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Resumen

Los begomovirus (familia  Geminiviridae) son virus de DNA cadena sencilla
circular que causan enfermedades que constituyen un factor limitante para la
produccién de cultivos de interés agronémico tales como tomate. Las arvenses o
malezas juegan un papel fundamental en la enfermedad geminiviral al servir
como hospederos naturales para esta especie de virus. Previamente, nuestro
grupo de trabajo aislé cuatro nuevos begomovirus de arvenses colectadas en
cultivos de tomate: Verbena sp., Hybanthus attenuatus, Croton hirtus y

Rhynchosia minima.

El objetivo de este trabajo fue determinar la capacidad emergente de éstos
geminivirus para generar infeccion en solanaceas (tomate y tabaco). Se realizd
una extraccion de DNA total de las arvenses, se detecté por PCR la presencia de
begomovirus y se empleod la técnica de RCA para aumentar el titulo viral. EIl DNA
begomoviral amplificado fue inoculado en plantas de tomate y tabaco mediante
biobalistica de baja presion. Las plantas de tomate fueron crecidas en materas en
invernadero: 2 ensayos independientes con 10 repeticiones -plantas para cada
virus. Las plantas de tabaco fueron crecidas in vitro en medio MS: 1 ensayo con 6
repeticiones- plantas para cada virus. Como control negativo (testigo) se
evaluaron plantas de tomate y tabaco sin inocular. Se evaluaron sintomas de
manera visual. La replicacion y movimiento del virus se realiz6 mediante PCR en
hojas jévenes sistémicas. Los resultados indican la presencia de begomovirus en
todas las plantas de tomate inoculadas con los aislados virales de las arvenses
Hybanthus attenuatus y Verbena sp., obteniendo un 100% de infeccion viral. Para
los ensayos de inoculacion con los aislados virales de las arvenses Croton hirtus
y Rhynchosia minima se presento un porcentaje de infeccion del 90%. Para los

ensayos en las plantulas de tabaco se detecto la presencia de begomovirus en
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todas las plantulas inoculadas obteniendo un 100% de infeccidbn. No se
presentaron sintomas propios de la enfermedad viral en las plantulas de tomate y

tabaco durante los tiempos evaluados.

Estos resultados evidencian la capacidad de adaptacion a nuevos hospederos
gue tiene esta familia de virus, lo que incrementa la posibilidad del surgimiento de
nuevas variantes virales con mayor patogenicidad. La no presencia de sintomas
evidentes es importante ya que los resultados de infeccion arrojan valores altos,
gue indican que los virus se estan replicando y moviendo, conviertiendo a estos
cultivos como fuente de inoculo; razén por la cual se hace necesario establecer
estrategias de manejo que no permitan la propagacion de estos begomovirus a

las plantas cultivadas.

Palabras clave: Geminivirus, arvenses, hospederos, Solanum lycopersicum, Nicotiana

tabacum, biobalistica.

Abstract

Begomoviruses (family Geminiviridae) are circular single-stranded DNA viruses that
cause diseases that are a limiting factor for the production of crops of interest agronomic
such as tomato. The weeds or weeds play a fundamental role in the geminiviral disease
by serving as natural hosts for this species of virus. Previously, our work group isolated
four new begomoviruses collected from tomato crops: Verbena sp., Hybanthus

attenuatus, Croton hirtus and Rhynchosia minima.

The objective of this work was to determine the emergent capacity of these geminiviruses
to generate infection in solanaceae (tomato and tobacco). Total DNA extraction from the
weeds was performed, the presence of begomovirus was detected by PCR and the RCA

technique was used to increase the viral titre. Amplified begomoviral DNA was inoculated
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in tomato and tobacco plants by low pressure biobalistics. The tomato plants were grown
in greenhouses: 2 independent trials with 10 replicates - plants for each virus. Tobacco
plants were grown in vitro in MS: 1 assay with 6 replicates - plants for each virus. Non-
inoculated tomato and tobacco plants were evaluated as negative control (control). Visual
symptoms were assessed. Virus replication and movement were performed by PCR on
systemic young leaves. The results indicate the presence of begomovirus in all tomato
plants inoculated with the viral isolates Hybanthus attenuatus and Verbena sp., obtaining
a 100% viral infection. For the inoculation tests with the viral isolates of Croton hirtus and
Rhynchosia minima a percentage of infection of 90% was presented. For the tests in the
tobacco seedlings the presence of begomovirus was detected in all inoculated seedlings
obtaining a 100% of infection. There were no typical symptoms of viral disease in tomato
and tobacco seedlings during the evaluated times.

These results show the capacity of adaptation to new hosts that have this family of
viruses, which increases the possibility of the emergence of new viral variants with
greater pathogenicity. The absence of obvious symptoms is important since the results of
infection show high values, indicating that the viruses are being replicated and moving,
turning these cultures as an inoculum source; which is why it is necessary to establish
management strategies that do not allow the propagation of these begomoviruses to the

cultivated plants.

Keywords: Geminivirus, weeds, hosts, Solanum lycopersicum, Nicotiana tabacum,

biobalistics.
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Introduccion

Introduccioén

El tomate de mesa (Solanum lycopersicum L.) en Colombia se cultiva en todo el pais,
pero especialmente en la zona cafetera, en Santander, el Valle del Cauca y en las zonas
de clima medio del departamento de Cundinamarca, Boyacd y Huila. Para el afio 2014,
Colombia contaba con un area de 17.244 ha sembradas de tomate de mesa y un area
cosechada de 16.388 ha y con una produccion de 606.151 toneladas. El departamento
del Valle del Cauca ocupa el sexto lugar de area sembrada, produccion y rendimiento del
cultivo de tomate de mesa con una participacion del 8.4%. En los ultimos afios ha
presentado una disminucion en la produccion de tomate de mesa pasando de producir
31.939 toneladas en el aflo 2013 a 28.986 toneladas en el aifio 2014 (MADR, 2014).

Las causas de la disminucion de los rendimientos se ocasionan por el estrés generado
por factores abi6ticos como humedad, temperatura, entre otros; y al incremento de la
incidencia y severidad de enfermedades ocasionados por virus, hematodos, bacterias y
hongos. En el grupo de los virus, las enfermedades causadas por begomovirus se
constituye en un factor limitante para la produccion del cultivo de tomate en Colombia
(Vaca-Vaca, et al, 2011, 2012).

Actualmente los begomovirus (familia Geminiviridae), son considerados como un
problema fitosanitario importante que afectan a cultivos de importancia econémica, que
se encuentran principalmente en las zonas tropicales y subtropicales, son transmitidos
por mosca blanca (Bemisia tabaci biotipo B) (Jones, DR. 2003). Poseen un genoma de
DNA circular de cadena sencilla, de aproximadamente de 2,6-2,7kb. Dentro de este
género se encuentran virus con uno (monopartita) y dos componentes gendmicos
(bipartitas), donde se localizan los genes virales necesarios para realizar las funciones
bioldgicas (Ala-Poikela, et al., 2005).



Introduccion

Las arvenses sirven de hospederos alternos de virus, de tal manera que se convierten en
fuente de inéculo para ser transmitido por el vector bioldgico a las plantas cultivadas
(Vaca-Vaca, et al., 2011, Lépez-Lopez, et al, 2012). Las arvenses como reservorios
begomovirales favorecen la aparicién de nuevas variantes, producto de recombinaciones,
mutaciones y pseudorecombinaciones entre virus (Padidan, et al., 1999; Da silva, et al.,
2011).

En Colombia, se han reportado las arvenses Petiveria alliaceae L., Desmodium sp.
Desv., Rivina humilis L., Momordica charantia L., Amaranthus dubius Mart. ex Thell.,
Lantana camara L., Laportea estuans L., Hybanthus attenuatus Humb. & Bonpl., Verbena
sp. L, Croton hirtus L'Her., Rhynchosia minima L., Caesalpina sp. L. y Plumbago sp. L.,
como reservorio de begomovirus, las cuales se colectaron asociadas a cultivos de tomate

en el Valle del Cauca (Lépez-Lépez et al., 2012; Lopez- Lopez et al., 2014).

Sin embargo, a la fecha no se conoce el potencial de replicacion e infeccion de estos
begomovirus detectados en arvenses en cultivos de importancia econdmica, por lo que el
objetivo del presente trabajo fue determinar si los begomovirus que se encuentran en
arvenses asociadas a los cultivos de tomate en el Valle del Cauca son capaces de

infectar cultivos de solanaceas (tomate y tabaco).


https://species.wikimedia.org/wiki/L%27Her.




1. Objetivos

1.1 Objetivo general

e Determinar la capacidad emergente de geminivirus presentes en arvenses para

generar infeccion en solanéaceas.

1.2 Objetivos especificos

« Evaluar el potencial patogénico de begomovirus aislados de arvenses asociadas
al cultivo de tomate (Solanum lycopersicum), mediante su inoculacién en plantas

de tomate y tabaco.

e Aplicar estrategias moleculares para verificar los fenotipos de las enfermedades

virales que se observen en las plantas inoculadas.






2. Marco teodrico

2.1 Cultivo de tomate

2.1.1 Horticultura en el mundo

De acuerdo con los datos suministrados por la Organizacion Mundial para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO), en el afio 2014 la produccion del cultivo de
tomate en el mundo fue de 5.023.810 ha, con un rendimiento de 339.883 kg /ha y
con una produccién total170.750.767 toneladas. Los paises que se destacan en
la produccion de hortalizas son China con el 35% de la produccion mundial, India
con 10% y Estados Unidos con 5%, estableciéndose China como el mayor
productor y como uno de los mayores exportadores mundiales (FAOSTAT,
2014).

2.1.2 Horticultura en Colombia

Colombia presenta un enorme potencial para la produccién horticola, teniendo en
cuenta que se siembran alrededor de 46 especies de hortalizas distribuidas en
diferentes pisos térmicos del pais. Es importante aclarar que a pesar que se
siembran mas de 40 especies, en solo siete: arveja, tomate, cebolla cabezona,
cebolla larga, zanahoria, repollo y ahuyama se concentra casi el 85% del area

sembrada (Cardenas y Zorro, 2005).

De acuerdo con las cifras entregadas por la Encuesta Nacional Agropecuaria
(ENA), en el afio 2014 la actividad horticola se llevd a cabo en un éarea de
116.302 hectareas cultivadas con productos como arveja, cebolla en rama y

cabezona, haba, tomate, zanahoria, pimenton, acelga, entre otras. De este modo,
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la produccion total de estas especies vegetales fue de 1.719.790 toneladas. El
tomate de mesa ocupa el quinto lugar en cuanto a la produccion de hortalizas
cultivados bajo variados sistemas productivos (DANE, D. 2015).

2.2 Familia de las solanaceas

La familia de las solanaceas esta distribuida a nivel mundial, comprendiendo 96
géneros y aproximadamente 2.300 especies, la mayor cantidad de especies son
cultivos de interés agricola. Dentro del grupo de las Solanaceas se encuentran
hortalizas como el tomate de mesa (Solanum lycopersicum), el tomate de arbol
(Solanum betaceum Cav.), la papa (Solanum tuberosum L.), el lulo (Solanum
guitoense Lam.), la berenjena (Solanum melongena L.) y el pimenton (Capsicum
annuum L.), que constituyen elementos basicos de la canasta familiar en
Colombia (Leodn, J., 1987).

2.2.1 Tomate de mesa (Solanum lycopersicum)

El tomate de mesa Solanum lycopersicum, es una planta dicotiledonea, arbustiva,
anual perteneciente a la familia Solanaceae, conformada por 96 géneros,
divididos en unas 2.500 especies, la mayoria de ellas clasificadas como
espontaneas (Pérez, J. et al., 2003). El origen del género Lycopersicum se ubica
en la Regién Andina, extendiéndose desde el Sur de Colombia hasta el Norte de
Chile, sin embargo, se cree que en México se domesticd. En el siglo XVI se
consumian en México tomates de distintas formas; no obstante, ya habian sido
transportados a Espafia y servian como alimento en lItalia. En otros paises
europeos, eran usados en farmacia. Los espafioles y portugueses generalizaron
el uso del tomate a Oriente Medio y Africa, y a otros paises asiaticos y de Europa
se difundié a Estados Unidos y Canada (CORPOICA, 2009).

Hoy en dia el cultivo de tomate ha adquirido importancia para la alimentaciéon
humana ya que es una fuente importante de vitaminas, minerales y proteinas, asi

como la diversidad de usos que tiene.



El tomate puede presentar basicamente dos habitos de crecimiento: determinado
e indeterminado. La planta de crecimiento determinado se caracteriza por tener
un crecimiento limitado, ya que el tallo principal y todas sus ramificaciones
terminan en un racimo que limita su crecimiento vegetativo; las plantas poseen
entrenudos cortos, formando generalmente el primer racimo después de seis 0
siete hojas, y el resto de los racimos entre una o dos hojas y hasta cinco
inflorescencias en el tallo principal. La planta de crecimiento indeterminado se
caracteriza por un crecimiento ilimitado de su tallo principal, el racimo ya
terminado, forma un hijo en el seno de la ultima hoja que prosigue el crecimiento
del tallo. El primer racimo aparece generalmente después de siete a diez hojas y,
casi siempre los racimos se forman espaciados por tres hojas. Las plantas
pueden alcanzar alturas superiores a los dos metros y portar un numero
importante de racimos. Este tipo de crecimiento requiere un sistema de tutorado
gue impide el contacto del fruto con el suelo y asi favorecer el control fitosanitario
y la cosecha (Maldonado y Alexandra, 2016).

El cultivo de tomate puede ser propagado por semilla mediante siembra directa o
trasplante de plantulas, es cultivado en diferentes zonas, con gran diversidad de
condiciones de clima y suelo, aunque se cultiva especialmente en climas secos,
tanto para produccién en estado fresco como para uso agroindustrial. La planta
de tomate requiere un periodo entre 3 y 4 meses desde su establecimiento y la
cosecha del primer fruto. El tomate es una especie de estacion calida, tolerante al
calor y a la sequia y susceptible a las heladas. Aunque se produce en gran
diversidad de condiciones de clima y suelo, se favorece mejor en climas secos
con temperaturas moderadas. La humedad relativa adecuada para el desarrollo
del tomate oscila entre un 60% y un 80%. Humedades relativas muy altas
benefician el desarrollo de enfermedades. La temperatura adecuada para su
desarrollo varia entre 20 y 30°C. Puede producirse en una alta diversidad de

condiciones de suelos. El pH debe estar entre 5,5 y 6,8 (Giaconi y Escaff, 2004).
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» |mportancia econdémica

A nivel mundial el tomate es la segunda hortaliza mas importante luego de la
papa, para el afio 2014 alcanzo, 170 millones de toneladas de produccion, en 5

millones de hectareas sembradas en 114 paises (FAO, 2014).

