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RESUMEN

Al estudiar la etiologia de la enfermedad del “enchinado foliar” en el cultivo del tomate
en Baja California Sur (BCS), se detectaron tres geminivirus no descritos y uno
previamente reportado en México. Las pruebas de DAS-ELISA, la separacion
electroforética de la forma replicativa (FR) del ADN viral, los analisis de hibridacion
molecular y la amplificacion por PCR nos indicaron que estos geminivirus tienen dos
moléculas de ADN de cadena sencilla (bipartitas) y que pertenecen al género
Begomovirus. Las reacciones de PCR fueron realizadas con iniciadores genéricos y
especificos que amplifican los genes: AV1 (CP), AC1 (Rep), AC2 (TraP), AC3 (REn),
incluyendo la region intergénica (RI). Los productos de PCR clonados y secuenciados se
compararon por alineamientos locales (BLAST) usando como referencia los geminivirus
de la base de datos del NCBI (GenBank). Las secuencias que produjeron las mas altas
identidades fueron comparadas por alineaciones multiples en el programa MegAlign
(DNASTAR) basados en la secuencia nucleotidica (nt) completa del componente A
(ADN-A) o en un fragmento (RI-1.1 kb) que incluye la regién amino terminal de Rep y
CP, asi como la RI. En el 4rea de La Paz se detectd un geminivirus con un 73.8 % (nt) de
identidad (ADN-A) con el virus del enrollamiento severo del tomate (Tomato severe leaf
curl virus-ToSLCV) y un 83.8 % de identidad (RI-1.1 kb) con un geminivirus
parcialmente caracterizado, tentativamente nombrado virus del jaspeado ligero del
tomate (Tomato mild mottle virus, TOMMoV). En la misma regidon se encontr6 un
geminivirus con un 98 % de identidad (RI-1.1 kb) con la variante de Tamaulipas del
virus del mosaico dorado del chile (Pepper golden mosaic virus-PepGMV-[Tam]). En la
region de el Calandrio se detectd un geminivirus con un 82.8 % de identidad (RI-1.1 kb)
con el ToSLCV. Finalmente, en el Carrizal se detectd un geminivirus con la identidad
mas alta (90.2%) con el virus aislado de La Paz. Basados en los analisis de identidad,
filogenia y estructura de iterones estos geminivirus fueron designados como: chino del
tomate de La Paz (Tomato chino de La Paz virus-ToChLPV [AY339618]), chino del
tomate de el Calandrio (Tomato chino Calandrio virus-TChCV [AY336088]) y chino
del tomate de Baja California Sur (Tomato chino Baja California Sur virus-ToChBCSV
[AY339619]). Los virus fueron experimentalmente inoculados por varios métodos,
observandose diferentes eficiencias de transmision (EfT). Mecanicamente se obtuvo una
EfT de 35% y un 100% por biobalistica y por injerto, mientras que por medio de
mosquitas blancas (mb) se obtuvo una EfT del 65 al 83.3 %. Los sintomas observados en
las plantas infectadas experimentalmente (arrugamientos foliares, mosaicos, enanismo y
reduccion de foliolos) fueron similares a los observados en infecciones naturales. El
rango de hospedantes se encontrd delimitado a la familia Solanaceae, donde el tomate y
el chile son hospedantes naturales, mientras que el tomatillo (Physalis ixocarpa),
toloache (Datura discolor) y tabaquillo (Nicotiana glauca [asintomatica]) se encontraron
como hospedantes alternos. Las poblaciones mas altas de mb fueron registradas en junio
(11 mb/hoja) coincidiendo con las altas incidencias (92-100%) de la enfermedad y altos
niveles de severidad (9 en escala de 1-10). Se detecto la presencia de los biotipos A y B
de Bemisia tabaci, transmisores especificos de estos geminivirus e involucrados con la
enfermedad del “chino del tomate de BCS”.

Palabras clave adicionales: Begomovirus, Bemisia spp., virus de ADN de plantas.
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ABSTRACT

In the aim to study the etiology of the tomato “chino” leaf curl disease in Baja
California Sur (BCS) tomato crops, three new geminiviruses and one previously
reported in Mexico were detected. DAS-ELISA, electrophoresis motility of DNA
replicative form (RF), DNA hybridization and PCR assays, as well as, sequences
analysis indicated that these geminivirus have two single-stranded DNA molecules
(bipartite) and belong to the genus Begomovirus. PCR reactions were realized using
specific and degenerate primers that target the AV1 (CP), AC1 (Rep), AC2 (Trap), AC3
(REn) genes, including the intergenic region (IR). Amplicons were cloned and
sequenced and compared by local alignment (BLAST) to other geminiviruses and of the
NCBI data base (GenBank). The nucleotide (nt) sequences with the highest scores were
analyzed by multiple alignments using MegAlign (DNASTAR), based on the identities
percentages of the complete DNA-A sequence, either in the fragment (IR-1.1 kb) that
includes the amino termini region of Rep and CP as well as the IR. A geminivirus
sharing a 73.8% nt identity (DNA-A) to Tomato severe leaf curl virus (ToSLCV) and
83.8% (IR-1.1 kb) to the partially characterized Tomato mild mottle virus (ToMMoV)
was detected in La Paz. In the same region, a geminivirus sharing 98% (IR-1.1 kb) nt
identity to Pepper golden mosaic virus-PepGMV Tamaulipas strain was found. An
isolate from the Calandrio area shared 82.8% nt sequence identity (IR-1.1 kb) to
ToSLCV. Finally, the geminivirus found in the Carrizal shared the highest nt identity
(90.2%) to the La Paz isolate. Based on the nt identity, phylogeny and structural
analysis of iterons these geminivirus were named: Tomato chino La Paz virus-
ToChLPV (AY339618), Tomato chino Calandrio virus-TChCV (AY336088), and
Tomato chino Baja California Sur virus-ToChBCSV (AY339619). These viruses were
experimentally transmitted by several methods, being observed different transmission
efficiency (TEf). By mechanical methods a TEf of 35% and 100% by grafting and
biolistically methods were observed, whereas, a TEf of 65 to 83.3% by whiteflies (wf)
were observed. The symptoms observed in the experimental infected plants (leaf
curling, mosaic patterns, stunting and reduced leaf size) were similar from those
observed in the field. The host range was found delimited to the family Solanaceae,
where tomato and peppers were the natural hosts, whereas, green tomato (Physalis
ixocarpa), jimsonweed (Datura discolor) and wild tobacco (Nicotiana glauca
[asymptomatic]) were alternate hosts. The highest population density of wf was
registered in June (11 wf/leaf), matching with the highest incidences (92% to 100%) and
high severity levels (9 in a 1-10 scale) of the disease. Bemisia tabaci biotypes A and B,
specific transmitter of these viruses and associated to the tomato leaf curl “chino”
disease in BCS fields were detected.

Additional key words: Begomovirus, Bemisia spp., plant DNA viruses.
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ABREVIATURAS DE GEMINIVIRUS

Virus Acronimo No. de acceso
al GenBank

Determinados en este estudio
Tomato chino La Paz virus ToChLPV AY339618
Tomato Chino Calandrio virus TChCV AY336088
Tomato chino Baja California Sur virus ToChBCSV AY339619
Pepper golden mosaic virus-La Paz PepGMV-[La Paz] AY368336
Del banco de datos del GenBank
Abutilon mosaic virus-Hawaii AbMV Us1137
African cassava mosaic virus-Kenia ACMV-KE J02057
Bean calico mosaic virus BCaMV AF110189
Bean golden mosaic virus-Guatemala BGMV-GA M91604
Bean golden yellow mosaic virus-México BGYMV AF173555
Cabbage leaf curl virus CaLCuV U65529
Chino del tomate virus CdTV AF101476
Cotton leaf crumple virus CLCrV AF335426
Cucurbit Leaf Curl Virus CuLCuV AF224760
Maize streak virus MSV AF329885
Melon chlorotic mosaic virus MCLCuV AF325497
Melon chlorotic leaf curl virus MCLCuV AF325497
Pepper golden mosaic virus- Tamaulipas PepGMV AF077025
Pepper huasteco yellow vein virus-Sinaloa PHYVV AY044162
Pepper mild tigré virus PepMTV AF058023
Potato yellow mosaic virus PYMV D00940
Rhynchosia golden mosaic virus RhGMV AF239671
Sida golden mosaic Honduras virus SiGMHV Y11098
Sida yellow mosaic virus SiYMV AY090558
Squash leaf curl virus SLCV M38183
Squash mild leaf curl virus SMLCV AF421552
Squash yellow mild mottle virus SYMMoV AY064391
South African cassava mosaic virus SACMV AF155807
Tomato geminivirus (Nicaragua) Sin nombre AJ277061
Tomato golden mosaic virus TGMV K02029
Tomato leaf curl virus ToLCV AF084007
Tomato leaf curl Sinaloa virus ToLCSinV AF110516
Tomato mild mottle virus ToMMoV AF131071
Tomato mosaic Barbados virus ToMBV AF213013
Tomato mosaic Habana virus ToMHV Y 14874
Tomato mosaic Barbados virus ToMBV AF213014
Tomato mottle Taino virus ToMoTV AF012300
Tomato mottle virus-Florida ToMoV L14460
Tomato rugose mosaic virus ToRMV AF291705
Tomato severe leaf curl virus-Guatemala ToSLCV AF130415
Tomato yellow leaf curl virus TYLCV X15656
Tomato yellow mosaic virus ToYMoV AF150742
Tomato etch virus TEV Ref.
Tobacco mosaic virus ™V Ref.
Lettuce infectious yellows virus LIYV Ref.
Tomato infectious yellows crinivirus TIYCV Ref.

NOTA: Ref= Secuencia no utilizada en los alineamientos multiples, pero referida en el texto. En negritas,
especies aceptadas por el ICTV. En letras normales, especies tentativa
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I INTRODUCCION

La region horticola de la peninsula de Baja California con una superficie cultivable de
aproximadamente 10000 ha, es considerada como altamente tecnificada, donde mas del
90% de la produccion estd destinado a exportacion a los mercados de Estados Unidos y
Canada. (The Tomato Magazine, 1997). El cultivo del tomate en el estado de Baja
California Sur (BCS) se encuentra entre los primeros cinco cultivos de hortalizas con mas
superficie cosechada por afio entre 1993 y 1998. Durante ese periodo, el promedio del
volumen de produccién estatal fue de 310,000 toneladas. Ademas, Baja California Sur
estuvo entre los primeros cinco estados con mas superficie programada (1500 ha) para la
siembra de tomate durante el ciclo otofo-invierno 2000-2001. (SEFOA, 2004). Segun datos
del censo del 2000 del Programa Nacional de Jornaleros Agricolas (PRONJAG), existen
alrededor de 20 mil jornaleros en la entidad que constituyen la mano de obra agricola. Por
otro lado, al igual que en otras regiones de la peninsula, la mayor parte de la produccion se
destina a la exportacion con lo que se generan importantes entradas de divisas al pais.
Ademas, la importancia de este cultivo se manifiesta también en la economia local por el
alto consumo de insumos agricolas. Los sistemas de produccion en la peninsula se
consideran altamente tecnificados, contando con sistemas irrigacion por goteo, fertigacion
automatizada, acolchados plésticos y manejo integrado de plagas y enfermedades (The
Tomato Magazine, 1997). Sin embargo, uno de los factores limitantes mas importantes en
la rentabilidad de este cultivo es la presencia de enfermedades, sobre todo las de origen
geminiviral, las cuales cada dia estan cobrando mas importancia en todas las regiones

horticolas del mundo entero.
1.1. DISTRIBUCION MUNDIAL DE GEMINIVIRUS
Los geminivirus se distribuyen principalmente en las regiones tropicales y subtropicales de

todo el mundo, especialmente en las regiones mediterraneas, sudeste Asidtico, Medio

Oriente y Africa tropical, donde en las ultimas décadas se ha convertido en un factor



limitante en la produccién de tomate. Los sintomas se caracterizan por clorosis
(amarillamientos), rizado de foliolos y enanismo de plantas. La incidencias de
enfermedades geminivirales en América es relativamente reciente (Brown, 1990),
presentandose el primer reporte de una enfermedad de este tipo en Brasil, a principios de
1960. El agente causal encontrado fue el virus del mosaico dorado del tomate 7Tomato
golden mosaic virus-TGMV (Hamilton et al., 1981). Hasta los 80 los inicos geminivirus
determinados como causantes de infecciones en tomate en América fueron el TGMV en
Brasil (Hamilton et al., 1984), el virus del mosaico amarillo del tomate Tomato yellow
mosaic virus-ToYMoV en Venezuela (Anzola y Lastra, 1985) y el chino del tomate Chino
del tomate virus-CdTV en México (Brown y Nelson, 1988). A partir de ahi fue cuando
comenzaron a aparecer epidemias de geminivirus en tomate en varias zonas tropicales del
continente americano (Polston et al., 1994), incluyendo el Caribe (Brown y Bird, 1992),
Centroamérica (Nakhla et al., 1994) y Norteamérica (Brown y Bird, 1992). Por las pérdidas
ocasionadas en el cultivo del tomate y por la importancia epidemiologica de la relativa
cercania geografica, tiene especial importancia la presencia de epifitias en Florida, EUA
(Simone et al., 1990; Schuster et al., 1991; Abouzid et al., 1992), Sinaloa y Tamaulipas,
Meéxico (Brown y Nelson, 1988; Garzon-Tiznado et al., 1993; Brown et al., 1993; Torres-
Pacheco et al., 1996). Por otro lado, en casi toda América se estan incrementando los
reportes de aparicion de nuevas enfermedades de supuesta etiologia geminiviral, que estan
infectando cultivos de importancia comercial como: tomate, chile, calabaza, tabaco,

algodon, yuca, frijol y papa, entre los mas importantes (Polston y Anderson, 1997).

1.2. GEMINIVIRUS EN MEXICO

Los geminivirus son unos de los patégenos més devastadores del cultivo del tomate,
pudiendo ocasionar pérdidas totales, sobre todo cuando se presentan altas infestaciones de
mosquitas blancas (Bemisia tabaci Gennadius), la cual es el vector transmisor de
geminivirus, principalmente del genero Begomovirus (Simone et al., 1990; Brown y Bird,
1992). En México, se ha estudiado con énfasis las enfermedades causadas por geminivirus

en los cultivos de chile y tomate debido a que estos se encuentran en la mayoria de las areas



horticolas del pais, y al parecer, existe un gran nimero de enfermedades en varios cultivos
causadas por geminivirus que ain no se han caracterizado (Brown y Nelson, 1988; Torres-
Pacheco et al., 1996). Los geminivirus aislados o detectados en México en el cultivo del
chile y tomate se presentan en el cuadro 1. Entre los méas importantes por su distribucion se
encuentran el virus del mosaico dorado del chile Pepper golden mosaic virus-PepGMV vy el
virus huasteco del chile Pepper huasteco yellow vein virus-PHYVV (Torres-Pacheco et al.,
1996; Garzon-Tiznado et al., 2001). El virus de la hoja enrollada del tomate de Sinaloa
Tomato leaf curl Sinaloa virus-ToLCSinV y CdTV se han encontrado principalmente en
Sinaloa (Brown y Nelson, 1988; Idris et al., 1993; Brown et al., 2000). Tiene especial
importancia la deteccion en Yucatan del virus del encrespamiento amarillo de las hojas del
tomate Tomato yellow leaf curl virus-TYLCV, llegado de El Caribe (Ascencio-Ibafiez et
al., 1999) y el cual se encuentra enlistado como plaga cuarentenada en Europa y la region
mediterranea, region de donde se origind (Navot et al., 1991). Recientemente en los estados
de Yucatan, Campeche y Quintana Roo se detectaron los virus; moteado del tomate Tomato
mottle virus-ToMoV, moteado Taino del tomate Tomato mottle Taino virus-ToMoTV,
mosaico dorado del frijol Bean golden mosaic virus-BGMV Yy al virus del mosaico dorado
del tomate Tomato golden mosaic virus-TGMYV en el cultivo de chile tipo habanero (Diaz-
Plaza et al., 2002). Por otro lado en el Valle del Mayo (Sonora) se ha detectado el virus de
la hoja enrollada (Squash leaf curl virus-SLCV) en el cultivo de la calabaza (Delgadillo et
al., 1989). En el cuadro 1 se presentan los geminivirus mas importantes en detectados en
Meéxico a la fecha. El estudio de los geminivirus es cada vez mas complejo y complicado en
razon de la presencia de complejos virales (Mansoor et al., 2003), aunado a un rango de
hospedantes cada vez mas amplio y a la presencia de biotipos diferentes de mosquitas
(Bedford et al., 1994; Rosell et al., 1997). Por otro lado, existen varios virus parcialmente
caracterizados, lo que a veces hace dificil establecer parentescos filogenéticos bien
definidas. La emergencia de enfermedades geminivirales ha sido asociada a la evolucion de
las poblaciones de mosquitas blancas, particularmente con la dispersion de B. tabaci en
areas tropicales. Con respecto al insecto vector se han determinado variantes o especies
muy relacionadas con B. tabaci a los que se les ha llamado biotipos. Aunque estos biotipos

coexisten juntos en la mayoria de los agrosistemas de América, existen diferencias



importantes por las implicaciones epidemiologicas que cada una ocasiona. En zonas
tropicales y sub-tropicales, por ejemplo, la problemadtica se ha acrecentado debido a que las
condiciones climdticas han incrementado las poblaciones de mosquitas blancas, sobre todo
la del biotipo B, la cual se considera mas agresiva que los biotipos endémicos de América
(biotipo A). El biotipo B se ha adaptado y establecido bien en grandes extensiones debido
al posible desarrollo de resistencia a insecticidas, alta tasa reproductiva y fuerte adaptacion
a diferentes familias de plantas, principalmente solaniceas (Brown et al., 1990; Costa et al.,

1991).

1.3. GEMINIVIRUS EN BAJA CALIFORNIA SUR

A pesar de la alta tecnificaciéon en los sistemas de produccion de la peninsula, los
problemas de virosis se han presentado en forma recurrente. En la regiones horticolas de la
region sur de Baja California en muestreos preliminares, se detectaron plantas de tomate
con sintomatologia tipica de infecciones geminivirales, ademas, de observar la presencia de
altas poblaciones de mosquitas blancas (conocido vector de geminivirus). Posteriores
diagnosticos en el Valle de El Carrizal (Agricola Agrodelicias), evidenciaron la presencia
de geminivirus (Laboratorio de Diagndstico Fitopatologico del Campo experimental Valle
de Culiacan). Los problemas con éste tipo de patdogenos estd ahora extendido en toda la
peninsula, principalmente en las regiones tomateras mas importantes como; San Quintin,
Vizcaino y La Paz (Fig. 1). Los reportes de enfermedades geminivirales para la peninsula
de Baja California ha sido solamente para algunos virus cosmopolitas como los detectados
en el Valle de Santo Domingo, localidad ubicada aproximadamente a 200 km al norte de La
Paz, donde se reportd la presencia del virus jaspeado del tabaco Tobacco etch virus-TEV y
el virus del mosaico del tabaco Tobacco mosaic virus-TMV (SARH, 1986; Cortéz-
Mondaca, 1994). De forma sorprendente, los reportes de incidencias de enfermedades
virales son escasos, imprecisos y limitados en informacion, sobre todo en lo concerniente a

geminivirus, donde la informacion disponible es practicamente nula.



Cuadro 1. Geminivirus mas importantes detectados o aislados en México en el cultivo del
tomate y chile.

Virus' Sinonimos

CdTV Se aisla en Sinaloa (Brown y Nelson, 1988). En 1994 se caracteriza el
Tomato leaf crumple virus-TLCrV (Paplomatas et al, 1994), hoy
conocida como variante del CdTV

PepMTV Se aisla en Tamaulipas, México (Brown et al., 1989). Esta propuesta
como especie tentativa (ICTV)

PepGMV Se detecta por primera vez en 1987 en Texas. Conocido originalmente
como Texas pepper geminivirus-TPGV (Stenger et al., 1990). El mismo
afio se identifica al Serrano golden mosaic virus-SGMV (Brown y
Poulos, 1990), hoy conocida como una variante del PepGMV. En 1995
se aisla el Pepper jalapefio virus-PJV (Arguello-Astorga et al., 1994b),
hoy conocido también como una variante del PepGMV.

PHYYV Se aisla en Tamaulipas. Anteriormente conocido como Pepper huasteco
virus-PHV (Garzon-Tiznado et al., 1993)

ToLCSinV  Se aisla en Sinaloa (Brown ef al., 1993). Anteriormente referido como
Sinaloa tomato leaf curl virus-STLCV (Idris y Brown, 1998). Propuesta
como nueva especie por el ICTV.

TYLCV Se aisla originalmente en Israel (Navot et al, 1991). Detectado
recientemente en Yucatan, México (Ascencio-Ibanez et al., 1999).

ToMoTV Se aisla en Cuba (Ramos et al., 1997). Anteriormente referido como
Taino tomato mottle virus-TTMoV. Detectado en chile en México
(Diaz-Plaza et al ., 2002).

ToMoV Se aisla en Florida, EUA (Abouzid et al., 1992). Detectado en Yucatan
(Garrido-Ramirez y Gilbertson, 1998) y en chile habanero en el sureste
de México (Diaz-Plaza et al., 2002).

1 CdTV= Chino del tomate virus, TLCrV= Tomato leaf crumple virus, PepMTV= Pepper mild tigre virus,
PepGMV= Pepper golden mosaic virus, SGMV= Serrano golden mosaic virus, PJV= Pepper jalapefio virus,
TPV= Texas pepper virus, PHYVV= Pepper huasteco yellow vein virus, ToLCSinV= Tomato leaf curl
Sinaloa virus, TYLCV= Tomato yellow leaf curl virus, ToMoTV= Tomato mosaic Taino virus, ToMoV=
Tomato mottle virus. Nombres en cursivas corresponden a especies bien definidas de acuerdo al ICTV.
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Figura 1. Distribucion de la produccion de tomate en la peninsula de Baja California.
Mexicali= 150 ha, Ensenada= 400 ha, San Felipe= 200 ha, San Quintin 9000 ha, Vizcaino
800 ha, Costa Sur de BCS= 1000 ha. (The Tomato Magazine, 1997).



En el cuadro 2 se presentan los eventos mas relevantes de las cuatro ultimas décadas en
cuanto a la presencia de enfermedades geminivirales en México.

Cuadro 2. Eventos importantes de la presencia de enfermedades geminivirales en México.

Aio Evento

1973 Presencia de “enchinamientos” en tomate en Sinaloa (Gonzalez y Cervantes, 1973).

1982 Se presentan en Tamaulipas serias epifitias ocasionadas por el sindrome “rizado amarillo del
chile” (Garzon, 1987).

1984 El sindrome de la enfermedad del “chino” es estudiado por técnicas de microscopia y es asociado a
infecciones por geminivirus. (Brown y Hine, 1984).

1985 Presencia del sindrome “planta atigrada” en Puebla en chiles tipo serranos. (Garzon-Tiznado y
Galindo-Alonso, 1985).

1988 Identificacion del CdTV en frijol en Sinaloa (Brown y Nelson, 1988).

1989 Identificacion del PepMTV en chile como agente causal de la “planta atigrada” y donde al parecer
esta involucrado también CdTV (Brown ef al., 1989).

1990 Identificacion del Texas pepper geminivirus-TPGV en Ri6 Grande Valley, Texas (Stenger et al.,
1990). Hoy conocido como PepGMV.

1990 Se realizan transmisiones mecanicas del SGMV en chiles serranos en Sinaloa (Brown y Poulos,
1990). Aunque presenta algunas propiedades bioldgicas distintas hoy en dia se considera una
variante del PepGMYV (anteriormente TPV).

1990 Presencia de epidemias de origen geminiviral en tomates y chiles Florida (Simone et al., 1990;
Gilbertson et al., 1991).

1992 Identificacion del ToMoV en Florida (Abouzid ef al., 1992).

1993 Deteccion en Sinaloa del STLCV (Brown et al., 1993). Hoy conocido como ToLCSinV.

1993 Secuenciacion completa del Pepper huasteco virus-PHV como agente causal del “rizado amarillo”
(Torres-Pacheco et al., 1993; Garzon-Tiznado et al., 1993). Hoy conocido como PHYVV.

1993 PHV es encontrado involucrado en la enfermedad de la “planta atigrada” (Garzén-Tiznado ef al.,
1993).

1994 Identificacion del Tomato leaf crumple virus- TLCrV en tomate en Culiacan, Sinaloa (Paplomatas
et al., 1994). Hoy considerado como una variante de CdTV.

1994 Identificacion del Pepper jalapefio virus-PJV, aislamiento relacionado con el TPV (Arguello-
Astorga et al., 1994). Hoy considerada como una variante del PepGMV.

1995 Deteccion de interaccion entre PHV y PJV, asociado a la enfermedad del “rizado amarillo”
(Torres-Pacheco et al., 1996).

1996 Deteccion de geminivirus en México y suroeste de Estados Unidos. PHV (Tamaulipas, Sinaloa,
Guanajuato y Quintana Roo); CdTV (Sinaloa, Chiapas, Morelos, Tamaulipas); PJV-TPV (Sinaloa,
Michoacan, Colima) (Torres-Pacheco et al., 1996).

1997 Identificacién del ToMoTV en tomate en Cuba (Ramos ef al., 1997).

1999 Deteccion de TYLCV y ToMoV en tomate en Yucatan. (Ascencio-Ibaiiez ef al., 1999).

1999 Deteccion de CdTV y PHV en tomates de invernadero en Sonora. (Idris ef al., 1999).

2000 Deteccion de PepGMV en tomate-Costa Rica (Lotrakul ez al., 2000).

2001 Deteccion de PHV, TPV (PepGMV-[Tam]) y CdTV en chile en Guanajuato, Jalisco y San Luis
Potosi. (Garzon- Tiznado et al., 2001).

2002 ToMoV en chile en el sureste de México (Diaz-Plaza et al., 2002).

2002 ToMoTYV en chile en el sureste de México (Ramos et al., 1997; Diaz-Plaza et al., 2002).

Determinados en este trabajo

2003 Deteccion de un aislamiento muy relacionado con el ToSLCV (Holguin-Pena et al., 2003).
Recientemente referido como Tomato chino Calandrio virus-TChCV

2003 Deteccion del PepGMYV en La Paz, BCS (Holguin-Pefia et al., 2004a; Holguin-Pea et al., 2004c).

2004 Identificacion del ToChLPV y ToChBCSV como agentes causales del “enchinado foliar del

tomate” de La Paz y El Carrizal, respectivamente (Holguin-Pea ef al., 2004b).




1.4. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS GEMINIVIRUS

Este tipo de virus estan constituidos por acidos nucleicos y proteinas que se propagan solo
en el interior de células vivas y que tienen la capacidad de producir una enfermedad. Estos
pueden ser de acido ribonucleico (ARN) o de acido desoxiribonucleico (ADN). En la
mayoria de los virus vegetales este material genético estd cubierto por una capside
proteinica. En el caso de los virus con genoma formado por ADN, este puede ser de cadena
sencilla o de cadena doble. De todos los virus que tienen ADN como genoma, los virus de
cadena sencilla son, por mucho, los méas importantes desde el punto de vista agricola.
Dentro de este grupo se encuentran los geminivirus, los cuales se encuentran entre los
patégenos mas importantes que infectan al cultivo del tomate (Agrios, 1997). Bird y
Maramorosch (1978) establecieron la inusual estructura de los geminivirus, con su par de
capsulas isométricas de 20 x 30 nm geminadas, las cuales se ven como dos icosaedros

fusionados, rasgo unico que caracteriza a este grupo de virus (Fig. 2).

Figura 2. Micrografia electronica de particulas geminivirales, mostrando la estructura geminada e
icosaedrica (Biichen, 2004).

