMan NGen 6

D NASTAR SeqMan Ultra (i)
Software for Life Scientists SeqNinja i)

Figura 16. Ubicacion de la aplicacion MegAlign Pro en la ventana principal de
DNASTAR

Nota: como podra ver en la ventana principal hay una gran variedad de aplicaciones que
pueden ser utilizadas para diversos fines como: Diseio de primers para PCR, Prediccion de
estructura de proteinas, Analisis de genoma completo, ensamble de genoma De novo, etc.
En este caso solo nos interesa utilizar la aplicacion MegAlign para alinear secuencias y
generar arboles filogenéticos, pero si lo desea puede explorar el resto de las aplicaciones y
ver la utilidad que este programa posee para su uso en la investigacion.
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2. Después de hacer click se iniciara la aplicacién en una nueva ventana

MegAlign Pro - o X

File Edit View Align Features Sequences Overview Search Window Help

[®) Welcome &3 = 0 @ 2 Tsyle MTa. §Pa. = O
What do you want to do? 9 Suggest s workflow | | 2 Trees
Name Method Status a
New Project Choose alignment project x
Open Project :
Training Open alignment project..  Import alignment.
Recent documents
Untitled1.msa
Software for Life Scientists
< >
@ Details 52| Jobs IR Features = 0

Getting Started in MegAlign Pro O
Create a new alignment project

QOpen afile
Import an alignment

Watch a training video

= Recent Documents
Untitled1.msa

.
Figura 17. Ventana principal de MegAlign Pro
H HE4 4 H 7 H “ H H ”
3. Hagaclick en la opcion” New project” y seleccione “New blank alignment project
MegAlign Pro — O x
File Edit View Align Features Sequences Overview Search Window Help
[@) Welcome &3 = B | @tx. [P Style MTra.. §Pa. = 5
What do you want to do? 3 Suggest s workflow | | £ Trees
- Name Method Status ﬁ
New Project
Open Project I
New blank New alignment...
alignment proj
Create a new alignment project
You can click this, or drop sequence text or sequence files here.
Software for Life Scientists
New alignment
with options.
< >
@ Details 33 w1 Jobs I Features = g
Getting Started in MegAlign Pro @ °
Create a new alignment project
Open afile
Impert an alignment
Watch a training video
» Recent Documents
Untitled.msa ©

Figura 18. Crear un nuevo proyecto



4. Esto creard un nuevo proyecto, al abrirse puede hacer click en el botén verde en la barra
superior para agregar sus secuencias al proyecto. Después de hacer click sobre el botén se abrira

una nueva ventana donde puede navegar hasta la ubicacion del archivo con sus secuencias.

MegAlign Pro - Untitled2.msa
File Edit View Align Festures Sequences QOverview Search Window Help
B L1 . -
o EHB-[0-@F %
[@ Welcome | « Untitled2.msa £3 = A
[Z overview L LEs =
=
Ruler
BB
FRET-2
(I ——
Ruler 1
8