El tomate de mesa es la hortaliza mas cultivada en Colombia, lo cual se corrobora
con los datos obtenidos en el afio 2014 del Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural en el que cosecharon 17.244 hectareas con una produccion de 606.151
toneladas en 21 departamentos (MADR, 2014)

El cultivo de tomate es afectado por gran variedad de plagas dentro de las
principales se encuentran, mosca blanca (Bemicia tabaci), polilla del tomate (Tuta
absoluta), minador de la hoja (Liriomyza sp.), arafa roja del tomate (Tetranychus
evansi), pulgon (Aphis gossypii), nematodos (Meloidogyne spp.); entre las
enfermedades causadas por hongos las mas importantes son, oidiopsis
(Leveillula taurica), podredumbre gris (Botryotinia fuckeliana), mildiu
(Phytophthora infestans), alternaria (Alternaria solani), mancha de cercospora
(Cercospora capsici), pudricion del fruto (Phoma andina), sclerotinia (Sclerotinia
sclerotiorum), marchitez vascular (Fusarium oxysporum), marchitez por verticillium
(Verticillium sp.), mildeo polvoso (Oidiopsis scalia), antracnosis del fruto
(Glomerella cingulata); las enfermedades causadas por bacterias se encuentran,
mancha bacterial (Xanthomonas vesicatoria), tallo hueco (Erwinia chrysanthemi),
dormidera (Ralstonia solanacearum), marchitez bacterial (Clavibacter
michiganensis); y entre los virus se encuentran, virus del bronceado del tomate
(TSWV), virus del rizado amarillo del tomate (TYLCV), virus del enanismo
ramificado del tomate (TBSV), virus del mosaico del tabaco (TMV), virus de la
marchitez manchada del tomate (TSWV), virus de la mancha anular del tabaco
(TRSV), virus del mosaico suave del tomate (TMMV) (CORPOICA, 2013), virus
del mosaico amarillo de la papa (PYMV) (Vaca-Vaca, et al.,, 2012) y virus del
torrado del tomate (ToTV) (Zielinska, L. et al., 2012)
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Las enfermedades virales en el cultivo de tomate se han convertido en un
problema fitosanitario y es necesario prevenirlas de forma frecuente, porque su
presencia implica la pérdida del cultivo. Al no existir métodos para su control
curativo, es necesaria la aplicacion de medidas preventivas como practicas
culturales, que incluyen control de agentes vectores, eliminacién de fuentes de
infeccion, utilizacion de material de propagacion libre de virus, eliminar todos los
restos del cultivo anterior, asi como de las arvenses. También se recurre a la

utilizacion de cultivares resistentes (Quifiones, M. et al., 2007).

2.3 Virus en plantas

2.3.1 Historia

El TMV fue el primer virus encontrado como causante de enfermedad en plantas.
En 1986 Mayer, un botanico aleman, estudio una enfermedad del tabaco a la que
denomino “mosaico del tabaco”, Mayer realiz6 una serie de experimentos con los
cuales demostré que la enfermedad era infecciosa, y que el agente infeccioso
cualquiera que fuera su naturaleza, dejaba de serlo después de expuesto a una
temperatura de 90°. En 1892 el botanico ruso lwanowski confirmo los hallazgos
de Mayer, pero se opuso en la afirmacion de Mayer de que la savia dejaba de ser
infecciosa, después de atravesar papel de filtro ordinario; para refutar esta
afirmacion, lwanowski hizo pasar algo de savia del mosaico, por presion, a través
de un filtro, que retenia todos los organismos visibles. Froté con el filtrado algunas
plantas de tabaco sanas y hall6 que seguia siendo muy infeccioso. Y un tercer
investigador, Beijerinck, dio el primer paso que aparté el enfoque bacteriolégico
del problema. Mediante una serie de experimentos llegé a la conclusion de que la
causa del mosaico del tabaco no era una bacteria si no un fluido vivo contagioso.
A partir de este descubrimiento, la virologia vegetal se desarrolld lenta e
independientemente de los estudios en virus de bacterias y animales (Thresh, J.,
1981).
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Todos los virus son parasitos obligados que dependen de la maquinaria celular de
sus hospedantes para reproducirse utilizando su energia, enzimas y maquinaria
biosintetica, los cuales se multiplican Unicamente en el interior de las células del
hospedante. Los virus causan muchas e importantes enfermedades vegetales y
son responsables por pérdidas en el rendimiento y la calidad de los cultivos en

todas partes del mundo (Santos, et al., 2004).

El tamafio y la forma de las particulas de los diferentes virus varian entre grupos,
pero no entre miembros del mismo grupo. Estos patdégenos son muy pequefios,
razén por la cual solo pueden ser observados a través del microscopio
electronico. Su tamafio se expresa en nanémetros y oscila entre 17 a 2.000 nm.
(Hull, R., 2001).

Con los descubrimientos realizados por Stanley en 1935, en los que aislé
particulas del TMV y sefialé que los virus estaban formados de proteina, y con los
descubrimientos de Bawden y Pirie en 1936, en los que describen la naturaleza
nucleoproteina de los virus se concluy6 que los virus que afectan a las plantas
estan constituidos de acido nucleico que puede ser RNA o DNA, mas una
cubierta de proteina (Thresh, J., 1981). “Los virus que afectan plantas, el 80%
constituyen RNA de cadena sencilla, el 5% virus de RNA de doble cadena y el

resto son virus de DNA de cadena sencilla y doble” (Agrios, 2005).

Los virus desvian el metabolismo generando substancias extrafias alterando
diversas funciones vitales que inducen al desarrollo de sintomas, en las que casi
todas las enfermedades virales causan cierto grado de enanismo de la planta y
un reduccion total de la produccion y generalmente las plantas infectadas tiene
ciclo vegetativo mas corto. Los sintomas mas frecuentes causados por los virus
incluyen enanismo, mosaicos, moteados, necrosis, clorosis, deformaciones, entre
otros (Agrios, G., 2005).

Los virus al alterar el funcionamiento normal de la planta llegan a provocar

pérdidas hasta del 100%. Casi todas las enfermedades virales causan cierto
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grado de enanismo en la planta, reduccion en la produccién y generalmente las
plantas infectadas tienen un ciclo vegetativo mas corto. Las enfermedades virales
originan una serie de gastos adicionales para lograr su control, como es la
aplicacion de insecticidas para el control de vectores. Los dafios no son
Unicamente en cantidad si no en calidad de la produccién, ya que se pueden
producir frutos deformes y manchados perdiendo de esta manera su valor

comercial (Agrios, G., 2005).

2.3.2 Mecanismos de transmision de los virus Fitopatdgenos

Desde que los virus de plantas son parasitos obligados, requieren agentes que
los transfieran de plantas infectadas a células de plantas sanas para ser
dispersados con éxito. Este proceso se conoce como transmisién, y requiere que
el virus, el agente transmisor, la planta y el medio ambiente actlen
simultaneamente bajo condiciones 6ptimas para una maxima eficiencia (Lozano,
2011).

» Transmision mecéanica

“Algunos virus fitopatdgenos tiene la capacidad de transmitirse mecanicamente,
por contacto o inoculacion mecanica por abrasién. En campo, estos virus pueden
transmitirse a través de instrumentos contaminados, manos, ropa, por contacto

directo entre planta y planta” (Hull, R., 2002).

= Transmisién por 6rganos vegetativos

“Este tipo de transmision ocurre cuando se utilizan tubérculos, esquejes, bulbos o
rizomas y brotes de plantas infectadas, asi como con injertos con material
infectado” (Arce, et al., 2009).

* Transmision por semillay polen

Los virus transmitidos por el polen pueden infectar no so6lo a las semillas y

plantulas que se reproducen por este medio, sino lo que es mas importante,
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pueden propagarse a través de la flor fecundada y descender hasta la planta
madre, a la que infectan (Lozano, 2011). La gran mayoria de los virus que se
transmiten por semilla persisten en el embridn; el porcentaje de transmision
depende del virus, el hospedante, las condiciones ambientales, entre otros
factores. “La transmision por semilla o polen se conoce como transmision vertical
de virus” (Hull, R., 2002).

= Transmision por vectores

Los virus poseen diferentes métodos de transmision que les permite su
diseminacioén, la transmision mas eficiente es la que se produce por medio de

vectores.

La mayoria de los virus vegetales son transmitidos de planta a planta por
agentes vectores: insectos (pulgones, moscas blancas, trips), nematodos,
acaros y hongos. Estos vectores son capaces de provocar heridas que
hacen posible la diseminacién horizontal de los virus fitopatdgenos, estos
son llevados directamente en las células de las plantas por los vectores. Los
insectos diseminan a los patégenos a diferentes distancias dependiendo del
tipo de insecto, la asociacion que establece entre este y el patdgeno, asi

como las condiciones climatoldgicas (Agrios, G., 2005).

2.4 Enfermedades virales en plantas

Las enfermedades virales en los ultimos afios han presentado un incremento por
diversas causas, en las que se encuentran las actividades antropogenicas
cambios en las condiciones ambientales. “La evolucion y una mayor severidad de
los virus, permiten la aparicién de virus emergentes en regiones donde antes no

causaban dafos a la agricultura” (Jones, R., 2009)

“Un patdégeno emergente se define como el agente causal de una enfermedad
infecciosa cuya incidencia es creciente después de su aparicion en una nueva

poblacién de hospedantes” (Woolhouse, et al., 2005).
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2.5 Geminivirus

Estos virus constituyen una advertencia creciente a nivel mundial (Varma y
Malathi, 2003). “Reciben su nombre debido a su morfologia donde parecen dos
poliedros regulares idénticos unidos por uno de sus lados” (Figura 1) (Zhang, et
al., 2001).

Figura 2-1: Particulas de geminivirus.

A, Reconstruccion de una particula del virus del rayado del maiz (MSV) la barra
representa 10 nm. B, particulas purificadas de MSV tefiidas con acetato de uranilo, la
barra representa 50 nm. Tomado de: Zhang, et al, (2001).

“Los geminivirus, constituyen la segunda familia mas extensa de virus de plantas
reportadas a la fecha después de la familia Potyviridae” (Brown, et al., 2015),
incluyen 365 especies que estan ampliamente distribuidos en regiones tropicales
y subtropicales (ICTV, 2017). Algunas especies de virus que pertenecen a la
familia Geminiviridae se le atribuyen las pérdidas econdmicas en cultivos de
interés agronémico en todo el mundo. El incremento de la poblacion y distribucion
del insecto vector Bemisia tabaci biotipo B (Gennadius) (Insecta: Hemiptera:
Homoptera: Sternorrhyncha: Aleyrodoidea: Aleyrodidae: Aleyrodinae) ha
fomentado la emergencia de nuevas enfermedades, que refringen la produccién
agricola, principalmente en las regiones tropicales y subtropicales del mundo
(Rojas, et al., 2005; Akos y Ervin, 2010).
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Los geminivirus son virus de amplia trascendencia en todo el mundo ya que
afectan a numerosos cultivos de interés economico de las familias: Cruciferae,
Cucurbitaceae, Solanaceae, Fabaceae, Poaceae, Asteraceae, Malvaceae y
Leguminosae, entre otras. Los principales cultivos agricolas atacados por
geminivirus son: papa (Solanum tuberosum.), tabaco (Nicotiana tabacum.),
papaya (Carica papaya L.), tomate (Solanum lycopersicum), frijol (Phaseolus
vulgaris L.), yuca (Manihot esculenta Cranzt.), algodén (Gossypium barbadense
L.), soya (Glycine max L.), melon (Cucumis melo L.), calabaza (Cucurbita pepo
L.), maiz (Zea mayz L.) y remolacha (Beta vulgaris L.) (Dhar y Singh, 1995, Diaz,
et al., 2010).

Esta familia presenta gran variedad genética, ya que suceden eventos comunes
de recombinacion y pseudo-recombinacion, los cuales han ayudado a la alta tasa
de evolucién molecular y, por lo tanto, a una mayor diversidad. “La frecuencia con
la que ocurre la recombinacion puede ser favorecida por tres factores: los niveles
elevados de replicacion, las infecciones mixtas, y la extensa variedad de

hospedantes del insecto vector’ (Navas, et al., 2011).

La sintomatologia ocasionada por los geminivirus varia dependiendo del
hospedero, la etapa fenolégica del cultivo, el geminivirus que esta afectando y las
condiciones ambientales. De forma general se pueden abarcar los siguientes
sintomas, los cuales se pueden encontrar de manera separado o combinados:
moteado clorético, epinastias, mosaico amarillo brillante, enrollamiento foliar,
clorosis foliar marginal, reduccién del area foliar, enanismos, reduccion del
tamafo de los frutos, absicién floral, etc. (Polston y Anderson, 1997, Navas, et al.,
2011).

La transmisién de los geminivirus en los insectos vectores de tipo circulativo, no
propagativo, lo que quiere decir que el virus circula por el insecto sin sufrir
ninguna modificacion. Este tipo de transmision comprende el recorrido del virus
en el cuerpo del insecto y consta de dos fases: primero es la obtencion del virus,

la cual pasa hasta la hemolinfa por la pared del tracto digestivo y segundo la



17

inoculacion del virus en la planta, que requiere el paso del virus desde la
hemolinfa hasta las secreciones salivares (Liu, et al., 1997; Palmer y Rybicki,
1998).

Los genomas geminivirales estan constituidos por uno (monoportita) o dos
(bipartita) moléculas de DNA circular cadena sencilla (ssDNA), de un tamafio
entre 2.5 y 5.0 kb, respectivamente. Cada componente gendmico geminiviral se
encapsida de manera independiente en particulas icosaedricas, formadas por dos
icosaedros incompletos de 22 x 38nm (Figura 1) (Palmer y Rybicki, 1998, Zhang
et al., 2001). Cuando los geminivirus son bipartitas, sus componentes genémicos
son denominados DNA Ay DNA B.

= Geminivirus como reprogramadores de los controles del ciclo celular de la
planta.

La infeccion por parte de los geminivirus, activa principalmente genes asociados
al ciclo celular expresados durante las fases S y G2 e inhibe genes que estan
activos durante las fases M y G1 (Ascencio-lbanez, et al., 2008). La infeccion
induce especificamente la expresiéon de genes asociados con la reentrada en
ciclo celular y con la fase G1 tardia, la fase Sy la fase G2 temprana, mientras que
reprime aquellos ligados a la fase G1 temprana y a la fase G2 tardia, facilitando
de esta forma la transicién de las células infectadas a fase S (Ascencio-lbanez, et
al., 2008; Lageix, et al., 2007).

Un regulador clave del ciclo celular de la planta es Rb (retinoblastoma related
protein) (Gutiérrez, 2000). El Rb controla la entrada en fase S del ciclo celular, la
especializacion y la diferenciacién celular (Gutzat, et al., 2012). Rb interacciona
con los factores de transcripcion E2F para suprimir la expresion de genes que
codifican las proteinas implicadas en la replicacion del genoma del hospedero. La
fosforilacion de Rb impide la union a E2F lo que permite la transcripcion de genes
diana de E2F en la fase G1 tardia en preparacion para la fase S (Gutzat, et al.,
2012). Los geminivirus desarman los complejos Rb-EzF a través de la unién de

Rb y Rep (Kong, et al.,, 2000; Desvoyes, et al., 2006). La mutacion de estos
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motivos de Rep, dan como resultados sintomas mas tenues y una reduccion en la
acumulacion de DNA viral (Kong, et al., 2000; McGivern, et al., 2005).

“Muchos geminivirus inducen a las células vegetales a reentrar en endociclo y a
replicar tanto el DNA viral como el cromosémico de la planta” (Ascencio-lbanez,
et al., 2008; Lageix et al., 2007). Otros geminivirus inducen a que la célula entre
en ciclo mitético, pero provocan un arresto en profase (Bass, et al., 2000), y
algunos causan hinchazon en las venas y engrosamientos, que son sintomaticas
de ciclos mitéticos (Park, et al., 2004; Briddon, 2010).

Aungue la interacciébn con Rb esta conservada en todos los geminivirus, las
consecuencias en la acumulacion de ciclinas G1 y sus CDK (ciclinas
dependientes de kinasa) que actian mas abajo del Rb en la cascada de
sefalizacion del control de entrada en fase S varian. Por ejemplo, los
begomovirus que inducen endociclo reducen la expresion de las ciclinas de la
familia D3, que regula las CDKs durante la fase G1 y que, en condiciones
normales, inhiben el endociclo; la expresidon ectépica de una ciclina D3 produce
resistencia contra este virus (Ascencio-lbanez, et al., 2008). Estas interacciones
también se ven afectadas por el tipo de célula en que tengan lugar; diferentes
tipos celulares dentro de una hoja responden de forma distinta (Lageix, et al.,
2007; McGivern, et al., 2005).