El genoma de los geminivirus estd formado por ADN circular de cadena sencilla (ADNcs)
entre 2.5 y 2.8 kb (Lazarowitz, 1992). El genoma de algunos geminivirus puede estar

constituido por dos de éstas moléculas y aunque se encuentran encapsidadas en particulas



separadas (conocidos como componente A y B), ambos componentes genomicos son
requeridos para la infeccion (Stanley y Gay, 1983). La cubierta proteinica de los
geminivirus consiste de subunidades proteinicas con un peso molecular aproximado de 28
kDa (Rybicki et al., 1994). Aunque algunos geminivirus pueden ser transmitidos
experimentalmente utilizando inoculacién mecanica, la forma natural de su diseminacién es
por medio de insectos vectores. Algunos geminivirus son transmitidos por chicharritas
pertenecientes a las familias Cicadellidae y Membracidae; mientras que otros geminivirus
son transmitidos por mosca blanca de la familia Aleyrodidae (Brown y Bird, 1992) y
recientemente se reconoce como un grupo aparte a los geminivirus que son transmitidos por

escamas de la familia Membracidae (Rybicki et al., 2000).

1.5. CLASIFICACION TAXONOMICA DE LA FAMILIA Geminiviridae

Los geminivirus estan divididos en cuatro grupos (Cuadro 3) de acuerdo al Comité
Internacional en Taxonomia de Virus (ICTV por sus siglas en ingles). La agrupacion
taxonémica de estos virus estd dada por la organizacion genomica y las propiedades
bioldgicas (tipo de hospedante e insecto vector) (Pringle, 1999; Rybicki et al., 2000;
Fauquet et al., 2003).

Cuadro 3. Clasificacion de geminivirus basada en la especificidad del hospedante, tipo de
vector y estructura genomica.

Grupo Miembro tipo' Tipo de Vector/Familia Genoma
hospedante (DNAcs)
Mastrevirus MSV Monocotiledéneas Chicharritas Monopartita
(Cicadellidae)
Curtovirus BCTV Dicotiledoneas Chicharritas Monopartita
(Cicadellidae,
Membracidae)
Begomovirus BGYMV Dicotileddneas Mosquita blanca Bipartita,
(Aleyrodidae) Monopartita
Topocuvirus TPCTV Dicotiledoneas Escamas Monopartita
(Membracidae)

"' MSV = Maize streak virus, BCTV = Beet curly top virus, BGYMV= Bean golden yellow mosaic
virus (anteriormente Bean golden mosaic virus-Puerto Rico), TPCTV= Tomato pseudo curly top
VIFus.
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La mayoria de los geminivirus que afectan al cultivo del tomate en América y en México,
pertenecen al género mas numeroso y mejor caracterizado, los Begomovirus. Estos
geminivirus que infectan dicotiledoneas, son transmitidos por mosquitas blancas y la
mayoria presenta genoma bipartita. A este grupo pertenecen también la mayoria de los
geminivirus detectados en México como: PepGMV, PHYVV, CdTV, ToLCSinV vy
ToMoV. Exceptuando a TYLCV que es del tipo monopartita (Navot et al., 1991). Cabe
mencionar que existe un aislamiento de Tailandia (TYLCV-Th) ha sido reportado con dos

componentes genomicos (Rochester et al., 1990).

1.6. ORGANIZACION GENOMICA

Como se muestra en el diagrama de la figura 3, todos los geminivirus bipartitas que han
sido secuenciados hasta la fecha pertenecen a los Begomovirus y tienen similar
organizacion genomica conteniendo un total de seis a siete marcos de lectura abiertos
(MLA) que corresponden a cada uno de los genes. En el componente A se encuentran de
cuatro a cinco MLA en sentido reverso (complementario) y de uno a dos MLA en sentido
directo o del virion. En el componente B (cuando esta presente) se encuentran dos MLA.
Ambos componentes son completamente diferentes en su secuencia excepto por unos ~200
nt de la region intergénica no codificante localizados en la llamada region comun.
(Lazarowitz, 1992). La secuencia de la region comun es idéntica tanto en el componente A
como en el B de cualquier geminivirus simple bipartita, pero es diferente a cualquier otro
geminivirus con excepcion de una secuencia de *30 nt (G G C C A [t/a] C C G N [t/a ][t/a]
TAATATTACCGG]|[t/a] TGC C) (Fig. 4). El componente A contiene los genes
requeridos para la encapsulacion de la progenie o viriones y para la replicacion del ADN
viral y el componente B contienen los dos genes requeridos para el movimiento sistémico
viral en la infeccion de la planta hospedante. En la region intergénica o regiéon no
codificante se encuentran la mayoria de las secuencias conservadas reguladoras (cajas
TATA, cajas G, motivos CAAA, etc.) que permiten la transcripcion de los genes de manera

divergente y la estructura en horquilla con un tallo rico en G-C y un asa rica en A-T.
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GEMINIVIRUS BIPARTITA

(BV1)

Figura 3. Organizacion genomica de los begomovirus bipartitas. DNA A= componente A de virus
bipartitas; RC= region comun, RI= region intergénica, AV1 (CP)= gen de la proteina de la capside,
ACI1 (Rep)= gen de la replicacion, AC2 (TrAP)= transactivador de la transcripcion y de AV1 y
BV1, AC3 (REn)= potenciador de la replicacion y acumulacion de ADN, AC4= posiblemente
involucrado en la expresion de sintomas. DNA B= componente B; BC1= movimiento célula-célula,
BV 1= movimiento sistémico y expresion de sintomas (Lazarowitz, 1992).
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Figura 4. Esquema de la region intergénica del componente A de un geminivirus bipartita tipico. Se
observan los sitios de union de las proteinas Rep (iterones) y los sitios de accion de diferentes
reguladores de la transcripcion (motivos, CLE) y la estructura tallo-asa y el sitio de corte para el
inicio de la replicacion.
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En la estructura tallo-asa se encuentra el origen de replicacion (TAATATT|AC) y el punto
de inicio (]) de la sintesis de la cadena complementaria (Fig. 4). Ademads, en la misma
region se han identificado secuencias adicionales involucradas en la replicacion llamadas
iterones o elementos repetidos. Estas secuencias son blancos de proteinas asociadas a
replicacion y constituyen el origen funcional de replicacion (Arguello-Astorga et al., 1994).
Alternativamente se pueden nombrar los genes de acuerdo a la funcion de las proteinas
codificadas. Aunque, es necesario hacer notar que algunas proteinas virales pueden ser
polifuncionales, es decir varios genes pueden estar involucrados en la codificaciéon de una

proteina (Eagle et al., 1994).

1.7. FUNCIONES GENETICAS

1.7.1. Replicacion

La replicacion y la regulacion de la expresion génica de los geminivirus dependen en gran
medida de los factores de la maquinaria fotosintética de la planta. Existen evidencias de la
presencia de un motivo especifico en Rep (LXCXE), el cual se une a sitios especificos en
las células del retinoblastoma de la planta durante el ciclo celular (Xie et al., 1995). La
acumulacion de particulas virales de geminivirus en el nucleo de las células vegetales
sugiere que la replicacion del ADN viral se lleva a cabo en ese organelo en donde la
magquinaria de replicaciéon del ADN del hospedante convierte el ADN de cadena sencilla a
ADN de cadena doble o forma replicativa (ADN-FR). La forma replicativa del ADN
entonces funciona ya sea como molde para la transcripcion de genes virales o para la
amplificacion del genoma por replicacion por circulo rodante (RCR) (Saunders ef al., 1991;
Stenger et al., 1991). La transcripcion del genoma viral es bidireccional, iniciando ésta
indistintamente en cualquier lado de la region intergénica. La existencia de una region
intergénica comun fue primero identificada en los geminivirus bipartitas y se demostroé que
ACI1 es el tnico gen esencial en la replicacion tanto en el componente A, como en el

componente B en su posicion trans (Elmer et al., 1988). Presumiblemente, AC1 codifica la



13

proteina (Rep 40.2 kDa) que interactiia especificamente en la iniciacion de la replicacion
del ADN viral (Etessani ef al., 1991). Por otra parte, estudios bioquimicos mostraron que la
proteina Rep es una nucleasa sitio-especifica que corta el ADN al inicio de la replicacion de
la cadena del viriébn en la secuencia nonanucleotidica conservada (Laufs et al, 1995;
Orozco et al, 1996). Por su parte Lazarowitz. (1992), sugiere el potencial de la estructura
tipo “horquilla” como esencial para la replicacion del ADN viral, proceso mediante el cual
se forma un circulo rodante de ADN que produce una banda multimérica complementaria
(sentido negativo) y que este sirve de molde para la sintesis de bandas multiméricas
originales (sentido positivo), las cuales se fragmentan después para formar bandas positivas
de longitud unitaria. (Bisaro, 1996; Orozco y Hanley-Bowdoin, 1996). Por otro lado, Rep,
la cual también es una ATPasa, no presenta alguna homologia detectable con las ADN
polimerasas conocidas, aunque si cierta identidad con las ADN helicasas, lo que significa
que la principal responsable de la sintesis de ADN del virus es la maquinaria de replicacién
de la planta huésped (Hanley-Bowdoin et al, 1999). Aunque Rep es una proteina
multifuncional, es muy especifica y no intercambiable entre geminivirus, aun entre aquellos
muy relacionados (Castellano ef al., 1999). Esta proteina presenta una alta homologia con
proteinas involucradas en la replicacion por circulo rodante (RCR), las cuales se encuentran
en plasmidos eubacterianos de ADNcs y con las que comparten actividad de topoisomerasa,
ligasa, helicasa y ATPasa. (Koonin e Ilyna, 1992; Orozco et al., 1997; Hanley-Bowdoin et
al., 1999). La alta especificidad de Rep, es dada por su alta capacidad de reconocimiento a
secuencias especificas dentro del origen de replicacion, llamadas iterones (Arguello-
Astorga et al., 1994). Ademas Rep hidroliza el puente fosfodiester del nonamero 5°
TAATATT |AC 3" y permanece unido covalentemente a la terminal fosfatada (5") y a la
terminal hidroxilada (3") en la replicacion (Stanley, 1995). AC3 codifica la proteina
potenciadora de la replicacion (REn) que regula la tasa replicativa viral, posiblemente por
activacion de genes tempranos (AV1) requeridos en la sintesis de ADN (Azzam et al.,

1994).
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1.7.2. Transcripcion

La transcripcion del genoma viral es bidireccional, iniciando ésta indistintamente en
cualquier lado de la region intergénica (RI) en geminivirus monopartitas o en la region
comun (RC), en caso de geminivirus de tipo bipartitas. El gen AC2 codifica la proteina de
aproximadamente 19.6 kDa (TraP) la cual es responsable de la activacion de la
transcripcion. Hoy se sabe que la regulacion positiva que ejerce AC2 en la expresion de
genes AV1 y BVI1 es a nivel transcripcional, existiendo también la regulacion de tipo
temporal debido a la disposicion de los genes que se encuentran sobrelapados y en sentidos
opuestos o divergentes con respecto a la region comun (Sunter y Bisaro, 1991; Hanley-
Bowdoin et al., 1999). Por lo tanto, en los geminivirus el proceso de transcripcion es
bidireccional, generandose ARNs mensajeros que corresponden a los MLA en sentido del
virion y del complementario (Frischmuth y Stanley, 1991; Lazarowitz, 1992).
Complementando, Hanley-Bowdoin et al. (1999) indican que los ARNs virales son

transcritos por la ARN polimerasa II de la célula huésped.

1.7.3. Traduccion

La region intergénica contiene el promotor divergente que dirige la expresion de genes
codificados en sentido del virion y complementario. Los ARN mensajeros (ARNm) inician
“rio abajo” de las cajas TATA, indicando que son transcritos por la ARN polimerasa II de
la célula huésped. (Eagle et al., 1997; Hanley-Bowdoin et al., 1999). Se piensa que los
transcritos pueden ser policistronicos, encontrandose multiples ARN sobrelapados
(Lazarowitz, 1992; Hanley-Bowdoin et al., 1999). En el caso de mastrevirus, Rep es
codificada por dos MLA, pero que son transcritos en un ARN mensajero (ARNm).
Aparentemente se producen dos especies maduras de ARN, una de ellas es el resultado de
la remocion de un pequeiio intron que estd sobrelapado entre los dos MLA y que es la que
producird la Rep funcional, mientras que otra especie es producida sin procesamiento
(Palmer y Rybicki, 1998). Por todas estas propiedades, los geminivirus se han convertido

en excelentes modelos para el estudio y el conocimiento de los mecanismos de replicacion
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del ADN en las plantas y el control de la expresion génica (Stanley, 1985; Timmermans et

al, 1994; Vega-Arreguin y Rivera-Bustamante, 2001).

1.7.4. Control de Expresion Génica

La expresion de los genes de geminivirus depende tanto de factores de transcripcion del
huésped como de proteinas virales. Asi, la expresion de los llamados genes tempranos debe
ser promovida primariamente por la maquinaria transcripcional del huésped, pero una vez
que sus productos se han acumulado a un cierto nivel, éstos pueden afectar su propia
transcripcion o activar la expresion de otros genes virales hasta entonces inactivos llamados
genes tardios, como el de la CP y BV1 (codificados en sentido del virion). Sin embargo, no
existen hasta el momento muchos estudios acerca de la regulacion temporal y/o espacial de
la expresion génica en geminivirus (Rivera Bustamante y Silva Rosales, 1997; Gutiérrez,

1999; Gutiérrez, 2000a; Gutiérrez, 2000b).

1.8. MOVIMIENTO SISTEMICO DE GEMINIVIRUS

En los geminivirus bipartitas tres genes fueron originalmente identificados como necesarios
para el movimiento sistémico en la planta: AC2, en el componente A y los Gnicos genes
(BC1 y BV1) contenidos en el componente B (Elmer et al., 1988; Etessami et al., 1988). En
1989, Hull presentd evidencias genéticas que los virus de las plantas codifican para la
elaboracion de una especie de proteinas llamadas “moviles” que son requeridas para que el
virus tenga movimiento sistémico en la planta. Esto sugiere que el mecanismo de accion de
¢stas proteinas es alterando el radio hidrodindmico del genoma viral a una forma desinflada
de tal manera que pudiera pasar por el plasmodesma (Pascal ef al., 1994). Ahora se conoce
que BCI1 codifica para la proteina (29.6 kDa) necesaria para el movimiento célula-célula y
que dicha proteina se localiza entre la pared celular y la membrana plasmatica. Esta
proteina tiene dominios de union a ADN similares a los encontrados en chaperoninas, lo
cual le confiere la capacidad de alterar el limite de exclusion de los plasmodesmos (Hull,

1989; Pascal et al., 1993; Noueiry et al., 1994). TrAP es otra proteina que es
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indirectamente necesaria para el movimiento viral, su participacion es necesaria para
alcanzar los niveles adecuados de la proteina BV1 de aproximadamente 33.1 kDa (Sunter y
Bisaro, 1991). La proteina codificada por el gen BV1 es necesaria para el movimiento a
larga distancia y tiene la capacidad de unirse al ADN de cadena sencilla y moverlo a través
de la membrana nuclear y a larga distancia mediante del sistema vascular de la planta

(Lazarowitz, 1992; Pascal et al., 1994; Hanley-Bowdoin et al., 1999).

1.9. SINTOMATOLOGIA

Los sintomas son los efectos visibles de la infeccion viral que ocasionan cambios
fenotipicos en la planta. Los virus, por si mismos, no matan a las plantas. El dafo se da
porque se altera su fisiologia y su metabolismo, lo cual se manifiesta por: disminucion de la
fotosintesis, menor produccion de hormonas de crecimiento, aumento de la respiracion,
reduccion de la produccion de compuestos nitrogenados y carbohidratados y aumento de
sustancias inhibidoras de crecimiento. La sintomatologia es cominmente un medio visual
de identificacion, aunque tiene algunas limitantes, sin embargo, es un punto importante en
cuanto al estudio epidemiologico de ésta enfermedad. Hoy en dia, la observacion de
sintomas resulta no ser el mejor criterio de identificacion, debido a la influencia de
multiples factores externos (clima, nutricidon, genotipo, manejo, etc.) (Blancard, 1996),
ademds de que recientemente se han encontrado infecciones mixtas en condiciones
naturales, donde varios geminivirus (PHYVV, PepGMYV) al parecer estan involucrados en
la expresion de sintomas (Méndez-Lozano et al., 2003), asi como complejos geminivirales
(Mansoor et al., 2003). Los sintomas expresados en plantas de tomate pueden ser muy
variados. Las plantas infectadas durante las etapas iniciales de desarrollo muestran un
enanismo pronunciado y una reduccién en el crecimiento de brotes y foliolos, los cuales
asumen una posicion erecta dandole un aspecto arbustivo y raquitico. Ademas, los foliolos
que se desarrollan inmediatamente después de la infeccion se enrollan hacia fuera
(epinastia), mientras que las hojas que se desarrollan posteriormente presentan clorosis y
deformacion con los bordes enrollados hacia arriba. Algunas veces se puede presentar un

amoratamiento axial en las hojas (especialmente evidente en infecciones con CdTV y
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ToLCSinV). En algunas solandceas (chile) se pueden presentar patrones de mosaicos
dorados muy definidos (como con PepGMV) y en ocasiones las hojas se pueden ver con
apariencia acucharada y de un color amarillo brillante (como con TYLCV). Cuando las
infecciones son por PHYVV se forma un reticulado muy fino y un amarillamiento que se
extiende a toda la hoja, junto con severas malformaciones. Aunque al parecer no es muy
comun, pero la produccion de frutos puede ser severamente afectada durante infecciones
tempranas, debido al aborto floral y metabolismo deficiente de la planta, aunque los frutos
ya formados cuando la infeccion ocurre se desarrollan de una manera aparentemente
normal (Jones et al, 1991; Agrios, 1997). Las infecciones tempranas ocasionan siempre
pérdidas totales, aunque los frutos frecuentemente maduran normalmente cuando estos
cuajan antes de que la planta haya sido infectada (Gabor y Wiebe, 1997). Diferentes
sintomas han ocasionado diferentes nombres que ahora se conoce son de etiologia
geminiviral diferente, como el “rizado amarillo” (Torres-Pacheco et al., 1993; Garzon-
Tiznado et al., 1993), “planta atigrada” del chile (Brown ef al., 1989), “chino del tomate”
(Brown y Hine, 1984) y el “enchinado foliar” del tomate de BCS, reportado en este trabajo
(Holguin-Pefia et al., 2003; Holguin-Pena et al., 2004b).

1.10. MECANISMOS DE TRANSMISION

Los efectos negativos de la mosquita blanca pueden ser directos debido al dafio que
ocasiona el insecto al succionar la savia del huésped, por la toxicidad de su saliva y por la
formacion de mielecilla que favorece la aparicion de hongos (fumagina) que impiden una
adecuada fotosintesis. Sin embargo, su impacto mas fuerte es en su capacidad de transmitir
virus a sus hospedantes. La transmision ocurre en forma circulativa, no propagativa. Las
particulas virales pasan a través del estilete por la garganta y luego a la hemolinfa y
glandulas salivares del insecto (Harrison et al., 1985). Esta fase se da en forma especifica
con el hospedante, existiendo varios elementos involucrados en la especificidad virus-
vector como las caracteristicas de la proteina de la cépside del virus (Azzam et al., 1994) y

por algunas caracteristicas genéticas (genes dominantes ligados al sexo) del insecto
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(Stenger et al., 1992). El proceso se divide en dos etapas: 1) adquisicion del virus e 2)

inoculacion del virus a la planta.

1.10.1. Adquisicion

La adquisicion de viriones por moscas blancas adultas no es una ingestion pasiva de la
savia al insecto. Se sabe que la concentracion de viriones en el cuerpo del insecto es al
menos 1000 veces mas que la concentracion de viriones en la savia. Sin embargo, parece
haber un niimero maximo de genoma viral que puede adquirir un vector el cual no puede
ser mas de 600 millones de genomas (1 ng ADN viral). Esto sugiere la existencia de un
factor que controla el nimero de viriones presentes en un insecto (Zeidam y Czosnek,
1991). El virus puede ser adquirido después de que el vector se ha alimentado en la planta
al menos durante 15 a 30 minutos. Hay un periodo de latencia del virus de al menos cuatro
horas, tiempo durante el cual puede ser inoculado en una planta sana mientras su periodo de
alimentacion sea entre 15-20 minutos. El periodo de persistencia es de dos semanas, aunque
bajo ciertas condiciones puede ser de unos cuantos dias, incluso durante toda la vida del
insecto (Timmermans et al., 1994). Por otro lado Metha et al. (1994), asentaron que B.
tabaci transmite TYLCV después de un minimo periodo de adquisicion de 15 min

pudiendo conservar su virulencia hasta por un periodo de dos semanas.

1.10.2. Inoculacion

Para que la inoculacion sea efectiva, el virus debe pasar al hemocele y a las glandulas
salivales a través del canal alimenticio y tener un periodo minimo de latencia de al menos
cuatro horas (Rosell et al., 1999). Por su parte, Atzmon et al. (1998) mencionan que
algunos geminivirus pueden ser detectados en el sitio de inoculacion de la planta a los 5
min después de la alimentacion del vector con plantas infectadas. Mehta et al. (1994)
reportan que la transmision de un aislamiento de TYLCV de Egipto fue alcanzada con un
solo adulto de B. tabaci por planta, pero que la eficiencia de la transmision se incrementaba

cuando el numero se incrementaba a cinco insectos por planta.



19

1.11. MOSQUITAS BLANCAS E IMPLICACIONES EPIDEMIOLOGICAS

Las mosquitas blancas se encuentran asociadas con alrededor de 500 especies y 74 familias
de plantas en todo el mundo, incluyendo cultivos agricolas, plantas ornamentales y maleza.
Estos insectos son transmisores potenciales de virus, principalmente de las familias:
Geminiviridae, Potyviridae, Comoviridae y los géneros: Crinivirus, Closterovirus,
Carlavirus. Sobre los geminivirus en particular Biichen (2004) indica que las moscas
blancas pueden transmitir alrededor de 80 especies diferentes. A principios de los noventas
se detectaron altas poblaciones de moscas en Florida (Schuster ef al., 1990), California
(Perring et al., 1993), Texas y Arizona y Noreste de México (Brown y Bird, 1992). Dentro
de este complejo estaba involucrado un nuevo biotipo o raza (B. fabaci biotipo B),
conocida también como mosca de la hoja plateada (Perring et al., 1993). Hoy en dia B.
argentifolii Bellows y Perring se considera como especie separada de B. tabaci (Bellows et
al., 1994), aunque dicha designacion no es universalmente aceptada (Brown et al., 1995).
Los factores que han influido para su amplia y rapida distribuciéon de ésta especie, al
parecer, son varios: (i) condiciones ambientales favorables al vector en regiones tropicales
y subtropicales; (ii) alta adaptabilidad a hospedantes de varias familias; (iii) habitos
alimenticios mas voraces y altas tasas reproductivas; (iv) posible seleccion de poblaciones
de mosquitas blancas resistentes a insecticidas (principalmente a érganofosforados), (v)
cambio climatico de la tierra y (vi) uso inadecuado de estrategias de manejo (Bock, 1982;
Brown y Bird, 1992). Las pérdidas econdmicas ocasionadas por infecciéon de begomovirus
pueden ser de hasta un 100%, reportdndose ya a través de todo el continente americano
grandes epifitias (Simone et al., 1990; Nakhla et al., 1994; Polston y Anderson, 1997). En
México, en el valle de Mexicali se han presentado pérdidas de hasta 60 millones de pesos
en el cultivo del algodon (Torres-Robledo et al., 2000), mientras que en la regiones noreste
y noroeste del pais se han detectado enfermedades de origen geminiviral asociadas a altas

poblaciones de moscas blancas (Torres-Pacheco et al., 1996).
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1.11.1. Clasificacion de Biotipos de Mosquitas Blancas

Las mosquitas blancas transmisoras de virus, pertenecen a la familia Aleyrodidae (orden
Homoptera) y estdn mas relacionados a los afidos, escamas y chicharritas que a las moscas
verdaderas, sobre todo porque tienen dos pares de alas y son de metamorfosis incompleta
(huevo, ninfa, adulto). Historicamente, la taxonomia de ésta familia ha sido poco atendida,
lo que ha originado no pocas controversias la ubicacion taxonémica de ciertas especies,
sobre todo por la aparicion de nuevos biotipos o sub-especies (Perring et al., 1993; Bedford
et al., 1994; Brown et al., 1995). La oportuna identificacion de especies es de suma
importancia en la epidemiologia de la enfermedad, sobre todo porque éstas difieren tanto en
su biologia como en el tipo de dafio que ocasionan. La taxonomia convencional del grupo
se basa principalmente en las caracteristicas bioldgicas (morfologia del cuarto instar del
estado ninfal) y ecologicas (hospedantes, adaptacion geografica, patrones de
comportamiento, etc.). Sin embargo, los problemas de identificacién mas comunes es que
no existen claves completas para identificacion de especies de adultos, ademas, el alto
polimorfismo presentado por estos los hace extremadamente plasticos y variables para
identificarlos eficientemente por claves morfologicas, sobre todo si los especimenes
provienen de diferente hospedantes (De Barro y Driver, 1997). La existencia documentada
de biotipos (Costa et al., 1993; Perring et al., 1993; Brown et al., 1995) y su importancia
epidemioldgica ha llevado a la identificacion de biotipos utilizando técnicas de biologia
molecular. Principalmente, andlisis electroforético de proteinas (prueba de esterasas) y
técnicas de amplificacion de ADN al azar (RAPD-PCR por sus siglas en inglés) por PCR
(De Barro y Driver, 1997). La primera técnica tiene la desventaja del delicado manejo de la
muestra por la rapida degradacion de las proteinas y el alto nimero (mas de 50) de
especimenes a colectar. En comparacion, la segunda técnica tiene la ventaja de que moscas
individuales pueden ser preservadas en alcohol (70% y almacenadas a -20°C) para su

posterior analisis.
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1.12. PROCESO DE INFECCION Y CICLO VIRAL

Los virus de las plantas necesitan de una abertura mecéanica en la pared celular para
introducir asi directamente una particula del virus en la célula. Esto puede ser alcanzado
por el vector asociado a la transmision del virus o simplemente por dafio mecanico de las
células. La transferencia del virus por vectores en un medio determinado puede ocurrir de
tal manera que los virus pueden ser transmitidos de una planta a otra. Los insectos que
muerden, chupan o raspan tejidos finos de la planta son, por supuesto, los medios ideales
para transmitir el virus. El ciclo geminiviral inicia cuando el insecto al estarse alimentando
introduce la particula viral en la planta y el virion (ADNcs) liberado es conducido al
nucleo, donde utilizando los factores biosintéticos celulares del huésped da origen a la
forma replicativa del virus, la cual consiste en ADN de cadena doble (ADNcd). Este a su
vez es expresado para producir las proteinas virales (Rep) necesarias para iniciar la
replicacion por circulo rodante (RCR) cortando el ADN viral y uniéndose al extremo 5°-3°.
En este momento la ADN polimerasa de la célula huésped sintetiza una nueva cadena de
ADN a partir del extremo 3°-5’. Se vuelve a liberar Rep iniciando un nuevo ciclo usando
como templado el ADNecd (Nagar et al., 1995). Seguido de este proceso se produce la
proteina CP para la encapsulacion de los viriones de cadena sencilla y ser llevados fuera del
nucleo con participacion de la proteina BV1. Estos complejos virales pueden ser
reconocidos por la proteina BC1 y llevados hacia los plasmodesmos donde tiene lugar el
movimiento de célula a célula. Finalmente, las particulas virales encapsuladas llegan al
floema donde son adquiridas por las mosquitas blancas (Fig. 5). Por otro lado, aunque no es
comun, existen evidencias de transmision transovarica. Al respecto, Ghanim et al. (1998)
utilizando técnicas de hibridacion en la progenie de moscas blancas (huevos, ninfas de
primero y segundo estadio y adultos) encontraron que éstas eran capaces de infectar plantas
de tomate, encontrandose el ADN viral en huevos maduros y ovarios. Los mismos autores
mencionan que TYLCV puede ser transmitido a través de huevos por al menos dos
generaciones y que en ausencia de un hospedante disponible, la mosca blanca puede servir
de reservorio del virus entre las épocas de cultivo. Por otro lado Rubinstein y Czosnek

(1997) mencionan que la presencia del virus en el insecto reduce las expectativas de vida y
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la capacidad reproductiva en el insecto, poniendo en evidencia la naturaleza

entomopatdgena de los geminivirus.