@ . B | GStyle MTra.. § Pa. = B

%+ Trees

Mame Method Status a

x

< >

@ Details 57 @ Jobs X% Features = B8
. . . -

Getting Started in MegAlign Pro @

Create a new alignment project

Open a file

Import an alignment

Add sequences
Add sequences end-to-end

Watch a training video

~ Recent Documents

Figura 19. Ubicacién del botdn para afiadir sus secuencias

& MegAlign Pro - Untitled2.msa = [u]
| Fite  Edit lign Features Sequences Overview Search Window Help
| —
Y =, Hince 75 Brmd
oEHB-0-@2 X%
Wekome < Untitled2msa £3 S 0| @k R | DStyle MTa. §Pa. < 0O
| [F2] &€ Choose Sequencesto Add X
€« v 4 > Esteequipo > Escritorio » statistics v o Buscar en statistics y-l n
Organizar v Nueva carpeta Hy m @ ¥
~
st Acceso rapido y y [had & [haAd & [had © [ & [haAd & Z (A & (A 5
J i VA WY WY ) WY i
M Escritorio A ‘\'/ "‘d /
¥ Descargas # Bos Taurus Bos da.meg delta dxy.meg fst.meg Gamma  giraffewith  gstmeg looy.meg
[£] Documentos # 1741fasta  taurusfasta stmeg st.meg outgtoup.f
as
&l Imsgenes
a
archivos para su [had 7 y 7
VY
Lightshot : 0 ~
secuencias nst.meg Okapia Okapia Ovis Ovis
tesis Johnstoni  Johnstonif  canadensis  canadensis.
1741 fasta asta 1741 fasta fasta
o Creative Cloud il
[ Este equipo
& Descargas
& D t
%] Documentos 3
B Fecritorin v
Nombre: | Ovis canadensis fasta v| [Aknown formats v
m
! Add sequences
Add sequences end-to-end
H Watch 3 training video
Drabe 5 =
| —_— ~ Recent Documents

Figura 20. Ventana para seleccionar el archivo con sus secuencias
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5. Se abrird un cuadro de dialogo donde puede seleccionar si sus secuencias son ADN, ARN o
Proteinas. Elija la opcidn que corresponda a sus secuencias

g4 2 - O
| File Edit View Align Festures Sequences Overview Search Window Help
@) Welcome | « *Untitled2.msa 13 = B | @k 2 WSyle MTa., §Pa. = O
[Z] overview L LGmE =
= Trees
Unaligned Sequences {16) Mame Method Status [+]
a
T T T T T T T T T T T
Ruler 500 1,000 1,500 2,000 2,500
KY650722.1 L ] "H
wirenma C )
< >
HE
equence Type for Untitled2.msa x
Sequences
Please select the default sequence type for Untitled2.msa
Unaligned Sequences (16)
Ruler 1 1
RNA Protein
KYE50722.1 ACC
KY&30717.1 ACCG TCCCCCTTCTATGTGGCGCTT T
DOI786121 acce| NG GAGTCCTGCGTEGEGACCACGI
DQ178614.1 ACCG AGTCATGCGTGGGACCACGCY
DQ178610.1 ACCGGATGGCCGCGATTTTTTGGAGTCATGCGTGGGACCACGCY
EU310406.1 ACCGGATGGCCGCGCTTTTTTTTTTAGGTGGGCCCTCGACCAA®
KF723259.1 ACCGGATGGCCGCGCECCCCCCCAGETGCCGTACTACCATGEG! | « >
KF723260.1 ACEGGATGGCCGEG(G(CCCCEEAGGTGCCGTAETA(CATGEG(H N -
INC_005850.1 ATGGCCGCCCGCCGCGCCCCCCCTGEGCCCCACTGATTAAAGT (|| @ Details 52 miobs B Features =]
AY508991.1 ATGGCCGCCCGCCECGCCCCCCETEGGCCCCACTEATTAAAGEC . . . @ ~
NC_0387921 ACCGGATGGCCACGATTTTTTGGAGTCATGCGTGEGACCACGS, || Getting Started in MegAlign Pro
EF458639.1 ACCGGATGGCCGCGATTTTTTTAAAAGTGGTCCCTACCACGAAC || Creste anew alignment project
EF544602.1 ACCGATGGCCAAAAAAAAATTTATGCCGGCCCCACCTGGCGGC Open a file
AY508993.2 ACCGGATGGCCGCGCGATTTTTTGCCCCCCCTCCTCCTCGAGA™ Import an alignment
NC_005852.2 ACCGGATGGCCGCGCGATTTTTTGCCCCCCCTECTCCTCGAGA”
EF544601.1 ACCGATGGCCAAAAAAAAATTTATGCCGGCCCCACCTRGCGGE | Addsequences
Add sequences end-to-end
< > || Watchatrsining video

ET #o :

+ Recent Documents

Figura 21. Cuadro de dialogo

6. Después de cargar sus secuencias puede hacer click en el nuevo botdn verde que aparecera en
la barra superior para realizar el alineamiento que desee utilizar.