= Rutas de sefializacion de la planta.

Las quinasas y su comunicacion con las rutas de sefalizaciéon de hormonas
tienen un papel importante en el crecimiento y desarrollo de la planta, asi como
también en la identificacion y respuesta contra patdégenos. Los geminivirus
interaccionan con muchas de estas rutas para atrapar procesos y rutas del
hospedero y utilizarlos en favor de la propagacion del virus e impedir las defensas
del hospedero (Park, et al., 2004).

RLKs (Receptor-like kinases), algunas RLKs de plantas son capaces de detectar

patégenos y disparar una respuesta de defensa. Las RLKs mejor caracterizadas
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implicadas en la infeccion por geminivirus son NIK1 (NSP-interacting kinase),
NIK2 y NIK3. Las NIKs son proteinas de membrana con repeticiones ricas en
leucina (LRR) que sufren autofosforilacion. NSP se une al dominio quinasa de las
NIKs, interfiiendo con su autofosforilacion, que es imprescindible para su
actividad quinasa sobre otras dianas (Fontes, et al., 2004; Santos, et al., 2009).
De esta manera las proteinas NIK son incapaces de fosforilar entre otras
proteinas, a la proteina ribosomal RPL10, lo que ocasiona su translocacion al
nucleo, donde se piensa que interfiere con la infeccion viral (Rocha, et al., 2008).
Las actividades de las proteinas NIK y de RPL10 se relacionan con el desarrollo
de sintomas; su sobreexpresion atenla y retrasa la aparicion de sintomas,
mientras que la pérdida de su funcién incrementa la susceptibilidad a la infeccion
(Carvalho, et al., 2008).

Rep interacciona con dos quinasas muy relacionadas, GRIK1 (geminivirus Rep-
interacting kinase 1) y GRIK2 (Shen y Hanley- Bowdoin, 2000). La acumulacion
de ambas esta regulada por el proteosoma, dandose en tejidos jévenes, células
en cultivo y células infectadas por geminivirus. Las GRIKs son activadores de
SNRK1 (SNF1-related protein kinase 1) (Shen, et al., 2009), un regulador clave
del metabolismo vegetal que esta involucrado en el desarrollo y en las respuestas
a estreses bioticos y abioticos. Las plantas que sobre expresan SNRK1 presentan
sintomas de la infeccibn mas tarde y contienen menor cantidad de DNA viral que
las plantas en las que no esta sobre expresado SNRK1, mientras que las plantas
en las que se silencia la expresion de SNRK1, desarrollan sintomas antes y
acumulan mas DNA viral que las plantas que no esta silenciado. SNRK1 se une a
C2/TrAP y a la proteina satélite BC1 (Hao, et al., 2003). BC1 es fosforilado por
SNRK1 y una sustitucion aminoacidica que mimetiza la fosforilacion en BC1
retrasa la infeccion, indicando que la fosforilacion de BC1 por parte de SNRK1
interfiere con la infeccion (Shen, et al., 2009).

El papel de GRIK1 y SNRK1 durante la infeccidbn por geminivirus no esta claro.
SNRK1 puede ser parte de la respuesta de defensa del hospedero y su actividad

defensiva podria estar contrarrestada por C2/TrAP. La cascada GRIK1-SNRK1
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podria activarse durante la infeccién para asegurarse un suministro adecuado de

energia y nutrientes (Shen, et al., 2009).

Shaggy-related kinases, estas quinasas estan relacionadas en varios procesos de
desarrollo de las plantas, en los que estan la division celular y la elongacién, a
través de sus interacciones con la ruta de sefializacion por brasinosteroides. C4
interacciona con las quinasas shaggy, y el silenciamiento de estas, retrasa la

infeccion (Lozano, et al., 2011).

La proteina C4 de begomovirus bipartitos, se fosforila menos eficientemente que
la protena C4 de curtovirus, pero también se une a BIN2. La C4 de begomovirus
bipartitos incrementa la expresibn de genes de los brasinosteroides y su
expresion no altera la morfologia de la planta (Ascencio-lbanez, et al., 2008).

= Rutas de sefializacién de hormonas.

Los geminivirus interaccionan con diferentes rutas de sefializacion de hormonas,
como la del acido salicilico, el etileno, y el acido jasménico. Los geminivirus
activan la ruta del acido salicilico y la del etileno, que intervienen en la respuesta
de defensa contra patdégenos (Ascencio-lbanez, et al., 2008), y plantas con
niveles mas elevados de acido salicilico o una mayor expresion de los
componentes de su ruta muestran una reduccion en la severidad de los sintomas
y en el almacenamiento de los virus. Normalmente los genes de la ruta del acido

jasmonico estan reprimidos durante la infeccion (Ascencio- lIbanez, et al., 2008).

Los geminivirus también interaccionan con las rutas de las citoquininas y las
auxinas que promueven la proliferacion celular y modulan la diferenciacion en las
plantas. La infeccion activa la expresion de genes de respuesta rapida a auxina y
de genes de respuesta primaria a citoquininas (Park, et al., 2004). La activacion
de genes de respuesta a citoquininas puede ser resultado de la inhibicién de la
adenosina quinasa mediada por C2. La adenosina quinasa fosforila las
citoquininas y las convierte en formas nucleotidicas de baja actividad (Wang, et
al., 2003). La expresion ectopica de C2 incrementa la expresion de genes de
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respuesta primaria a citoquininas y la aplicacion de citoquininas exogenas

aumenta la susceptibilidad a la infeccion (Park, et al., 2004).

= Rutas de muerte celular programada.

La expresion transitoria de algunas proteinas virales, como Rep, V2 y NSP
pueden provocar la muerte celular. La unién de Rep a RBR puede disparar la
muerte celular en células maduras del hospedero (Jordan, et al., 2007). Se ha
demostrado que C2 bloquea la muerte celular inducida por V2 y NSP, esta
proteina también se ha asociado con la aparicion de sintomas severos y muerte
celular (Trinks, et al., 2005).

» Rutas de la ubiquitinacion.

La modificacion de proteinas mediante la unién covalente de pequefios péptidos
como ubiquitina (Ub) o similares a ella como SUMO (small ubiquitin-like modifier)
son eventos post-traduccionales que modulan la funcién de las proteinas y que
regulan numerosos procesos de la planta, en los que se encuentran el desarrollo,
el ciclo celular y las respuestas a estreses biodticos y abiéticos (Marino, et al.,
2012). Estos péptidos se unen covalentemente a un residuo de lisina en la
proteina a través de una cascada enzimatica que comprende una enzima
activadora E1, una enzima conjugadora E2 y una ligasa E3 que se une al sustrato
y confiere especificidad (Castro, et al., 2012). La poliubiquitinacion marca a las
proteinas para su degradacion en el proteosoma, mientras que la
monoubiquitinacion o la sumoilacion pueden alterar las actividades de las

proteinas, su localizacion y sus interacciones (Alcaide-Loridan y Jupin, 2012).

Los geminivirus utilizan las maquinarias de ubiquitinacion y la sumoilacion para
llevar a cabo la infeccién. Asi, la reduccién en la expresién de UBAL (ubiquitin-like
modifier-activating enzyme 1), de componentes reguladores de las ligasas de
ubiquitina como: RHF2A, SKP2 (S-phasekinase-associated protein 2) o COP9
signalosome 3 (CSN3) o de la enzima E2 conjugadora de SUMO (SCE1, SUMO

conjugating enzyme) afecta negativamente a la infeccion (Lozano-Duran, et al.,
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2011). La proteina C2 se une a la enzima E2 conjugadora de ubiquitina 3 (UBC3)
de Solanum lycopersicum, reduciendo la acumulacién global de proteinas

poliubiquitinadas y causando fuertes sintomas (Eini, et al., 2009).

= Rutas de silenciamiento en plantas.

El silenciamiento del RNA es una respuesta de defensa adaptativa que usa
siRNAs (small interfering RNAs) como defensa frente a virus. En respuesta, los
virus suprimen este sistema mediante el uso de proteinas antisilenciamiento
denominadas VSRs (viral suppressors of RNA silencing), que interfiere en varios

pasos de la respuesta de silenciamiento (Sanchez-Duran, et al., 2011).

Todas las rutas de silenciamiento implican el corte de moléculas de dsRNA
(double stranded RNA) en siRNAs mediado por los enzimas DCLs (Dicer-like
proteins). Diferentes DCLs se localizan en distintos compartimentos celulares
(Sanchez-Duran, et al.,, 2011). En el ndcleo, DCL3 produce siRNAs de 24
nucleétidos que se unen a la proteina AGO4 (ARGONAUTE4) sirviendo de guia
para la metilacion del DNA. Esta metilacion que interfiere con la expresion de
genes es denominada silenciamiento génico transcripcional (TGS, transcriptional
gene silencing). En el silenciamiento posttranscripcional (PTGS post-
transcriptional gene silencing), los mRNAs son las dianas de RISC (RNA-induced
silencing complex) para su degradacion o arresto traduccional. Las versiones mas
activas de RISC contra los virus de plantas contienen las proteinas AGO1l y
AGO2, que estan cargadas con siRNAs de 21 y 22 nucleétidos generados por
DCL4 o DCL2 respectivamente (Wang, et al., 2003; Alcaide-Loridan y Jupin,
2012).

Las infecciones por geminivirus se asocian con la acumulacion de siRNAs de 24
nucleotidos que provocan la metilacion del DNA de su genoma (Akbergenov, et
al., 2006). La metilacion del DNA viral puede darse a lo largo de todo el genoma,
aunque la distribucién varia en diferentes combinaciones de virus y hospederos
(Aregger, et al., 2012).
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Varias de las proteinas de geminivirus son capaces de suprimir el silenciamiento
interfiriendo en el ciclo del metilo de la planta. La proteina C2 de begomovirus
interacciona e inactiva la adenosina kinasa (ADK) del hospedero, que es

necesaria para la sintesis de S-adenosil metionina (SAM) (Wang, et al., 2003).

2.5.1 Clasificacion de geminivirus

Con base en la organizacion de su genoma (monopartita o bipartita), el insecto
vector que lo transmite y el hospedero al que infectan (monocotiledéneas o
dicotiledéneas), los geminivirus se clasifican en 9 géneros: Mastrevirus,
Curtovirus, Topocuvirus, Becurtovirus, Eragrovirus, Turncurtovirus, Capulavirus,

Grablovirusy Begomovirus (Varsani, A. et al., 2017).

Tabla 2-1: Clasificacion de la familia Geminiviridae.

Organizacion Planta

Género (Virus Tipo) Insecto Vector

Genomica Hospedante

Mastrevirus.Virus del estriado Un componente Monocotiledéneas Chicharritas
del maiz (MSV)* (Monopartita)
Curtovirus.Virus del
enrrollamiento del betabel Monopartita Dicotiledéneas Chicharritas
(BCTV)*
Topocuviru;.Virus deJ p_seudo— _ o Trepadores de
enrrollamiento del apice del Monopartita Dicotiledéneas

tomate (PTCTV)* hojas o plantas.

Becurtovirus.Virus rizado de la

remolacha de Iran (BCTIV) * Monopartita Dicotiledéneas Chicharritas
Eragrovirus.Virus rayado de . :
eragrostis curvula (ECSV)* Monopartita Monocotiledoneas Saltamontes
Turncurtovirus.Virus rizado del : T
nabo (TCTV)* Monopartita Dicotiledoneas Saltamontes
Capulavirus. Virus meduso . S .
latente de euphorbia (EcmLV)* Monopartita Dicotiledéneas Afidos
Grablovirus.Virus de la mancha Monobpartita Dicotiledéneas Alfarero
roja de lavid (GRBV)* P tricorneado
Uno o dos
Begomovirus.Virus del mosaico componentes T
" . Dicotiledéneas Mosca blanca
dorado del frijol (BGMV)* (monopartita o
bipartita)

* Virus tipo. Fuente: Padidam, et al., 1999; Hull, R., 2001; Ascencio, et al., 2002;
ICTV, 2016.
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=  Mastrevirus

En este género se encuentran virus que afectan especialmente plantas
monocotiledéneas, presentan sintomas como estriado clorético en las hojas y
amarillamientos (Fauquet, et al., 2008). En el género Mastrevirus (especie tipo:
maize streak virus, MSV) se encuentran virus con genoma DNA circular
organizado en una sola molécula llamada monopartita y su tamafio varia de 2.6 a
2.8 kb. El genoma presenta marcos de lectura abierta (MLAs) (ORF, open reading
frame por sus siglas en inglés) que codifican para 3 0 4 posibles proteinas: V1
(MP, proteina de movimiento célula a célula), V2 (CP, proteina de la capside), C1
(Rep A, proteina asociada a replicacién) y C2), son transmitidos por chicharritas
(Hemiptera: Cicadellidae) de manera persistente circulativa, no propagativa e
infectan plantas monocotiledéneas. Se tienen reportadas 32 especies bien
definidas del género Mastrevirus con alrededor de 61 variantes (Hull, R., 2001,
Fauquet, et al., 2008; ICTV, International Committe on Taxonomy of Viruses por

sus siglas en inglés, 2016).

Figura 2-2: Genoma monopartita del genero Mastrevirus.
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Tomado de: Varsani, A. et al. (2017).
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=  Curtovirus

El nombre “Curtovirus” proviene de la primera especie descubierta, virus del
rizado de la remolacha de California (beet curly top virus California, BCTV). Estos
virus causan sintomas de de amarillamiento, enrollamiento y moteado en las
hojas, afectando cerca de de 300 especies de dicotiledoneas (Briddon, et al.,
2010). El género Curtovirus incluye especies con genoma monopartita que tienen
un tamafio alrededor de 2.9 a 3 kb. Estos virus se limitan al floema de la planta,
son transmitidos por chicharritas (Hemiptera: Cicadellidae) de manera circulativa
no propagativa e infectan plantas dicotiledoneas, se tienen definidas 3 especies
de este género. El genoma contiene siete MLAsy una region intergénica (IR). Tres
MLAs se ubican en el sentido del virion: V1 (CP), V2 y V3 (MP) y en contrasentido
del virion hay cuatro: C1 (Rep), C2, C3 (REn, proteina potenciadora de la
replicacion) y C4. Los curtovirus presentan un segmento poliadenilada de
aproximadamente veinte nucleétidos entre los MLAs V1 y C3 (Rojas, et al., 2001;
Fauquet, et al., 2008).

Figura 2-3: Genoma monopartita del genero Curtovirus.
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Tomado de: Varsani, A. et al. (2017).
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= Topocuvirus

Tiene un solo miembro, virus del pseudorizado del tomate (Tomato pseudo curly
top virus, TPCTV), presenta un genoma monopartita, tiene un tamafo de 2.8Kb,
infecta solo dicotiledoneas y es transmitido por membracidos de la especie
Micrutalis malleifera. Causa sintomas de hinchazén de las venas, ondulacion de
las hojas y distorsion de las hojas. EI componente Unico del genoma del TPCTV
tiene propiedades tanto de Mastrevirus y Begomovirus. TPCTV presenta seis
MLAs: dos ubicados en el sentido del virion, V1 (CP) y V2; y cuatro en sentido
complementario, C1 (Rep), C2, C3 (REn) y C4. (Rojas, et al., 2005).La proteina
de la capside estda mas estrechamente relacionada con los de los cortovirus
transmitidos por las hojas que los diseminados por la mosca blanca. La proteina
V2 esta distantemente relacionada con la proteina V2 del cortovirus (ICTV, 2016).