Célula vegetal-q! Nucleo celular

Figura 5. Esquema del proceso de infeccion geminiviral en la célula vegetal. 1= llegada al nucleo
celular; 2= replicacion utilizando la maquinaria replicativa de la planta; 3, 4= formacion de la forma
replicativa el cual sirve como intermediario de doble cadena para la formacion de nuevos viriones o
como molde necesario en la transcripcion; 5= encapsulacion y salida del ntcleo; 7= movimiento
célula-célula a través de plasmodesmos; 8= movimiento sistémico a través del floema. FR= forma
replicativa, Rep, TraP, REn= proteinas necesarias para los procesos de replicacién y transcripcion,
n= nucleo, c= citoplasma, p= pared celular, BC1, BV 1= proteinas necesarias para el movimiento
viral.

1.13. MALEZA, COMO HOSPEDANTES DE GEMINIVIRUS

Cuando el cultivo de tomate ocurre durante todo el afio las mismas plantas son
potencialmente la fuente de geminivirus. Ademas, la maleza susceptible a la infeccion viral
puede actuar como reservorio del virus, sirviendo como puente entre las estaciones de
cultivo. Entre las plantas arvenses que han sido reportadas como hospedantes sintomaticos
de geminivirus se encuentran principalmente la familia de las solaniceas, malviceas y
euforbidceas. Epidemiologicamente, tiene especial relevancia la existencia de plantas que
aunque no desarrollen sintomas son potencialmente capaces de transmitir el virus a una
planta sana que sea sintomatica (Ioannou et al., 1987). Por otro lado, se ha estudiado la

especificidad del virus del enrollamiento de la hoja de la calabaza (Squash leaf curl virus-
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SLCV) con su hospedante natural (Cucurbita pepo L), encontrandose que existen unos 13
nucledtidos de la region comun cerca del origen de replicacion y tres aminoacidos de la
proteina del movimiento (BV1) que le confieren la determinacion del rango de hospedantes

(Polston et al., 1989).

1.14. IDENTIFICACION DE GEMINIVIRUS

La identificacién de geminivirus por métodos de virologia tradicional no ha estado exenta
de dificultades. Un factor importante es que la sintomatologia se puede confundir con
deficiencias de ciertos oligoelementos (Zn, Mo, Fe, etc.) y por infecciones de virus de ARN
(Potyvirus, Tobamovirus). Todo esto hace que el sindrome observado en infecciones
naturales sea un trabajo dificil, incluso para el fitopatélogo experto. Por otro lado, el uso de
bioensayos con hospedantes experimentales con fines de identificacion, es bastante
limitado, debido a que mucho de los geminivirus de importancia econdmica no se pueden
transmitir mecanicamente. Las técnicas de identificacion tradicional de geminivirus han
estado limitadas basicamente a las técnicas de inmunodeteccion o por serologia (ELISA).
Sin embargo, la produccion de antigenos virales especificos para los begomovirus ha tenido
las siguientes dificultades; (i) las propiedades fisicas y quimicas de la particula las hace
dificil de purificar en una forma estable; (ii) los viriones parecen ser poco inmunogeénicos;
y (iii) las proteinas de la capside no son antigénicamente distintas con un policlonal
disponible ni con la mayoria de los preparados con anticuerpos monoclonales. (Roberts ef

al, 1984; Wyatt y Brown, 1996).

1.15. TECNICAS DE IDENTIFICACION DE GEMINIVIRUS

Wyatt y Brown (1996), mencionan que las técnicas de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) ofrecen una alta especificidad para la deteccion
de geminivirus de tal manera que se ofrece como una técnica relativamente sencilla para
detectar la diversidad geografica en diversos cultivos, incluyendo maleza, ademas de

requerirse un minimo de muestra. La técnica de la PCR utilizando iniciadores de amplio
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espectro se ha utilizado con evidente €éxito para deteccion especifica de begomovirus (Saiki
et al., 1988; Rojas et al., 1993; Deng et al., 1994; Wyatt y Brown, 1996). Sin embargo,
estas técnicas cuentan con algunas limitantes: (i) la necesidad de tener altas cantidades de
ADN viral purificado; (ii) los iniciadores inespecificos no aseguran la amplificacion de
begomovirus poco relacionados genéticamente; (iii) interferencia de compuestos
secundarios de la planta y (iv) degradacion del ADN de las muestras debido al tiempo entre
la recoleccion en campo y el procesamiento (Wyatt y Brown, 1996). Para la deteccion de
geminivirus infectando solandceas se han disefiado iniciadores especificos para algunos
virus (Torres-Pacheco et al., 1996). En la actualidad pueden ser utilizados varios
procedimientos sencillos y rdpidos que mejoran la eficiencia de la PCR, ya sea para
deteccion viral en plantas o insectos (Navas-Castillo, 1998). Por otro lado, las técnicas
moleculares como la hibridacion (Polston et al., 1989; Gilbertson et al., 1991), clonaciéon y
secuenciacion han sido utilizadas exitosamente con fines de deteccion e identificacion, asi
como para poder inferir sobre la relacion entre quasiespecies (Torres-Pacheco et al., 1993;
Rybicki, 1994; Padidam et al., 1995). Estas técnicas junto con los andlisis de polimorfismos
de la longitud de los fragmento de restriccion (RFLP, por sus siglas en inglés) son muy
utiles para la identificacién preliminar de geminivirus y para el estudio de la diversidad
poblacional. Las técnicas de clonacion y secuenciacion del genoma viral han producido las
herramientas e informacion gendmica necesarias para la deteccion, identificacion y

caracterizacion genomica (Czosnek et al., 1990; Accotto et al., 2000; Brown et al., 2001).

1.15.1. Purificacion de ADN Viral

El aislamiento o como comunmente se le denomina, purificacion de los virus, se logra con
mayor frecuencia con la ultra centrifugacion de la savia de la planta. Este método
comprende de 1 a 3 ciclos de velocidades altas (de 40000 a 100000 g o més) y bajas (de
3000 a 10000 g) alternadas. La ultra centrifugacion concentra al virus y lo separa de los
contaminantes de la célula huésped. En la actualidad se emplean varias modificaciones de
la técnica de ultra centrifugacion, particularmente la centrifugacion por gradiente de

densidad, la cudl se ha utilizado en la purificacion de virus con excelentes resultados. La
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utilizacion de un amortiguador de extraccion con bajo pH, seguido de un paso de
acidificacion sirve comunmente para desnaturalizar muchas proteinas de las plantas, las
cuales son consideradas como contaminantes. Algunas técnicas alternas de extraccion se
han utilizado incubando con Triton X-100 para liberar las particulas virales de los cuerpos
de inclusion, seguidas de dos pasos en centrifugacion y purificacion en un gradiente de
sacarosa (Palmer et al., 1998). Cabe mencionar que la mayor limitacién de este método es
que los viriones de los geminivirus son frecuentemente dificiles, mas no imposibles de
aislar y su produccion es generalmente baja. El uso de ADNcs como un punto de comienzo
en manipulaciones moleculares ha sido suplantado por el uso directo del ADN en su forma
replicativa (ADN-FR). Los cuales son normalmente acumulados en grandes cantidades en

los nucleos de las células infectadas (Idris y Brown, 1998).

1.16. ANALISIS FILOGENETICOS DE GEMINIVIRUS

En la actualidad existen numerosas herramientas bioinformdticas para analisis de
secuencias las cuales incluyen sofisticados programas computacionales (LASERGENE,
DNASTAR, GENEWORKS), programas de alineamientos de secuencias (PILEUP,
CLUSTALW, MACAW), herramientas via Internet (BLAST, FASTA, GenWeb,
ENTREZ) y acceso directo a los bancos de datos més importantes como el GenBank
(NCBIVJEMBL/DDBJ) y SWISSPROT (Brown, 2000; Page y Holmes, 1998). Para los
analisis filogenéticos existen programas de algoritmos especificos, los cuales pueden
utilizar diferentes métodos (distancias, maxima similitud y parsimonia) para la
reconstruccion de cladogramas y/o filogramas (arboles filogenéticos). Los programas mas
utilizados para los anélisis filogenéticos son: PHYLIP (Falsenstein, 1989), MacClade
(Maddison y Maddison, 1989) y PAUP (Swofford, 1993). El problema del origen de los
virus y su evolucion se sigue debatiendo hoy en dia, al igual que su posicidon como entes
vivos. La dudosa simplicidad estructural de estas moléculas nos lleva unos 3,500 millones
de anos atrds y nos pone a pensar que al fin y al cabo, aun los virus comparten el mismo
codigo genético que los organismos celulares mas evolucionados. Dentro de las hipotesis

mas aceptadas del origen de los virus de ADN proponen que estos poseen numerosas
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similitudes funcionales a algunos elementos genéticos celulares como los plasmidos y los
transposones (Lazarowitz, 1992). Por otra parte, Arguello-Astorga et al. (1994b)
mencionan que en la region no codificante de todos los geminivirus existen secuencias
conservadas en relacion al origen de replicacion que son unicas para cada especie, pero que
muestran un arreglo similar (nimero, orientacién y espacio) con grupos filogenéticamente
definidos. Las técnicas actuales de biologia molecular y programas para analisis de
secuencias nos permiten realizar comparaciones con el fin de establecer relaciones
evolutivas, posible origen geografico, tasa de cambios evolutivos y recombinaciones
genéticas. Por otro lado, pruebas serologicas han mostrado que aunque todos los
geminivirus estan relacionados, algunos tienen epitopes unicos que los hace agruparse en
dos grandes grupos: 1) begomovirus que infectan cultivos en el viejo continente (Europa,
Asia, Australia y Africa) y 2) begomovirus que infectan cultivos en el continente

Americano (Norte, Centro y Sudamérica) (Thomas et al., 1986; Rybicki, 1991).

1.17. MANEJO INTEGRADO DE GEMINIVIRUS

El control de geminivirus presenta dificultades debido a varios factores. Primeramente, la
aplicacion intensiva de aspersiones de insecticidas solo puede controlar parcialmente las
poblaciones de mosquitas. Esto, sin embargo, incrementa el riesgo potencial de desarrollo
de resistencia del insecto vector a ciertos insecticidas, ademds, de que éste ha sido
parcialmente efectivo y muy costoso (econdémica y ecologicamente). Otro factor que
dificulta el control de ésta enfermedad es la presencia de maleza hospedante del virus, las
cuales sirven como hospedantes alternos (Jones et al., 1991; Agrios, 1997). Por otra parte,
la mayoria de las variedades comerciales de tomate son susceptibles a enfermedades
geminivirales, aunque se estan estudiando alternativas para transferir tolerancia a partir de
especies silvestres (Kasrawi, 1989; Pilowsky y Cohen, 1990; Zamir et al., 1994). En
algunos paises como Israel se produce tomate bajo mallas anti-insectos en conjuncidon con
aplicaciones de insecticidas. Sin embargo, las estrategias a usar para evitar pérdidas en
produccidn por patdgenos virales deben incluir: (i) uso de cultivares con resistencia o

tolerancia si los hay disponibles; (ii) exclusion del patogeno del area de cultivo y de sus
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cercanias removiendo aquellos hospedantes alternos y (iii) tratar de controlar al vector viral
por medio de protecciones fisicas e insecticidas (Stansly ez al., 1991). Algunas medidas de
control consisten en separar las nuevas plantaciones en tiempo y espacio con relacion a las
plantaciones viejas y tomar en cuenta que la fecha de plantacion debera ser cuando la
poblacion de vectores se encuentre al minimo o bien que sea factible el control quimico.
Por otro lado, Zaher (1986) indica que aplicaciones foliares de B, Mn, y Zn a plantas
infectadas con TYLCV reduce el impacto de la infeccion al incrementar la altura y el area

foliar de la planta.

1.17.1 Variedades Resistentes a Geminivirus

El tomate es una de las hortalizas en que se ha realizado mds investigacion acerca de
mejoramiento genético, incluyendo la investigacion sobre variedades resistente a virosis,
especialmente a geminivirus. Hasta la fecha todas las variedades comerciales presentan
susceptibilidad a ésta enfermedad, aunque cierto grado de tolerancia se ha encontrado en
tomates silvestres (Valadéz, 1996). A su vez, Kasrawi (1989) en estudios hechos con
tomates (Lycopersicon pinpinellifolium L.) resistentes al TYLCV, menciona que la
resistencia es controlada por un gen dominante, aunque otros autores sefialan que solo se
trata de una tolerancia parcial mas que una resistencia en si (Zamir et al., 1994). En México
se ha logrado caracterizar los genes de chile involucrados en la resistencia a virus
endémicos como el PHYVV (Godinez et al., 2001). Actualmente, son numerosos los
investigadores involucrados en el estudio de la resistencia utilizando plantas transgénicas
modificadas con técnicas de ingenieria genética. Una de las estrategias utilizadas es por
medio de la resistencia derivada por la regulacion de transcritos de genes involucrados
principalmente en la replicacion y el movimiento viral (Baulcombe, 1996). Por su parte,
Lucioli et al. (2003), demostraron que la expresion transgénica de un fragmento de la
region amino-terminal (210 pb) de Rep confiere resistencia para el virus homologo
inhibiendo la transcripcion y replicacion viral. Otra estrategia prometedora es por medio de
proteinas citotoxicas expresadas en plantas transgénicas y donde las células infectadas

mueren impidiendo el avance de infeccion (Hong et al., 1996).
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JUSTIFICACION

En algunas de las zonas horticolas mas importantes del pais como Sinaloa, Tamaulipas y El
Bajio se han presentado importantes epifitias ocasionadas por geminivirus. Hoy en dia se
conoce que la etiologia de estas enfermedades es de origen geminiviral y que pueden estar
involucrados varios geminivirus. En Baja California Sur (BCS) existe un riesgo potencial
de que este tipo de virus se conviertan en un serio problema fitopatolégico de dimensiones
insospechadas si no se tienen métodos de identificacion precisos que permitan un manejo
adecuado esta enfermedad. Sobre la naturaleza del “enchinado foliar del tomate” solo se
conoce que es de supuesta etiologia geminiviral. La deteccion por serologia (ELISA) es una
de las alternativas de identificacion mas utilizadas en el diagnodstico de enfermedades
virales, sin embargo, estas técnicas han presentado algunas limitantes en cuanto a la
precision y tiempo de diagnostico. Ademas, en la regién no existen estudios en cuanto a
técnicas de deteccion, epidemiologia y caracterizacion molecular, por lo que es importante
una identificacion precisa y un estudio integral del problema contemplando para ello
aspectos de investigacion basica (caracterizacion molecular) y aplicada (estudios
epidemioldgicos). En la actualidad los geminivirus asociados a solanaceas estan
considerados como plagas cuarentenadas en algunas regiones (Europa y Mediterraneo),
debido a su alto riesgo fitopatogeno (EPPO 2000/046A). Estos riesgos fitosanitarios se
multiplican bajo ciertas condiciones climaticas, como las presentadas en Baja California
Sur. Esta situacion puede ser particularmente dificil bajo condiciones tropicales y sub-
tropicales, ya que existe un incremento en las poblaciones de mosquitas (Bemisia tabaci).
Las estrategias planteadas en este trabajo contemplan estrategias y técnicas de biologia
molecular como son: PCR, hibridacion, electroforesis, biobalistica, clonacion,
secuenciacion y RFLP. Con este estudio se pretende establecer un antecedente en BCS del
diagnostico y estudio de geminivirus utilizando éstas técnicas, asi como establecer una base
en el estudio de la interaccion: planta-vector-virus. Finalmente, se espera tener un
panorama mas amplio en cuanto al estudio y manejo de patosistemas geminivirales y
contribuir al estudio basico de geminivirus que se esta llevando actualmente en los

principales centros de investigacion del pais y del mundo.
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HIPOTESIS

1. El sindrome del “enchinado foliar del tomate” en Baja California Sur es ocasionado
por begomovirus bipartitas endémicos aun no identificados y por especies altamente
relacionadas con el Chino del tomate virus y el Tomato leaf curl Sinaloa virus,

ambos endémicos de Sinaloa.

2. Los begomovirus encontrados se transmiten especificamente por mosquitas blancas

de las especies Bemisia tabaci'y Bemisia argentifolii (biotipo B)

3. La maleza (principalmente de las familias solandceas, malvaceas y euforbiaceas)

sirve como reservorio de los geminivirus presentes.

OBJETIVO GENERAL

Identificar y caracterizar los geminivirus presentes en el cultivo del tomate en Baja
California Sur utilizando técnicas de biologia molecular, asi como estudiar las relaciones

filogenéticas con otros geminivirus y determinar algunos de sus aspectos epidemioldgicos.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificacion de Geminivirus

1. Realizar la transmision de sintomas de plantas infectadas con el sindrome del
“enchinado foliar del tomate” de algunas regiones de Baja California Sur, utilizando
diferentes hospedantes y con varios métodos de inoculacion.

2. Detectar e identificar los geminivirus presentes por técnicas de electroforesis, PCR,

hibridacién molecular, RFLP, clonacién y secuenciacion.

Caracterizacion Molecular y Filogenia

3. Realizar el mapa gendmico y la caracterizacion molecular por medio del analisis de
secuencias.

4. Realizar estudios filogenéticos por algoritmos computacionales.

5. Detectar por técnicas de RFLP la posible heterogeneidad genética de poblaciones de

diferentes regiones.

Epidemiologia

6. Disefar iniciadores especificos para la deteccion en campo de los geminivirus
encontrados en la region.

7. Determinar los hospedantes naturales y los indices de patogenicidad que ocasionan los
geminivirus en los patosistemas regionales.

8. Conocer las distribucion espacio-temporal de geminivirus y la relacion de Bemisia
tabaci con la presencia de epifitias.

9. Identificar los biotipos de mosquitas presentes en la region.
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ESTRATEGIA GENERAL

Para el desarrollo de los objetivos, se plantearon las siguientes estrategias:

Identificacion

1. Muestreos dirigidos en las regiones donde se han observado enchinados foliares del
tomate, sindrome de posible naturaleza geminiviral, aunado a la presencia de
mosquitas blancas (Bemisia tabaci Gennadius), transmisor especifico de
geminivirus.

2. Bajo la premisa de que los begomovirus sélo pueden ser transmitidos por mosquitas
blancas y que ademds pueden ser transmitidos a diferentes hospedantes, se
realizaron transmisiones experimentales con mosquitas blancas (Bemisia tabaci),
mecanicamente, por balistica y por injerto.

3. Visualizacion del ADN viral en su forma replicativa (FR) por técnicas de
electroforesis en gel de agarosa (BrEt).

4. Deteccion de la familia Geminiviridae por hibridacién molecular en manchas (tipo
“dot blot”, por medios no radiactivos), utilizando sondas generales y por técnicas de
serologia (ELISA).

5. Deteccion de geminivirus del genero Begomovirus por técnicas de PCR, utilizando
iniciadores de amplio espectro, disefiados a partir de secuencias conservadas del gen
de la proteina de la capside (CP).

6. Utilizacién de iniciadores especificos para la posible deteccion de algunos de los
geminivirus mas distribuidos en México como; Pepper huasteco yellow vein virus
(PHYVYV), Pepper golden mosaic virus (PepGMV) y Chino del tomate virus
(CdTV).

7. Identificacion provisional del virus a partir del gen AV1 (CP).

8. Identificacion del virus a partir del gen AC1 que codifica para la proteina de la

replicacion (Rep) y la region intergénica (RI).
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Caracterizacion y Filogenia

9. Clonacion de los productos de PCR amplificados

10. Secuenciacion completa del ADN-A de los geminivirus de BCS.

11. Analisis de secuencias y caracterizacion molecular de los geminivirus presentes
(componente A para virus bipartitas).

12. Estudios filogenéticos para establecer la relacion con otros geminivirus.

13. Estudio de los iterones de la region intergénica para inferir sobre el posible origen
geografico.

14. Elaboracion del mapa gendémico.

15. Nombramiento de los virus y propuesta como especies nuevas de acuerdo a los
lineamientos del ICTV

16. Deposito de las secuencias en bases de datos de interés mundial, incluyendo

GenBank (NCBI), Gemini Detective, ICTVdb.

Epidemiologia

17. Distribucion y deteccion de geminivirus, utilizando iniciadores especificos y de
amplio espectro.

18. Monitoreo y deteccion de geminivirus en maleza, plantas endémicas y cultivos
alternativos.

19. Determinacion de los indices de patogenicidad; incidencia y severidad

20. Relacion del sindrome del “enchinado foliar” del tomate de BCS con la incidencia
de mosquitas blancas y etapas criticas de infeccion.

21. Identificacion de biotipos de mosquitas blancas.
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II MATERIALES Y METODOS

2.1. COLECTA DE CAMPO Y MANEJO DE MUESTRAS.

Los muestreos se realizaron del 2001 al 2003 en las principales areas tomateras de la region
sur de BCS y donde se han observado plantas con el sindrome de el “enchinado foliar del
tomate”, asociado con la presencia de mosquitas blancas. El trabajo de investigacion se
desarroll6 en el Laboratorio de Biotecnologia del Centro de Investigaciones Biologicas del
Noroeste (CIBNOR) en La Paz y en el Laboratorio de Ingenieria Genética de Plantas del
Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN, Unidad Irapuato
(CINVESTAV-IPN). Para la recoleccion de muestras, se realizaron muestreos dirigidos en
las localidades seleccionadas, tanto en variedades de crecimiento determinado
(principalmente variedad Rio Grande-Harris Moran), indeterminado (principalmente var.
Tequila-Vilmorin) y tipo cherry (var. Cherry Grande-Fax), asi como maleza y plantas
arvenses. El criterio de seleccion de muestras infectadas se realizd de acuerdo a la
observacion de sintomatologia tipica causada por geminivirus (Jones et a/, 1991; Blancard,
1996; Gabor y Wieve, 1997). Los muestreos se llevaron a cabo semanalmente, tanto en
tomate, cultivos alternos y plantas arvenses, incluyendo las que no presentaron sintomas
evidentes. Al mismo tiempo, se realizaron los monitoreos de mosquitas blancas. Las
regiones muestreadas fueron: El Centenario, La Paz, El Cardonal, El Calandrio, El Carrizal,
El Pescadero, Todos Santos, Meliton Albafnez, Los Planes, Cabo San Lucas y San José del

Cabo.

2.2. DETECCION DE MOSQUITAS BLANCAS

Las trampas amarillas consistieron en cortes de polietileno amarillo de 20 x 30 cm 'y
cubiertas con aceite quemado. Estas fueron puestas en algunas de las areas de muestreo con
el fin de detectar de forma cualitativa la presencia y el arribo de las mosquitas blancas a la
zona de cultivo asi como para monitorear la presencia de otras especies. Se pusieron un

promedio de diez trampas por parcela (1 ha), orientadas hacia el noroeste a la altura de los
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dos tercios superiores de la planta. Los muestreos fueron realizados durante toda la
fenologia del cultivo, incluyendo las etapas criticas del inicio de la floracion hasta el

desarrollo del tercer racimo.

2.3. TRANSMISIONES EXPERIMENTALES

Para el estudio del rango de hospedantes experimentales se realizaron colectas de semillas
de plantas arvenses y maleza mas comun de las areas agricolas estudiadas, las cuales
incluyeron ocho familias botdnicas, principalmente solandceas. El mantenimiento de las
plantulas germinadas que se utilizaron en los experimentos se llevo a cabo bajo condiciones
de invernadero. Las condiciones durante toda la fase experimental fue de: temperatura 32°C

+2; fotoperiodo 12/12 h (luz/oscuridad); humedad relativa 60% =+ 5.

2.3.1. Transmision por Bemisia tabaci

La transmision con mosquitas blancas se realiz6 de acuerdo a Brown y Nelson (1988),
utilizando como fuente de inoculo plantas infectadas de La Paz (LaPS) y de El Carrizal
(CzalB). Se utilizaron de 30-50 mb/planta. El tiempo de adquisicion (particulas virales) fue
de 24 h. El tiempo de inoculacion fue de 72 h. Todas las transmisiones experimentales
fueron realizadas en jaulas con mallas antimosquitos en las condiciones antes mencionadas,
hasta la aparicion de sintomas (2-3 semanas). Como control experimental se utilizaron
mosquitas libres de virus de la coleccion del CIBNOR. La transmision experimental fue
terminada fumigando con endosulfan (2 mL/litro de agua) al término del periodo de

inoculacion.

2.3.2. Transmision Mecanica.

Aunque para la mayoria de los geminivirus la eficiencia de transmisién mecéanica es muy

baja, se han reportado mezclas virales con virus de ARN y que se pueden transmitir

mecanicamente con cierta facilidad como el virus del mosaico del tabaco (Tobacco mosaic
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virus, Tobamovirus, TMV), virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus,
Cucumovirus, CMV) y el virus del grabado del tabaco (Tobacco etch virus, Potyvirus,
TEV) (Yanez y Delgadillo, 1991). Ademas, para eliminar la presencia de virus de ARN que
pudieran ser transmitidos por mosquitas blancas (por ejemplo, el virus del amarillamiento
infeccioso de la lechuga [Lettuce infectious yellow virus, Crinivirus, LIYV]), se utilizaron
plantas de lechuga (Lactuca sativa L.) como indicadoras (Klassen et al., 1995; Brown y
Nelson, 1986). La inoculacion mecanica se llevé a cabo macerando hojas de tomate
infectadas (500 mg) en solucion (5 mL) amortiguadora de fosfatos (Fosfato de sodio 0.02
M pH 7.0) o TNE (Tris-HCI 10 mM pH7, 100 mM NacCl, 10 mM EDTA, 1% SDS estéril).
Los acidos nucleicos se precipitaron con etanol absoluto a —20°C durante 16 h y re-
disueltos en agua destilada estéril. Se utilizo un mL de la suspension para frotar las hojas,
principalmente en brotes terminales o en el segundo par de hojas verdaderas. Se utilizd
tierra de diatomeas o Carburundum como abrasivo (Idris y Brown, 1998; Lotrakul et al.,

2000). En cada experimento se utilizaron de tres a cuatro repeticiones.

2.3.3. Transmision por Biobalistica

La transmision por biobalistica se llevo a cabo en el laboratorio de Ingenieria Genética de
Plantas del CINVESTAV-Irapuato. La inoculacion se realizé en plantulas de tomate y
nicandra a los 10 dias de crecimiento (dos a cuatro hojas verdaderas). La inoculacion se
llevd a cabo en los brotes terminales utilizando como indculo el ADN total infectivo, el
cual contenia la forma replicativa viral. La preparacion de las particulas consistid en
incorporar el ADN a particulas de tungsteno (50 pL) en una solucién junto con CaCL; 2.5
M y 20 pL de espirmidina 0.1 M y mezcladas por 1 min en un sonicador. EI ADN fue
fijado a las particulas con 60 pL de etanol 100%. Las particulas de tungsteno impregnadas
con el ADN fueron proyectadas a 800 PSI (libras/pulg?) de presion de Helio. La incubacion
para la expresion de sintomas se llevo a cabo en una camara de incubacion a 35°C £2. En
cada uno de los experimentos de transmision se utilizaron de tres a cuatro repeticiones. Se
considerd como indicativo de transmision positiva la aparicion de sintomas caracteristicos

a los 14 dias después de la inoculacion.
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2.4. EXTRACCION DE ADN VIRAL Y ELECTROFORESIS.

El proceso de extraccion del ADN total utilizado en las reacciones de PCR se realizo por
los métodos de extraccion de Dellaporta et al. (1983), mientras que la purificacion de
geminivirus por el método de Palmer et al. (1998) se utilizo con el fin de obtener la forma
replicativa (ADN viral de doble cadena), el cual fue visualizado en un gel de agarosa al 1.5

% tefiido con bromuro de etidio, en solucion amortiguadora TAE (Tris-HCI) a 80 volts.