Megalign Pro - Untitled2.msa — o be
File Edit View Align Features Sequences Overview Search Window Help
Ei8-
[@) Welcome Al = = 0| @ 32 Gyle MTa. §Pa. = O
Align Using ClustalW
) L LEa =
Align Using MAFFT = Trees
Align Using MUSCLE Name Method Status (]
a
Align Using Mauve BT PR lﬂlﬂﬂ as'nn
Align with Options... ) ~ H
Realign s 3 ©
Align Pairwise. >
Unaligned Sequences (16)
a
T T T T T T T
Ruler 1 1 10 20 30 40
KY¥650722.1 ACCGGATGGCCGCGCGATTTTTCCCCCCCCCCCACGTEGEGCGT
KY650717.1 ACCGGATGGCCGCGCGATTTTTTCCCCCCCCCACGTGGEGETE
DQITEEIZ ACCGGATGGCCGCGATTTTTTTGGAGTCCTGCGTGGGACCACG
DQ172614.1 ACCGGATGGCCGCGATTTTTTGGAGTCATGCGTGGGACCACGCY
DQ178610.1 ACCGGATGGCCGCGATTTTTTGGAGTCATGCGTGGGACCACGCY
EU310406.1 ACCGGATGGCCGCGCTTTTTTTTTTAGGTGGGCCCTCGACCAA®
KF723259.1 ACCGGATGGCCGCGCGCCCCCCCAGGTGCCGTACTACCATECG! | <« >
KF723260.1 ACCGEATGGCCGCGCGCCCCCCCAGGTGCCGTACTACCATGCG(H =
NC_005850.1 ATGGCCGEECCGCCGCECCCCCCCTGGEGCCCCACTGATTAAAGE | @ Details 52 molobs {8 Festures g
A¥508891.1 ATGGCCGECCGCC6CECCCCCCCTEGGCCCCACTEATTAAAGEL |\ oo W @ ~
NC_038792.1 ACCGGATGGCCGCGATTTTTTGEAGTCATGCGTGGGACCACGC, ntitledz.msa
EF452639.1 ACCGGATGGCCGCGATTTTTTTAAAAGTGGTCCCTACCACGAAC | Sequence type: DNA
EFS44502.1 ACCGATGGECAAAAAAAAATTTATGECGGCCCCACCTGGEGGE
AY508883.2 ACCGGATEGCCGLGCGATTTTTTGECCCCCCTCCTCCTCGAGA | | ypuiigned Sequences
NC_005852.2 ACCGGATGGCCGCGCGATTTTTTGECCCCCCTECTCCTCGAGA™ | 15
EF544601.1 ACCGATGGCCAAAAAAAAATTTATGCCGGCCCCACCTGGEGGE 5:::::5&112‘ DA
Min. sequence length: 2,560
< > Max. sequence length: 2,753
[ Seavences ol 2B e o

Figura 22. Boton para alinear secuencias.
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7. Después de alinear sus secuencias, en la barra inferior aparecerd una nueva opcién con el
nombre “Tree” al seleccionarla puede elegir si realizar in arbol de “Nieghbor-joining” o
“Maximun Likelihood”.

MegAlign Pro - Untitled2.msa - O X

File Edit View Align Features Sequences Overview Distance Tree Search Window Help