Figura 2-4: Genoma monopartita del genero Topocuvirus.
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Tomado de: Varsani, A. et al. (2017).
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= Becurtovirus

Este género contiene dos especies reconocidas: virus rizado de la remolacha de
Irdn (BCTIV) y virus rizado de le espinaca de Arizona (SCTAV). Los miembros de
ambas especies en lugar del “ATATATTAC” que se encuentra en el origen de la
replicacion de la hebra de viribn en casi todos los otros geminivirus conocidos,
estos tienen un nucleotideo "TAAGATTCC". Los genomas son circulares,
alrededor de 3,0 kb de longitud, es trasmitido por chicharritas o saltamontes
(Hemiptera: Cicadellidae). Sus miembros tienen propiedades biol6gicas parecidas
a las del género Curtovirus, pero la organizacion del genoma con una proteina
iniciadora de replicacién empalmada se asemeja a la de los miembros del género
Mastrevirus; tiene tres ORFs en el sentido positivo del virion (V1, V2 y V3) y dos
en el sentido complementario (C1 y C2) (Varsani, A. et al., 2014). EI BCTIV se ha
encontrado exclusivamente en Iran donde se han aislado de las plantas
dicotiledéneas de las especies Beta vulgaris (remolacha), Vigna unguiculata (frijol
caupi), Solanum lycopersicum (tomate) y Phaseolus vulgaris (frijol) (Gharouni et,
al., 2013). El unico virus rizado de le espinaca de Arizona aislado que hasta ahora
ha sido totalmente secuenciado se encontr6 en plantas de espinacas (Spinacia
oleracea) en Arizona, EE.UU (Hernandez, et al., 2013).

Figura 2-5: Genoma monopartita del genero Becurtovirus.
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28 Evaluacion de la capacidad de infectar cultivos de tomate (Solanum
lycopersicum) y tabaco de begomovirus aislados de arvenses localizadas en el
Valle del Cauca.

= Eragrovirus

Este género tiene solamente una especie reconocida, virus rayado de eragrostis
curvula (ECSV). Todos los aislados conocidos pertenecientes a esta especie se
han encontrado infectando plantas monocotiledéneas de la especie Eragrostis
curvula en la regién de Kwa-Zulu de Sudéfrica (Varsani, A. et al., 2009). Como en
el caso de los becurtovirus, los aislamientos virales de ECSV tienen un motivo de
secuencia noanucleotidica " TAAGATTCC " en su origen de replicacion de la
hebra de virion. Los genomas son circulares, monopartita, de tamafio alrededor
de 3,0 kb de longitud, es trasmitido por saltamontes (Orthoptera: Acridididae). Hay
dos marcos de lectura abiertos en el sentido positivo del virion (V1 y V2) y dos en
el sentido negativo (C1y C2) (Varsani, A. et al., 2014).

Figura 2-6: Genoma monopartita del genero Eragrovirus.

ﬁ? V2
N

C1

Eragrovirus
(ECSV) V1

—

Tomado de: Varsani, A. et al. (2017).

C2




29

=  Turncurtovirus

El virus rizado del nabo (TCTV) es actualmente la Unica especie dentro de este
género. Los 20 aislamientos pertenecientes a esta especie que se conocen hasta
ahora han sido recuperados de Brassica rapa (habo) y Raphanus sativus (rabano)
(Razavinejad, S. et al.,, 2013). Los aislamientos de TCTV conocidos tienen el
mismo motivo de secuencia noanucleotidica " TAATATTAC " que se encuentra en
los origenes de la hebra de replicacion de viribn de mastrevirus, begomovirus,
cortovirus y topocuvirus. virus con genoma circular, monopartita de tamafio
aproximado de 3 Kb, tiene dos ORFs en sentido positivo del virion (V1 y V2)y
cuatro en sentido negativo (C1, C2, C3 y C4); es transmitido por saltamontes
(Orthoptera: Acridididae) (Varsani, A. et al., 2014).

Figura 2-7: Genoma monopartita del genero Tumcurtovirus.
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= Capulavirus

El nombre del género capulavirus se derivo del tipo miembro del género: virus
meduso latente de euphorbia (EcmLV). Se tienen definidas cuatro especies de
este género. Al igual que con los virus de los géneros mastrevirus y becurtovirus,
los capulavirus tienen dos regiones intergénicas y expresan Rep a partir de un
transcrito de cadena complementaria. En comun con begomovirus y curtovirus,
los capulavirus tienen un ORF complementario grande en sentido del virion que
se encaja completamente dentro de Rep. Una caracteristica Unica del genoma de
capulavirus es una compleja disposicion de posibles ORFs situado en edirecion 5'
de CP. Todos los capulavirus conocidos tienen el motivo no nucleétido
"TAATATTAC " en sus presumibles origenes de replicacion (Varsani, A. et al.,
2017). Particulas geminadas se han observado en preparaciones purificadas de
EcmLV por microscopia electrénica (Roumagnac, P. et al., 2015). La proteina CP
de capulavirus no esta estrechamente relacionada con los de geminivirus
transmitidos por mosca blanca o saltamontes. En estudios realizados por
Roumagnac, P. et al., 2015 consideran que los afidos (Hemiptera: Aphididae) son
posibles vectores de capulavirus.

Figura 2-8: Genoma monopartita del genero Capulavirus.
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Tomado de: Varsani, A. et al. (2017).



31

=  Grablovirus

Un grupo de virus estrechamente relacionados descubiertos infectando vid en
Canada, Corea del Sur y los EE.UU. se han asignado al género Grablovirus. El
nombre del género se basa en el nombre del miembro tipo: virus de la mancha
roja de la vid (GRBV), el primer y actualmente el inico miembro de este género
(Krenz, B. et al., 2012). Estos virus tienen el origen de replicacion del motivo de
no nucledtido “TAATATTAC”. Los capulavirus y Los grablovirus estan
estrechamente relacionados entre si (Varsani, A. et al., 2014).EI vector natural es
probablemente el alfarero tricorneado (Hemiptera: Membracidae) (Spissistilus
festinus Say) (Bahder, et al., 2016).

Figura 2-9: Genoma monopartita del genero Grablovirus.
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= Begomovirus

Se cree que en el viejo mundo las especies monopartitas se generaron, al
contrario que ocurre con las especies bipartitas son especies nuevas, que

surgieron en las zonas tropicales y subtropicales del nuevo mundo (Briddon, et
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al., 2010). El género Begomovirus (especie tipo: Bean golden yellow mosaic virus,
BGMV), es el Unico de la familia en el que puede encontrar virus con genomas
monopartitas y bipartitas, es el mads numeroso y abundante dentro de la familia
Geminiviridae con 322 especies reconocidas por el “Comité Internacional de
Taxonomia de Virus” (ICTV, 2017), infectan a plantas dicotiledoneas en el Nuevo
y Viejo Mundo y son virus transmitidos de manera circulativa no propagativa por
biotipo B (Middle East—Asia Minor 1) de mosca blanca (Bemisia tabaci). Basado
en su organizacion genomica, diversidad genética y distribucion biogeografica, los
begomovirus pueden ser distribuidos en dos grandes grupos: aquellos del viejo
mundo, Europa, Africa, Asia y Australia, y los restantes que estarian presentes en
el continente americano (Brown, et al., 2015). Los begomovirus han sido
considerados como un grupo emergente en virus por su severidad en las
enfermedades causadas, a este grupo pertenecen virus de gran importancia
econdmica que causan pérdidas cuantiosas en la producciéon de cultivos de frijol,
yuca, algodon, cucurbitaceas y tomate (Morales y Anderson, 2001, Fauquet, et
al., 2008).

= QOrganizacién molecular de los Begomovirus.

Los begomovirus, en su mayoria poseen genomas bipartitos con pocos ejemplos
monopartita. EI genoma de los begomovirus bipartitas, esta compuesto de dos
moléculas de DNA llamadas componentes A (DNA-A) y componente B (DNA-B),
cada una de las cuales miden entre 2.6 y 2.8 kb (Lazarowitz, S., 1992, Gutiérrez,
C., 2000). La secuencia de nucleétidos de los dos componentes es muy distinta,
excepto por aproximadamente 200 a 250 nucleétidos de una region no
codificante, llamada regién comudn (RC). El DNA-A presenta seis MLAs, dos en
sentido del virion: AV1 (CP)y AV2; y 4 en sentido complementario: AC1 (Rep),
AC2 (TrAP), AC3 (REn)y AC4, que codifican proteinas necesarias para la
replicacion, transcripcion y encapsidacion del virus. EI DNA-B tiene dos MLASs,
uno en sentido del virion, BV1 (MP) y uno en sentido complementario, BC1 (NSP,

proteina de movimiento a larga distancia), que codifican proteinas necesarias
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para el movimiento célula — célula y a larga distancia (movimiento sistémico)
(Hanley, et al., 2000). Ambos componentes gendmicos son esenciales para el

establecimiento de una infeccidn sistémica.

Tabla 2-2: Nomenclatura, funcién y localizacion de los genes (MLAsS) de
begomovirus bipartitas.

NOMENCLATURA FUNCION LOCALIZACION
ACl1l ALl Rep Replicacion del DNA. Componente A
AC2 AL2 TrAP | Transactivacion de AV1y BV1. Componente A
AC3 AL3 REn Incrementa la eficiencia de la replicacion. | Componente A
AC4 AL4 No se conoce. Componente A
AVl AR1 CP Proteina de la capside. Componente A
BC1 BL1 MP Movimiento del virus de célula a célula
Componente B
por plasmodesmos.
BVl BR1 NSP Movimiento del virus hacia afuera del | Componente B
nucleo (larga distancia).

Fuente: Zuhiga, et al., 2002.

= Region intergénica (RI).

En la Rl se localiza una secuencia denominadas region comun (RC) de
aproximadamente 200 a 250 nucleétidos, idéntica para el DNA Ay DNA B de un
mismo geminivirus pero diferente entre las distintas especies de la familia
Geminiviridae. Esta RC contiene un elemento de 30nt con el potencial
termodinamico de formar una estructura en horquilla, rica en Guanina-Citocina en
el tallo y una secuencia conservada rica en Adenina-Timina (5'-ATATT{ACC-3')
en el asa, la cual contiene el sitio de inicio de la replicacion. Ademas, en la RC se
encuentran dos promotores para la transcripcion del gen en sentido AV1 (CP) y

en sentido complementario para los genes AC1 (Rep) y AC4; los genes AC2
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(RENn) y AC3 (TrAP) que estan en sentido complementario son trascritos desde un

promotor que se encuentra ubicado en el gen AC1 (Rep) (Hanley, et al., 2000).

= Gen AVl.

El gen AV1 codifica para la proteina de la capside (CP), es la proteina que mas
esta presente durante una infeccion, preserva al virién durante su recorrido por el
vector y parece estar relacionada con la especificidad del mismo. “En el virus del
rizado amarillo del tomate (TYLCV, tomato yellow leaf curl virus) es esencial para
su infectividad, la CP se une y envuelve al genoma de TYLCV, esta se localiza en
el nucleo de las células infectadas y se ha encontrado en el nucléolo. Se han
hecho experimentos en donde se demuestra la capacidad de exportar tanto
sSDNA como DNA de cadena doble” (Ascencio, et al., 2002).

= Gen ACL.

El gen AC1 codifica para la proteina denominada Rep (del inglés, Replication
associated protein), asociada a la a replicacion. Esta proteina tiene dominios de
union a DNA y es necesaria para la correcta replicacion viral. Ademas, Rep tiene
actividad supresora del silenciamiento génico e interfiere con los mecanismos de
metilacion del DNA (Orozco, et al., 1998, Rodriguez, et al., 2013, Liu, et al.,
2014).

= Gen AC2.

La proteina TrAP es el producto del gen AC2, que transactiva la expresion delos
genes que codifican para la proteina de la capside (CP) y la proteina de
movimiento célula a célula (MP), respectivamente. Dicha transactivacion parece
ser mediada por elementos de secuencia discretos que actdan en cis y que son

especificos para la accién de TrAP (Sunter y Bisaro, 1992, Juarez, 2007).
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= Gen AC3.

El gen AC3 codifica para la proteina potenciadora de la replicacién (REn), que
interactia con la proteina Rep para incrementar la replicacion, también interactia

consigo misma y con otras proteinas del mismo virus (Hanley, et al., 2000).

= Gen ACA4.

La unica funcion conocida de la proteina que codifica AC4 es la de supresion del
silenciamiento génico. En TYLCV se ha identificado que el gen AC4 codifica una
proteina de movimiento especifica para su hospedante y que a su vez esta
involucrada en la severidad de sintomas de la enfermedad. En los begomovirus
bipartitas se desconoce su funcién, pero recientemente se ha sugerido que la
funcién de esta proteina junto con la Rep en el virus del mosaico de la yuca de
Africa (ACMV) podria inducir la necrosis en N. bentamiana (Van Wezel, et al.,
2002, Sunitha, et al., 2013).

= Gen BV1.

El gen BV1 codifica para la proteina de transporte nuclear (siglas en inglés,
Nuclear Shuttle Protein, NSP), queposibilita el trasnporte del DNA viral del nucleo
hacia el citoplasma, con el movimiento célula - célula y con el movimiento

sistémico en la planta y se presume que actia con MP (Juarez, 2007).

= Gen BC1.

El gen BClcodifica para una proteina involucrada en el movimiento célula
a célula, llamada proteina de movimiento (MP). Esta proteina se ha
localizado entre la pared celular y la membrana plasmatica. También existe
evidencia de que la MP estaria involucrada en el desarrollo de sintomas, al
menos en el Virus del enrollamiento de la hoja del squasch (SqLCV).
(Lazarowitz, S. 1992, Juéarez, 2007).
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Figura 2-10: Organizacion gendmica de begomovirus.
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(A) y bipartita (B) constituido por un DNA-A y DNA-B. Tomado de Varsani, et al., (2017).

= Ciclo replicativo de los begomovirus.

La replicacion del genoma begomoviral, se lleva a cabo mediante el mecanismo
de Replicacién por Circulo Rodante (RCR) (Fontes, et al., 1994; Hanley-Bowdoin,
et al., 2000). Los begomovirus, dependen completamente de la maquinaria
biosintética de la célula hospedera para replicar su genoma viral, el cual se lleva a
cabo en el nucleo (Gutiérrez, 2002).

El genoma circular de cadena sencilla de DNA (ssDNA) se replica a través de un
mediador de cadena doble (dsDNA), nombrado forma replicativa o RF. La RF
sirve como molde para la sintesis de nuevos componentes gendémicos asi como
para para la transcripciéon de los genes virales (Jeske, H., 2007). El origen de
replicacion (OR) estd ubicado en la region intergénica. La secuencia de OR es
conservada y puede cambiar entre las especies de begomovirus, a diferencia de
una region de aproximadamente 30nt conservada entre todas las especies
(Lazarowitz, S., 1992; Gutiérrez, C., 2000). En la region conservada se ubica una
secuencia repetida y alterada, formada especialmente, por las bases
nitrogenadas guanina y citosina, creando un elemento estructural conservado
(EEC) en forma de horquilla, con una secuencia inalterable (5-TAATATTAC-3")
presente en todos los begomovirus, que forma el dominio funcional del origen de

replicacion (Hanley, et al., 2000). En esta region sucede el clivaje que empieza el
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proceso de replicacion por circulo rodante (Laufs, J. et al., 1995; Jeske, H., 2007).
El clivaje es realizado por la proteina Rep, que interviene como una endonucleasa
sitio especifica con requerimientos de estructura y secuencias (Hanley, et al.,
2000).