2.5. DETECCION POR SEROLOGIA (ELISA).

Para la deteccion general de geminivirus se realizaron ensayos seroldgicos ligados a
enzimas de doble sandwich (DAS-ELISA). Se analizaron 32 plantas de chile (variedad
Anaheim) y 64 plantas de tomate (tipo cherry) y 13 especies de maleza colectadas en areas
aledanas a parcelas comerciales. Se utilizaron antisueros policlonales comerciales y el
procedimiento se realizd de acuerdo a las indicaciones del fabricante (Pathoscreen kit 3F7-
Agdia, Indiana). Se tomaron datos de absorbancia de las reacciones antigeno-anticuerpo a
los 60 min después de la adicion del sustrato. Fue considerada como positiva la coloracion
observada en color amarillo o si la absorbancia fue igual o superior a la lectura del control

positivo, incluido en el kit de deteccion serologica (Clark y Adams, 1977).

2.6. HIBRIDACION MOLECULAR

2.6.1. Hibridacion Molecular no Radiactiva.

Para la hibridacion en mancha o gota (dot blot) se transfirieron 25 pL (10 pg de ADN
genomico) de ADN total y se fijaron a la membrana (Amersham-Hybond-N) utilizando un
transiluminador (XL 1500 UV Crooslinker; Spectronics Corporation). Para el marcaje y la
deteccion se utilizaron los productos comerciales de Amersham Pharmacia Biotech (Gene
image random prime labeling module y Gene Images CDP-Star detection module) de

acuerdo a las indicaciones del fabricante. Para el marcaje de la sonda se incorpord
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fluoresceina-dUTP en 10 uL de ADN viral mas polimerasa Klenow con el fin de catalizar
la reaccion. La fluoresceina se detectd con un anticuerpo antifluoresceina conjugado con
fosfatasa alcalina. Las condiciones de astringencia y lavado fueron de acuerdo a la sonda
utilizada (Sambrook y Russell, 2001). Cuando se utilizd la sonda general se utilizaron
condiciones de baja astringencia con temperaturas de 55°C y lavados de 16 h con 0.1X de
solucion amortiguadora (SPS 1 %, SSC [concentracion salina de citrato a 0.1X]). Cuando
se utilizo la sonda especifica, las condiciones fueron de alta astringencia con temperaturas
de 65°C y lavados de 16 h con SSC 0.5 %, SDS 0.1 %. Las autoradiografias se obtuvieron

al colocar las membranas positivas (5 min) en una pelicula tipo Kodak X-Omat.

2.6.2. Hibridacion Molecular con Radioisétopos

Este tipo de hibridacion se realizo por Southern blot (Southern, 1975). Se transfirieron por
capilaridad 10 pL de ADN a una membrana de nitrocelulosa (Nylon Hybond +,
Amersham-Pharmacia, Buckinghamshire, UK) a partir de un gel de agarosa (0.8 %). La
membrana fue marcada con dideoxinucledtidos radioactivos dCTP.3,P con la técnica de
iniciadores al azar (random prime) del kit comercial Amersham Redi Prim y de acuerdo al
manual de laboratorio de clonacion molecular (Sambroock y Russell, 2001). Las
condiciones de hibridacion fueron con baja astringencia (100 mL a 42° C durante 16 horas).
Los lavados se realizaron dos veces con una solucion amortiguadora al 0.1X (SDS 1 %,
SSC 0.1X). La exposicion se realizod por digitalizacion de imagen en pantalla STORM por
16 horas.

2.6.3. Preparacion de la Sonda

La sonda general se utilizd para la deteccion de un amplio rango de geminivirus. Esta fue
disefiada a partir de la region altamente conservada del gen de la proteina de la capside. El
fragmento de aproximadamente 600 pb fue escindida de clones diméricos de PepGMV-A y
PHYVV-A con la enzima Styl. La sonda especifica fue disefiada a partir de la region
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intergénica de un clon dimérico de PHYVV-A y PepGMV-A. Los fragmentos fueron

liberados con EcoRI .

2.7. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para la deteccion general de begomovirus por la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por las siglas en inglés), se utilizaron un par de iniciadores de amplio
espectro AC1048-AV496 que amplifican la region altamente conservada del gen de la CP
(Wyatt y Brown, 1996). Para la posible deteccion de los geminivirus mas distribuidos en
México, se utilizaron los iniciadores que reconocen especificamente a los virus PepGMYV,
CdTV y PHYVV (Torres-Pacheco et al., 1996). Se utilizaron alternadamente el par de
iniciadores PAL1v1978/PAR1c496 que amplifican un fragmento de 1.1 kb de la region
intergénica (RI), incluyendo parte de la region aminoterminal de AC1 (Rep) y AV1 (CP).
Estos iniciadores se utilizaron debido a que esta region se considera altamente informativa,
debido a que ahi se encuentran las secuencias conservadas (iterones) involucradas en la
regulacion de la replicacion y la trascripcion y las cuales son altamente especificas aun en
geminivirus muy relacionados. Se utilizaron otros iniciadores para amplificar fragmentos
especificos de acuerdo a las necesidades propias de la investigacion (Cuadro 4; Fig. 6). Las
reacciones fueron realizadas en un termociclador PCR System 9700 (Perkin-Elmer Cetus).
Las condiciones de tiempo y temperatura para la desnaturalizacion, alineamiento y
extension para cada uno de los iniciadores utilizados se presenta en anexos. Los clones
positivos (PepGMV-Tam, PHYVV y TYLCV) fueron obtenidos de la geminoteca del
CINVESTAV-IPN, Unidad Irapuato. Con los iniciadores PAR1c496 y PAL1v1978 se
obtuvieron mas datos que nos sugerian la presencia de geminivirus aun no caracterizados.
Utilizando como base estos iniciadores, se disefiaron los iniciadores PALc1998/PARv478
en sentido reverso. Los iniciadores 2525/2527 y 2526/2528 se disefiaron para la
amplificacion de la region interna que no se alcanz6 a secuenciar. Utilizando un programa
de traslape de secuencias (GeneWorks, Intelligenetics) se conjuntaron todos los fragmentos
virales del componente A (Fig. 6). Los iniciadores degenerados AV494/AC1048 y Mot1/MotCP

se utilizaron para establecer una identidad provisional y para fines de diagnostico. Los iniciadores



39

423/425, 425/426 y 240/241 se utilizaron para la deteccion especifica de los geminivirus mas

importantes de México.

Cuadro 4. Iniciadores utilizados en las reacciones de PCR

No. Iniciador Region que amplifican Referencia

1 AC 1048 Iniciadores para deteccion general de begomovirus Wyatt y Brown, 1996
AV 494 a partir de la CP

2 Motl Parte de la CP y la RI del componente A Ascencio-Ibafiez et al., 2002
Mot CP

3 240 PHYVV-A haciala RI Torres-Pacheco et al., 1996
241

4 260 Componente A de begomovirus Torres-Pacheco et al., 1996
261

5 423 CdTV-A a partir de la RI Torres-Pacheco ef al., 1996
424

6 425 PepGMV-A a partir de la RI Torres-Pacheco ef al., 1996
426

7 PAR1c496 Componente A de begomovirus a partir de la CP Rojas et al., 1993
PAL1v1948

8 PARv478 Parte de region Rep y CP hacia TraP y REn Disefiado a partir del No. 7
PALc1998

9 Abpv Componente A completo de algunos begomovirus  Briddon et al., 1993
Abpc

10  PrBV 1855 Region comtin del componente B Idris y Brown, 1998
PrBC 656

11 PrBC 1876 Complemento de la regiéon comiin del componente B Disefiado a partir del No. 10
PrBV 637

12 BCS 2525 Region interna del aislamiento de El Carrizal (d21-F2) Diseniado en CINVESTAV-
BCS 2527 Irapuato a partir del No. 8

13 LAP 2526 Region interna del aislamiento de La Paz (PU1) Disefiado en CINVESTAV-
LAP 2528 Irapuato a partir del No. 8

16  Lyc18SF Region 18S del ARN ribosomal del tomate Taberletetal., 1991
Lyc 18S R utilizado como control interno.

17  HI6 Patrones de bandeo especificos para distincion de  De Barro y Driver, 1997

biotipos de mosquitas blancas
19  BCS374v CP (374-761) de los geminivirus de BCS Disefiado en el CIBNOR
20 BCS 76l1c CP (374-761) de los geminivirus de BCS Disefiado en el CIBNOR
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Figura 6. Sitios de amplificacion por PCR del genoma de un geminivirus bipartita tipico, utilizando
como estrategia el uso de iniciadores de amplio espectro y especificos para la obtencion de la
secuencia completa.

2.8. CLONACION

2.8.1. Ligacion

Los diferentes productos de PCR amplificados fueron purificados con QIAquick
purification kit (Qiagen, Hilden, Germany), de acuerdo a las indicaciones del fabricante.
Una vez limpio, éste fue ligado y clonado directamente en el vector de clonacion pCR 2.1y
pCR 4 (Topo TA cloning), siguiendo las instrucciones del fabricante Invitrogen, San Diego,
CA. Ambos vectores tienen los genes que codifican para la beta-galactosidasa y los genes
de resistencia a ampicilina y kanamicina para la seleccion de clonas en un medio de cultivo

selectivo.

2.8.2. Transformacion de Células-Competentes

Se prepararon células competentes con el fin de transformar el producto de ligacion (vector
y fragmento). Las células se prepararon con la cepa de Escherichia coli DH5x, la cual es

susceptible a ampicilina. La preparacion de células fue de acuerdo a Sambroock y Russell
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(2001) por medio de CaCl, y almacenadas a — 80°C. Para la incorporacion del plasmido con
el inserto de interés (producto de la ligacion), las células competentes se transformaron por
medio de shock térmico (0-42°C) y se incubaron a 37°C/16 h/200 rpm para la recuperacion

de las células transformadas.

2.8.3. Transformacion de Células Electro-Competentes

Para la transformacion se utilizaron células electrocompetentes almacenadas a -80°C. La
transformacion se realizd por medio de shocks eléctricos en un electroporador. Una vez
incorporado el producto de ligacion inmediatamente se le adiciond medio de cultivo LB y
se incubo a 37°C/1 h / 200 rpm. Para la recuperacion de las células transformadas la
siembra se realizd en placas Petri de acuerdo a la metodologia anteriormente descrita. En
lugar de ampicilina se utilizé carbenicilina o kanamicina. Las células recuperadas fueron
sembradas por triplicado en cajas Petri en los siguientes medios selectivos: (i) LB; (i1)) LB+
ampicilina; (ii1) LB-ampicilina+Xgal+IPTG. Previamente etiquetadas se incubaron a 37°C/

16 h. Las clonas positivas se identificaron de acuerdo a coloracion observada.

2.8.4. Extraccion y Purificacion de Plasmidos

Las colonias positivas (células transformadas con el inserto) seleccionadas se cultivaron en
100 pL de medio nutritivo LB mas ampicilina (1 pL/mL) y se incubaron por 16
h/37°C/200 rpm. Las colonias seleccionadas a su vez se sembraron en cajas Petri mas
ampicilina y almacenadas a 4°C. La extraccion de plasmido se realizé de acuerdo al método
de extraccion alcalina de Birboin y Doly (1979) y por medio de columnas de resina
utilizando el producto comercial Wizard Minipreps DNA Purification Resin de acuerdo a
las instrucciones del fabricante (Promega, Madison, U.S.A.). La verificacion del fragmento
clonado se hizo por digestion con EcoRI la cual corta especificamente en la region del sitio
de multi-clonacidon del plasmido. Las clonas de interés fueron resembradas en medios

selectivos (LB+ampicilina+Xgal-IPTG) y almacenadas en glicerol a -80°C.
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2.9. RFLP

Para el estudio de posibles mezclas virales o variantes de algin virus, se utilizo6 la técnica
de polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccon (RFLP por sus siglas en
inglés). Se seleccionaron algunas enzimas de restriccion bajo el criterio de que éstas
presentaran de uno a tres fragmentos en los virus en estudio. Las enzimas seleccionadas
fueron: EcoRl, Hindlll, Hincll, Styl y Xbal. Para los anélisis de RFLP se utilizaron los
productos de PCR (1.1 kb) amplificados con PAL1v1978 y PAR1c496, los cuales generan
determinados patrones de bandeo al analizarlos por electroforesis en gel de agarosa (1.2%),
tefiiddo con BrEt. Con el fin de poder inferir si las bandas generadas pudieran corresponder
a posibles mezclas virales, los productos de PCR amplificados se compararon con los

fragmentos similares, pero amplificados a partir de clones,

2.10. ANALISIS DE SECUENCIAS.

Las secuencias se obtuvieron en un analizador automatizado del Departamento de
Ingenieria Genética de Plantas del CINVESTAV-Irapuato y en el Departamento de
Secuenciacion del CIBNOR por el método de espectrometria por fluorescencia de
dideoxinucledtidos (Sanger et al., 1977). La secuenciacion se realizd en ambas direcciones
con iniciadores universales (M-13 directo y reverso). Las secuencias obtenidas se
analizaron con el programa SeqEdit (DNASTAR, Madison, WI) para la obtencion de los
posibles marcos de lectura y para la obtencion de los aminoacidos deducidos. Las
secuencias obtenidas se compararon con las secuencias referidas en la base de datos del
GenBank (NCBI). Para la obtencion de las secuencias con las identidades mas altas se
utilizo la herramienta de busqueda de alineamientos basicos locales (BLAST por sus siglas
en inglés) (Altschul et al., 1990). Para establecer el porciento de identidad de las secuencias
de BCS con cada region homologa de otros geminivirus, se utilizd el programa de
algoritmos para alineamientos multiples del MegAlign (DNASTAR, Londres) por el
método de ClustalW (Thompson et al., 1994) y GeneWorks (Intelligenetics, Mountain
View, CA).
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2.11. ANALISIS FILOGENETICOS

Los cladogramas obtenidos por Clustal fueron examinados siguiendo el
procedimiento de analisis de méxima parsimonia de distancias con el programa de
algoritmos computacionales (PAUP por sus siglas en inglés) version 4.0 b 10
(Swofford, 1993). El soporte de las ramas filogenéticas fue evaluado seleccionando
la opcion de 500 repeticiones. Se designd como grupo externo al Tomato yellow leaf
curl virus—TYLCV (genero Begomovirus, familia Geminiviridae) y al Maize straik
virus-MZV (genero Mastrevirus; familia Geminiviridae). Se utiliz6 el método de
vecino mas cercano (Saitou y Nei, 1987). Las secuencias utilizadas en los analisis
comparativos y cladogramas fueron obtenidas directamente de la base de datos del

NCBI (GenBank).

2.12. DISENO DE INICIADORES ESPECIFICOS

Se disefiaron un par de iniciadores especificos para amplificar selectivamente los
geminivirus presentes en BCS. Estos fueron disefiados a partir de un consenso de la region
conservada del gen de la CP del componente A. El disefio fue realizado en el programa

PrimerSelect (DNASTAR, Londres).

MNuclentida

PrBcsc

HNutleotido

761

Figura 7. Componente A de los geminivirus de BCS, mostrando el sitio donde los iniciadores
especificos inician la amplificacion de la AV1 (CP).
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2.13. DISTRIBUCION DE GEMINIVIRUS

Para la deteccion de los geminivirus de BCS se realizaron muestreos dirigidos utilizando
técnicas de PCR con iniciadores especificos y degenerados y técnicas de clonacion y
secuenciacion. Estas se realizaron durante los ciclos agricolas otofio-invierno 2002 y
durante todo el 2003. Se analizaron un total de 400 plantas (promedio de 50 plantas por

area homogénea muestreada) de las regiones horticolas méas importantes de BCS.

2.14. INCIDENCIA Y SEVERIDAD

Datos sobre incidencia fueron tomados durante los periodos normales de muestreo; primera
etapa (noviembre 2001 a mayo 2002) y segunda etapa (marzo 2003-junio 2003). La
deteccion de plantas infectadas se realizd por PCR con iniciadores de amplio espectro
(Wyatt y Brown, 1996; Rojas et al., 1993) y especificos (generados para este estudio). Para

determinar los porcentajes de incidencia se procedi6 de acuerdo la formula:

% incidencia = (numero de plantas infectadas / numero de plantas totales) x 100

Para la determinacién de los indices de severidad se utilizé el criterio propuesto por
Bolafios (1996) para la evaluacion de virosis causadas por geminivirus en tomate. Este
criterio esta basado en una escala numérica del cero al diez y de acuerdo a los sintomas

presentados en cuadro 5.

2.15. RANGO DE HOSPEDANTES NATURALES.

Para la deteccion del rango de hospedantes se realizaron estudios en cultivos infectados en
forma natural. Las especies en estudio consistieron en plantas cultivadas y plantas arvenses
(principalmente maleza), pertenecientes a diferentes familias botanicas. La deteccion se

llevo a cabo por PCR utilizando iniciadores especificos y de amplio espectro.
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2.16. INFESTACION Y DINAMICA POBLACIONAL DE MOSQUITAS BLANCAS

Los muestreos se llevaron a cabo cada 7 dias (+ 2) durante los ciclos agricolas 2001, 2002 y
2003. Estos se realizaron en plantaciones comerciales de tomate, incluyendo la maleza
circundante a las areas de cultivo en las principales regiones tomateras de la region. La
abundancia media estacional de adultos de B. fabaci fue determinada por conteos en
trampas adhesivas amarillas de acuerdo a Polston et al. (1996). Se pusieron un promedio de
diez trampas por parcela y orientadas hacia el noroeste a la altura de los dos tercios
superiores de la planta. Los muestreos fueron realizados durante la fase del cultivo que

comprendia desde el inicio de la floracién hasta el desarrollo del tercer racimo.

Cuadro 5. Escala numérica propuesta para la evaluacion de virosis causada por geminivirus
en tomate

Escala Severidad de sintomas'
0 Sin dafios aparentes
1 Imperceptibles
2 Hojas nuevas con mosaicos leves
3 Mosaico leve, lamina levemente corrugada
4 Hojas nuevas y lamina con mosaicos y arrugamientos moderados
5 Todo el follaje con mosaicos y arrugamientos
6 Lamina media con mosaicos y arrugamientos moderados
7 Mosaicos y arrugamientos intensos, ramas deformes, hojas pequefias
8 Arrugamientos intensos, ramas deformes, hojas terminales pequefias
9 Los mismos sintomas anteriores mas enanismo y atrofia severa
10 Necrosis generalizada

! Propuesta por Bolafios (1996)
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La dindmica poblacional alternadamente se determind de acuerdo al indice medio de
infestacion (IMI) de adultos. Los muestreos se llevaron a cabo en el envés de la hoja del
estrato superior de las plantas. Se utiliz6 la escala de valores de acuerdo a Andreas-Serra
(1996), donde un valor numérico entero fue asignado de acuerdo al nimero de mosquitas

encontradas.

Cuadro 6. Escala numérica propuesta por Andreas-Serra (1996) de acuerdo al namero de
adultos de B. tabaci por planta.

Escala No. de adultos
0 Ningtn adulto
0.5 1-12
1 13-25
2 26-50
3 51-75
4 76-100
5 >100

Los datos de muestreo de los intervalos establecidos y la categoria de infestacion fueron
convertidos a Indice Medio de Infestacion (IMI). Para calcularlo se registro la cantidad de
muestras u observaciones en cada categoria de infestacion (fi), se multiplica por la cifra que
tipifica a cada intervalo y la sumatoria se divide por el nimero total de muestras evaluadas

(n) y donde:

IMI= £y 5 (0.5)+;(1)+2(2)+3(3)+H4(4)+H5(5)/n

2.17. IDENTIFICACION DE BIOTIPOS DE MOSCAS BLANCAS

2.17.1. Identificacion Morfologica

Para la identificacion por medio de caracteristicas morfologicas se recolectaron de campos
infestados hojas con ninfas del cuarto instar. La observacion de ninfas para la observacion

de setas pupales se realizd por medio del estereoscopio y microscopio compuesto (en

montas permanentes en solucion Hoyer). Para la identificacion se utilizaron las claves



47

especificas para la identificacion de mb inmaduros de la familia Aleyrodidae (Martin, 1987;
Caballero, 1996). Para la identificacion de especies, se seleccionaron criterios de apoyo
basados en caracteristicas bioldgicas de adultos como: (i) pardmetros morfoldgicos (ii)
asociacion a hospedantes (iii) patrones conductuales (Perring et al., 1993; Bedford et al,

1994).

2.17.2. Identificacion por RAPD

Para la identificacion de biotipos por métodos moleculares, se recolectaron mosquitas
blancas adultas y ninfas del cuarto instar. Los especimenes fueron preservados en alcohol
(70%) y almacenados a —20°C. La identificacion se realizé por PCR del ADN polimorfico
amplificado al azar (RAPD por sus siglas en inglés). Se utiliz6 el iniciador H16 y las

condiciones de PCR se llevaron a cabo de acuerdo a De Barro y Driver (1997).
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III RESULTADOS

3.1. COLECCION DE MUESTRAS

Se muestrearon un total aproximado de 900 ha que corresponden a la superficie sembrada
de las once regiones y 30 localidades en estudio. Se realiz6 el escrutinio de alrededor de

600 muestras. En ocho regiones se encontraron evidencias de geminivirus (Cuadro 7).

Da las muestras colectadas durante el 2002, s6lo los aislamientos de La Paz y El Carrizal
fueron identificados a especie, mientras que de las muestras colectadas durante el 2003,
solo se realizo la deteccion a nivel familia (Geminiviridae), en la regiones de Todos Santos,
Pescadero, Meliton Albafiez y El Cardonal. En la regiéon de La Paz se detectd un
geminivirus propuesto como nueva especie y nombrado en este estudio como Tomato chino
La Paz virus (ToChLPV). En esta regién también se encontrd uno de los geminivirus mas
distribuidos en México, una variante muy relacionada al Pepper golden mosaic virus
(PepGMYV). En la region de El Calandrio se detectd un geminivirus muy relacionado al
Tomato severe leaf curl virus (TOSLCV), aunque de acuerdo a las evidencias presentadas
es diferente de éste y ha sido nombrado tentativamente como Tomato chino Calandrio virus
(TChCYV). Finalmente, en El Carrizal se detectd la presencia de un geminivirus asignado

como Tomato chino Baja California Sur virus, el cual esta relacionado al ToChLPV.

3.2. SINTOMATOLOGIA

En los muestreos dirigidos se observaron sintomas diversos como; enchinados (distorsion
foliar), mosaicos, clorosis intervenal, brotes reducidos, enanismo, apariencia arbustiva,
entrenudos cortos, amoratamiento axial de foliolos, epinastia y acucharamiento de hojas
(Fig. 8, 9, 10). Similares sintomas han sido reportados en otras regiones del pais donde ya
se conoce que la etiologia es de origen geminiviral (Torres-Pacheco et al., 1996; Brown et

al., 2000; Garzon-Tiznado et al., 2001).
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Figura 8. Sintomas asociados a infecciones por Tomato chino La Paz virus (ToChLPV) en tomate
en La Paz. A. reduccion de tamafio de hojas terminales y forma acucharada. B. Planta de aspecto
erecto. C. Planta enchinada, entrenudos cortos, enanismo severo y hojas rugosas. D. Transmision
de sintomas en invernadero por medio de mosquitas blancas; notese el acucharamiento de hojas y el
tamafio reducido de las hojas.



50

Figura 9. Sintomas asociados a infecciones por el geminivirus Tomato chino Baja California Sur
virus (ToChBCSV) en tomate en El Carrizal. A. Enchinado y rugosidad foliar B. Crecimiento
detenido y maduracion prematura de frutos. C. Reduccion de tamafio de hojas terminales y abortos
florales. D. Rizado de hojas inferiores y encrespamiento foliar E. Apariencia arbustiva y enanismo
severo del sindrome del “enchinado foliar” del tomate de BCS. F. Transmision experimental a
tomate utilizando mosquitas blancas en condiciones de invernadero; noétese el encrespamiento
general y la clorosis intervenal de brotes terminales.
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Figura 10. Sintomas ocasionados por Tomato chino Calandrio virus (TChCV) en plantas de tomate
tipo Roma (saladet) en la region de El Calandrio, La Paz. A. Enchinado y enanismo severo. B.
Trampas amarillas para monitoreos de mosquitas blancas involucrado con la diseminacién de
geminivirus. C. Clorosis generalizada y apariencia enana por infeccion severa de geminivirus. D.
Enchinado de hojas, enanismo severo, entrenudos cortos y hojas rugosas. E. Transmision
experimental de geminivirus en chile utilizando mosquitas blancas. F. Mosaico dorado, clorosis y
sintomas ligeros de enchinado en planta de chile inoculada experimentalmente por medio de
mosquitas blancas.
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Cuadro 7. Regiones y localidades de Baja California Sur, donde se encontraron evidencias

de geminivirus.

Afio Region Localidad Sintomas ' Iniciadores * Virus
2002  El Carrizal Agrodelicias Mo, Ch, Ci, Ach, Ec, 1,2 ToChBCSV
Ax, Ep, Cu
La Paz UABCS Mo, Ci, Ch, Br, Ach, 1,2 ToChLPV

Ec, Ax, Ep, Cu
UABCS Ci, Ch, Mo 1,3 PepGMV
El Calandrio Pequeiio Ch, Br, Ach, Ec, Ax, 1,2 ToChCV
propietario Ep, Cu, Ci
2003  El Carrizal Agrobionova Mo, Ch, Ci, Ach, Ec, 4 ToChLPV
Ep ToChBCSV
Pescadero Suefo Tropical Mo, Ch, Ci, Ach, Ec, 1 NI
Ax, Ep, Cu
Meliton Greenver Mo, Ch, Ci, Ach, Ec, 1 NI
Albafiez Ax, Ep, Cu
El Cardonal Los Castro Ch, Br, Ach, Ec, Ax, 1 NI
Ep, Cu, Ci

Ch= enchinado o distorsion foliar, Mo= mosaicos, Ci= clorosis intervenal, Br= hojas jovenes y
brotes reducidos, Ach= enanismo y apariencia arbustiva, Ec= entrenudos cortos, Ax=
amoratamiento axial de foliolos, Ep= epinastia, Cu= acucharamiento de hojas.

2 Tniciadores utilizados en la PCR; 1= AC1048/AV494, 2= PAL1v1978/PAR1c496, 3= 425/426,
4= BCS 374v/BCS 761c (para amplificacion especifica de ToChLPV o TChBCSV. NI=
Begomovirus no identificado a especie (ver lista completa de los iniciadores utilizados en el
cuadro 4).

3.2. TRANSMISION EXPERIMENTAL

En las pruebas de transmision experimental de sintomas, los resultados mostrados en el
cuadro 8 nos indican que los geminivirus de BCS tienen un rango de hospedantes
preferencial hacia la familia Solanaceae. En los experimentos con B. tabaci se observé una
eficiencia de transmision (EfT) del 25 al 83.3% y solamente se observaron infecciones en
solanéceas, incluyendo al tomate (Lycopersicon esculentum), chile (Capsicum annuum) y
toloache (Datura discolor). En las transmisiones en forma mecanica la EfT presentada fue
del 25 al 45%. Por este método, solamente se pudieron transmitir sintomas ligeros a plantas
de tomate y chile (utilizando el ADN infectivo del aislamiento LaP-U3). Las transmisiones
por biobalistica se realizaron solamente en tres especies de solanédceas; tomate, nicandra

(Nicandra physaloides) y tabaco (Nicotiana tabacum) presentando una EfT del 57.1 al
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100%. Las transmisiones por injerto solamente se realizaron en tomates presentando una

EfT del 100%. A pesar de la ligera sintomatologia observada en ciertas especies (Cuadro 8)

fue posible detectar la presencia de geminivirus por la PCR.

Cuadro 8. Eficiencia de la transmision experimental de la enfermedad viral en varios
hospedantes, utilizando diferentes métodos de inoculacion.