UoHB-0-02%

(@) welcome < *Untitled2msa £3 = 8 @k B PStyle MTra. §Pa. = B
[ overview Clustal W L LE& S
2 Trees
T T T T T T T T 1 - Name Method Status u
Ruler 500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 =
K¥650722.1 L L ) S N N U - I
KY650717.1 v
< >
HB
Clustal W L LEsE = |
I T T T T T T
Ruler 1 1 10 20 30 40
AcccGATEGEC- - - - - GCGCgaTTTTTtg-eCCCeCe----- -
&
ACCGGATGGEC - - - - - GCGCGATTTTTECECCCLCCCLE - - - - A
ACCGGATGGEC- - - - -GCGCGATTTTTTCCECCCCCC
ACCGGATGGCC - - - S-ATTTTTTT -
ACCGGATGGEC - - - CCATTTTTT-
ACCGGATGGCC - - - - -ATTTTTT-
ACCGGATGGEC-----6CGCTTTTTTTT -
ACCGGATGGEC - - - - - GCGCG----- -~~~ I Q 3
GEGCG---------- -
GCCCG---CCGCGECCCCCeCT - - @ Details 57 | @ Jobs I Features =0
6CCCG- - -CCGCGECCCLCCT - - R s
GCG- -ATTTTTT - ccmemmaae o Untitled2.msa 2
: ! L m— L LA Sequence type: DNA
Sequence Logo . Gc ey
. ananasy Alignment: Clustal W
Ruler2 ] i 0 i 5 9 1
< > Sequence type: DNA
Min. sequence length: 2,560
Pairwise £ | [ Distance H B Max sequencelength: 2753 .
. . .z s ” . .
Figura 23. Ubicacién de la opcidén “Tree” en la barra inferior
egAlign Pro - Untitled2.msa - o x
File Edit View Align Features Sequences Overview Distance Iree Search Window Help
: : @
EEB-0-@2 X
[@)Welcome | < “Untitled2.msa i3 = 8| @k 2| DStyle MTra.. §Pa. = O
[Z) overview Clustal W L Lhims =
£ Trees
T VAABRAARANRARSS amax) ARaaanas Name Method — Status [
Ruler 500 1,000 1,300 2,000 2,500 3,000 =
Kves0722.1 z - 4 )
KY650717.1 v
< >
HE
——
= =
< >
@ Details 57 |7 Jobs T Features = 8
. 7 A
Neighbar Joining: BIONJ  Maximum Likelihood: RAXML Untitled2.msa ?
Sequence type: DNA
+ Alignment
Alignment: Clustal W
Sequences:
Sequence type: DNA
Min. sequence length: 2,560
Sequences ]Pai'wise 8 HE Distance 63 Max. sequence length: 2,753 v

Figura 24. Opciones para crear un arbol
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Arbol de “Neighbor-joining”
8. Seleccione la opcidn de “Neighbor Joining”

8.1. Se abrira un cuadro de dialogo donde puede colocar un nombre para el arbol que se va a
generar. Después de nombrar su arbol haga click en “OK”

- O
File Edit View Align Festures Sequences Overiew Distance Tree Search Window Help
ffice,
E8-0-
(@) Welcome < “Untitled2msa £ = 5| @ 2 DSyle M. §Pa. = 5
Overview Clustal W. L DmE =
2 Trees
=
R ARES L R LS AR L ] Name Method Status [+]
Ruler 500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000
— 2 — —— I
KV50717.1 g v
< >
Compute Phyl o X |
e =
=] —
& Tree o vemefTeer ]|

Using: | Neighbor joining: BIONJ -

Reset to Default Cancel

> i ( ,
@ Details 57 o Jobs M Features =8
Neighbor Joining: BION)  Maximum Likelihood: RAxML Untitled2.msa @ 2
Sequence type: DNA

~ Alignment

Alignment: ~Clustal W
Sequences: 15

Sequence type: DNA
Min. sequence length: 2,560

i Sequences [T Pairwise 57 | |[F] Distance H B | Max. sequence length: 2753

Figura 25. Cuadro de dialogo para nombrar su arbol

8.2. Después de hacer click en “OK” el programa realizara el analisis para generar su arbol y
después de terminar obtendra su arbol en la ventana “Tree”.

MegAlign Pre - Untitled2.msa - ] X

Fle Edit View Align Features Sequences Overview Distance Tree Search Window Help

HiB-0-

@ Welcome & “Untitled2msa £3 = 0 @k 2 USyle MTa. §Pa. = O
Overview Clustal W L DiEE s
— — Ali=s
m =
auler T T T T T T T T T T Name Method Status o
500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 Tree ! BION) Dane
Kv6s0722.1 £ . . ——h ~
d [
KY850717.1 v
>
ELE
[ Tree 1 BION) Ll Y% Do @8O =3
I aoie 1 parssi0 ~
—— DQI78614.1
B DQI78612.1
KY50722.1
KYB50717.1
I KF723259.1
KF723260.1
< >
| EF544602.1 . -
1 crsassont @ Details 52 | Jobs [ Features 8
. @ A
EF458639.1 UntitledZ.msa @
078 s
FU310406.1 Sequence type: DNA.
AY508991.1 ~ Alignment
NC_005850.1 Alignment: Clustal W
AY508993.2 Sequences: 16