El sitio de union de Rep al DNA viral est4 localizado entre la caja TATA del gen
Rep y el EEC (Orozco, et al.,, 1998) y esta constituido por dos secuencias
idénticas repetidas, denominadas “iterones”. La union de la Rep a los iterones es
esencial para el inicio de la replicacion. Después de la unién de Rep al DNA viral
y la estabilizacion del complejo formado por Rep, REn y factores del hospedante,
la proteina Rep corta el nanonucleétido localizado en el EEC, dando inicio a la

replicacion por circulo rodante (Laufs, J. et al., 1995; Jeske, H., 2007).

» Relacion mosca blanca-begomovirus.

El vinculo entre los virus con sus insectos que ayudan a su diseminacién pueden
dividirse en no persistente, semi-persistente, persistente circulativa y persistente
propagativa, la trasmisién para los begomovirus por la mosca blanca es del tipo,
persistente circulativa, por medio del cual el insecto vector obtiene el virus y
puede conservarlo por periodos de tiempo amplios, en la vida del vector,

recorriendo sin replicarse en él (Hogenhout, et al., 2008).

La mosca blanca se alimenta del floema de las plantas, penetrando el estilete
absorbe aminoé&cidos y carbohidratos indispensables para su supervivencia.
Cuando, el insecto obtiene el virus y este recorre su cuerpo hasta las glandulas
salivares, que le permite su transmision a una nueva planta cuando se alimenta
(Lacerda y Carvalho, 2008). La proteina de la capside es importante para la
obtencion del virion por el insecto vector y precisa la especificidad con el aparato
picador-chupador de la mosca (Gronenborn, B., 2007).

Los tiempos minimos de obtencion y de inoculacion, para los begomovirus de la
zona templada son de 10 a 60 minutos y la zona tropical son de 10 a 30 minutos

(Santos, et al., 2003). El tiempo de latencia posterior de la obtencién es de 17 a



38 Evaluacion de la capacidad de infectar cultivos de tomate (Solanum
lycopersicum) y tabaco de begomovirus aislados de arvenses localizadas en el
Valle del Cauca.

20 horas, y una mosca adulta permanece virulifera de 7 a 20 dias (Mehta et al.,
1994). Sin embargo, la eficacia en la transmision se reduce con el tiempo y la
transmision adecuada se constituye después de un tiempo de adquisicion de 16-
24 horas, seguido de un periodo de inoculacién de 20-24 horas (Cuellar y
Morales, 2006; Czosnek, H., 2007).

Una proteina principal, que pertenece a la familia de las chaperonas (GroEL), es
producida por una bacteria endosimbionte que vive en la mosca blanca. Esta
proteina posee la funcion de preservar al virus en el paso por medio de la
hemolinfa (Akad, et al., 2007).

= |nfeccidén de begomovirus en la planta.

El resultado final de la movilizacién y de la amplificacion del DNA genémico
viral es la produccion de sintomas asociados a la infeccion y una
enfermedad causada por begomovirus. Sin embargo, muchas infecciones
virales progresan de manera eficiente y sin desarrollo de los sintomas
(Yadava, et al., 2010).

“El desarrollo de la enfermedad es influenciada por la induccion de mecanismos
de defensa de la planta, la supresion para contrarrestar las estrategias virales, asi
como la interaccidon entre el patdgeno la planta y el ambiente” (Pallas y Garcia,
2011).

Los virus pueden infectar todas las especies de plantas cultivadas y silvestres, sin
embargo los rangos de hospederos de cada virus son variables, los cuales
pueden ser reducidos o amplios. La respuesta vegetal a una infeccion puede ser
desde asintomatica hasta enfermedad severa y muerte de la planta, en algunos
casos en lugar de una infeccion se desarrollan lesiones localizadas que
corresponden a pequefos puntos clordticos y necroticos. En la mayoria de los
casos, los virus se distribuyen a través de toda la planta causando infeccion

sistémica (Martin, et al., 2004).
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» Sintomas de las enfermedades causadas por begomovirus.

Se ha informado que los cultivos afectados en estados tempranos, causan
sintomas mas graves que los que son afectados en etapas mas avanzadas;
comunmente en las etapas mas avanzadas, el sintoma mas general es retraso en

la maduracion de los frutos (Martinez, et al., 2014).

Figura 2-11: Sintomas de begomovirus observados en muestras de tomate
recolectadas en campo.

A kN SR N e
A. Deformaciones de las hojas y presencia de mosaicos amarillos. B. Clorosis intervenal.
C. Presencia de mosca blanca en las hojas. D. Mosaicos amarillos fluorescentes junto
con deformacion en las hojas. Tomado de Vaca-Vaca, et al. (2011).

» Fitopatologias provocadas por begomovirus en el mundo.

Los begomovirus bipartitas tienen un gran impacto en el mundo, afectando
cultivos como la yuca, algodén, leguminosas y vegetales. Es un grupo de
virus que causan perdidas econOmicas, afectando directamente la
produccion, sobre todo en aquellas zonas donde existen altas poblaciones
de mosca blanca debido a falta de estrategias de control y prevenciéon de

estas enfermedades. (Brown, et al., 2015).
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Los principales factores que contribuyen a la aparicidon y propagacion de
nuevas enfermedades por geminivirus son la evolucion de variantes de los
virus ya existentes, la aparicion de la mosca blanca biotipo B y el

incremento de la poblacion de vectores. (Varma y Malathi, 2003).

Los begomovirus afectan negativamente la produccién de alimentos en
todo el mundo, en especial en los paises en desarrollo. Como por ejemplo
en Africa, se calculan pérdidas de 2.7 millones de toneladas en la
produccién anual de yuca, causada por un complejo de begomovirus. La
enfermedad del mosaico de la yuca tiene un gran impacto en Africa y en
las islas del océano indico, causando severos dafios. (Patil y Fauquet,
2009; Monde, et al., 2010; Rwegasira y Rey, 2012).

“‘Otra enfermedad asociada a begomovirus monopartitas es el TYLCV que
actualmente es una de las enfermedades virales mas graves en tomate en el
mundo, causando dafios hasta un 100% de la produccion” (Moriones y Navas,
2000).
En la actualidad, hay 10 especies aceptadas por el ICTV asociadas a esta
enfermedad, la cual tiene un amplio rango de hospedantes, que incluyen el
tomate (Solanum lycopersicum), frijol (Phaseolus vulgaris), pimenton
(Capsicum annuum L.), tomatillo (Physalis ixocarpa B.) tabaco (Nicotiana

benthamiana), plantas ornamentales y arvenses. (Diaz, et al., 2010)

= Begomovirus en Colombia.

Morales et al. (2000) menciona que Colombia no presentaba problemas
originados por begomovirus, pero en los ultimos afos se han presentado ataques
graves de estos patégenos en diversos cultivos de importancia econémica. Los
primeros informes de la presencia de begomovirus diseminados por mosca
blanca en Colombia fueron por Galvez y colaboradores, al encontrar en Espinal,
Tolima plantas de frijol comun con la presencia de mosaico dorado y mosaico

enano (Galvez, et al., 1975). En el afio 2000, en Colombia se informa nuevos
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begomovirus: en Valle del Cauca, el virus del moteado amarillo de la soya en
cultivos de soya; en el Valle central del Magdalena, el virus del arrugamiento foliar
del tabaco y el virus de la clorosis del melén en la Costa Atlantica. Para Passiflora
quadrangularis L. se reportdé el Virus de la deformacion de la badea en el
departamento de Cérdoba (Morales et al., 2000; Morales y Anderson 2001;
Morales, et al., 2003;). Después de tres afios del ultimo informe de begomovirus
para Colombia, Morales y colaboradores informaron dos nuevas especies de virus
en el Valle del Cauca, el virus del arrugamiento foliar del frijol y el virus del
mosaico suave del tomate. Los mismos autores reportan la deteccion de
begomovirus en cultivos de tomate en el municipio de Fusagasuga,
Cundinamarca, identificAndolo como el virus del mosaico amarillo del tomate
(ToYMV), originalmente descrito en Venezuela (Morales, et al., 2003). En el Valle
del Cauca, un periodo extenso de sequia en el segundo semestre de 2002 ayudo
al surgimiento del biotipo B de Bemicia tabaci, ocasionando importantes
deterioros fisiologicos al tomate y diseminando geminivirus en tomate y
habichuela (Morales, F., 2006). Y en 2016 se reporta la presencia por primera vez
de un begomovirus afectando cultivos de maracuya amarilla en Valle del Cauca,
identificandolo como una especie nueva nombrada como virus de la distorsion de
la hoja de maracuya (PLDV) (Vaca-Vaca, et al., 2016).

= Principales begomovirus que afectan tomate.

91 especies de begomovirus han sido hallados infectando al tomate (Genbank,
2017). La mayor cantidad de estos virus provocan en el tomate sintomas tipicos
de las enfermedades de hoja rizada, incluyendo una disminucion en el tamafio de
la hoja, rizado hacia abajo, arrugamiento intervenal, clorosis intervenal y marginal,
decoloracion purpura de las superficies abaxiales de las hojas, reduccion de
entrenudos, formacion de ramas pequefas y formacion limitada de fruto. (Varma
y Malathi, 2003).

En América del Norte los begomovirus que afectan los cultivos de tomate son: el

virus moteado del tomate (TYCV), el virus del chino del tomate (CdTV), el virus
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del encrespamiento de la hoja del tomate (TLCV) y virus del encrespamiento de la
hoja de tomate de Sinaloa (STLCV); en América Central, el CdTV, el virus de la
hoja rizada de tomate de Sinaloa (STLCV), virus del moteado del tomate taino
(TTMoV), el virus de la hoja rizada amarilla del tomate (TYLCV), el TYCV. En
Ameérica del sur, el primer reporte de un geminivirus causando enfermedad en
tomate transmitida por mosca blanca fue con el virus del mosaico dorado del
tomate (TGMV), en los inicios de la década de los 60, en Brasil, convirtiéndose en
el primer Begomovirus caracterizado en las Américas (Morales, F., 2006). En la
actualidad, aproximadamente existen 11 begomovirus afectando la produccion de
tomate en Brasil (Fernandes, et al., 2006; Lima, et al., 2000; Ribeiro et al., 2003);
en los que se encuentran el (TGMV) (Matyis, et al., 1975), virus de la mancha
amarilla del tomate (ToYSV), el virus de la deformacion amarilla de las hojas de
tomate (TCrLYV), virus del mosaico rugoso del tomate (ToRMV) (Fernandes, et
al., 2006), virus del moteado clorético del tomate (ToCMoV) (Ribeiro, et al., 2007),
virus del mosaico comun de tomate (ToCmMV), virus del mosaico leve del tomate
(ToMIMV) (Castillo, et al., 2008), virus de la clorosis del tomate (TolCV), virus del
moteado rizado de la hoja del tomate (TMoLCV), virus de la vena dorada del
tomate (Albuquerque, et al., 2012) (TGVV) y el virus rugoso severo de tomate
(ToSRV), (Inoue, et al., 2006).

En Venezuela se presentd el segundo reporte de enfermedades begomovirales
de tomate en el aflo 1963, el cual fue descrito como el virus del mosaico amarillo
del tomate (ToYMV) (Debrot, et al., 1985). En el 2001 Morales y colaboradores
demostraron que el PYMV era una analogia del ToYMV, que inicialmente fue
aislado de tomate. El virus del encrespado amarillo de la hoja del tomate (TYLCV)
fue reportado por primera vez para Sur América en Venezuela, en cultivos

comerciales de tomate (Zambrano, et al., 2007).

En Perq, la incidencia de geminivirus infectado tomate fue relativamente bajo
hasta mediados de los afios 90, cuando la incidencia de enfermedades similares

a geminivirus se observé en diferentes partes de la costa peruana y comenzé a
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causar pérdidas econdémicas (Gutiérrez, 2014). Actualmente se han reportado dos
enfermedades begomovirlaes afectando cultivos de tomate, el virus de la hoja de
la pimienta (PepLRV) (Melgarejo, et al., 2013; Martinez, et al., 2014) y el virus de
deformacion de la hoja del tomate (ToLDeV) (Marquez, et al., 2011); este ultimo

también ha sido reportado en Ecuador (Paz, et al., 2014).

En Argentina la Unica especie de begomovirus presente en el cultivo de tomate es
el ToYSV (Giachero, et al., 2007); este virus también es el Unico reportado en
Chile afectando cultivo de tomate (Huanca y Trejo, 2013). Al igual que en
Argentina y Chile, en Uruguay el virus de la hoja rugosa amarilla del tomate

(TORYLCV) es el unico virus afectando tomate (Marquez, et al., 2011).

En Colombia Morales y colaboradores (2002) identificaron el ToYMV, descrito por
primera vez en Venezuela. En el 2011 Vaca y colaboradores en un muestreo a
nivel nacional para identificar la distribucion y diversidad genética de begomovirus
gue se encuentran afectando el cultivo de tomate en Colombia, encontraron
begomovirus bipartitas en los cuales algunos eran variantes de PYMV y otros de

ToTEV (Tomato Venezuela virus).

= Medidas de control de begomovirus.

Las medidas de control tienen una importancia econémica para los cultivos,
aunque las estrategias convencionales que son utilizadas principalmente para
evitar el establecimiento y propagacion de enfermedades de tipo fungoso y
bacteriano, no son siempre aplicables para los virus, en especial los geminivirus
(Espinosa, C. 2004).

El género begomovirus, por su alta tasa de recombinacion y habilidades de
adaptacion a su vector, necesita un manejo integrado que incluya la utilizacién de
variedades genéticamente mejoradas (Quifiones, et al., 2007), y el control de las

poblaciones de vectores, ya sea con la aplicacion de insecticidas y su control
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biolégico con especies como, Crisoperia sp., Coleornegilia maculata, Scymnis sp.,
entre otras (Espinosa, C. 2004).

Otra estrategia, que permite controlar la presencia viral es la eliminacion de

arvenses, las cuales pueden servir de fuente de infeccion (Quifiones, et al., 2007).

2.6 Arvenses como hospederos alternos de begomovirus

Las arvenses son consideradas plantas indeseables, las cuales interfieren con la
actividad humana en areas cultivables. Las arvenses compiten con los cultivos
por nutrientes, agua y luz. Estas plantas sirven de hospederas a insectos y
patdgenos dafiinos a las plantas cultivables. La presencia de las arvenses en
areas cultivables reduce la eficiencia de la fertilizacion, facilita el aumento de la
densidad de otras plagas y su control incrementa los costos de produccién de los
cultivos (Santana, et al., 2005).

Las arvenses como hospederos alternos de virus juegan un papel muy importante
en la epidemiologia viral. Las arvenses y plantas voluntarias de cultivos anteriores
en la misma plantacion y en lugares cercanos a las plantaciones sirven de refugio

para vectores y son hospederos de virus (Valdivia, 1991).