Transmision Especie Sintoma' % Trans” Fuente de PCR*
inoculo *
B. tabaci Lycopersicon esculentum Mo, Ch, Cl, Br, Ach, Ax, Ep 65 1,2 +
Ch, Mo, CI, Ec 83.3 3 +
Capsicum annuum L. Mo, Ch, C1 (sl) 45 3 +
Datura discolor Bernh. Mo, Cl (sl) 25 2 +
Malva parviflora L. Mo (sl) 0 2 -
Cucurbita pepo L. NS 0 2 -
Phaseolus vulgaris L. NS 0 2
Lactuca sativa L. NS 0 2 -
Chenopodium album L. NS 0 2 -
Nicotiana glauca Graham NS 0 2 -
Portulaca oleracea L. NS 0 2 -
Xhantium strumarium L. NS 0 2 -
Mecanica L. esculentum L. Mo, Ch (sl) 35 3 +
Capsicum annuum L. Mo, D (sl) 25 3 +
Datura stramonium L. NS 0 -.- -
Malva parviflora L. NS 0 -.- -
Biobalistica L. esculentum L. Ch, Cl, Br, Ach, Ep, Cu, Mo 100 2 +
Nicandra physaloides L. Cl1, D (sl) 75 1 +
Ch, Mo, Ec 57.1 3
Nicotiana tabacum CL,D 87.5 1 +
Injerto L. esculentum L. Ch, Br, Ach, Ec, Ep 100 2 +

Mo= mosaicos, Ch= rizado o enchinado, Cl= clorosis, Br = hojas jovenes y brotes
reducidos, Ach= enanismo y apariencia arbustiva, Ec= entrenudos cortos, Ax=
amoratamiento axial de foliolos, Ep= epinastia, Cu= acucharamiento de hojas, D=
distorsion foliar ligera, NS= no sintomas aparentes, (sl)= sintomas ligeros.

Porciento de transmision= ntimero de plantas infectadas/ntimero de plantas totales X 100.
Para todas las pruebas se utilizaron entre cuatro a ocho plantas y tres repeticiones.

La fuente de in6culo (ADN viral infectivo) fue de los siguientes aislamientos; 1= CzalB de
El Carrizal, 2= LaPCh de La Paz, 3= LaP-U3 de La Paz, 4= LaPS-STD de El Calandrio.
(+)= reaccion positiva, (-)= reaccion negativa. La PCR se realizdé con los iniciadores
AV494-AC1048 (Wyatt y Brown, 1996). El control positivo fue un clon de Pepper
huasteco yellow vein virus-PHYVV.
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3.3. DETECCION DE GEMINIVIRUS

Se analizaron varias técnicas de extraccion para la obtencion del ADN gendmico y
posterior purificacion de ADN viral. De acuerdo a los analisis cuantitativos en el
espectrofotometro y a la determinacion de la pureza de acuerdo a la absorbancia registrada
(260nm/280nm) el mejor método de extraccion fue el utilizado por Palmer et al. (1998),
con una relacion de 1.57 a 1.71 (Fig. 11 A, B). En el andlisis electroforético se observo un
fragmento de aproximadamente 2.8 kb que corresponde al tamafio del fragmento esperado
para la forma replicativa. La FR se obtuvo solo en los aislamientos del Carrizal (d21-F1)

(Fig. 11A) y en uno (UA4M) de La Paz (Fig. 11B).

3 Kb

Figura 11. Patron electroforético en gel de agarosa del ADN de plantas infectadas, mostrando el ADN geminiviral en su
forma replicativa y analisis serologico. A. Carriles 1= ADN de planta sana; 2-7= ADN de plantas infectadas de El
Carrizal, observandose la forma replicativa en la muestra d21F1 (carril 2) con tamafo aproximado de 2.8 kb. 6= ADN
parcialmente degradado (almacenado cuatro meses a -80°C). B. Carriles 1, 5, 6, 7= ADN de plantas infectadas de La Paz,
observandose la FR solo en la muestra UA4M (carril 1). 2= ADN de planta sana. M= marcador de peso molecular 1kb
(Gibco BRL) C. Reaccién (coloracion amarilla) de diferentes aislamientos de BCS en el ensayo de inmunodeteccion por
analisis serologico (ELISA). H1= control negativo, H2= control positivo (PepGMV), H3, H4= controles positivos (kit
comercial), C2, D2, E2, F2, C3, D3= muestras de El Carrizal, A2, A3, B2, B3, E3, F3= muestras de La Paz (U1, U2, U3).
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3.4 DETECCION POR SEROLOGIA

La técnica de serologia utilizando anticuerpos comerciales (Agdia, Indiana) para deteccion
general de geminivirus dio resultados positivos para las muestras de El Carrizal y para
algunos lotes de La Paz (LaPS, LaPCh). Preliminarmente, estos resultados sugieren la
limitada inmunogenicidad de la proteina de la capside y nos muestra que los geminivirus de
La Paz no son antigenicamente distintos a los de El Carrizal (Fig. 11C). Nuestros resultados
concuerdan a lo encontrado por otros investigadores, en relacion a la poca especificidad de
esta prueba, por lo que esta técnica estd limitada practicamente para la deteccion a nivel de

la familia Geminiviridae y no de especie (Roberts et al., 1984; Wyatt y Brown, 1996).

3.5. HIBRIDACION ADN-ADN

Se obtuvieron resultados positivos en un 29.7% de las muestras analizadas por hibridacion.
De las 176 muestras analizadas se obtuvieron 28 muestras positivas (29.7%) de la region de
El Carrizal y 18 de la region de La Paz (Fig. 12). En la hibridacion con la sonda especifica
para deteccion de PepGMYV, se obtuvieron varias muestras positivas, aunque la intensidad
de hibridacioén con respecto al control positivo (PepGMV) fue menor, se asume que pudo
haber influido la conformacion del ADN blanco a hibridar (Fig. 12A). En las hibridaciones
con la sonda especifica para deteccion de PHY VYV se obtuvieron solamente dos muestras
positivas, aunque la intensidad de hibridacion fue mucho menor que el observado en el
control positivo (PHYVV) (Fig. 12B). Las hibridaciones con la sonda general mostraron
resultados positivos para las regiones de La Paz y El Carrizal cabe mencionar que las
manchas de hibridacion se presentaron con diferente intensidad, aunque todas menores a
los controles positivos. Al utilizar la sonda general a partir de PepGMV se observo una
reaccion mas intensa en algunas muestras de tomate cherry (U3) en relacion a otras

muestras infectadas (Fig. 12D).
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Figura 12. Hibridacion molecular para deteccion general y especifica de geminivirus en BCS. A.
Analisis molecular por hibridacion tipo Southern blot para deteccion especifica de geminivirus
relacionados con el PepGMYV, utilizando como sonda parte de la region comtn (RC) del PepGMV:
Carriles 1, 2= controles negativos; 3= control positivo (clon dimérico de PepGMV); 4, 5, 6=
muestras de La Paz (U3); 7, 8, 9, 10, 11= geminivirus de El Carrizal, BCS; 12= Clon de PHYVV;
13= clon de PepGMV-Tam., sin digerir. B. Hibridacion de ADN en gota por métodos no
radiactivos para deteccion especifica del PHYVV o aislamientos muy relacionados. Pocillos al,
a3= controles negativos; al3= control positivo (dimero de PHYVV); b2 y b4= controles positivos
(plantas infectadas en forma natural); b6 y d5= muestras de La Paz. Los demas pocillos
corresponden muestras negativas. C. Analisis molecular del ADN por hibridacion en manchas para
deteccion general de geminivirus utilizando como sonda general fragmento del gen AV1 del
PHYVYV. Carriles: a2= control positivo (ADN de planta infectada con PepGMV); a5= clon dimero
de PHYVV; a7= control negativo (ADN de planta sana); a9= control interno (plasmido); al 1= agua
destilada; b1 a b6= aislamientos de La Paz (LaPU3); b7 a b12= aislamientos de tomate tipo bola de
El Carrizal (CzalB-d21); c1 a c6= aislamientos de tomate tipo saladet de El Calandrio (LaPS); C7 a
C12= aislamientos de tomate tipo cherry de La Paz (LaPCh). D. Hibridacion en mancha utilizando
el fragmento de la CP del PepGMV como sonda general, en condiciones de baja astringencia. 5c,
11c= control positivo (clon dimérico de PepGMV-Tam); 12b= planta infectadas con PepGMV; 8a,
9a, 10b, 7c, 9c= plantas de tomate (cherry) procedentes de la region La Paz (U3s); 3c= planta de
tomate tipo Roma procedentes de El Calandrio (TU2).
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3.6. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

En las reacciones de PCR con todos los iniciadores probados (Cuadro 4), solo se obtuvieron
amplificaciones con las muestras procedentes de las regiones de La Paz y El Carrizal. En el
cuadro 9 se muestran los iniciadores con los que se obtuvieron resultados positivos y el
fragmento obtenido. Con los iniciadores AV494/AC1048 (Wyatt y Brown, 1996) se obtuvo
una amplificacion de aproximadamente de 560 pb, tamafio correspondiente para
geminivirus bipartitas (dos componentes gendémicos de ADN), mientras que para el
geminivirus monopartita TYLCV (usado como referencia), se obtuvo un fragmento de
aproximadamente 700 pb (Fig. 13). En la amplificacién con iniciadores especificos para la
deteccion de algunos geminivirus presentes en México, solo se obtuvieron amplificaciones
con los iniciadores 425/426 (Torres-Pacheco et al., 1996) con muestras de La Paz (U3). No
se obtuvieron resultados positivos con los iniciadores para amplificar especificamente al

Chino del tomate virus-CdTV, Pepper huasteco yellow vein virus-PHYVV (Fig. 13).

Cuadro 9. Amplificacién por PCR utilizando iniciadores de amplio espectro y especificos
para deteccion general de geminivirus.

No. Iniciador Fragmento amplificado'
1 AC1048/AV494 560 pb

2 Motl1/Mot CP 430 pb

3 240/241 350 pb

4 260/261 2.6 kb

5 423/424 NA

6 425/426 2.6kb

7 PAR1c496/PAL1v1948  1.1kb

8 PARv478/PALc1998 1.5kb

O

Abpv/Abpc NA

10 PrBV 1855/PrBC 656  NA

11 Pr BC 1876/Pr BV 637 NA

12 BCS 2525/BCS 2527 350 pb

13 LAP 2526/LAP 2528 350 pb

16 Lyc 18S F/Lyc 18S R 402 pb

17 Hl16 Varios fragmentos
18 pBCSV374v/pBCS761c 387 pb

' NA= no amplificado
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa (1%) de productos de PCR utilizando iniciadores generales y
especificos que amplifican diversas regiones del genoma geminiviral. A. Amplificacion de AV1 con los
iniciadores AV494/AC1048: 1 y 8= controles positivos (Tomato yellow leaf curl virus-TYLCV) que
amplifican aproximadamente 700 pb para geminivirus monopartita; 2= control positivo de geminivirus
bipartita (Pepper golden mosaic virus-PepGMV); 3 a 7= amplificaciones de aproximadamente 560 pb de
muestras de La Paz y El Carrizal; M= marcador de peso molecular (100 pb) B. Amplificacion con iniciadores
especificos para algunos geminivirus presentes en México; 1= control positivo (PepGMV); 2= amplificacion
de muestras de La Paz con iniciadores 425/426; 3= control negativo (planta sana); 4= control positivo
(PepGMV amplificado con iniciadores 260/261.C. Amplificando geminivirus de BCS utilizando varios
juegos de iniciadores: 1= producto de amplificacion de = 1.1 kb de la region intergénica (RI) con iniciadores
PAR1c496/PAL1v1978; 2= amplificacion de ~ 580 de la region intergénica y parte de la CP con
Mot1/MotCP; 3= amplificacién de = 1.5 kb de la region AC2 con PARv478/PALc1998; 4= control positivo
interno (amplifica la region ribosomal 18S de plantas); 5= region CP con AV494/AC1048; 6= detectando
mezcla geminiviral con PAR1c496/PAL1v1978; M= marcador de peso molecular 1 kb-Gibco.
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3.7. CLONACION

En el cuadro 10 se presentan los clones obtenidos en estas dos regiones de muestreo, asi
como el tamafio del fragmento clonado. Para la secuenciacién completa de los genomas de
los clones d21-f2 (EI Carrizal) y PU2 (La Paz), se obtuvieron las amplificaciones de = 1.1
kb de la region intergénica y de =1.5 kb que amplifica hacia AC2 (Rep). Dado que no se
alcanzaron a secuenciar las 1.5 kb por el tamafio del fragmento, se disefaron dos pares de
iniciadores internos (uno para cada clon) los cuales amplificaron aproximadamente 400 pb
c/u. Todas las clonas positivas obtenidas se verificaron por PCR y por digestiones con

enzimas seleccionadas (Fig. 14).

Cuadro 10. Aislamientos y clones de El Carrizal y La Paz obtenidos a partir de la PCR.

Clon’ Region CcP? RP® Rep®a CP TraP® a REn®
560 pb 1.1 kb 1.5kb 400 pb
Pd2-1 Carrizal v NO v NO
Pd-F2 Carrizal v v v v
PU3 Calandrio v v NO NO
PU1 La Paz NO v v v
PU4 La Paz NO v NO NO
No clonado La Paz v v NO NO

" Clones Pd2-1, PdF2 aislados de El Carrizal, BCS; PU3 aislado de El Calandrio (LaPS);
PU1, PU4 aislado de La Paz (LaPCh);

CP= gen de la proteina de la capside (AV1).

RI=region intergénica.

Rep= gen de la replicacion (AC1).

TraP= gen transactivador de la transcripcion (AC2)

REn= gen potenciador de la replicacion (AC3).

NO= no amplificado.

S
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Figura 14. Seleccion y verificacion de los fragmentos clonados. A. Crecimiento de colonias
positivas blancas (Escherichia coli DH5x + vector pCR 4 TOPO TA Cloning-Invitrogen +
fragmento de PCR) y azules (plasmido sin el inserto) sembradas en medios selectivos (LB +
carbenicilina + Xgal + Iptg). Las colonias numeradas 1, 2, 3, 4 y 5 corresponden a clonas positivas
clonadas con el posible fragmento en estudio. B. Electroforesis en gel de agarosa (1.2%) de
extraccion de ADN plasmidico y digerido con la enzima EcoRI: 1, 2, 3= fragmentos liberados de 1
kb y 500 pb cortados en la region interna de AC2 (TraP) de los clones d21F2, d21F5 y LaPCh. La
banda superior corresponde al tamafio del plasmido (3.7 kb); 4= producto de PCR sin digerir (1.5
kb); M= marcador de peso molecular 1 kb-Gibco

3.8. ANALISIS DE SECUENCIAS POR BLAST

De las secuencias analizadas, se obtuvieron cuatro secuencias diferentes (entre ellas y a
otras reportadas). De la region de El Carrizal, se obtuvo el aislamiento CzalB del cual se
clonaron (d21-F2) y secuenciaron un total de 2609 pb correspondientes al genoma
completo del componente A. De la region de La Paz se obtuvieron tres secuencias. La
primera fue correspondiente al aislamiento LaPCh del cual se secuenciaron 2606 pb, que
corresponde al genoma completo del componente A. La segunda fue del aislamiento LaPS
del cual se secuenciaron 1149 pb y la tercera fue del aislamiento U3 del cual se
secuenciaron directamente de producto de PCR 1726 pb (Cuadro 11). De acuerdo a los
porcentajes observados en la secuencia nucleotidica (Cuadro 12) y aminoacidos deducidos
(Cuadro 13), las secuencias de BCS reportadas en este trabajo seran referidas en lo sucesivo

de acuerdo al cuadro 14.
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Cuadro 11. Nucleotidos secuenciados de cuatro aislamientos de geminivirus BCS.

Aislamiento ' Clon Localidad  Region Hospedante Secuencia

CzalB D21-F2  Agrodelicias Carrizal Tomate tipo “gordo” 2609 pb Comp. A “completo”

LaPCh PU1 PP La Paz Tomate tipo cherry 2606 pb Comp. A “completo”

LaPS TU2 El Calandrio La Paz Tomate tipo saladet 1148 pb RI, CP y Rep. Comp A

U3 No UABCS La Paz Tomate tipo cherry 1726 pb RI, CP y Rep. Comp A
clonado

! CzalB= Carrizal, tomate tipo “bola” o de mesa, LaPCh= La Paz, tomate tipo cherry, LaPS= La Paz tomate
tipo Roma o “saladet”, LaPU3= La Paz, tomate tipo cherry del campo agricola de la UABCS.

Cuadro 12. Porcentajes de identidad basados en la comparacion de la secuencia
nucleotidica.

Aislamiento Identidad mas alta No. acceso % Identidad' Bases
GenBank nt comparadas
LaPCh Tomato severe leaf curl virus AF130415 92 1035/1121
ToSLCV 81 265/327
86 130/151
94 34/36
Tomato geminivirus (Nicaragua) AJ277061 96 512/533
Tomato mild mottle virus AF131071 95 423/450
ToMMoV 90 473/525
95 63/66
CzalB Tomato severe leaf curl virus AF130415 91 1031/1122
ToSLCV 87 180/206
79 383/481
Tomato mild mottle virus AF131071 95 780/821
ToMMoV 91 482/527
Tomato geminivirus (Nicaragua) AJ277061 96 514/533
LaPS Tomato severe leaf curl virus AF130415 93 649/697
ToSLCV-GTS 96-1 82 144/174
88 61/69
Cabbage leaf curl virus U65529 87 534/610
CaLCuV
LaPU3 Pepper golden mosaic virus- us7457 91 751/817
Tamaulipas strain PepGMV-[Tam] 98 493/502
Pepper golden mosaic virus- AF149227 95 785/824
Costa Rica PepGMV-[CR] 92 462/502
Pepper golden mosaic virus AF136404 92 1206/1303
PepGMV

' El porcentaje fue calculado por la herramienta del BLAST (blastn) del NCBI. Los anélisis se
realizaron basados en toda la secuencia nucleotidica disponible en cada uno de los aislamientos.
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Cuadro 13. Porcentajes de identidad basados en la comparacion de secuencia de
aminoacidos del gen AV1 (CP).

Virus Virus de mas alta identidad Referencia % identidad Bases
comparado aa comparadas
LaPCh ToSLCV-GTS 96-1 AAD33453 84 213/251

MCLCuV AAKS83146 84 212/251
CLCrV AAL96825 83 210/251
CzalB ToSLCV-GTS 96-1 AAD33453 84 213/251
MCLCuV AAKS83146 84 212/251
CLCrV AAL96825 83 210/251
LaPS ToMMoV AAD33472 97 47/48
PepGMV AAQ74382 79 38/48
ToSLCV-GTS 96-1 AAD33453 79 38/48
LaPU3 PepGMV AAQ74382 98 230/234
Texas pepper virus TPV AAC99394 97 228/234
PepGMV-[CR] AAF06955 97 227/234

Cuadro 14. Nombramiento provisional de las secuencias obtenidas, nimero de acceso al
GenBank y nimero de referencia taxonomico del NCBI.

Aislado Nombre propuesto Acréonimo GenBank Taxon ICTVID
NCBI

LaPCh Tomato chino La Paz virus ToChLPV AY339618 Db xref: 240492 1075610417
GI:33520147 (401C8331)

CzalB Tomato Chino Baja California ToChBCSV AY339619 Db xref: 240493 1076026871

Sur virus GI:33520153 (4022DDF7)

LaPS Tomato Chino Calandrio virus TChCV AY336088 Db xref: 239488 1076023582
GI:33188205 (4022D11E)

LaPU3 Pepper golden mosaic virus- PepGMV- AY368336 Db xref: 223301 1076041568
La Paz [La Paz] GI:37039914 (40231760)

3.9. ALINEAMIENTOS MULTIPLES POR MEGALIGN

Los aislamientos que produjeron las identidades mas altas por alinecamientos BLAST del
GenBank (incluyendo todos los geminivirus aislados o detectados en México) se
compararon por alineamientos multiples utilizando el programa computacional MegAlign
(DNASTAR). Los aislamientos ToChLPV y ToChBCSV se compararon basados en la
secuencia completa del componente A y de cada uno de los MLA, incluyendo la region
intergénica, mientras que ToChCV y PepGMV se compararon basados en la region

intergénica y parte de la region Rep. En la figura 15 se observa el alineamiento de los virus
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de BCS con otros geminivirus detectados en México, donde el color rojo corresponde a las
regiones altamente conservadas, mientras que el azul corresponden a regiones altamente
variables. En las figuras 16 y 17 se muestran los alineamientos basados en la secuencia en
aminoacidos de los genes CP y Rep, donde se observan en forma punteada las regiones
altamente conservadas. Al realizar los alineamientos de los virus de BCS con otros
geminivirus bien caracterizados de México y del mundo, se obtuvo que la region amino
terminal de Rep, aunque presenta regiones muy conservadas, en algunas regiones la
variabilidad es alta (Fig. 17). Los porcientos de identidad calculados por los algoritmos del
programa MegAlign basados en la secuencia completa y en la region intergénica nos
muestran que la comparacion entre los geminivirus mas relacionados, el porcentaje siempre
es menor del 90% (Fig. 18). En los cuadros 15 y 16 se muestran los porcentajes de
identidad de ToChLPV y TChCV. Se observa que los porcentajes mas altos corresponden a

comparaciones con geminivirus aun no caracterizados o parcialmente secuenciados.

SequenceNameI
-HTE: I i 1 i I 1'mn I I "IN N N
FLAATT AT ART GRT T ACTCORATT GrAGCT CT CTA-CTT ARATTCT ATATTA-TTh5G-FT ACTFREFT CCART AT AT ACTAGAARRTT (T AT AGRACTTT CARGRELATTCRC- - CACGTREC FGCC ATCC FTT AT AMT ATT AL CREAT HRCLRCGATTTTTT -~
T T T T T T T T T T T T T T T T T
u il Ell 4 50 £l m &0 0 00 110 10 140 140 L5 160 1m
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Figura 15. Alineamiento multiple de los primeros 170 nucleétidos de la region intergénica de los
geminivirus mas recurrentes en México y algunos geminivirus Centro Americanos que comparten
una alta identidad con los geminivirus de BCS. En color rojo se indica: 1) Region altamente
conservada, pertenecientes al nonanucle6tido TAATATTAC de la estructura de asa. 2) Secuencia
palindromica CGGCCATC de la estructura del tallo. 3). Motivo estructural caja G y 4). Motivo
estructural caja TATA. Regiones en azul pertenecen a las regiones menos conservadas entre los
geminivirus comparados.

Cuadro 15. Comparacion de ToChLPV basados en la secuencia completa del componente
A con otras secuencias de geminivirus del género Begomovirus.

Virus Comp A RI' AC1 AC2 AC3 AC4 AV1 (CP)




64

(Rep) (TraP) (REn)

nucleétido (nt) aminodcido (aa)
Del GenBank
BCaMV 64.3 38.7 63.9 68.0 80.3 25.9 85.1
BGMV 66.1 43.8 81.8 60.9 71.2 - 76.5
BGYMV-[MX] 65.5 344 76.0 64.1 76.5 - 91.3
CaLCuV 62.3 34.1 62.1 66.4 78.0 27.1 90.9
CdTV 68.9 36.6 80.6 57.0 73.5 68.2 76.9
CuLCuV 61.0 29.2 60.1 65.6 73.5 - 91.1
MCLCuV 61.8 33.6 59.5 58.6 77.3 12.9 92.2
PepGMV-[Tam] 61.2 35.2 59.2 64.1 74.2 - 91.5
PHYVV 61.6 383 62.7 50.8 62.9 16.5 89.7
PHYVV-[Sin] 61.6 39.3 63.0 49.2 65.9 16.5 89.7
PYMV 67.4 36.2 80.1 60.9 74.2 - 76.9
RhGMV 63.7 37.6 65.9 60.2 67.4 - 90.1
SACMV 52.3 23.5 66.2 453 44.7 50.6 78.7
SiGMHV 66.2 40.2 79.2 60.2 73.5 64.7 76.5
SiYMV 63.7 27.5 71.4 50.0 59.8 48.2 52.7
SLCV 59.9 30.6 59.2 61.7 75.8 - 91.3
SMLCV 62.7 29.0 63.3 63.3 74.2 -
ToLCVSinV 65.3 40.5 76.0 - - - -
SYMMoV 62.0 35.8 58.7 61.7 75.0 - 90.9
TCSV 54.0 28.4 68.5 46.1 50.8 68.2 79.3
TGMV 67.8 42.2 79.5 64.1 77.3 65.9 91.3
ToLCV 55.5 26.5 67.9 44.5 42.4 58.8 78.9
ToMMoV prop inc 83.8 72.4 82.7 - - - 98.3
ToMHV 64.4 454 76.0 58.6 70.5 62.4 75.9
TomGem (Nic) cp 95.9 - - - - - 97.7
ToMoTV 68.2 40.9 76.0 56.2 70.5 - 76.7
ToMoV 64.6 46.1 77.7 55.5 74.2 - 76.1
ToRMV 66.1 36.7 80.3 64.1 72.7 12.9 77.9
ToSLCV 73.8 56.9 67.7 93.0 90.9 - 77.7
TYLCV 50.7 25.7 64.5 39.8 41.7 61.2 81.3
Determinados en este estudio
PepGMV-[LaP] 52.4 352 51.1 - - - 92.8
Prop inc
TChCV Prop inc 60.8 60.6 56.1 - - - 100.0
TChBCSV Prop 90.2 76.6 89.6 89.1 92.4 85.9 99.4

DNA-A

! Comp A= Componente gendmico A; RI= Regidn intergénica; nt= nucledtidos; aa= aminoacidos

Cuadro 16. Porcentaje de identidad de TChCV con otros geminivirus basados en la
secuencia nucleotidica (Rep, Rl y CP) y de aminoacidos.



Virus DNA CR-A Aminoacido AC1 (Rep) Aminodacido
AV1 (CP)
% % %
ToSLCV- 82.8 95.2 79.2
[GT96-1]
CaLCuV 48.9 90.0 70.8
BCaMV 68.7 89.6 64.6
SMLCV 69.9 85.2 72.9
CuLCuV 63.3 83.5 60.4
PepGMV- 63.5 83.0 70.8
[Tam]
MCLCuV 60.5 82.2 72.9
SLCV 63.9 80.9 70.8
CdTV 459 54.3 60.4
TLCSinV 50.4 52.9 66.7
ToMoV 473 52.6 62.5
SiGMV 52.1 52.6 62.5
BGYMV- 47.4 52.2 70.8
[MX]
ToMoTV 48.7 51.7 60.4
ToRMV 46.8 51.7 58.3
RhGMV 39.6 48.3 68.8
PYMV 19.9 47.0 64.6
PHYVV- 39.5 46.5 58.3
[Sin]
TYLCV 36.0 439 29.2
ToMMoV 57.7 50.9 97.9
Tomato 22.9 - 16.7
geminivirus
En este
studio
TChLPV 60.7 56.1 100.0
TChBCSV 59.8 53.9 100.0
PepGMV- 63.5 83.0 79.2

[BCS]
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Figura 16. Alineamiento de la region aminoterminal de la CP de los geminivirus aislados en BCS.
Los puntos indican los residuos conservados entre los geminivirus comparados. Las letras son
referidas a los aminoacidos e indican la posicion donde uno o mas aminoacidos diferentes pueden
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Majority

CdTV.PRO
PepGMV. PRO
PHYVV.pro
ToChBCSV.PRO
ToChLPV.PRO
ToLCSinV.PRO
Tomato GV.PRO
ToMMoV.pro
ToSLCV.PRO

Majority

CdTV.PRO
PepGMV. PRO
PHYVV.pro
ToChBCSV.PRO
ToChLPV.PRO
ToLCSinV.PRO
Tomato GV.PRO
ToMMoV.pro
ToSLCV.PRO

Majority

CdTV.PRO
PepGMV . PRO
PHYVV.pro
ToChBCSV. PRO
ToChLPV.PRO
ToLCSinV.PRO
Tomato GV.PRO
ToMMoV.pro
ToSLCV. PRO

Majority

CdTV.PRO
PepGMV. PRO
PHYVV.pro
ToChBCSV. PRO
ToChLPV.PRO
ToLCSinV.PRO
Tomato GV.PRO
ToMMoV.pro
ToSLCV.PRO

Figura 17. Alineamientos multiples de los geminivirus detectados en BCS basados en la secuencia
de aminoacidos de Rep con otros geminivirus reportados o aislados en México, incluyendo las
secuencias mas similares a los aislamientos de BCS.
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B

Figura 18. Porcentajes de identidad por alineamientos multiples de varios geminivirus del género
Begomovirus. A). Alineamiento basado en toda la secuencia nucleotidica disponible en el banco de
datos. *= secuencia parcial. B). Alineamiento basado en la secuencia nucleotidica de la region
intergénica de los geminivirus mas importantes de México, incluyendo los geminivirus
Centroamericanos relacionados con los aislamientos de BCS. El triangulo superior de cada figura
representa el porcentaje de identidad y el triangulo inferior representa el porcentaje de divergencia.
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3.10. MAPA GENOMICO

Se obtuvieron dos mapas gendémicos completos a partir del componente A de los
geminivirus TChLPV y TChBCSV. Estos begomovirus de naturaleza bipartita tienen 5
MLA en el componente A y dos en el componente B (no secuenciados en el presente
trabajo), ademds de poseer una region intergénica de alrededor de 325 pb. La secuencia
positiva de el componente tiene un MLA (AV1) en sentido del virién con el codon de inicio
ATG y cuatro MLA (AC1, AC2, AC3 y AC4) en sentido negativo (en la secuencia
complementaria) con el anticodon de inicio CAT. En ambos componentes los MLA
divergen en direcciones opuestas y con traslape de algunos genes (AC1, AC2, AC3, AC4)

en el componente A.