NC_005852.2 v | Sequencetype: DNA

= — = Min. sequence length: 2,560
i Sequences | |[T] Pairwise 53 | [T Distance i Tree x E B | Max sequence length: 2753

Figura 26. Arbol generado
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8.3. Puede hacer click en la opcién “Style” en la ventana derecha para modificar su arbol o
puede hacer click en el icono de cdmara en la barra sobre su arbol para guardarlo como
una imagen

MegAlign Pre - Untitled2.msa

- a X
File Edit View Align Features Sequences Oveniew Distance Tree Search Window Help
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EB-0-
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3 Overview
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- - “ B g 3 Multiple Alignment
NC_038792.1 QTR | U A ME Pairwise Alignment
3 Distance
DQI7EEIO preeervavey - vo||]2 Tree =
ga b Layout 2l
HO||zxrakE
BION Ole @m0 = | v
Font: Aial v
Branches: [ Line: El Label: None Nodes: Segoe Ul Box S on na
 — — CJBackground:
M ~
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H Width: 2
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KvesoTiza @ Details 57 | Jobs T2 Festures =]
KF723259.1 B @
KF723260.1 Untitled2.msa @
Sequence type: DNA
| EF544602.1 e e
0.139 1
EF544601.1 S
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Sequences: 16
o EU310406.1
rwenmana s v | Sequence type: DNA
Min. sequence length: 2,560
Sequences | |[I| Pairwise 1 | |[5] Distance 5| Max. sequence length: 2753 .

Figura 25. Opciones de estilo y opcién para guardad su arbol.
Arbol de Maximun likelihood

9. Seleccione la opcidn “Maximum likelihood”
9.1. Se abrird un nuevo cuadro de dialogo donde puede elegir el nombre de su arbol, asi como
ajustar las opciones de su analisis.

€9 miegn a2 - o
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G
E@-0-
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. annnnstd Alignment: Clustal W
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Min. sequence length: 2,360
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Figura 26. Cuadro de dialogo con las opciones para el andlisis de maxima verosimilitud.




Nota: La opcién “Threads” significa la cantidad de recursos de su computadora que se utilizaran

para el analisis. Si no sabe la cantidad optima que su computadora permite no cambie el valor
predeterminado.

9.2. Después de hacer click en “OK” el programa realizara el andlisis y generara el arbol. Una
vez terminado el andlisis puede utilizar la opcidn de “Style” para editar su drbol o guardarlo

utilizando el botén de camara en la barra sobre su arbol.
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- a x
File Edit View Align Festures Sequences Overview Distance Iree Search Window Help
ey
HB 0-
[@) weicome <« “Untitled2.msa &1 = O ||@bpl. | Fsyle 3 M. §Pa. = O
Overview Clustal W P EE =
3 Overview
1 =
Ruler T T T T T 1 3 Sequence
500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 % Mutipic Alignment
NC_038782.1 Z e Tl ~ Iz Painvise Alignment
3 Distance
DQ178510.1 £ v |2 T =
g 24 Layout e
20 |2vaE
Tree3 RAYML (Snapshot) LSk @9 DBE @0 == | oo
] Fent: Segoe Ul ~9 B
~
[JBackground:
EFSA4601.1
H 0rs EFS544602.1 e
EF458639.1 Color Iil
1 )
e |
Av508092.2 Branch label: | Distance
NC_005852.2 Decimal places: |3
v
AY508991.1
NC_005850.1 @ Details 57 @ Jobs T Features =0
e DQ178612.1 Tree 3 @
DQ178614.1 Likelihood score (InL): -19341547533
orst o NC_038792.1
Q1726101 ~ bata
Alignment: Clustal W
KY50722.1
0045 .
o120 \CvAsO717 1
< >
£ Sequences [T] Pairwise &2 | |[7] Distance free X 28

Figura 27. opciones de estilo y para guardar

Nota: Este analisis tiende a ser mas tardado y el tiempo que tomara depende de las

especificaciones de su computadora.

du arbol.
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