Bemicia tabaci es una especie muy polifaga a la cual se le ha atribuido en los
tltimos afios en el mundo importantes pérdidas econdémicas, de gran
trascendencia por sus elevadas poblaciones, diversidad de hospedantes y alta
eficiencia en la transmisibn de begomovirus, ademas del polimorfismo que
presentan sus poblaciones. Se ha reportado en mas de 90 paises, de las
regiones tropicales, subtropicales y algunas zonas templadas, atacando mas de
600 tipos diferentes de plantas cultivadas y silvestres pertenecientes a 84 familias
(Sotero, et al., 2007). Se ha informado que en América Latina y el Caribe, Bemicia
tabaci transmite mas de 30 begomovirus (Morales y Anderson, 2001). Los
begomovirus favorecidos especialmente por Bemicia tabaci biotipo B, han surgido

y aumentando su distribucion en las zonas tropicales y subtropicales.
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La alta adaptabilidad a las condiciones ambientales de las arvenses les permite
distribuirse alrededor del mundo y servir como hospederos o reservorios de
begomovirus para favorecer su sobrevivencia y propagacion a nuevas especies
cultivadas en ausencia de los cultivos principales , al igual que de sus vectores, la
mosca blanca (Bedford, et al., 1998). Gran cantidad de especies de arvenses han
sido identificadas como hospederas de begomovirus en muchos paises y estan
relacionadas generalmente con las familias Malvaceae, Euphorbiaceae vy
Fabaceae (Morales y Anderson, 2001). Los estudios realizados indican que los
begomovirus presentes en arvenses pueden ser transmitidos a cultivos por medio
del insecto vector (Frischmuth, et al., 1997; Faria, et al., 2000; Morales y
Anderson, 2001). Razén por la cual las arvenses sirven como una fuente de

inodculo primario para begomovirus hacia los cultivos de importancia econémica.

Los problemas que surgen con infecciones virales en los cultivos, posiblemente
estén relacionados con la presencia de las arvenses reservorios de virus y de sus
insectos vectores, las cuales son fuente de inoculo para las nuevas siembras y

cultivos ya establecidos (Valdivia, A., 1991).

Cuando las condiciones ambientales son desfavorables para la sobrevivencia de
vectores como afidos y mosca blanca es necesario identificar a las arvenses que
permitan la sobrevivencia de los vectores durante condiciones ambientales
adversas; si no hay presencia de inoculo y de vectores virales se puede mantener

un cultivo libre de virus (Lastres, L., 1991).

La eliminacion de arvenses infectadas por virus es un método efectivo para la
reduccién de la diseminacién de virus. El combate de infecciones virales es solo
preventivo, no hay métodos curativos, por lo que la eliminacion de las fuentes de

inoculo es el método mas efectivo de prevencion (Valdivia, et al., 1992).

Al ser un sitio nuevo de colonizacion para los begomovirus, en las arvenses se
favorece la recombinacion, competencia y seleccién que podrian generar nuevas
variantes de virus (Padimman, et al., 1999; Da silva, et al., 2011). Su plasticidad

genomica incluye porciones de genomas entre géneros para adaptarse a nuevas
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condiciones. Un ejemplo es la arvense Solanum nigrum infectada naturalmente
por el TYLCV, en donde se piensa que el TYLCV ha generado nuevas variantes
de begomovirus e incrementado la diversidad de la enfermedad en Espafna
(Bedford, et al., 1998).

Las arvenses reportadas como hospederas de geminivirus se encuentran en las
familias de plantas: Euphorbiaceae, Malvaceae, Solanaceae, Fabaceae, (Morales
y Anderson, 2001), Capparaceae, Sterculiaceae, Asteraceae y Amaranthaceae
(Arnaud, et al., 2007; Castillo, G., et al 2008; Fernandes, N., 2010, Vaca-Vaca, et
al., 2011, Lopez-Lopez, et al., 2012).

En Colombia se reportan las arvenses Rivina humulis, Momordica charantia,
Amaranthus dubius, Lantana cAmara, Laportea estuans (Vaca-Vaca, et al., 2011,
Lépez- Lopez, et al., 2012), Hybanthus attenuatus, Verbena sp., Croton hirtus,
Rhynchosia minima, Caesalpina sp. y Plumbago sp. (Lopez- Lopez et al., 2014),

como reservorios de begomovirus.

En Honduras se identificaron a Nicandra physalodes L., Abutilon spp M., Sida
acuta Burm., Euphorbia heterophylla L., Malvastrum coromandelianum L.,
Boerhavia erecta L., Cleome viscosa L. y Wissadula excelsior Cav., como
arvenses hospederas de geminivirus (Doyle, M.et al., 2001).

En Brasil y Ecuador las arvenses Sida santaremnensis H., Amaranthus spinosus
L., Amaranthus viridis L., Ageratum conyzoides L., Bidens pilosa L., Luffa sp. L.,
Ipomoea sp L.., Sida urens L., presentan begomovirus que infectan tomate. En
puerto Rico se ha encontrado el virus BGMV causando mosaicos amarillos en

Macroptilium lathyroides L. (Arnaud, et al., 2007).

En Meéxico las arvenses, Cyperus rotundus L., Cynodon plectostach R.,
Rhynchosia minima, Aldama dentata L., Lagascea mollis Cav., Lycianthes lenta

Cav., se reportaron como reservorios de begomovirus (Urias y Alejandre, 1999).
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En Argentina las arvenses Malva sp. L., Pitraea cuneato Cav., Leonorus japonicus
H., Chenopodium &lbum L., Malvastrum coromandelianum L., Leonorus japonicus,
Sida rhombifolia L., Chenopodium album L., Lepidium didymun L., se reportaron
como hospederas de begomovirus. En la arvense Lepidium didymun, localizadas
en los alrededores de los cultivos de tomate se encontro al virus amarillo del
tomate (ToYSV) (Vaghi, 2015).

En Republica Dominicana se identific6 como arvenses reservorios de
begomovirus a: Croton lobatus L., Jatropha spp. L., Macroptilium lathyroides L.,
Sida spp., Urena lobata L., Bastardia bivalvis Cav, y Euphorbia heterophylla L.
(Morales, 2000).

Las arvenses Dicliptera vahliana N., Amaranthus dubius, Amaranthus spinosus,
Cassia obtusifolia L., Centrosema virginianum L., Champia scandens L., Emilia
sonchifolia L., Euphorbia heterophylla, Macroptilium lathyroides, Malachra
alceifolia Jacg., Malvastrum corchorifolium Desr., Malva coromandelianum L.,
Mucuna pruriens L., Phaseolus lunatus L., Portulaca oleraceae L., Rhyncosia
minima, Sida acuta, Sida glutinosa L., Sida micranta L., Sida rhombifolia L., Sida
spinosa L., Solanum nigrum L., fueron identificadas como reservorios de

begomovirus en Cuba (Sanpedro, et al., 2002).

Los géneros Sida, Malva y Malvastrum pertenecientes a la familia Malvaceae
reuanen al complejo begomoviral de los Virus del mosaico de sida. El género Sida
es un grupo de plantas silvestres que se encuentran, tanto en el Viejo como en el
Nuevo mundo. Varios begomovirus han sido caracterizados de distintas especies
de Sida en el nuevo mundo (Frischmuth et al., 1997).Para la planta silvestre Sida
rhombifolia, el virus del mosaico dorado de Sida (IGMV-Co) se ha encontrado en
Puerto Rico (Engel et al., 1997) y el virus del mosaico dorado de Sida (SIGMV-
Ho) en Honduras. (Frischmuth et al., 1997). En Costa rica el begomovirus bipartita
virus del mosaico dorado de la sida Costa Rica (SIGMCRV) fue aislado y
caracterizado de Sida rhombifolia L. (Hofer et al., 1997). En Cuba, el virus del

mosaico dorado de Sida (SIGYVV) se encuentra en arvenses pertenecientes al
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género Sida sp. (Fiallo, et al., 2012). En Bolivia se presentan cerca de tres
begomovirus en la especie Sida micrantha (Wyant et al., 2011). En Argentina, el
virus moteado de Sida (Sida mottle virus, SiMoV) se encuentra en Leonurus
sibiricus y Malvastrum coromandelianum (Rodriguez et al., 2006). En Brasil dos
componentes gendémicos A, han sido secuenciados y caracterizados de Sida sp.
(Fauquet et al., 2003). En Sinaloa- México se identificé y secuencio un nuevo
begomovirus infectando Sida rhombifolo llamado virus del mosaico de sida de

Sinaloa (sida mosaic Sinaloa virus, SIMVS) (Morales y Anderson, 2001).

Rhynchosia minima es una maleza muy comun en el mundo. El virus del mosaico
dorado de rhynchosia (RhGMV) se describié por primera vez en el afio de 1999
en Honduras infectando Rhynchosia minima (Potter et al., 2000). En Ecuador, el
virus del mosaico dorado de rhynchosia (RhGMYuV) afecta a Rhynchosia sp.
(Chirinos et al., 2012). EI RhGMV se trasmite a frijjol causando mosaicos,
enanismos Yy distorsion de la hoja (Roye et al., 1997); en Republica Dominicana
se considera a Rhynchosia minima como reservorio del virus del mosaico dorado
amarillo del frijol, BGYMV (Morales, 2000); y en México, el RhnGMV fue reportado
por primera vez en Chiapas infectando tabaco, y recientemente fue reportado
infectando soya en el norte de Sinaloa, el virus del mosaico amarillo de
rhynchosia de Yucatdn (RhYMYuV) (Ascencio et al., 2002, Hernandez et al.,
2010); en Cuba el virus del mosaico dorado de rhynchosia de la Havana
(RhGMHaV) (Fiallo-Olivé et al., 2010); en Puerto Rico, el virus del mosaico de
rhynchosia (RhMV-PR) (Idris et al., 2002).

Euphorbia heterophylla alberga el grupo de virus de mosaico de euphorbia
(EuMV), representativamente se encuentran los siguientes: en Venezuela, el virus
de mosaico de euphorbia de Venezuela (EuMVV) (Zambrano et al., 2012); en
Cuba y Nicaragua, el EuMV (Ala-Poikela et al., 2005; Fiallo-Olivé et al., 2012). En
Perq, el virus de mosaico de euphorbia de Pert (EuMPV) (Chirinos et al., 2012).
Y en Brasil se encuentra el virus de mosaico amarillo de euphorbia (EuYMV)
(Fernadez, N., 2010).
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Tabla 2-3. Begomovirus presentes en arvenses.

PAIS BEGOMOVIRUS HOSPEDERO AUTORES
. : Leonurus sibiricus y
Argentina V|r_us moteado de Sida Malvastrum Rodriguez, et al., 2006
(SiMoV) .
coromandelianum
. Virus amarillo del tomate - . .
Argentina (ToYSV) Lepidium didymun Medina, 2015
. Virus amarillo del tomate . . .
Argentina (ToYSV) Leonorus japonicus Medina, 2015
. Virus de Sida de Brasil Malvastrum .
Argentina (SiBrv) coromandelianum Medina, 2015
Bolivia V!rus d_eI mosaico de Sida micrantha Wyant, et al., 2011
Sida micrantha
Virus del mosaico de
Bolivia Sida de Bolivia Sida micrantha Wyant, et al., 2011
(SiMBoV)
Virus del mosaico de
Bolivia solanum de Bolivia Solanum sp. Wyant, et al., 2011
(SoMBoV)
Virus de mosaico Euphorbia
Brasil amarillo de Euphorbia hetF(Jaro hvlla Fernadez, N., 2010
(VME) pny
. Virus rugoso severo del : .
Brasil tomate (TOSRV) Nicandra physaloides | Barreto, S, et al., 2013
, Virus rugoso severo del .
Brasil tomate (ToSRV) Crotalaria spp. Barreto, S, et al., 2013
: Virus rugoso severo del | Euphorbia
Brasil tomate (TOSRV) heterophylla Barreto, S, et al., 2013
, Virus rugoso severo del .
Brasil tomate (ToSRV) Sida spp. Barreto, S, et al., 2013
Virus de mancha
Brasil amarilla de Blainvillea Blainvillea rhomboidea | Tavares, et al., 2012
(BIYSV)
, Virus de la mancha :
Brasil amarilla Sida (SiYBV) Sida spp. Tavares, et al., 2012
. Virus de la red amarilla .
Brasil Sida (SIYNV) Sida spp. Tavares, et al., 2012
, Virus Alagoas de la .
Brasil mancha Sida (SiMoAV) Sida spp. Tavares, et al., 2012
Virus Alagoas del
Brasil mosaico amarillo Sida Sida spp. Tavares, et al., 2012
(SiYMAV)
Virus del arrugamiento
Brasil de la hoja cleome Cleome affinis Da Silva, et al., 2011

(CILCIV)
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Continuacion Tabla 3. Begomovirus presentes en arvenses.

Virus del mosaico

gﬁfga dorado de la sida Costa | Sida rhombifolia Hofer, et al., 1997
Rica (SIGMCRV)

Cuba Virus de mosaico de Euphorbia Ala-Poikela, et al., 2005;
Euphorbia (EuMV). heterophylla Fiallo-Olivé, et al., 2012
Virus del mosaico

Cuba dorado de Rhynchosia Rhynchosia minima Fiallo-Olivé, et al., 2010
de la Havana
(RhGMHaV)
Virus del mosaico

Cuba dorado rugoso de Rhynchosia minima Fiallo-Olivé, et al., 2010
Rhynchosia (RhRGMV)
Virus del mosaico

Cuba dorado de Sida Sida rhombifolia Fiallo, et al., 2012
(SIGYVV)
Virus del moteado Echemendia. et al

Cuba amarillo de dicliptera Dicliptera vahliana 2003 ’ N
(DiYMoV-CU)
Virus del mosaico Macroptilium

Cuba amarillo de macroptilium Iathyrol?des Echemendia, et al.,2003
(MaYMV)

Cuba Z:;isrilclja?slzz\;?g:?SYW) Sipda sp. Frischmuth, et al., 1997
Virus del moteado

Cuba amarillo de Dicliptera Dicliptera vahliana Echemendia, et al.,2003
(DiYMoV-CU)
Virus del mosaico

Ecuador | dorado de Rhynchosia Rhynchosia minima Chirinos, et al., 2012
(RhGMYuV)
Virus del mosaico

Honduras | dorado de Rhynchosia Rhynchosia minima Potter, et al., 2000
(RhGMV)
Virus del mosaico

Honduras | dorado de Sida (SiGMV- | Sida rhombifolia Frischmuth, et al., 1997
Ho)
Virus del mosaico Ascencio, et al., 2002

México dorado de Rhynchosia Rhynchosia minima Hernéndéz ot IE:’I| 201’0
(RhGMV) ' B
Virus del mosaico .

México amarillo de Rhynchosia | Rhynchosia minima ﬁz(r:ﬁgﬁg)ézeteilalzozoozio
de Yucatan (RhYMYuV) ’ "

L. Virus del mosaico de la . e Morales y Anderson,
México sida Sinaloa (SIMVS) Sida rhombifolia 2001
México Virus del mosaico de Euphorbia Hernandez, et al., 2007

Euphorbia (EuMV)

heterophylla
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Continuacion Tabla 3. Begomovirus presentes en arvenses.

México Virus del_ mosaico de Euphorbia Hernandez, et al.,

Euphorbia (EuMV) heterophylla 2007
. . . Ala-Poikela et al.,

Nicaragua Virus de_mosa|co de Euphorbia 2005; Fiallo-Olivé et
Euphorbia (EuMV). heterophylla al. 2012

Paraguay Virus del mosaico de Leonurus sibiricus Fernandes, et
Leonurus (LeMV) al.,2011
Virus de mosaico de . .

Peru Euphorbia de Perua Eg&?g:)?:;la ggirénos, etal,
(EuMPV).