En la Figura 19 se muestra el mapa genomico de ToChLPV y ToChBCSV en los cuales se
sefalan la posicion nucleotidica de cada uno de los MLA y regiones de traslape. Los virus
de BCS, al igual que la mayoria de los geminivirus bipartitas, tienen una region altamente
conservada con secuencia TAATATT|AC que forma la estructura de asa y la cual incluye
el sitio de anclaje (]). De este punto divergen dos secuencias de 11 nt que son
complementarias entre ellas y que forman la estructura de tallo. También se encontrd el
motivo T (TTTTT), altamente conservado entre los virus de BCS a 16 nt de Ori hacia el
gen CP. Todos los virus estudiados presentaron una caja TATA a 72 nt de Ori hacia Rep.
Por otro lado PepGMV-BCS y TChCV presentan una caja G (GGGC) a 34 nt de Ori hacia
Rep, mientras que ToChLPV y ToChCV presentan un motivo CAAA a los 103-104 nt de
Ori hacia Rep (Fig. 20).
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ToChLPV (A (Re p) A AV
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2606 bp 2609 pb
AC1
(Rep)
036 1466
938
1467 1333
1080
1081
1334
Tomato chino La Paz virus Tomato chino Baja California Sur virus
A Componente A (ToChLPV) B Componente A (ToChBCSV)
A Tomato chino La Paz virus (ToChLPV)
AC1 AC2 AC3 AC4 AV1 RI
Rep TraP REn Cp
1424-2464 1081-1467 936-1334 2050-2307 184-939 2465..2606-1..183
Proteina Proteina Proteina ID Proteina ID Proteina
AAQ21052 AAQ21053 AAQ21054 AAQ21055 AAQ21051
B Tomato chino Baja California Sur virus(ToChBCSYV)
AC1 AC2 AC3 AC4 AV1 RI
Rep TraP REn Cp
1423-2466 1080-1466 935-1333 2049-2306 183-938 2466..2609-1..182
Proteina Proteina Proteina Proteina Proteina ID
AAQ21057 AAQ21058 AAQ21059 AAQ21060 AAQ21056

Figura 19. Mapa genomico de TChLPV y TChBCSV indicando la posicion de los MLA de los
genes que codifican para las proteinas Rep, TraP, REn, AC4 y CP
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Figura 20. Alineamientos basados en las secuencias nucleotidicas de la region intergénica de los
geminivirus aislados en BCS mostrando algunos motivos involucrados en la replicacion. A) inicio
del marco de lectura abierto del gen de la replicacion -Rep) (en sentido complementario). B) region
de iterones # 1 y 2 (en sentido complementario y de virion, respectivamente). C) motivos CAAA.
D) region de iterones # 3 y 4 en sentido del virion (altamente conservados entre los Begomovirus).
E) caja TATA (altamente conservada). F) region de iteron # 5 (presente solo en algunos
geminivirus). G, H) region estructural de tallo-asa (altamente conservada en los geminivirus). Ori=
sitio de inicio de replicacion. I) motivo T, region del iteron # 6. J) hacia la region de la CP.

3.11. ORGANIZACION DE ITERONES

Todas las secuencias analizadas en su region intergénica presentaron motivos conservados
y repetidos entre 7-9 nt a ambos lados de Ori y en direccion divergente. De aqui en adelante
dichas secuencias seran referidos como iterones, de acuerdo a Arguello-Astorga et al.
(1994). Todos los geminivirus de BCS presentaron un arreglo similar a los del hemisferio
occidental basados en tres de los iterones mas conservados. Dos de ellos uno tras otro y en
el mismo sentido y un tercero en sentido inverso a los 50 nt “rio arriba” de la caja TATA
(Fig. 20, 21). La busqueda de secuencias homologas en la RI reveld que los iterones de los
geminivirus de BCS estan delimitados a grupos filogenéticamente definidos (Fig. 22). En
cuanto al estudio del arreglo de los iterones se obtuvieron los siguientes resultados. En
cuanto al nimero de iterones, este fue variable; ToChLPV tiene tres iterones, PepGMV-La
Paz cinco y ToChBCSV y TChCV tienen cuatro iterones cada uno. En cuanto a la direccion
de los iterones todos los geminivirus presentes en BCS presentaron tres iterones
conservados, mientras que los iterones de la caja TATA hacia CP son muy variables y
distintivos entre ellos. Finalmente, la secuencia de los iterones fue conservada (en negritas)
en la mayor parte de los 8 nt (t{TGGaGTc/a). En la figura 22 se muestra el consenso de la
secuencia y del arreglo de los iterones de los begomovirus mas importantes conocidos hasta
la fecha. De acuerdo a este criterio los geminivirus de BCS se agruparon en diferentes
grupos. Uno con el grupo de la SLCV junto con algunos geminivirus que infectan
cucurbiticeas, mientras que otros se agruparon principalmente con algunos geminivirus de

Centroamérica (Fig. 22)
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Figura 21. Representacion esquematica de la organizacion gendmica de la region intergénica de los
geminivirus aislados en BCS, indicando el origen de replicacion (ori), motivos de regulacion (cajas
CAAA, G, TATA), secuencias conservadas y arreglo de iterones e inicio de Rep y CP. A)
ToChLPV. B) ToChBCSV. C) TChCV. D) PepGMV-La Paz.
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Virus / grupo Iteron 1 Iteron 2 Iteron 3 Iteron 4 Caja Iteron 5 EEC Iteron 6 A
TATA
Grupo del hemisferio oriental (EH)
TYLCV, TLCV, =p =p =p TATA <= TATT 4 AC
ACMV
Grupo del hemisferio occidental (WH)
WH-BGYMV
ToMoV, BGYMYV, 4= 4= =p =p TATA TATT 4 AC
PYMV, TGMV
WH-México
ToChLPV, CdTV,
ToLCSinV, = ==p = TATA TATT | AC
PHYVV, ToMoTV
WH-Centro América
TChCYV, ToSLCV == == == TATA = TATT 4 AC
WH-BCS
ToChBCSV = == == TATA TATT 4 AC =
ToMMoV = == =P inc TATA TATT { AC <=inc
Grupo del SLCV
SLCV, PepGMV = = == == TATA = TATT { AC ==
VIRUS Iteron 1 Iteron 3 Iteron 4 Caja TATA Iteron 5 EEC Iteron6 B
A== > > A== =========p
ToChBCSV  GACCCAA TT G G - G T C TATA TATT 4 AC GACCCAA«
ToMMoV ACCCAATT TT G G - G T C TATA TATT { AC
ToChLPV TACTCCAA TT G G A G T A TATA TATT 4 AC
TChCV GGACTCCA T GG A G T C C TATA GGACTCCA  TATT{ AC
PepGMV GGACTCCA T G G A G T C C TATA GGACTCCA  TATT{ AC TGGAGTCC
ToMoV ACTCCA T GG A G T TATA TATT 4 AC
AbMV CTCCACTT TT G G A G TATA
CdTV ACCCCAA TT G G G G T TATA TATT 4 AC
ToMoTV TTCCCCCA T GG G G G A ATATA TATT 4 AC
PYMV TT G G G G G A A TATA
ToLCSinV TACCCCAA TT G G G G T A TATA TATT 4 AC
ToSLCV GGACACCA T GG T G T C C TATA GGACACCA TATT 4 AC
PHYVV ATACACCG C GG T G T A T TATA TATT { AC
TYLCV At/gACACC» T C G G T G T a/c T TATA AtACACCG TATT 4 AC
SLCV GGACACCA T GG T G T C C TATA GGACACCA TATT 4 AC TGGTGTCC
CONSENSO TctG G at/lg G T alc

Figura 22. Agrupacion y alineamiento de geminivirus basados en los motivos conservados de ~8
nucleotidos (iterones) de la region intergénica. A). Agrupacion de los geminivirus de BCS de
acuerdo a la nimero, orientacion y posicion de los iterones asociados a la replicacion. Los diversos
arreglos de los iterones sugieren grupos bien definidos. EH= Eastern Hemisphere (hemisferio
oriental), WH= Western Hemisphere (hemisferio occidental), SLCV= grupo del Squash leaf curl
virus, WH-BGYMV= grupo del Bean golden yellow mosaic virus, WH-Mex= grupo de México
(Sinaloa, Huastecas y La Paz), WH-CA= grupo de Centroamérica, WH-BCS= grupo de Baja
California Sur. En los iterones 1 y 5 se muestra la secuencia complementaria (sentido negativo). B)
Secuencia nucleotidica de los iterones presentes en varios geminivirus, mostrando en negritas el
nucledtido diferente en una region altamente conservada y posicion de iterones después de la caja
TATA en sentido del virion. EEC= elemento estructural conservado de inicio de replicacion, inc=
iteron incompleto. Las flechas indican la orientacion y la posicion de los iterones. Las letras en
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minusculas indican las bases difieren del consenso. Las letras maytsculas indican el consenso de
los nucle6tidos mas conservados. Los nimeros indican las bases entre cada iteron, la caja TATA
y/o el EEC. El motivo TAATATT { AC se encuentra presente como la estructura de asa del EEC,
la cual es altamente conservada y es compartida por todos los geminivirus ¥ = sitio de anclaje de los
factores de la replicacion.

3.12. FILOGENIA

Los estudios filogenéticos se realizaron con cada uno de los marcos de lectura obtenidos.
En el presente trabajo se presentan cuatro de los mas representativos a nuestro criterio.
Uno esta basado en la secuencia completa de los componentes A (Fig. 23), dos estan
basados en la secuencia de aminoacidos de Rep (Fig. 24) y CP (Fig. 25) y uno basado en la
region altamente variable o region intergénica (Fig. 26). El filograma derivado del
alineamiento de la secuencia en aminoacidos de AL1 mostrd una distribucion similar
reportados en otras investigaciones (Torres-Pacheco et al., 1996), al igual que con AV1
(Wyatt y Brown, 1996; Brown et al., 2001). El filograma realizado con la secuencia
completa del componente A se observa como se agrupan ToChLPV y ToChBCSV, pero a
su vez diferente de otros geminivirus mexicanos como CdTV, PHYVV y PepGMV. Como
ya se ha observado anteriormente, PHY VYV se agrupa mas a los geminivirus del hemisferio
oriental que a los del hemisferio occidental, de donde procede geograficamente (Torres-
Pacheco et al., 1993; Arguello-Astorga et al., 1994b). Las secuencias fueron obtenidas
directamente del banco de datos del NCBI como se indica en materiales y métodos. En el
apéndice, se indican los virus con sus nombres, acronimos y numero de acceso del

GenBank
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Figura 23. Filograma de los geminivirus de BCS utilizando la secuencia nucleotidica completa del
componente A de geminivirus bien caracterizados en comparacion con otros geminivirus utilizando el
programa de analisis filogenético con maxima parsimonia (PAUP por sus siglas en inglés). Las flechas
indican los geminivirus de BCS presentados en este trabajo.
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Figura 24. Filograma de los geminivirus de BCS utilizando la secuencia de aminoacidos del gen
asociado con la replicacion AC1 (Rep) en comparacion con otros geminivirus. Las flechas indican los
geminivirus de BCS presentados en este trabajo.
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Figura 25. Filograma de los geminivirus de BCS utilizando la secuencia de aminoacidos del gen de la
proteina de la céapside (AV1/CP) en comparacion con otros geminivirus. Las flechas indican los
geminivirus de BCS presentados en este trabajo.
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Figura 26. Filograma de los geminivirus de BCS utilizando la secuencia nucleotidica de la region
intergénica (RI). Las flechas indican los geminivirus de BCS presentados en este trabajo.
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3.13. DISENO DE INICIADORES ESPECIFICOS

Los iniciadores disefiados con los programas EditSeq y PrimerSelect (DNASTAR, London)
a partir de la secuencia nucleotidica de la CP del componente A de los aislamientos de BCS
(Fig. 27A) amplificaron el fragmento esperado de 387 pb (Fig. 27B). Las muestras
originales de ToChLPV y ToChBCSV amplificaron positivamente con los iniciadores
pBCS374v y pBCS761c, mientras que no se obtuvo amplificacion alguna con PHYVV
(clon de referencia), lo que indica la especificidad de los iniciadores disefiados. Los

iniciadores disefiados se denominaron como:

pBCS374v  (5-AGGGCCTTG  CAAGATTCAGTCG-3’) 'y pBCS76lc  (5’-
CACCCGCCAAAAACGCTTCACC-3’).

1234 5 6 78M

500 pb

761

Figura 27. Diseno de iniciadores especificos para deteccion de los geminivirus de BCS. A)
Figura esquematica de la posicion de los iniciadores en sentido complementario y en sentido del
virion en la region conservada del gen AV1. B) Amplificacion por PCR de geminivirus de BCS.
Carriles 1, 2, 3, 4, 6= bandas de aproximadamente 380 pb de muestras de la region de El Carrizal,
5= Virus control (PHYVV), 7= control interno (amplificacion de la region 18s de plantas), 8=
control negativo (agua), M= marcador de peso molecular 1 kb.
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3.14 DISTRIBUCION DE GEMINIVIRUS

En la segunda etapa de muestreo para deteccion y distribucion de geminivirus se obtuvieron
los siguientes resultados. El geminivirus ToOChBCSV se encuentra distribuido solamente en
la region de El Carrizal, mientras que ToChLPV se encuentra delimitado al 4rea de La Paz,
al igual que el TChCV (del Calandrio) y la variante de La Paz de PepGMV. En los
muestreos del 2003 para deteccion especifica de los geminivirus de BCS, estos solamente
se detectaron en El Carrizal. Sin embargo, se lograron detecciones generales con los
iniciadores AV496/AC1048 en las regiones de La Paz, Meliton Albafiez, Pescadero y San
Juan de la Costa. (Fig. 28).

El Calandrio
TChCV

Figura 28. Mapa de distribucion de geminivirus en la region tomatera de Baja California
Sur, donde se detectdé ToChLPV con iniciadores especificos durante los muestreos del 2003 y

mostrando la ubicacion de las regiones de El Carrizal donde se encontré al ToOChBCSV durante el
2002.
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3.15. DIVERSIDAD GENETICA DE GEMINIVIRUS EN BCS

Con el fin de detectar la diversidad de geminivirus presentes, se analizaron varias clonas
individuales. Digestiones previas y analisis de secuencias preliminares nos indicaron el
nimero de cortes esperados para algunas de las enzimas a utilizar. Mientras que con
algunas enzimas se obtuvieron uno o dos sitios de corte (EcoRI y Hindlll), con otras (Styl)
se obtuvieron multiples cortes (Fig. 29). Los geminivirus detectados en El Carrizal no
presentaron variacion en su poblacién, mientras que en las muestras de La Paz se
presentaron tres geminivirus (ToChLPV, TChCV, PepGMYV), cada uno con sitios de corte
especificos (Fig. 29). De acuerdo a setos analisis por RFLP se observo que los geminivirus

de La Paz se encuentran bien diferenciados con respecto a los de El Carrizal.

M1 2 3 45 6 78910

'.'.‘....—.-..-.-.T._.—."'-—H
—IE—“-—--':":
1.5 kb—p ., = -

1 Kb—g) i -a

- e -
Qe — -

,»w. -
1TM2 345 6 789 10

ibutenfutetid-+

1.5 kKb —p }—

1 kb S ea g 22 22
A
M 1 2 3 4 5 6
e B em e
-

Figura 29 Analisis por RFLP con enzimas de restriccion especificas para la deteccion de
geminivirus de diferentes regiones. A) Patrones de restriccion observados en productos de PCR (1.4
kb) de muestras de BCS digeridas con EcoR1; 1, 2, 5, 6= muestras de La Paz, 3, 4= muestras de El
Carrizal, 7-10= plasmidos sin digerir. En la parte inferior del gel se observa; 1= producto de PCR
sin digerir. Muestras de La Paz digeridas con: 2, 4= EcoR1 y Xbal, 5, 7= EcoR1 y Styl. Muestras de
El Carrizal digeridas con: 3= EcoR1 y Xbal 6= EcoR1 y Styl. B) Digestion de productos de PCR
digeridos con Hindlll; 1, 2= muestras de La Paz (PU1), 3= PHYVV, 4= PepGMYV 5, 6= muestras
de el Carrizal (d21, F5), M= marcador de peso molecular 1 kb-Gibco.
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3.16. MEZCLAS VIRALES

Los andlisis realizados con muestras de campo para deteccion de mezclas virales, muestran
la presencia de diferentes geminivirus estrechamente relacionados. Mientras que en la
region del Carrizal no se encontraron evidencias de mezclas virales, en la region de La Paz
se encontraron mezclas en un mismo lote y ocasionalmente en la misma planta y en una
proporcion relativamente baja (menos del 1%). En la figura 30A se muestra la digestion de
productos de PCR clonados. Se pueden apreciar los diferentes patrones de bandeo
presentados al digerir con diferentes enzimas. En la figura 30B se muestra la evidencia de

la presencia de geminivirus relacionados en la region de La Paz.

1 2 34 56 M

«—1.5 kb
«—1 kb
o -
1 2 3 4 M
—
o —— le—15kb
- «—1 kb
B —— —

Figura 30. Deteccion de mezclas virales en muestras procedentes de La Paz. A) Digestiones
especificas de clones (con el fragmento de la region intergénica) con diferentes enzimas de
restriccion. 1, 2 y 3 corresponden a los clones PU2, PU3 y PU4, respectivamente digeridos con
Hindlll y EcoRI; 4, 5 y 6 corresponden a los mismos clones, pero digeridos con Xbal. B) PCR de
muestras de La Paz amplificados con diferentes iniciadores: 1= clon de PHYVV como control de
referencia; 2 y 3= ligera variacion en el tamafio esperado de dos aislamientos de La Paz utilizando
los iniciadores AV494/AC1048; 4= amplificacion de mezcla geminiviral por PCR, mostrando una
banda de aproximadamente 1.1 kb, amplificada con los iniciadores PAR1c496/PAL1v1948; M=
marcador de peso molecular 1 kb.
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3.17. RANGO DE HOSPEDANTES NATURALES

En el estudio de hospedantes naturales de geminivirus en BCS de las 13 familias y 21
especies en estudio se encontrd solamente a la familia Solandceas como hospedantes. La
especie mas susceptible fue el tomate al presentarse con altas eficiencias de transmision,
altos valores de incidencia y severidad y sintomas claramente definidos (Cuadro 8 y 17).
Los hospedantes alternos encontrados fueron: chile, toloache, tomatillo y tabaquillo. En
¢ésta ultima especie, aunque se obtuvo una reaccion positiva (PCR), sin embargo, no se
pudieron observar sintomas bien definidos o estos fueron muy ligeros (clorosis leves). El
tabaquillo fue la unica especie encontrada como hospedante asintomatico. Por otro lado,
aunque se observaron sintomas severos en calabacita y sandia, hasta el momento no se ha
obtenido amplificacion alguna que sugiera la presencia de geminivirus en esas especies. De
todas las familias incluidas en ésta investigacion, algunas no se encontraron hospedantes de
mosquitas blancas (Turneraceae, Portulaceae, Labiatae, Zygophyllaceae), mientras que las
familias  Fabaceae, Chenopodiaceae, Apocynaceae, Asteraceae, Portulacaceae,
Papaveraceae, Amaranthaceae se encontraron como hospedantes de las mosquitas, pero no

de geminivirus (Cuadro 17).

3.18. INDICES DE PATOGENICIDAD Y FLUCTUACION POBLACIONAL DE
MOSCAS

En los muestreos del 2002 en el area de La Paz, los valores mas altos (100%) de incidencia
fueron observados durante los meses de junio y noviembre (Cuadro 18). Los valores mas
altos coincidieron con las ultimas etapas fenologicas del cultivo, asi como las incidencias
mas bajas correspondieron etapas iniciales del cultivo. En las evaluaciones del 2002 se
observé un rapido incremento en las incidencias de la enfermedad (Fig. 31), posiblemente
debido a la ausencia de aplicaciones de insecticidas que mantuvieran el control de
mosquitas infectivas, lo que al final se reflejo en el alto nimero de moscas por trampa
amarilla. Los niveles mas altos de infestacion se observaron durante la etapa de
fructificacién y en la maleza durante la etapa final del cultivo (independiente del estado

fenolodgico de la maleza). Durante el 2003 las incidencias mas altas de la enfermedad
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fueron observadas en junio, coincidiendo con los niveles de poblaciones de moscas mas
altos (11.2 moscas adultas/hoja [mb/h]) registrados durante la etapa productiva del cultivo.
La fluctuacion de mb en Nicotiana glauca fue de 3.8 a 10 mb/h. Los indices de severidad
observados fueron de 1 a 9 de acuerdo a la escala de Bolafios (1996). Los valores mas altos
se observaron en las plantas de tomate (Cuadro 18). Cabe mencionar que se observo una
mayor severidad en los cultivos de tipo “organico” donde no se realizaron aplicaciones de
insecticidas para el control del vector. Los sintomas mas severos se vieron acentuados en
las etapas finales del cultivo, apareciendo con un nivel de severidad 3 a partir de la primera

etapa de floracion (Cuadro 18).

Cuadro 17. Distribucion temporal de geminivirus en BCS durante dos ciclos agricolas.

Familia Especie (no. plantas analizadas / no. Plantas infectadas / fecha de muestreo’ Sintomasz PCR3
A S [8) N D E F Mz Ab My
Solandceas Lycopersicon 2320 1510 17/17 12/11  32/6 2712 800  Ch, Mo, Ar, R +
esculentum Mill S)
Capsicum annuum L. 4/0 3/0 3/2 4/1 3/0 4/2 Ch, Mo (S) +
Physalis ixocarpa 3/0 3/1 3/1 Mo, R, Ch (L) +
Datura discolor Bernh 41 42 4/2 3/0 3/0 Mo (L) +
Nicotiana glauca R. 3/0 6/1 4/1 NS 4
Graham
Cucurbitaceas Cucurbita pepo L. 32 3/1 Ch, Mo (S) ND
Citrullus lanatus Thund. 3/1 3/0 Mo (S) ND
Cucumis melo L 3/0 4/0 NS _
Malvaceas Malva parviflora L. 3/0 4/0 4/0 NS -
Fabaceae. Phaseolus vulgaris L 3/0 NS -
Chenopodiaceae Chenopodium murale L 3/0 1/0 3/0 1/0 NS _
Apocynaceae Vinca rosea L. 3/0 3/0 3/0 3/0 NS -
Asteraceae Helianthus annuus L. 3/0 3/0 NS _
Taraxacum oficinale L. 3/0 3/0 3/0 3/0 NS _
Sonchus oleraceus 3/0 4/0 2/0 1/0 NS _
Portulacaceae Portulaca oleracea L. 3/0 3/0 3/0 NS -
Labiatae Origanum vulgare L. 3/0 3/0 NS -
Zygophyllaceae Larrea tridentata Sessé y 2/0 2/0 1/0 NS -
Moc.
Turneraceae Turenera aphrodisiaca 2/0 2/0 NS -
Papaveraceae Argemone mexicana L. 3/0 3/0 3/0 NS _
Amaranthaceae Amaranthus watsonii 3/0 3/0 3/0 NS -

Standl.

'A= agosto, S= septiembre, O= octubre, N= noviembre, D= diciembre, (2001) E= enero , F = febrero, Mz=
marzo, Ab= Abril, My= Mayo (2002). El virus aislado de Datura stramonium 'y de Nicotiana glauca fue
identificado como PepGMV. De Lycopersicon esculentum se identificaron el TChCV, ToChLPV vy
ToChBCSV. De Capsicum annuum se identifico PepGMV

2 NS= no sintomas aparentes, L= sintomas leves, S = sintomas severos, Ch= enchinado de hojas, Mo=
mosaicos, Ar= apariencia arbustiva, R= hojas reducidas.

3 (+) = hospedante, (-)= no hospedante, ND = no determinado
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Cuadro 18. Fluctuacion poblacional de mosquitas blancas e incidencia de geminivirus
durante 2002 y 2003 en muestreos realizados en La Paz, Baja California Sur.

PepGMV-La Paz (2002) ToChLPV (2003)
Mes Sem. Inc/sev’ mb/tpa mb/tpa Inc/sev mb/hj mb/hj
(tomate)* (maleza)’ (tomate)* (maleza)’
1 N 50 27 N N N
Marzo 2 1.4/0 80 17 N N N
3 2.2/0 130 35 1712.2 2.1 43
1 3.8/1 98 42 24/3.8 1.7 4.7
Abril 2 13.4/1.8 370 33 32/4.0 2.2 3.8
3 20/3.2 425 21 52/5.4 2.8 4.0
1 46/5.2 520 29 58/5.8 1.5 7.2
Mayo 2 51/6.0 480 52 64/6.8 3.8 6.8
3 69/8.7 976 40 82/5.4 4.5 5.9
1 94/9 817 64 78/6.0 8.0 6.2
Junio 2 100/9 504 101 92/6.2 11.2 10.0
3 100/9 534 52 N 20.0 12.0
1 N N 123 N N N
Julio 2 N N 158 N N N
3 N N 207 N N N
1 6/0 35 62 N N N
Agosto 2 17/1.2 47 88 N N N
3 25/3.6 38 123 N N N
1 46/4.0 104 89 N N N
Septiembre 2 68/5.8 147 60 N N N
3 70/7.2 204 87 N N N
1 84/7.4 216 72 N N N
Octubre 2 85/8.6 425 107 N N N
3 92/9 537 173 N N N
1 97/9 690 208 N N N
Noviembre 2 100/9 740 313 N N N
3 100/9 760 406 N N N
1 N N 580 N N N
Diciembre 2 N N 370 N N N
3 N N 102 N N N

! La incidencia se calculd, inc= (plantas con sintomas/plantas totales) x 100. Sev= severidad de acuerdo a la
escala de Bolafios (1996). Promedio de 100 plantas por parcela

% Adultos de mb/trampa amarilla (promedio de 4 repeticiones) de acuerdo a Polston et al. (1996).

3 Adultos de mb/trampa amarilla en la canopia de la maleza alrededor del cultivo.

* mb/hj= Numero de adultos de moscas blancas/hoja en L. esculentum.

> En Nicotiana glauca (alrededor del cultivo).

N= No hubo cultivo para muestrear
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Figura 31. Incidencia de PepGMV-La Paz y dindmica poblacional de mosquitas blancas
(Bemisia tabaci) durante dos ciclos agricolas en el cultivo del tomate. Incidencia= plantas
enfermas/plantas totales x 100. Numero de mb= Numero de adultos por trampa amarilla
(promedio de 4 repeticiones) y de acuerdo a la metodologia de Polston et al., (1996).
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En los muestreos realizados por trampas amarillas en la canopia del cultivo para el
monitoreo de poblaciones de mb adultas, se observd que €stas se encontraron en niveles
mas altos en el tercio superior de la planta (Cuadro 19). Este comportamiento es debido a
que el adulto prefiere las partes mas jovenes para la alimentacion y la oviposicion. Las
poblaciones mas altas encontradas en relacion a la orientacion se observd que estan tenian
un patrén de migracion de acuerdo a la direccion del viento (noroeste-sureste). Por otro
lado en los muestreos realizados con estados inmaduros (pupas de 4to. instar), se observo
que estos se encontraron en mayores cantidades en el primer tercio o niveles inferiores
(datos no mostrados), posiblemente debido a un desplazamiento a las partes inferiores al ir
creciendo la planta, por lo que huevecillos depositados en las partes superiores, al termino

de 15 dias seran las pupas del cuarto estadio proximas a emerger en hojas inferiores.