Puerto Rico \F\/’IP:;zcdheclsriT;O(SIg;]CI\(il\(/j—ePR) Rhynchosia minima Idris, et al., 2002
Virus del mosaico

Puerto Rico dorado de Sida (IGMV- Sida rhombifolia Engel, et al., 1997
Co)

. Virus del mosaico Macroptilium

Puerto Rico | 4,130 del frijol (BGMV) | lathyroides Arnaud, et al., 2007
Virus del mosaico Macroptilium

Puerto Rico amarillo dorado lathyroides Bracero, et I., 2003
(BGYMV)
Virus del mosaico Macroptilium Fauquet, et al

Puerto Rico amarillo de macroptilium lathyroides 2003 ’ ’
(MaYMV)

Republica Virus del mogaico .. . .

dominicana dorado amarillo del frijol | Rhynchosia minima Morales, 2000
(BGYMV)

Republica Virus del mosaico de

Dominicana Jatropha (JMV) Jatropha sp. Morales, 2000
virus del mosaica de .

Venezuela Euphorbia de Venezuela Eg&?gr?%a ggrlnzbrano, etal,
(EUMVV) phy

Venezuela Virus del mo_saico_ Sida sp. Zambrano, et al.,
dorado de Sida (SiGMV) 2012.
Virus del mosaico Zambrano. et al

Venezuela dorado de Sida ciliaris Sida ciliaris 2012 ’ "
(SicGMV) '
Virus del mosaico

Venezuela amarillo de _ Jacquemontia sp Fiallo-Olivé, et al.,
Jacquemontia ' 2012
(JacMYuV)

Venezuela Vir.us de distorsién de la Datura stramonium Fiallo-Olivé, et al.,
hoja de Datura (DaLDV) 2013
Virus del mosaico Fiallo-Olivé, et al

Venezuela clorético de Boerhavia diffusa ' "

Dalechampia (DaChMV)

2013







3. Materiales y Métodos

3.1 Ubicacion de los experimentos.

La presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Sanidad y
Microbiologia Agricola, en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales y en el
Invernadero de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira, Carrera 32 No
12 - 00 Chapinero, Via Candelaria.

3.2 Preparacion de DNA begomoviral para inocular en
plantas de tabaco y tomate.

3.2.1 Arvenses hospederas de begomovirus.

Las muestras de las arvenses utilizadas en este trabajo fueron colectadas por el
grupo IPMA en trabajos previos (Lopez-Lépez, et al., 2014), en el suroriente del
Valle del Cauca y que corresponden a las zonas productoras de tomate del
departamento. La colecta consisti6 en hojas jovenes y adultas de arvenses
asociadas al cultivo de tomate, las cuales presentaron sintomas tipicos de
infeccion de begomovirus los cuales consisten en mosaicos amarillos, epinastias,
clorosis foliar, abultamientos foliares, enanismo y retraso en el crecimiento (Lopez
Lopez, et al., 2014).

3.2.2 Extraccion de DNA gendmico de arvenses.

Se tomd 100mg de tejido vegetal seco de las muestras deshidratadas en silica,
las cuales fueron pulverizadas en un equipo homogenizador para realizar las

extracciones de DNA gendmico. Para la extraccion de DNA gendmico se empleo
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el Dneasy Plant mini kit de Qiagen® siguiendo las recomendaciones del

fabricante.

3.2.3 Visualizacion de calidad y cantidad del DNA por
electroforesis en geles de agarosa.
La visualizacion del DNA y verificacion de la calidad se realiz6 en geles de
agarosa al 0.8% para DNA, y 1% para productos de PCR, siguiendo los
protocolos reportados por Sambrok & Russell (2001). Los productos de PCR y
DNA fueron tefiidos con bromuro de etidio, visualizados en el fotodocumentador
Molecular Imagen® Gel Doc™ XR+ and ChemiDoc™ XRS System (BioRad
Hércules, CA, USA) y analizados con el software Quanty One 4.6.5. Para estimar
el tamafio del DNA y fragmentos amplificados por PCR se usé el marcador de

peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas- Thermo Scientific).

3.2.4 Deteccion de begomovirus por Reaccion en Cadena
Polimerasa (PCR).
Para la deteccion de begomovirus se realizé un PCR empleando dos juegos de
oligos: PAL1v1978/PAR1C496 y PBL1v2040/PCRcl, especificos para identificar
el componente geminiviral A y B, respectivamente. PAL1v1978/ PAR1C496
amplifican un fragmento de 1.1kb aproximadamente, que porta un fragmento del
gen Rep, la region intergénica y un fragmento del gen de la proteina de la
capside. PBL1v2040 y PCRcl amplifican un fragmento de 0.6kb
aproximadamente, que contiene parte del gen MP, la region denominada

hipervariable y parte de la regiébn comun (Rojas, et al., 1993).

El volumen final de la reaccion de PCR fue de 25ul. EI DNA viral fue amplificado
en el termociclador iCycler (BioRad) siguiendo las condiciones de amplificacion
reportadas por Rojas, et al. (1993). Los fragmentos amplificados del DNA viral

fueron visualizados por electroforésis en un gel de agarosa al 1%.
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3.2.5 Amplificaciéon del genoma viral por circulo rodante (RCA).

Se realiz6 la amplificacion del genoma de los begomovirus presentes en las
arvenses Verbena sp., Hybanthus attenuatus, Croton hirtus y Rhynchosia minima,
previamente identificadas positivas para begomovirus por PCR. Se siguieron las
indicaciones reportadas por Inoue-Nagata et al. (2004) para la amplificacion de
genomas geminivirales utilizando el kit de amplificaciéon TempliPhi (Amersham®).
Este kit utiliza un mecanismo de amplificacion por circulo rodante de genomas
circulares de cadena sencilla empleando la enzima Phi29 DNA polimerasa. Para
confirmar la amplificacion del genoma viral por circulo rodante se realiz6 un PCR
para detectar begomovirus en los genomas amplificados y se confirmaron los

fragmentos en un gel de agarosa al 1%.

3.3 Preparacion de material vegetal: tomate y tabaco

3.3.1 Obtencion de plantulas de tomate (Solanum lycopersicum
var. calima).

Se trasplantaron plantulas de tomate variedad calima después de 15 dias de
germinadas a macetas de 14cm de alto por 18cm de ancho, con suelo
esterilizado, las plantulas se mantuvieron en casas de malla en el invernadero de
la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira. A los 7 dias de trasplantadas
se realiz6 una fertilizacién con 15-15-15 liquido, que se obtuvo diluyendo 30gr de
fertilizante (fertilizante complejo N P K CENAGRO ®) en un litro de agua en
agitacion constante por 24 horas, a cada planta se le adicioné 20ml de fertilizante

liquido aplicado al sustrato.

3.3.2 Obtencion de plantulas de tabaco (Nicotiana tabacum var.
xanthi).

Se germind semillas de tabaco (Nicotiana tabacum var. xanthi) bajo condiciones

in vitro. Para lo cual, las semillas se desinfectaron superficialmente con un lavado

de etanol al 70% por un minuto, se eliminé el etanol y se sumergireron en

hipoclorito de sodio al 2% por 10 minutos, se eliminé el hipoclorito de sodio
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mediante 10 lavados con agua destilada estéril fria, luego se dejaron sumergidas
en agua por 2 horas con el fin de que la semilla absorba agua y favorecer el

proceso de germinacion.

Para la siembra en frascos se elimind el agua y se dejaron secar por 30 minutos
en la cabina de flujo laminar del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales,
posteriormente se sembrd una semilla por frasco con 30ml de medio MS basal,
con 3% de sacarosa y 0.02% de phytagel por litro de medio (Murashige and
skoog, 1962). Los frascos con las semillas se mantuvieron en el cuarto de
crecimiento del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Universidad
Nacional de Colombia Sede Palmira bajo condiciones controladas, a una

temperatura de 24°C y un fotoperiodo de 18h, luz y 6h, oscuridad.

3.4 Inoculacion de begomovirus en plantas de tomate y
tabaco.

3.4.1 Preparacion de cartuchos con DNA viral.

A partir del genoma begomoviral amplificado por RCA, descrito previamente en la
seccién 3.2.5, se prepararon 50 cartuchos por cada virus, con una concentracion
de 250ng de DNA viral por cartucho. Para la preparacion de cartuchos se
utilizaron microparticulas de tungsteno de 1.7 micras de diametro, y se siguieron
las instrucciones de la pistola Helios Gene Gun System (BioRad, Hércules, CA,

USA); con algunas modificaciones reportadas por Lopez et al. (2013):

e Se cortdé 80cm de un tubo Tefzel dispuesto en el dispositivo ‘tubing prep
station’, el cual fue conectado a un tanque con nitrégeno, elemento que se
aplica durante media hora para eliminar la humedad remanente.

e Para evitar que se formen burbujas, con la ayuda de una jeringa se adicioné al
tubo Tefzel, la mezcla de DNA y microcarriers resuspendidas en etanol.

e Se roté el tubo en el dispositivo, se dejo reposar por 5 segundos, se roto

nuevamente y se dejo reposar por 5 segundos mas, finalmente se mantuvo
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girando de manera constante por 5 minutos; posteriormente se cerro la valvula
de nitrégeno y se retird el tubo recubierto con los microcarriers de tungsteno.

e Se observd que la distribucion en el tubo de plastico fuera uniforme y que
estuviera completamente seco. Con un cortador se obtuvieron cartuchos con
DNA viral.

3.4.2 Inoculacién por biobalistica mediante un sistema de baja
presion.

Esta técnica es utilizada para infectar plantas con virus DNA y RNA. Se utiliza una

pistola manual Helios Gene Gun System (BioRad, Hércules, CA, USA). La

inoculacién se realiza por medio del recubrimiento de DNA sobre particulas de

oro o tungsteno; la precipitacion realizada en el interior de la pared de un tubo

plastico y la aceleracion de particulas por medio de helio presurizado, permiten

gue las particulas virales sean inoculadas en la planta (Woods y Zito, 2008).

Cada uno de los aislados virales de las diferentes arvenses fueron inoculadas por
biobalistica, para lo cual se utiliz6 plantas jovenes de tomate y tabaco. En el
ensayo de transmision por biobalistica se tom6 DNA amplificado por RCA de las
arvenses Verbena sp., Hybanthus attenuatus, Croton hirtus y Rhynchosia minima,
previamente identificadas positivas para begomovirus. Por cada ensayo de
inoculacion, las plantas de tomate y tabaco fueron bombardeadas con la pistola
manual Helios Gene Gun System (BioRad, Hércules, CA, USA), siguiendo las
recomendaciones del fabricante, con algunas modificaciones reportadas por
Lépez et al. (2013), descritas con mas detalle en la seccién 3.4.3y 3.4.4.

3.4.3 Inoculacién de plantas de tomate cultivadas en
invernadero.

Se seleccionaron plantas de tomate (Solanum lycopersicum var. calima) en la
etapa de cuarta a sexta hoja verdadera, después de un mes de ser trasplantadas
a macetera. Para la inoculacion se formo un bouquet (unién de hojas para evitar

que haya espacios entre ellas) al momento de disparar para asegurar que se
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rocié la mayor area posible de tejido foliar (Figura 3-1). Se emplearon las
condiciones de inoculacidén reportadas por Lopez et al. (2013), aplicando una
presion de helio de 320psi, una distancia de 12cm y dos disparos por planta. A
continuacion, las plantas bombardeadas se llevaron al invernadero de la
Universidad Nacional de Colombia sede Palmira, donde permanecieron en una
jaula de malla antitrips para no permitir la entrada de insectos, se realizaron
aplicaciones de fungicidas e insecticidas para tener las plantas libres del ataque
de plagas y enfermedades. Se realizaron observaciones semanales para
monitorear la aparicién y desarrollo de sintomas y determinar el porcentaje de
infeccion viral asi como la incidencia y severidad de los sintomas. Para confirmar
la presencia de los virus en las plantas inoculadas se realizé un analisis molecular
por PCR.

Figura 3-1: Inoculacion de plantas de tomate.

Inoculacién de Tomate (Solanum lycopersicum var. calima), con la pistola manual Helios

Gene Gun System (BioRad, Hércules, CA, USA) formando bouquet.

3.4.4 Inoculacién Plantas de tabaco cultivadas in vitro.

Se seleccionaron plantas de tabaco (Nicotiana tabacum var. xanthi) que tenian 4
a 6 hojas verdaderas, es decir, después de dos meses de su siembra en frasco

con medio de cultivo MS. Las inoculaciones con los virus amplificados por RCA
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de las arvenses Croton hirtus, Hybanthus attenuatus, Verbena sp y Rhynchonsia
minima se realizaron en la cabina de flujo laminar para evitar contaminacién de
las plantas. Se dispar6 a una presion de helio de 220psi, a una distancia de 12cm
con dos disparos por planta siguiendo la metodologia propuesta por Lopez et al.
(2013), con una disminucion de la presion de helio. Después del bombardeo, las
plantas se llevaron al cuarto de crecimiento del Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira. Se realizaron
observaciones semanales para monitorear la aparicion y desarrollo de sintomas y
determinar el porcentaje de infeccion viral asi como la incidencia y severidad de
los sintomas. La toma de muestras se realizo a los 45 dias después de ser
inoculados, para confirmar la presencia de los virus mediante la deteccion

molecular por PCR.

3.5 Disefno estadistico.

Para el estudio de la capacidad de infeccién de begomovirus en tomate (Solanum
lycopersicum var. calima) y tabaco (Nicotiana tabacum var. xanthi) se realizaron
ensayos de inoculacién bajo condiciones de invernadero y bajo condiciones
controladas, en el cuarto de crecimiento del Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira
respectivamente, utilizando un disefio irrestrictamente al azar (DIA), en donde los
tratamientos son: cuatro virus amplificados por RCA de las arvenses Croton
hirtus, Hybanthus attenuatus, Verbena sp. y Rhynchonsia minima, y el control
negativo, que fueron plantas sin inocular. Cada una de las plantas empleadas en
cada tratamiento corresponde a una réplica, siendo un DIA desbalanceado. Para
los ensayos en plantas de tomate se realizd6 dos repeticiones en tiempos

diferentes y en el caso de los ensayos de tabaco se realizé un solo ensayo.

3.5.1 Ensayo en tomate.

En plantulas de tomate se ejecutaron dos ensayos de inoculacion. En el primero

se hicieron dos muestreos, uno a los 18 dias y otro a los 45 dias; mientras que en
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el segundo se hizo un solo muestreo a los 45 dias. En el ensayo uno, se
inocularon 10 plantas de tomate por cada virus amplificado por RCA de las
arvenses Croton hirtus, Verbena sp y Rhynchonsia minima y 5 plantas sin
inocular, como control negativo. De forma consecutiva, en el segundo ensayo se
empled el mismo numero de plantas y tratamientos, sin embargo se adicioné la
inoculacién de un cuarto virus amplificado por RCA obtenido de la arvense

Hybanthus attenuatus.

3.5.2 Ensayo en tabaco.

En plantulas de tabaco (Nicotiana tabacum var. xanthi) se hizo un solo ensayo de
inoculacién en donde la toma de muestras fue a los 45 dias. Se inocularon 6
plantas de tabaco por cada virus amplificado por RCA de las arvenses Croton
hirtus, Hybanthus attenuatus, Verbena sp. y Rhynchonsia minima y 6 plantas sin

inocular, como control negativo.

La variacion en el numero de plantas inoculadas en los dos ensayos es diferente,
debido a que en el caso del tabaco estas fueron mantenidas en condiciones de
crecimiento controladas bajo las cuales, es menos probable la ocurrencia de
errores. Caso contrario a lo que ocurre en los ensayos de las plantas de tomate

gue fueron mantenidas en el invernadero.

3.6 Variables a evaluar.

3.6.1 Incidenciay Severidad de los sintomas.

La incidencia fue evaluada como el porcentaje de plantas infectadas de acuerdo
con los sintomas. La severidad de sintomas se evalu6 de acuerdo a una escala
tomada de Jawdah et al. (1999). La escala de sintomas fue: 1: no se observan
sintomas, 2: aparicion de mosaicos en las hojas y 3: aparicion de amarillamiento

en las hojas, hojas deformadas y mas pequefias que las normales.
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3.6.2 Porcentaje (%) de infeccion viral.