Cuadro 19. Fluctuacion poblacional de mosquitas blancas de acuerdo a la altura de la planta
y la direccion del viento.

Regién o localidad’ Altura de muestreo - Direccion del viento® Total mb/t*
TI T2do TS N S E (0]

Floracion del 1er. racimo
El Centenario 5.0 3.7 8.0 3.0 2.0 1.0 6.2 4.12
El Carrizal AB 3.7 0.0 2.2 0.0 0.0 2.0 1.5 1.34
El Carrizal AD 0.0 2.0 5.0 5.2 3.2 2.0 3.7 3.01
La Paz 0.0 15.7 23 12.7 16.0 8.2 18.5 13.44
Floracion del 3er. racimo
El Centenario 2.0 4.2 12.0 3.7 1.0 1.0 2.0 3.7
El Carrizal AB 0.0 1.2 2.7 2.0 2.2 1.7 5.7 2.21
El Carrizal AD 5.0 2.0 5.0 6.2 4.0 2.0 8.0 4.6
La Paz -.- -.- 47 10.2 23.0 84.7 45.7 30.08
Floracion del 5to. racimo
El Centenario 6.0 16.7 23.0 3.2 4.0 12.7 2.0 9.65
El Carrizal AB 3.2 3.0 6.7 8.2 5.0 1.5 7.5 5.01
El Carrizal AD 5.0 2.0 5.0 10.5 1.5 2.0 2.0 4.0
La Paz -.- -.- 47 18.7 40.2 104.5 28.0 34.05

' La Paz (lote experimental de la Universidad Auténoma de Baja California Sur), El Centenario (Productora
y Comercializadora del Valle-PROCOVA), El Carrizal AB (Agrobionova), el Carrizal AD (Agrodelicias).
? Ti = tercio inferior de la planta; T2do = segundo tercio; TS=tercio superior. Cada valor corresponde al
promedio de cuatro repeticiones
N= norte, S= sur, E= este, O= oeste
Total mb/t= total de mosquitas blancas por trampa. Promedio de 20 trampas por lote (lecturas por semana).
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3.19. IDENTIFICACION DE MOSQUITAS BLANCAS

3.19.1. Identificacion por morfologia y Caracteristicas Biologicas

Por medio de caracterizaciones morfoldgicas y bioldgicas se detectd la presencia de tres
especies diferentes de moscas. La primera especie se determind como Bemisia tabaci
(Gennadius) o mosquita blanca del camote “Biotipo A” (sweetpotato whitefly), en razéon de las
siguientes caracteristicas: (i) coloracion de crema de la pupa (ii) la region submarginal
anterior de la pupa no presenta 4ta seda o filamento (iii) la pupa tiene filamentos cerosos en
la periferia (iv) en los adultos la venacion desaparece a los 2/3 de las alas (v) los adultos
tienen las alas en posicion algo vertical y la coloracion del cuerpo es visible entre las alas
(vi) los adultos tienen un patron de vuelo recto (vii) color del adulto ligeramente
amarillento y (viii) presentan poca produccion de mielecilla. La segunda especie, se
determin6 como Bemisia argentifolii Bellows y Perring o mosquita blanca de la hoja plateada
“Biotipo B” (silverleaf whitefly) basados en los siguientes criterios: (i) la pupa tiene un color
amarillento (ii) ausencia de filamentos cerosos en la periferia de la pupa (iii) la pupa
presenta seda submarginal anterior (iv) en los adultos la venacion de las alas desaparece a
los 2/3 de las alas (v) los adultos tienen la alas en posicion algo vertical muy similar a B.
tabaci, aunque el cuerpo es menos visible entre las alas (vi) los adultos presentan patron de
vuelo desordenado y (vii) presentan alta produccion de mielecilla. Finalmente, se detectd
una tercera especie como Trialeurodes vaporariorum (Westwood) o mosquita blanca del
invernadero (greenhouse whitefly) la cual se determind por las siguientes caracteristicas: (1)
los adultos presentan venacion de las alas en forma bifurcada (ii) los adultos tienen alas en

posicion algo horizontal y (iii) presentan aspecto polvoso-ceroso en el envés de la hoja.

3.19.2. Identificacion de biotipos por RAPD

Se determinaron los posibles biotipos presentes de B. tabaci, en razon de la especie B.
argentifolii ain es considerada por algunos como una subespecie o biotipo de B. tabaci 'y

no es referida como especie separada (Brown et al., 1995). Por otro lado, los patrones de
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bandeo de los fragmentos amplificados por RAPD-PCR con el iniciador H16 (De Barro y
Driver, 1997) correspondieron a los reportados para los biotipos A y B (Fig. 32). Como
especie de referencia se utilizo a B. tabaci de la coleccion del CIBNOR vy las referencias de
Gawel y Barlett, 1993 y De Barro y Driver, 1997. Independientemente del estatus
taxonémico de las moscas blancas, es importante desde el punto de vista epidemioldgico
detectar los biotipos presentes en BCS, asi como realizar muestreos que nos permitan

monitorear posibles desplazamientos del biotipo A, endémico de América.

o« 1kb

« 500 pb

32. Analisis de biotipos de mosquitas blancas presentes en BCS por RAPD. 1= Bemisia argentifolii
o biotipo B; 2= control negativo; 3,4= controles negativos; 5= B. tabaci biotipo A; 6= deteccion
especifica de geminivirus de moscas viruliferas utilizando los iniciadores (pBCS374v, pBCS761c);
M= marcador de peso molecular 1 kb (GIBCO).
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IV DISCUSION

4.1. ETIOLOGIA DEL “ENCHINADO FOLIAR” DEL TOMATE DE BCS

El sindrome caracteristico de enchinado encontrado en los cultivos de tomate de BCS se
presenta muy similar a otras enfermedades reportadas en México desde mediados de los
70s (Gonzalez y Cervantes, 1973). A partir de esa fecha pasaria una década para conocer
que particulas virales geminadas estaban involucradas en la enfermedad del “chino” del
tomate en Sinaloa (Brown y Hine, 1984) y otra década para mas para la secuenciacion
completa del agente causal de este tipo de enfermedades en México (Torres-Pacheco et al.,
1993; Garzon-Tiznado et al., 1993). Hoy en dia se conoce que la etiologia de estas
enfermedades es ocasionada por geminivirus. Desde hace tres décadas que se estudian los
complejos geminivirales en México. Como ejemplo tenemos al “chino del tomate”,
detectado por vez primera en Sinaloa (Gonzalez y Cervantes, 1973) y del cual se encontrd
al CdTV como agente causal (Brown y Nelson, 1988). En la enfermedad de la “planta
atigrada” reportada por primera vez en chiles serranos en Puebla (Garzén-Tiznado y
Galindo-Alonso, 1985) se encontraron involucrados los virus PepMTV y CdTV (Brown et
al., 1989). La enfermedad del “rizado amarillo” se reportd por primera vez en Tamaulipas
en el afio de 1982 infectando chile, identificandose poco tiempo después al PHYVV como
el agente causal (Garzon—Tiznado ef al., 1993; Torres-Pacheco et al., 1993). Es posible
que el termino “chino” mas de una vez, haya ocasionado confusiones, debido a que el virus
CdTV ocasiona la enfermedad de el “chino del tomate” en Sinaloa, sin embargo, el
sindrome comlnmente conocido como “chino” puede ser ocasionado por varios
geminivirus, incluyendo CdTV, PHYVV, PepGMV, ademds de los presentados en este
estudio). Al observar en BCS sintomas similares a estos se eligié el termino de “enchinado
foliar de BCS” para describir de alguna manera la sintomatologia tipica observada en
campo, pero diferente a su vez de la ocasionada por el CdTV. Ademas, los geminivirus de
BCS no ocasionan amoratamientos axiales tan marcados como el CdTV y ToLCSinV y por
otro lado, no infectan frijol. A partir de la presente investigacién se conoce ahora que el

sindrome del “enchinado foliar” del tomate de BCS puede ser ocasionado por geminivirus
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de naturaleza diferente como: ToChLPV, ToChBCSV y TChCV. Todos los geminivirus

detectados en BCS pertenecen al genero Begomovirus (familia Geminiviridae).

4.2. SINTOMAS Y PRUEBAS DE TRANSMISION

Los sintomas observados en las transmisiones experimentales con los geminivirus de BCS,
corresponden a los observados en infecciones con otros geminivirus en varias zonas
horticolas de México, principalmente en la region de las huastecas, Tamaulipas (Garzén—
Tiznado et al., 1993; Torres-Pacheco et al. 1996) y Sinaloa (Brown y Nelson, 1988; Brown
y Poulos, 1990; Idris y Brown, 1998). Ultimamente, en Yucatan se han detectado
geminivirus exdgenos como el ToMoV de Florida (Garrido-Ramirez y Gilbertson, 1998) y
el TYLCV de Israel, introducido por el Caribe (Ascencio-Ibaiiez et al., 1999). Ademas, en
otras areas horticolas tropicales del sureste de México (Campeche y Quintana Roo) se ha
detectado la presencia de BGYMV y al TGMV, infectando chile habanero (Diaz-Plaza et
al., 2002). Previos ensayos con transmisiones experimentales utilizando mosquitas blancas,
nos indicaron la primera evidencia de la presencia de geminivirus. Los sintomas de
enchinados foliares y mosaicos observados es esta fase correspondieron a los encontrados
en infecciones naturales en la misma region. Por eso, el criterio del estudio del rango de
hospedantes nos sirvid para anticipar la posible naturaleza de los geminivirus presentes. A
continuacion se discuten algunas de las propiedades biologicas de los geminivirus de BCS,

en comparacion con otros geminivirus similares previamente reportados.

(1) El virus del mosaico del pepino (CMV-Cucumber mosaic virus), virus grabado
del tomate (TEV-Tomato etch virus) y el virus del mosaico del tabaco (TMV-
Tobacco mosaic virus) son virus de ARN que pueden ser transmitidos
mecanicamente, pero no se transmiten por mosquitas blancas (Agrios, 1997).

Todos los geminivirus de BCS se pueden transmitir por mb.

(i)  El virus del amarillamiento infeccioso de la lechuga (Lettuce infectious yellows

virus-LIYV) es un virus de ARNcs que puede ser transmitido por mosquitas
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(iv)

v)

93

blancas (B. tabaci) en lechuga y cucurbiticeas al igual que el virus del
amarillamiento infeccioso del tomate (Tomato infectious yellows crinivirus-
TIYCV) que puede ser transmitido a tomate por Trialeurodes vaporariorum.
(Klassen et al., 1995; Rubio et al., 1999). Ninguno de los geminivirus de BCS

se puede transmitir a lechuga con mosquitas.

PepGMV y TGMV se pueden transmitir por mb y estdn restringidas a las
solanéceas, pero pueden ser transmitidos en forma mecénica a tomate, chile y
tabaco causando mosaicos ligeros y atrofias foliares, a diferencia de la mayoria
de los geminivirus que no se pueden transmitir de esta manera (Stenger et al.,
1990). Algunas variantes (SGMV) pueden ocasionar deformacion de fruto y
ocasionar mosaicos amarillentos en daturas (Brown y Poulos, 1990). Solamente
un geminivirus, identificado después como una variante de La Paz de PepGMYV,
se pudo transmitir mecanicamente, aunque con una baja eficiencia en tomate

(35%) y chile (25%).

PHYVYV se puede transmitir por mb y ocasiona severos arrugamientos foliares.
Expresando los sintomas primero en la base de hojas jovenes. PHYVV se ha
reportado con una alta eficiencia de transmision en chile y tabaco, pero con una
baja eficiencia en tomate (Garzon-Tiznado et al., 1993; Torres-Pacheco et al.,
1993). Los geminivirus de BCS se transmitieron con una alta eficiencia al

tomate (83.3-100%) y una eficiencia media en chile (45%).

CdTV se puede transmitir por mb, pero ocasiona sintomas con cierta facilidad
en frijol, chile, malva y datura (Brown y Nelson, 1988; Idris y Brown, 1988).
Algunas variantes (TLCrV) son transmisibles por medio de la savia e infectan
frijol pero no chile (Paplomatas et al., 1994). Ninguno de los geminivirus de

BCS se transmitio a frijol.
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(vi)  PepMTV se puede transmitir por mb pero no se puede transmitir
mecanicamente. Causa arrugamientos foliares ligeros en tomate y sintomas

caracteristicos, similares al rayado del tigre en chiles (Brown y Nelson, 1989).

(vil)  ToMoV se puede transmitir por mb, pero no se transmite eficientemente en
daturas y se encuentra delimitado principalmente al area de Florida (Brown,
1990). Ninguno de los geminivirus de BCS presentd sintomatologia tipica

(rayados) en chile.

(vili) TYLCV se puede transmitir por mb, pero la sintomatologia es muy
caracteristica (hojas acucharadas y fuerte clorosis). El frijol y la malva se
presentan como hospedantes asintomatico (Brown y Nelson, 1988), delimitado
originalmente al hemisferio oriental (Israel) (Navot et al., 1991), pero ahora
presente en varias partes del mundo, incluyendo México (Ascencio-Ibanez et
al., 1999). Ninguno de los geminivirus de BCS se transmitieron a frijol y malva,
ademas de presentar sintomas diferentes a los presentados por TYLCV (Navot

etal., 1991)

(ix)  Los geminivirus de BCS se transmiten por medio de las mosquitas blancas (B.
tabaci) con una alta eficiencia (65-83.3%). Se transmite con baja eficiencia a
chile y toloache. No se transmiten mecanicamente. No se transmite a frijol,

malva y lechuga.

Bajo este criterio se establece que los geminivirus de BCS tienen algunas caracteristicas
bioldgicas (rango de hospedantes) y moleculares que los hacen diferentes a otros
geminivirus hasta ahora detectados en México. Aunque estos datos indican que la
enfermedad geminiviral de BCS es distinta, esta puede ser facilmente confundida con otras
enfermedades geminivirales si la diagnosis se basa solamente en los sintomas y rango de

hospedantes experimentales (Idris y Brown, 1998).
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4.3. TECNICAS MOLECULARES PARA IDENTIFICACION DE GEMINIVIRUS

En las pruebas serologicas por DAS-ELISA, de acuerdo a la absorbancia y la coloracion
observadas se encontré la evidencia preliminar de la presencia de geminivirus en
plantaciones comerciales de tomate. Por otro lado, diversos autores han indicado por medio
de pruebas serologicas que todos los geminivirus estdn relacionados en cuanto a la
conformacién y propiedades de la cubierta proteinica, aunque existen dos grupos de
epitopes unicos para dos grandes grupos de geminivirus. El primero es para los
begomovirus que infectan cultivos en Europa, Africa, Asia y Australia (hemisferio oriental)
y el segundo para los que infectan cultivos en Norteamérica, Sudamérica y Centroamérica
(hemisferio occidental) (Thomas et al., 1986). El ADN total de plantas infectadas analizado
por electroforesis, se visualizd en forma de una banda de aproximadamente 2.7 kb, la cual
corresponde a ADN viral en la forma replicativa (ADN-FR). Sin embargo, esta banda no
pudo ser observada con claridad en todas las muestras analizadas, incluyendo donde los
analisis de PCR fueron positivos. Se ha observado que son varios factores que pueden
afectar la visualizacion de ADN viral, incluyendo: (i) edad del tejido (ii) baja concentracién
de carga viral (iii) método de extraccion y (iv) tipo de planta. En chile por ejemplo, se ha
visto que el ADN viral en su forma replicativa es mas facil visualizarlo por medios
electroforéticos que en tomate (Torres-Pacheco et al., 1996). En los analisis por PCR, de
acuerdo a las amplificaciones obtenidas se pudo determinar la naturaleza bipartita de los
geminivirus de BCS (630pb) en comparacion con el virus monopartita TYLCV utilizado
como referencia (770pb). En los ensayos de hibridacion molecular realizados con sondas
especificas y generales se detect6 la presencia de un geminivirus muy relacionado con el
PepGMV-Tam. Los analisis de hibridacién tipo Southern revelaron diferentes bandas de
hibridacién unas que corresponden a clones (controles positivos) y otras ADN de plantas
infectadas. En estas se pueden ver bandas que corresponden al tamafio gendmico del
componente A (2.7 kb) de la mayoria de los geminivirus bipartitas. Cabe mencionar que al
realizar las hibridaciones con la sonda de la region intergénica del componente A del
PepGMV esta reconocié (hibridacion cruzada) regiones gendmicas de PHYVV. Al

respecto, ya se han encontrado evidencias de que el componente A de PepGMV puede
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presentar hibridacién cruzada con el componente A de otros geminivirus, pero no asi el
componente B (Stenger ef al., 1990). Esto ocurre debido a que en infecciones mixtas con
PHYVV y PepGMYV, El componente B de PHYVV es capaz de suplir la funcion de
movimiento de PepGMYV, pero no viceversa (Méndez-Lozano et al., 2003). En los analisis
por PCR con fines de diagndstico, algunos investigadores han utilizado la region de la CP
para fines de identificacion, clasificacion y prediccion del posible origen geografico
(Rybicki, 1994; Padidam et al., 1995; Wyatt y Brown, 1996), ademas, de ser un medio
rapido para descubrir y determinar posibles nuevos virus (Idris y Brown, 1998). Sin
embargo, esta estrategia se recomienda con caracter provisional y siempre es recomendable
la obtencion de la secuencia completa y clones infectivos, incluyendo el estudio de las
propiedades bioldgicas y moleculares (Brown et al., 2001). Por otro lado, para fines de
identificacion algunos investigadores recomiendan utilizar la region intergénica (RI),
debido a que en estas regiones existe mayor variabilidad entre virus de diferentes especies a
diferencia de la CP que es la region mas conservada entre geminivirus. Ademas de la alta
variabilidad en esta region (= 300 pb), aqui se encuentran los motivos estructurales
llamados iterones. Estas secuencias reguladoras son muy informativas para establecer
relaciones filogenéticas y para discernir sobre posibles variantes de geminivirus
relacionados, aiin entre especies muy cercanas (Arguello-Astorga et al., 1994b; Eagle et al.,
1994). De acuerdo a los resultados obtenidos se observé que para el estudio de un complejo
geminiviral es recomendable la utilizacién de varios métodos alternadamente, a fin de

evitar falsos negativos, falsos positivos y resultados ambiguos (Torres-Pacheco ef al., 1996)

4.4. ANALISIS DE SECUENCIAS

De acuerdo a los analisis de secuencias de los aislamientos de BCS, se obtuvo al menos una
especie diferente (ToChLPV) a todos los geminivirus reportados hasta la fecha. Sin
embargo, todos los geminivirus detectados en BCS pertenecen a la familia Geminiviridae;
genero Begomovirus y son del tipo bipartita como la mayoria de los encontrados en México
(Brown y Nelson, 1988; Brown et al., 1989; Garzon-Tiznado et al., 1993; Torres-Pacheco
et al., 1996; Idris y Brown, 1998; Diaz-Plaza et al., 2002). Por otro lado, estos virus son
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transmitidos por mosquitas blancas (biotipo A y B) a plantas dicotiledoneas, principalmente
de la familia Solanaceae. La posible ubicacion taxonémica de acuerdo al nombramiento
provisional para cada uno de los geminivirus detectados y algunas de sus propiedades

bioldgicas y gendmicas se discuten a continuacion.

4.4.1. Tomato chino La Paz virus (ToChLPV)

ToChLPV (GenBank AY339618; GI33520147, NCBI Taxon 240492; ICTV ID
1075610417) es un begomovirus bipartita con arreglo gendmico similar a los identificados
en México. Este virus se encontr6 involucrado en la enfermedad del “enchinado foliar” del
tomate de La Paz y produce sintomas similares a otros geminivirus reportados en México,
aunque con caracteristicas peculiares, entre los que destacan: (i) hojas algo acucharadas (ii)
las plantas presentan un aspecto erecto (iii) ramilletes enchinados. Algunos de estos
sintomas se han observado en infecciones con TYLCV, sin embargo, el aspecto general
entre ambos es distinto y puede ser diferenciado a simple vista por ojo experto de un
fitopatdlogo. La secuencia completa del componente A del ToChLPV al ser comparada en
la base de datos del GenBank nos dio las identidades mas altas con el ToOSLCV (81-96%)),
un geminivirus (de tomate) parcialmente caracterizado de Nicaragua (96%) y con el
ToMMoV (90-95%), aunque estos porcentajes de identidad se consideraron como
provisionales en razéon de que los alineamientos con la herramienta de busqueda por
alineamientos basicos locales o BLAST del GenBank, estan basados en todas las regiones
con la mas alta identidad y no en la secuencia completa a comparar. Sin embargo, al
realizar las comparaciones basados en la secuencia deducida de aminoécidos, estas fueron
realizadas con los 251 aa que corresponden al la CP, obteniendo la similitud més alta con
CP del ToSLCV (84%) (AAD33453). La secuencia completa del componente A del
ToChLPV comparada por alineamientos multiples, asi como basados en los genes ACI,
AC2, AC3, AC4 y AV1, incluyendo la region intergénica. La identidad mas alta observada
fue del 83.8 % con respecto al ToMMoV (AF131071) de Centroamérica (Honduras),
aunque dicha identidad fue en relacion solo a los 1345 pb disponible. Aunque el ToMMoV

esta ahora propuesta como especie tentativa es necesario la secuenciacion completa de ese
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virus para poder establecer que tan relacionado esta con el ToChLPV. La identidad mas alta
obtenida con la secuencia completa fue del 73.8% con el ToSLCV, mientras que al
comparar con la region intergénica el porcentaje mas alto (76.6%) correspondid con
ToChBCSV (también presentado en este estudio). De acuerdo a la identidad observada con
ToMMoV (72.4%) y ToSLCV (56.9%) nos indican la alta variabilidad de esta region con
respecto a las regiones codificantes. ToChLPV tiene el gen AC4 involucrado con la
replicaciébn con los geminivirus, caracteristica que comparte con: CdTV, PHYVYV,
CaLCuV, MCICuV, TGMV, TLCV, TYLCV, ToMHV, TCSV, ToRMV y TYLCYV,
mientras que los geminivirus que no presentan AC4, se encuentran: BGYMV-[Mex],
PepGMV, SLCV, ToMoTV, ToMoV y ToSLCV. Interesantemente, de acuerdo al arreglo
los iterones, TOChLPV se agrupa junto con otros begomovirus mexicanos como PHYVV,
ToLCSinV y CdTV, incluyendo otros begomovirus del hemisferio occidental como;
AbMV, BCTV, BGMV, TGMV y ToMoTV. Sin embargo, cuando ToChLPV se compard
basado en la secuencia iteronica (TTGGAG), este se agrupo con PepGMV, BGMV,
ToMoV y AbMV. Estos datos sugieren diferentes posibles agrupaciones de acuerdo a
ciertas caracteristicas comunes, ya sea en arreglo o en secuencia de los iterones. De acuerdo
al filograma basados en la secuencia completa del componente A y el gen Rep, ToChLPV
se agrup6 en forma separada junto con ToChBCSV del resto de los geminivirus hasta ahora
conocidos y disponibles en la base de datos del GenBank. El andlisis de los filogramas
basados en la proteina de CP y la region intergénica también agrupa a ToChLPV junto con
ToChBCSV. Estos datos sugieren que estos dos geminivirus de BCS, aunque difieren en
arreglos y secuencias de los iterones, se encuentran estrechamente relacionados.
Interesantemente se encontrd que ToChBCSV y ToChBCSV estan relacionados con los
geminivirus centroamericanos como el ToOSLCV de Guatemala, ToMMoV de Honduras y
un geminivirus de Nicaragua (parcialmente caracterizado). En este punto es importante
mencionar que aunque ToChLPV comparte ciertas caracteristicas de los iterones (nimero,
orientacion y arreglo) con los virus endémicos de México (CdTV, ToLCSinV y PHYVV),
estos estan filogenéticamente mas relacionados a los geminivirus de Centroamérica que a
los mismos de México. Para la demarcacion de nuevas especies virales, el ICTV se basa en

los siguientes criterios: (i) identidad del genoma completo del componente A menores al
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89% corresponde a especies separadas, mientras que valores superiores corresponde a una
variante de una misma especie; (ii) propiedades bioldgicas; (iii) estrategia de replicacion;
(iv) rango de hospedantes y (v) distribucion geografica. De acuerdo a este criterio se
infiere que ToChLPV es una especie nueva y que esta relacionado con los geminivirus de
Centroamérica. Tomato chino La Paz virus fue considerado como propuesta taxonémica
por el subcomité del grupo de estudio de la familia Geminiviridae del ICTV (propuesta

2002.P109.02).

4.4.2. Tomato chino Baja California Sur virus (ToChBCSYV)

ToChBCSV (GenBank AY339619; NCBI Taxon 240493; ICTV ID 1076023582) es un
begomovirus bipartita muy relacionado al ToChLPV y al ToMMoV. Este virus se encontrd
involucrado con la enfermedad del “enchinado foliar” en la region de El Carrizal, BCS en
tomate de mesa (tipo gordo). La sintomatologia presentada por este virus aunque tiene
cierta similitud con los ocasionados por otros geminivirus, aunque este presenta
arrugamientos o enchinados caracteristicos con presencia de epinastia, clorosis en brotes
terminales y engrosamiento de la lamina media de la hoja. Esta particularidad hace que las
hojas sean de aspecto grueso quebradizo. La secuencia completa del componente A (2609
pb) al ser comparada en la base de datos del NCBI nos dio las identidades mas altas con
AJ276061 (96%) ToMMoV (95%) y ToSLCV (91%). Sin embargo, como se vio con
ToChLPV, estos porcentajes corresponden a fragmentos alineados de 206 a 1122 pb y no
basados en la secuencia completa. Al realizar el alineamiento en MegAlign basados en la
secuencia de aminodcidos de la CP, éste fue idéntico ToChLPV, seguido del ToSLCV
(84%). En la figura 15 vemos el alineamiento de ToChLPV y ToChBCSV y donde
podemos ver la alta identidad de la CP de ambos virus, difiriendo solo en los aminoacidos
115; isoleucina (I) para ToChLPV y valina (V) para ToChBCSV arginina para ToChLPV.
Cabe mencionar que ambos aminoacidos son considerados como neutros o alifaticos y
presentan las caracteristicas de ser poco reactivos y fuertemente hidrofobicos. Estos aa
hidroféobicos tienden a ocupar la parte central de las proteinas globulares, de modo que

minimizan su interaccion con el disolvente. En ToChLPV los aminoacidos 198 y 202
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corresponden a arginina (R) y glutamina (G), mientras que ToChBCSV en la misma
posicion tiene triptofano (W) y histidina (H), respectivamente. La identidad mas alta para
ToChBCSV basados en la secuencia completa del componente A fue con ToChLPV
(90.2%). Basados en los criterios establecidos por el ICTV, este virus podria considerarse
una variante del ToChLPV. Ademas, como se discuti6é anteriormente, filogenéticamente
ambos virus se agrupan juntos y a su vez forman un grupo separado con respecto a otros
geminivirus. Sin embargo, de acuerdo a los siguientes criterios se propone al ToChBCSV
como especie separada:

1. ToChLPV y ToChBCSV pertenecen a dos regiones geograficas distintas (separadas por
100 Km.).

2. Mientras que ToChLPV se aislé de La Paz, ToChBCSV se aislo de la region de El
Carrizal.

3. En los alineamientos basados en la secuencia nucleotidica de la region intergénica los
porcentajes de identidad de ambos virus es del 76.6%. Mientras que los porcentajes basados
en la secuencia de aminoacidos fue de 89.6% para Rep, 89.1% para TraP, 92.4% para REn,
85.9% para AC4 y 99.4% para CP (Cuadro 15). En la figura 20 y 21 podemos ver la
variabilidad entre estos dos virus, especialmente en la region de los iterones hacia el sentido
complementario de la caja TATA. En cuanto al estudio de los iterones tenemos que la
secuencia de ToChLPV es TTGGAGTA, mientras que para ToOChBCSV es TTGGGTC. En
cuanto al arreglo estructural de los iterones TChBCSV tiene arreglos similares al
ToMMoV, aunque éste ultimo tiene dos iterones incompletos (Cuadro 20), aunque
ambos coinciden en cuanto a la posicion y a la orientacion. ToChBCSV junto con
ToMMoV difieren del resto de los geminivirus comparados, ya que estos presentan los
iterones con secuencia Unica y con arreglos estructurales también diferentes. Ambos
geminivirus presentan un iteron adicional (con respecto a ToChLPV) en sentido
complementario a 15 bases del inicio de la estructura de asa. De manera interesante al
realizar los alineamientos con la RI, Rep y CP, ToChBCSV se agrupa primero con
ToMMoV antes que con ToChLPV. Esto nos indica que ToChBCSV esta mas relacionado
con el ToMMoV, aislado en Honduras que de los geminivirus aislados en BCS, incluyendo

los geminivirus endémicos de México, como el CdTV, ToLCSinV y PHYYV. Dado el
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relativo aislamiento geografico de la peninsula es posible que eventos meteoroldgicos
(huracanes, vientos, tormentas) hayan influido en la aparicién (posiblemente hace miles de
afios) de geminivirus en la peninsula. Por otro lado, aunque los geminivirus de
Centroamérica y los de BCS comparten ciertas caracteristicas genoémicas y propiedades
bioldgicas lo que hace suponer que en algin momento compartieron un ancestro comun,
existen también diferencias gendmicas importantes que hoy en dia se separan como
especies diferentes. Dadas las propiedades biologicas y gendmicas se propone para este
aislamiento el nombre de Tomato chino Baja California Sur virus. Dicha propuesta sera
sometida al ICTV para ser considerada en el grupo de estudios para la ltima revision

taxondmica para la demarcacion de especies de la familia Geminiviridae del ICTV.

4.4.3. Tomato chino Calandrio virus (TChCYV)

El TChCV (GenBank AY336088; NCBI Taxo6n 239488; ICTV ID 1076026871) de acuerdo
a las 1148 pb hasta ahora secuenciadas se infiere que es un begomovirus del tipo bipartita.
Este geminivirus fue aislado de la region de Ejido El Calandrio, municipio de La Paz. La
sintomatologia ocasionada por este virus corresponde a severos arrugamientos y
abarquillamientos de las hojas. Los mosaicos definidos con fuertes clorosis en la parte axial
de las hojas y hojas pequenas son menos evidentes que en ToChLPV. Este virus fue aislado
de tomate tipo Roma o saladet. El fragmento secuenciado y analizado por BLAST (NCBI)
nos indica que TChCV tiene las identidades mas altas (82, 88, 93%) con el ToOSLCV y con
el ToMMoV (85, 91, 94%) (Cuadro 16). Cuando se realizaron basados en las
comparaciones de la CP (aa) las identidades fueron del 97% con el ToMMoV y 79.2% con
el PepGMV y el ToSLCV. Sin embargo, al realizar las comparaciones del TChCV por
alineamientos multiples basados en los aminoacidos deducidos de la CP y Rep los
resultados son por demas interesantes en el sentido que cuando se comparan basados en la
Rep (95.2%) y la RI (65.5%), estos presentan su identidad mas alta con ToSLCV, mientras
que cuando se comparan basados en la CP las identidades mas altas corresponden con
ToChLPV y ToChBCSV en un 100% y al ToMMoV en un 97.9%. Estos resultados

sugieren una alta identidad de regiones homologas entre las proteinas de ToChBCSYV,
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ToChLPV, TChCV y ToMMoV. Sin embargo el porcentaje de identidad del TChCV con el
ToMMoV basados en la secuencia nucleotidica (1148) total es de solo 57.7% y del 63.7%
con el ToSLCV. En los andlisis de los iterones, tenemos que TChCV junto con ToSLCV
tienen un arreglo unico que no comparten ninguno de los geminivirus comparados lo que
hace suponer que evolutivamente compartieron un ancestro comun. El iteran se encuentra
entre la estructura conservada de tallo-asa y la caja TATA en sentido complementario. Sin
embargo, las secuencias de los iterones de estos dos virus son ligeramente distintas (en una
sola base). Mientras que TChCV tiene la secuencia TGGAGTCC, ToSLCV tiene la
secuencia TGGTGTCC (Fig. 20, 21). Por otro lado TChCV posee las secuencias de los
iterones idénticas a las encontradas en TChLPV, PepGMV, ToMoV, BGMV y AbMV.
Dadas las evidencias hasta aqui presentadas podemos inferir que este TChCV es distinto a
los begomovirus ToSLCV y ToMMoV, incluyendo los geminivirus ToChLPV vy
ToChBCSV. Aunque de acuerdo a los criterios del ICTV seria necesaria la secuenciacion
completa para ver si pertenece a una especie separada. Por lo pronto, se propone

tentativamente como Tomato chino Calandrio virus.

4.4.4. Pepper golden mosaic virus- La Paz (PepGMV-[La Paz])

PepGMV-[La Paz] (GenBank 368336; NCBI taxon 223301; ICTV ID 1076041568) es un
begomovirus de tipo bipartita de amplia distribucion nacional. Este virus fue aislado en la
region de La Paz en plantas de tomate tipo cherry. El PepGMYV se encontrd involucrado
con la enfermedad conocida como “mosaico dorado”. En plantas de tomate la
sintomatologia es caracteristica debido a sus mosaicos bien definidos, ademas de presentar
arrugamientos foliares. Aunque PepGMYV se aisl6 originalmente de chile, en este estudio se
obtuvieron mas altas eficiencias de transmision (incluyendo la mecanica) en tomate. De
acuerdo a los alineamientos multiples realizados, basados en la secuencia nucleotidica se
obtuvo un 98% de identidad con el PepGMV, un 97% con PepGMV-Tamaulipas, un 97%
con PepGMV-Costa Rica y un 92% con el Serrano golden mosaic virus (SGMV), este
ultimo considerado actualmente como una variante del PepGMV (Rybicki et al., 2000).

Resultados similares fueron obtenidos al realizar alineamientos basados en su deducido en
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aminoacidos de los genes CP (92-98%) y Rep (92-93%). Los andlisis basados en los
iterones nos indican que los aislamientos de PepGMYV de La Paz tienen regiones homologas
estructurales (arreglos y orientacion de los iterones) similares a todas las variantes
reportados hasta ahora del PepGMYV, asi como una alta identidad en la secuencia
conservada (TGGAGTCC), aunque con ligeros cambios de una a dos bases. El aislamiento
del PepGMV de La Paz comparte con el PepGMV-Tamaulipas una relacion filogenética
mas cercana que a las variantes reportadas de Centroamérica (Costa Rica y Guatemala). Por
otro lado, de acuerdo al filograma y a las caracteristicas de los iterones nos sugiere que
PepGMYV, se encuentra relacionado con los begomovirus de cucurbiticeas (SLCV,
CalCuV, CuLCuV, MCLCuV, SMLCV). Cabe mencionar que en estudios previos, este
grupo ha sido denominado del SLCV y forman un grupo separado de otros geminivirus del
hemisferio occidental (Arguello-Astorga et al., 1994). La incidencia de la enfermedad del
“mosaico dorado” fue desde 1.4-100%. Los valores mas altos fueron en el mes de junio
para el ciclo primavera-verano y en el mes de noviembre para el ciclo otofio invierno. La
aparicion de sintomas a las tres semanas después del transplante coincidié con el inicio del
aumento de las poblaciones de mosquitas blancas (adultas), lo que permanecid en constante
aumento de acuerdo al tiempo transcurrido. La méxima abundancia media de adultos de B.
tabaci ocurri6 en los meses de mayo (976 mb/trampa) y noviembre (760 mb/trampa) para
cada uno de los ciclos. La incidencia en las malezas circundantes fue variable, con las
poblaciones més altas en los meses de julio (207 mb/trampa) y diciembre (580 mb/trampa),
etapa de maduracion del cultivo, lo que indica la naturaleza migratoria de las mosquitas
blancas hacia hospedantes alternos. Aunque no se determiné el grado de agregacion se ha
reportado que no existe relacion entre la incidencia y el grado de agregacion, pero si existe
una relacion directa entre la infestacion de B. fabaci y la fenologia del cultivo y que esta es
un factor determinante sobre todo en climas tropicales o sub-tropicales, como las
presentadas en La Paz (Polston ef al., 1996). El rango de hospedantes de las 10 familias
botanicas en estudio, solo las solaniceas resultaron hospedantes susceptibles del PepGMV-
La Paz. El tomate, chile y toloache resultaron ser los hospedantes naturales mas
susceptibles, mientras que el tabaquillo silvestre (Nicotiana glauca L.) fue la inica especie

natural susceptible asintomatica. En PepGMV [La Paz] fue el unico virus que se pudo
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transmitir en forma mecanica al tomate y chile, aunque su eficiencia de transmision no es
muy buena (25-35%). Las demas especies se consideraron como no susceptibles (inmunes)
o no hospedantes de mosquitas blancas. Estos resultados nos muestran el reducido rango y
la alta especificidad del PepGMYV a la familia Solanaceae y donde el tomate resulté ser el
hospedante mas eficaz (83.3-100 %). Similares resultados se han obtenido por otros
investigadores, donde se observaron sintomas generalizados de malformacion foliar,
mosaicos, clorosis intervenal y entrenudos cortos (Stenger ef al., 1990; Torres-Pacheco et
al., 1996; Garzén-Tiznado et al., 2001). La distribucion del PepGMV-La Paz se encontrd
delimitada solo al area horticola de La Paz (ejido el Calandrio). En algunas plantas se logro
detectar mezclas (PepGMV-[La Paz] con otros geminivirus) (Holguin-Pefia et al., 2003).
La presencia de mezclas virales tiene implicaciones muy serias debido a que complican la
identificacion del agente causal y dificulta el entendimiento de los factores epidemiologicos
que ocasionan una epifitia, como ha ocurrido en algunas de las regiones mas importantes de
México (Garzon-Tiznado et al., 2001; Diaz-Plaza et al., 2002; Méndez-Lozano et al.,
2003).

4.5. FILOGENIA DE GEMINIVIRUS AISLADOS EN MEXICO

4.5.1. Pepper golden mosaic virus.

Aunque el PepGMYV se detecta por primera vez en 1987 en Texas y conocido originalmente
como Texas pepper geminivirus-TPGV (Stenger et al., 1990), éste se encuentra entre los
geminivirus mas distribuidos en México (Torres-Pacheco et al., 1996). Otras variantes de
este virus se han encontrado en Sinaloa (Brown y Poulos, 1990) y Tamaulipas (Arguello-
Astorga et al., 1994b). Filogenéticamente PepGMV se encuentra dentro del grupo del
SLCV, aunque en los analisis basados en la secuencia nucleotidica de Rep y CP se separan
claramente de este grupo. Tomando en cuenta que hace afios no se presentan epifitias en
Texas (lugar de donde originalmente fue aislado) y por otro lado la amplia distribucion en
el territorio nacional, es posible que este geminivirus sea endémico de México, siendo

posible que cuando se detectd en Texas, ya estaba presente en México involucrado en otras
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enfermedades de tipo geminiviral como las ocasionadas por el virus del mosaico dorado del
chile serrano (SGMV) en Sinaloa (Brown y Poulos, 1990) y el virus tejano del chile (TPV,
renombrado como PepGMV) en Tamaulipas (Arguello-Astorga ef al., 1994b). Actualmente
se han detectado variantes de este virus en Costa Rica y otras regiones de Centroamérica

(Lotrakul et al., 2000).

4.5.2. Pepper huasteco yellow vein virus.

El PHYVV (anteriormente PHV) interesante se tiende a agrupar mas a los geminivirus del
hemisferio oriental que a los del hemisferio occidental, de donde procede geograficamente.
De acuerdo a estos analisis PHYVV estd muy relacionado al RhGMV. PHYVV se encontro
como agente causal de la enfermedad del “rizado amarillo” (Torres-Pacheco et al., 1993;
Garzon-Tiznado et al., 1993) y se encuentra también entre los geminivirus mas distribuidos

en México (Torres-Pacheco et al., 1996).

4.5.3. Chino del tomate virus.

CdTYV se agrupa con el ToMoV de Florida y con los virus ToMoTV y ToMHYV (aislados en
Cuba), aunque a su vez se separa de estos y otros posibles geminivirus relacionados.
Aunque ya se tenian reportes de la enfermedad del “chino” del tomate en Sinaloa (Gonzalez
y Cervantes, 1973), no fue sino hasta 1988 que se caracteriza parcialmente al CdTV como
agente causal de la enfermedad (Brown y Nelson, 1988). En 1994 se caracteriza una
especie muy relacionada con el CdTV, el Tomato leaf crumple virus-TLCrV (Paplomatas
et al., 1994), aunque luego se reconoceria como una variante del CdTV (Torres-Pacheco et
al., 1996). Este virus también se ha encontrado involucrado con la enfermedad de la “planta

atigrada” (Brown et al., 1989).
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4.5.4. Tomato leaf curl Sinaloa virus.

ToLCSinV no se compar6 basados en el componente A, dado que solamente esta reportado
una parte de la secuencia. Sin embargo, en todos los filogramas basados en AR1 y la RI se
separa de todos los geminivirus hasta ahora conocidos. ToLCSinV se aisla originalmente en
Sinaloa (Brown et al., 1993; Idris y Brown, 1998) y actualmente es propuesta como nueva

especie por el ICTV.

4.5.5. Pepper mild tigre virus.

PepMTYV no se comparo. Por la escasa informacion disponible, el ICTV la propone como
especie tentativa. Se aisla en Tamaulipas, México y se encuentra involucrado con la
enfermedad de la planta atigrada del chile (Garzon-Tiznado y Galindo-Alonso, 1985;
Brown et al., 1989).

4.6. ANALISIS DE ITERONES

Los iterones son motivos estructurales altamente conservados de entre seis y nueve bases
que se encuentran asociados en la replicacion. En estos motivos estructurales es donde se
da el reconocimiento especifico de las proteinas de la replicacion con varios sitios los
cuales pueden ser divergentes. Los cuatro geminivirus de BCS presentaron una homologia
estructural en relacion a la similitud de algunos motivos conservados como, cajas TATA,
cajas CAAA, caja G, estructura de tallo-asa (asociado al origen de replicacion), ademas
presentaron similitud en la orientacion de los primeros iterones “rio arriba” de la caja
TATA (hacia Rep) e identidad en la secuencia conservada TGGAGT. Sin embargo, la
diversidad genética mas evidente esta dada principalmente por el nimero y orientacion de
algunos iterones (Fig. 20). Estos arreglos estructurales son una herramienta util para el
analisis y el estudio de relaciones, ademés para poder inferir sobre el posible origen
geografico y relaciones filogenéticas (Howarth y Vandemark, 1989; Arguello-Astorga et
al., 1994a; Arguello-Astorga et al., 1994b; Eagle et al., 1994). Se ha observado que el
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numero de iterones varia de un linaje a otro, existiendo tipicamente 3 en los curtovirus y
begomovirus del hemisferio occidental (GHOc), 4 en los begomovirus del hemisferio
oriental (GHOr) y 5-6 en los del grupo del SLCV (Arguello-Astorga et al., 1994b). Por otro
lado andlisis sobre los dominios relacionados con los iterones han revelado que existe una
correlacion entre los residuos especificos de Rep y ciertos nucleétidos de su iteron analogo,
sugiriendo que una estructura secundaria de Rep tiene un subdominio en hoja B, el cual le
confiere la capacidad de reconocimiento del ADN (Arguello-Astorga y Ruiz-Medrano,
2001). Dado que todas las agrupaciones incluyen geminivirus del tipo bipartita y
monopartita, se sugiere que la forma de organizacion de cada tipo ha ocurrido

independientemente (Arguello-Astorga et al., 1994b).

4.7. DISTRIBUCION Y DETECCION ESPECIFICA EN GEMINIVIRUS DE BCS

La enfermedad de el “enchinado foliar” en BCS tiene diferentes agentes causantes. De los
tres geminivirus encontrados (ToChLPV, ToChBCSV, TChCV), aunque relacionados, estos
se consideraron especies distintas. Tal aseveracion fue confirmada por técnicas de RFLP,
donde pudieron ser observados patrones de bandeo especificos para cada uno de los virus.
ToChBCSV fue encontrado en el area horticola de El Carrizal, mientras que ToChLPV fue
detectado en el 4rea de La Paz (ambas regiones separadas por alrededor de 100 Km.).
TChCV se encontr¢ en el ejido El Calandrio, municipio de la Paz y solamente distanciado
como 5 Km. de donde se encontr6 ToChLPV y PepGMV. El estudio de estos virus
utilizando iniciadores especificos para deteccion especifica de ToChLPV y ToCBCSV,
solamente se obtuvieron resultados positivos en El Carrizal en razén del 80% de 40
muestras analizadas, lo que demuestra la alta especificidad de la prueba de PCR utilizando
iniciadores especificos. En la region de La Paz no se realizo el estudio porque no hubo
siembra de tomate para la temporada 2003. Sin embargo, ademas de la region de El Carrizal,
se encontraron evidencias de geminivirus en Todos Santos, Pescadero y Meliton Albafiez.
Todos los geminivirus detectados en México en el cultivo del tomate, hasta la fecha
pertenecen al genero Begomovirus (Brown y Nelson, 1988; Brown y Poulos, 1990; Stenger

et al., 1990; Torres-Pacheco et al., 1993; Garzdn-Tiznado et al., 1993; Paplomatas et al.,
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1994; Torres-Pacheco et al., 1996, Idris y Brown, 1998; Idris et al., 1999), exceptuando al
TYLCYV, el cual es el tinico Begomovirus de tipo monopartita detectado en Yucatan, México

(Ascencio-Ibanez et al., 1999).

4.8. HOSPEDANTES NATURALES

Los hospedantes naturales de los geminivirus de BCS se encontraron delimitados a la
familia de las solanaceas, donde el tomate se encontr6 como el hospedante mas susceptible,
seguido del chile (Capsicun annuum), toloache (Datura discolor) y tomatillo (Physalis
ixocarpa). Solamente se encontrd al tabaquillo (Nicotiana glauca) como hospedante
asintomatico. Otras investigaciones han sugerido que las plantas asintomaticas o inmunes a
la expresion viral dentro de la planta es restrictivo al movimiento de particulas virales
dentro de la planta mas que a efectos de replicacion (Maxwell, 2001). En cuanto al estudio
de malezas como hospedantes de virus se tiene detectado que las principales malezas
hospedantes de geminivirus en México se encuentran las solaniceas, entre las que se
encuentran Malva parviflora y diferentes especies de daturas, los resultados obtenidos
concuerdan con lo reportado en relaciéon a la alta especificidad de geminivirus hacia
solanaceas. Aunque se detectd la presencia de mezclas virales, los bajos porcentajes
encontrados (menores del 1%) no se consideran importantes como para que influyan en la
expresion de sintomas general. Los geminivirus a menudo aparecen en infecciones
complejas en tomate ya sea como infecciones mezcladas con dos o mas geminivirus como
ha ocurrido con PHYVV y PepGMV (Méndez-Lozano et al., 2003) o con presencia de
recombinantes de componentes gendmicos de geminivirus bipartitas relacionados (Guzman
et al., 1997, Paplomatas et al., 1994, Torres-Pacheco et al., 1996). Estos complejos no son
exclusivos del tomate y se ha informado de su presencia en otros cultivos como el chile
(Brown y Nelson 1988, Garzén-Tiznado et al., 1993, Polston et al., 1989). Ultimamente se

han encontrado geminivirus asociados a satélites virales de ADN (Mansoor ef al., 2003).
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4.9. INCIDENCIA DE GEMINIVIRUS E INFESTACION DE MOSQUITAS

Las incidencias mas altas presentadas por geminivirius en BCS fueron del 100%,
registradas en los meses junio y noviembre del 2002 y de un 92% presentados en junio del
2003. Los valores de severidad en todos los casos se consideraron altos con un promedio de
4.2 para el ciclo primavera-verano y de un 6.15 para el ciclo otofio-invierno (cuadro 18).
Las indices de infestacion (IMI) mas altos de moscas blancas se presentaron en mayo
(2003) y junio (2002). Cabe mencionar que antes de alcanzar altos niveles del IMI, ya se
tenian incidencias del 100% de la enfermedad y altos valores de severidad. Esto nos indica
que infecciones tempranas (primera semana después del transplante) y una infestacion alta
de moscas viruliferas, son factores determinantes para la presencia de epifitias severas. Se
ha argumentado ampliamente que altas poblaciones de mosquitas depende de la abundancia
y fenologia del hospedante, asi como de las condiciones climaticas (Polston et al., 1996).
Después de la ocurrencia del huracan Juliet, en septiembre del 2001 en las costas de BCS,
la incidencia fue temporalmente suprimida. Sin embargo, desde entonces, las mosquitas
blancas y la presencia de enfermedades de supuesta etiologia geminiviral se han
incrementado, aunque se han descrito migraciones de mosquitas (del biotipo B) a distancias
cortas, no se han reportado estudios bien documentados de mosquitas a largas distancias
(Byrne et al., 1996). Por otro lado, se ha especulado que los huracanes y los vientos pueden
facilitar el movimiento de estos insectos a largas distancias, sobre el agua. La evidencia
circunstancial sobre esta posibilidad es la determinacién de que la misma cepa del PYMV,
con pocas variaciones en su secuencia fue encontrada en las islas del Caribe ubicadas a 600
km entre ellas. Mientras que, TYLCV es detectado en Jamaica (McGlashan et al., 1994)
aproximadamente un afio después de su aparicion en Republica Dominicana (Nakhla et al.,
1994) y recientemente en Florida (Momol, 1999). De igual manera, BGMV aparecio en el

sur de Florida dos meses después del huracan Andrés (Blair et al., 1995).
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4.10. BIOTIPOS DE MOSCAS PRESENTES EN BCS

Desde 1991 el biotipo B es considerada como plaga cuarentenada en México a partir de las
epizootias presentadas en Mexicali y San Luis Rio Colorado, Sonora (Fu y Silva, 1997;
Garzon-Tiznado, 1998). La Direccion General de Sanidad Vegetal (DGSV) a través de
Centro Nacional de Referencia y Diagnostico Fitosanitario (CNRDF) determina que el
complejo de biotipos A y B se encuentra distribuido en todo el territorio nacional,
incluyendo BCS (Torres-Robledo ef al, 2000). Los dos biotipos detectados en BCS tienen
un rol importante en la transmision de geminivirus en BCS. Sin embargo, es importante
notar que las poblaciones del biotipo B se han ido incrementando. En América ya se tienen
reportes de que el biotipo B introducido del mediterrdneo ha ido desplazando al biotipo
endémico del continente americano (biotipo A). Este fendémeno se ha incrementado
especialmente en areas tropicales sobre todo cuando el tomate tiene caracteristicas de
monocultivo. Estos desplazamientos han implicado la introducciéon de virus enddgenos en
nuevos agrosistemas. Por ejemplo, en Republica Dominicana y Jamaica el virus
cuarentenado TYLCV ha remplazado a los geminivirus endémicos de tipo bipartita.
Mientras que en Florida TYLCV ha llegado considerarse mas importante que ToMoV
(Maxwell, 2001). En 1993, se generaliza la presencia del biotipo B en casi toda América
Central y para 1994 este fue encontrado en la costa oeste de Sinaloa (Brown et al., 1995).
Es importante mencionar que aunque los dos biotipos muestran pocas diferencias
morfologicas existen diferencias biologicas significativas, especialmente en los hdbitos
alimenticios, reproductivos y patrones conductuales, lo que ha sugerido que los biotipos
hasta ahora existentes (A, B, E, J, N) pertenecen a un complejo de especies y no a especies
separadas (Byrne et al., 1990; Schuster et al., 1990; Perring et al., 1993; Bedford et al.,
1994; Brown et al., 1995). En 1993 esta variante (biotipo B) es considerada como especie
separada y es denomina como Bemisia argentifolii Bellows y Perring (Perring ef al., 1993;
Bellows et al., 1994). Sin embargo, Barlett y Gewel (1993) criticaron esa decision en razon
de que: (i) las diferencias genéticas reportadas pudieron ser por efectos de laboratorio (ii)

ausencia de estimacion del error estandar del estadistico utilizado para determinar las
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distancias genéticas entre especies (iii) no existen indicaciones si las poblaciones estaban en
equilibrio Hardy-Weinberg. Por su parte Wool et al. (1993) utilizando la prueba de
esterasas observaron que la heterogeneidad en la frecuencia alélica correspondia a
poblaciones tratadas o no-tratadas con insecticidas. Finalmente, Gewel y Barlett (1993)
usando RAPDs determinaron que esta técnica era util para distinguir organismos muy
relacionados, pero no para determinar un estatus taxondmico. Por otro lado, se ha
determinado que como plaga directa la mosquita blanca en la actualidad no representa un
serio problema para los cultivos de México, como plaga directa, por lo que la campaifia ha
pasado de prioridad nacional a campafia emergente, aunque sujeta a normatividad (NOM-
020-FITO-1995). Sin embargo, debido a la creciente aparicion de enfermedades
geminivirales (como las presentadas en este trabajo) seria importante regionalizar las
campafas fitosanitarias federales. Del mismo modo seria importante que las instancias
federales correspondientes realizaran estudios de andlisis de riesgos y por ultimo revisar la

normatividad vigente a fin de adecuarla a las situaciones particulares de cada region.
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CONCLUSIONES

v" El “enchinado foliar” del tomate de BCS es ocasionado por ToChLPV, ToChBCSV,
TChCV; geminivirus bipartitas pertenecientes al género Begomovirus con alta especificidad

hacia la familia Solanaceae.

v" Los geminivirus de BCS estan mas relacionados a los geminivirus de Centroamérica que

a los nativos de México lo que implica su posible origen geografico.

v Se detectd una variante del PepGMV; begomovirus ampliamente distribuido en México,

pero no relacionado filogenéticamente con los otros virus de BCS.

v" La distribuciéon de ToChLPV, ToChBCSV en BCS esta delimitada a la region del
Carrizal y La Paz.

v/ Hasta el presente trabajo las regiones de El Centenario, El Cardonal, El Pescadero,
Todos Santos, Meliton Albafiez, Los Planes, Cabo San Lucas y San José del Cabo se

encuentran libres de geminivirus.

v" La incidencia de geminivirus en BCS esta relacionado a las infestaciones de mosquitas

blancas en las primeras etapas fenologicas del cultivo.

v" Los geminivirus de BCS se transmiten mas eficientemente al tomate y en menor grado a

chile, toloache, tomatillo y tabaquillo (asintomatico).

v" Las mosquitas blancas biotipo A (Bemisia tabaci) y biotipo B (Bemisia argentifolii) se

encuentran asociadas a la transmision de begomovirus.
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PERSPECTIVAS

Dado la importancia de la presencia de geminivirus nuevos en los agrosistemas de
BCS, es necesario la secuenciacion y caracterizacion completa de todos los
geminivirus reportados en este trabajo, incluyendo la obtencion de clones infectivos

para un estudio mas completo de las propiedades biologicas de estos virus.

Desde el punto de vista fitopatoldgico es importante mencionar la necesidad de
investigacion  dirigida al entendimiento de los factores que determinan una
epidemia y el cual sentard un valioso precedente para el entendimiento de este grupo
de patogenos de plantas que nos lleven a desarrollar estrategias puntuales de manejo

integral regional.

Independientemente del estatus taxondmico de la mosquita blanca es importante
mantener monitoreos periddicos que nos permitan conocer la participacion de cada

biotipo en la presencia de epifitias.

Es importante involucrar y sensibilizar al sector productivo y dependencias federales

del riesgo potencial que este tipo de virus implican.

La problematica nacional y mundial con éste tipo de patdgenos nos obliga a
establecer lineas de investigacion interinstitucionales de tal forma que nos garantice

un impacto real en la sociedad cientifica y el sector productivo.
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