El porcentaje de infeccion viral se determiné como el nimero de plantas positivas
para begomovirus detectado por PCR, dividido por el nimero de plantas
bombardeadas, multiplicado por 100. Para esta variable el aspecto relevante fue

el determinar la presencia de infeccion viral por medio de PCR.

3.7 Deteccion de begomovirus por PCR en plantas
inoculadas por biobalistica .

3.7.1 Extraccion de DNA de plantas inoculadas.

Se colectaron hojas nuevas (hojas jovenes, diferentes a las inoculadas) en los
tiempos previamente establecidos para tomate y tabaco (ver disefio estadistico).
Las muestras de tejido foliar fueron maceradas con nitrégeno liquido y
almacenadas a -20°C, para posteriormente realizar una extraccion de DNA
gendmico utilizando el método de Dellaporta, et al. (1983), con algunas
modificaciones (grupo IPMA, 2015), en el cual se incremet6 la velocidad de
centrifugacion a 14.000 rpm y el periodo de incubacién a 30 minutos por 65°C con
el buffer de lisis. La calidad y cantidad del DNA purificado se visualizé en un gel

de agarosa al 0.7% tefiido con bromuro de etidio (ver seccion 2.3.)

3.7.2 Deteccion de begomovirus con iniciadores universales.

Para la deteccion molecular se realiz6 una PCR usando un juego de oligos MP82
y MP16 para identificar el componente A los cuales amplifican un fragmento de
DNA-A de 400 a 500 pb, de la regién de CP (Umaharan, et al., 1998). Una planta
se consideré como positiva para la infeccion por begomovirus cuando en el PCR
se obtiene la amplificacion del fragmento esperado, que para el juego de
iniciadores es de 400 a 500pb (Umaharan, et al., 1998) y como negativa si no
presenta la amplificacion del fragmento esperado. La deteccién de begomovirus
con iniciadores universales se realizO en todas las plantas de tomate y tabaco,

incluidas las no inoculadas (control negativo).
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3.7.3 Deteccion de begomovirus con iniciadores especificos.

Se disefaron tres pares de oligos especificos para identificar el virus moteado de
verbena (VeMV), el virus del mosaico dorado de croton (CroGMV) y el virus del
mosaico dorado de rhynchosia de Colombia (RhGMCoV), los cuales fueron
identificados y caracterizados molecularmente durante el desarrollo de este
trabajo (Jara, et al., 2016). Los tres pares de oligos desarrollados se detallan a
continuacion: Un par denominado AT19BR/AT19BF, amplifican un fragmento de
320pb desarrollados para la deteccion del componente DNA-B del virus moteado
de verbena (VeMV). Los oligos AT20FCP/AT20RCP, amplifican un fragmento de
885pb del DNA-A del virus del mosaico dorado de croton (CroGMV). El tercer par
de oligos AT35AF/AT35AR, amplifican un fragmento de 490pb del componente
DNA-A del virus del mosaico dorado de Colombia (RhGMCoV).

La deteccidbn de begomovirus con oligos especificos en plantas de tomate
inoculadas se realizé usando el juego de oligos que detectan RhGMCoV. En los
ensayos de tabaco, se realizO PCR con oligos especificos para detectar VeMV-
Co, CroGMV y RhGMCoV. La informacion obtenida con estos oligos especificos
no se analizé estadisticamente debido a que fue utilizada con el fin de descartar
errores en los ensayos de inoculacion al realizar una deteccion especifica de los

virus objeto de esudio.
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4. RESULTADOS

4.1 Amplificacion por RCA de begomovirus aislados de
Croton hirtus, Hybanthus attenuatus, Verbena sp.y
Rhynchonsia minima.

Se confirmé la presencia de begomovirus en DNAs purificados de la arvenses
Croton hirtus, Hybanthus attenuatus, Verbena sp. y Rhynchonsia minima
empleando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). A continuacién, se
realizé la amplificacion del genoma viral por circulo rodante (RCA), obteniéndose
buena cantidad y calidad de DNA viral amplificado (figura 9). Este DNA viral se
utilizé6 para la preparacion de los cartuchos y su posterior inoculacion por
biobalistica en plantas de tomate y tabaco. Jara et al. (2016), reportaron la
identidad de los begomovirus detectados en las arvenses Croton hirtus,
Hybanthus attenuatus, Verbena sp. y Rhynchonsia minima, los cuales fueron
nombrados: virus del mosaico dorado de croton (CroGMV), virus del mosaico
amarillo de hybanthus (HybYMV), virus moteado de verbena (VeMV) y virus del
mosaico dorado de rhynchosia de Colombia (RhGMCoV), respectivamente.

Figura 4-1: Amplificacion de DNA viral por RCA.

Gel agarosa 0.8% corrido en buffer TAE 1X. M, marcador de peso GeneRuler ™ 1kb DNA
Lader (Fermentas); 1, Croton hirtus; 2, Hybanthus attenuatus; 3, Verbena sp.; 4,
Rhynchonsia minima.
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4.2 Evaluacion de los virus del mosaico amarillo de
hybanthus (HybYMV), virus moteado de verbena
(VeMV), virus del mosaico dorado de croton
(CroGMYV) y virus del mosaico dorado de rhynchosia
de Colombia (RhGMCoV) en tomate (Solanum
lycopersicum var. calima).

4.2.1 Infectividad de los virus CroGMV, HybYMV, VeMV vy
RhGMCoV aislados de arvenses inoculados en plantas de
tomate (Solanum lycopersicum var. calima).

En este trabajo se analizd la capacidad de cuatro begomovirus para infectar
plantas de tomate. Los virus CroGMV, VeMV y RhGMCoV fueron inoculados en
plantas de tomate; en el primer ensayo se evalud la aparicion de sintomas a los
18 y 45 dias post- inoculacion (dpi.) en invernadero, en el segundo ensayo se

incluyé el virus HybYMV y se evaluaron a los 45dpi. en invernadero.
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Figura 4-2 Evaluacién de sintomas en plantas de tomate inoculadas.

Primer ensayo SegundT ensayo

Y

45Dpi

45Dpi

VeMV

CohGMV

RhGMCoV

HybYMV

Plantas sin
nocular

A, planta de tomate inoculada con VeMV 18 dpi, primer ensayo; B, planta de tomate
inoculada con VeMV 45, dpi., primer ensayo; C, planta de tomate inoculada con VeMV 45
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dpi., segundo ensayo; D, planta de tomate inoculada con CroGMV 18 dpi., primer
ensayo; E, planta de tomate inoculada con CroGMV 45 dpi., primer ensayo; F, planta de
tomate inoculada con CroGMV 45 dpi., segundo ensayo, G, planta de tomate inoculada
con RhGMCoV 18 dpi., primer ensayo; H; planta de tomate inoculada con RhnGMCoV 45
dpi., primer ensayo; |, planta de tomate inoculada con RhGMCoV 45 dpi., segundo
ensayo; J, planta de tomate inoculada con HybYMV 45 dpi., segundo ensayo; K, planta
de tomate sin inocular (control negativo) 18 dpi., primer ensayo; L, planta de tomate sin
inocular 45 dpi., primer ensayo; M, planta de tomate sin inocular 45 dpi., segundo
ensayo.

Como se reporta en la Tabla 4-2, no se observaron sintomas en los tiempos
establecidos en las todas las plantas de tomate inoculadas con los cuatro virus.
En la figura 4-2 se observa el fenotipo observado en todas las plantas de tomate
inoculado con los diferentes Begomovirus a los 18 y 45 dpi, no observando

diferencias con la planta de tomate sin inocular.

Debido a la ausencia de sintomas en las plantas no fue posible realizar la

evaluacion de incidencia y severidad de sintomas.

4.2.2 Replicacion y movimiento de los virus CroGMV, HybYMV,
VeMV y RhGMCoV aislados de arvenses inoculados en
plantas de tomate (Solanum lycopersicum var. calima).

Se colectaron hojas nuevas (sistémicas) de plantas de tomate inoculadas con
cuatro Begomovirus a los 18 y 45 dias post -inoculacién (dpi.) y se evalué por

PCR su replicacion y movimiento en la planta.
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Figura 4-3: Evaluacion de replicacion de begomovirus inoculados en tomate por
PCR.

A VeMV (ler ensayo) VeMV (2do ensayo)
18dpi 45dpi 45dpi
M12345678 910 (+)() M123 45678910 (+)()

-— -
1000w 1000 e
750 = 750 -
500 500 e

» L I T TR e . o M- --- - *
B CroGMV (ler ensayo) CroGMV (2do ensayo)
18dpi 45dpi 45dpi
M1234567 8910 (+)() M1 23 456 789 10 (+()
1000 1000
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500 .- : 500
o - - - * o eSS ETeTE. - *
RhGMCoV (1er ensayo) RhGMCoV (2do ensayo)
C 18dpi 45dpi 45dpi
M12345678910 (+() M1234567 8 910 (+)()
1000 and 1000 e
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500 R R R R R - * >0 --- - - *
250 250
D HybYMV (2do ensayo) E Planta sin inocular (1er ensayo)
45dpi 18dpi 45dpi
M12345678910 (+)() M 1 2 3 4 5 (+) ()
1000 1000 -
750 750
500 500
0 et L ™ * — *

250

F Planta sin inocular (2do ensayo)
45dpi
M1 2 3 4 5 +) )

1000 —
750 -
500

250

Se amplifico por PCR un fragmento de 400pb del genoma A empleando los cebadores
reportados por Umaharan et al. (1998). Gel de agarosa al 0.8%. M, marcador de peso
molecular Gene Ruler TM 1kb DNA Lader (Fermentas). A, 1-5, plantas de tomate
inoculadas con VeMV con 18 dias post -inoculacion (d.p.i.); 5-10, plantas de tomate
inoculadas con VeMV con 45 dias post -inoculacion (d.p.i.) primer ensayo, 1-10 plantas
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de tomate inoculadas con VeMV con 45 dias post —inoculacién (d.p.i) segundo ensayo;
B, 1-5, plantas de tomate inoculadas con CroGMV con 18 dias post -inoculacién (d.p.i.);
5-10, plantas de tomate inoculadas con CroGMV con 45 dias post -inoculacion (d.p.i.)
primer ensayo, 1-10 plantas de tomate inoculadas con CroGMV con 45 dias post —
inoculacion (d.p.i) segundo ensayo; C, 1-5, plantas de tomate inoculadas con RhnGMCoV
con 18 dias post -inoculacién (d.p.i.); 5-10, plantas de tomate inoculadas con RhGMCoV
con 45 dias post -inoculacion (d.p.i.) primer ensayo, 1-10 plantas de tomate inoculadas
con RhGMCoV con 45 dias post —inoculacién (d.p.i) segundo ensayo; D, 1-10, plantas de
tomate inoculadas con HybYMV con 45 dias post —inoculacion (d.p.i.) segundo ensayo;
E, 1-2 plantas de tomate sin inocular 18 dias de establecido el primer ensayo, 3-5 plantas
de tomate sin inocular 45 dias de establecido el primer ensayo; F, 1-5 plantas de tomate
sin inocular primer ensayo; (+), control positivo PCR (DNA plasmidico PYMV -A); (-),
control negativo PCR (agua). El asterisco indica el fragmento de 400pb amplificado.

En la figura 4-3 se observa que todas las plantas de tomate inoculadas con los
virus HybYMV (Figura 4-3, D) y VeMV (Figura 4-3, A) amplificaron el fragmento
de 400pb esperado para el componente A begomoviral, en el primer y segundo
ensayo. Las plantas control (sin inocular) resultaron negativas para begomovirus,
indicando que no hubo contaminacion externa de begomovirus durante el ensayo
en invernadero (Figura 4-3, E y F). Las plantas de tomate inoculadas con el virus
CroGMV en el primer ensayo amplificaron el fragmento esperado de 400pb para
el componente A (Figura 4-3, B), sin embargo en el segundo ensayo de
inoculacioén con el virus CroGMV se presentdé amplificacion de banda por PCR en
9 de las 10 plantas inoculadas en el segundo ensayo. Igual comportamiento se
presentd en las plantas de tomate inoculadas con el virus RhnGMCoV (Figura 4-3,
C).

4.2.3. Deteccion especifica del virus moteado de verbena (VeMV)
y el virus del mosaico dorado de rhynchosia de Colombia
(RhGMCoV) en plantas de tomate.

Adicionalmente a la prueba de PCR con oligos de Umaharan et al. (1998) que
detectan el componente A (Figura 4-3), se realiz6 un PCR con un juego de oligos
especificos disefiados para la deteccion especifica componente B del virus VeMV
gue amplifican un fragmento de 320 pb y el par de oligos especificos para el

componente A del virus RhGMCoV que amplifican un fragmento de 490 pb de
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RhGMCoV-A. La PCR se desarrollé con los DNA obtenidos en el primer ensayo
de inoculacion de las plantas de tomate (figura 4-4). Esta prueba se la realizé con
el objetivo de confirmar la validez del ensayo obtenidos con los oligos de

Umaharan (Umaharan, et al., 1998).

Figura 4-4. Deteccion especifica del componente B del begomovirus VeMV vy el

componente A del begomovirus RhnGMCoV por PCR en tomate.

Deteccidn especifica de VeMV Deteccidn especifica de RhGMCoV-A
vemv RhGMCoV

M1234 5678 910 (+)() M1234567 8910 {+{)

1000

750

_
250 '

Para la deteccion se disefiaron primers especificos para los componentes B de VeMV, y
A RhGMCoV (ver metodologia). Los fragmentos amplificados se visualizaron en geles de
agarosa al 0.8%. M, Marcador de peso GeneRuler TM 1kb DNA Lader (Fermentas); 1-
10, hojas sistémicas de tomate inoculadas; (+), control positivo PCR (DNA plasmidico
gue porta el componente B de VeMV, y DNA plasmidico que porta el componente A de
RhGMCoV); (-), control negativo PCR (agua). A, Se amplificé un fragmento de 320pb del
genoma B de VeMV empleando los cebadores AT19B-R1813 / AT19B-F1518. El
asterisco indica el fragmento de 320pb. B, Se amplificé un fragmento de 490pb del
genoma A de RhGMCoV empleando los cebadores AT35A-F159 / AT35A-R640. El
asterisco indica el fragmento de 490pb.

En la Figura 4-4, A se observa que todas las plantas inoculadas con VeMV
presentan amplificacion del componente B. En la figura 4-4, B se observa que
todas las plantas inoculadas con RhGMCoV presentan amplificacion del

componente A.
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4.3 Evaluacion de los virus del mosaico amarillo de
hybanthus (HybYMV), virus moteado de verbena
(VeMV), virus del mosaico dorado de croton
(CroGMV) y virus del mosaico dorado de rhynchosia
de Colombia (RhGMCoV) en tabaco (Nicotiana
tabacum var. xanthi) crecidas in vitro.

4.3.1 Infectividad de los virus CroGMV, HybYMV, VeMV vy
RhGMCoV aislados de arvenses inoculados en plantas de
tabaco (Nicotiana tabacum var. xanthi).

Adicional a la evaluacién en plantas de tomate, se analiz6 la capacidad de estos
cuatro begomovirus para infectar plantas de tabaco cultivadas in vitro. Los virus
CroGMV, HybYMV, VeMV y RhGMCoV fueron inoculados en plantas de tabaco y
se evalud la aparicion de sintomas 45 dias post- inoculacién (dpi.) bajo

condiciones de crecimiento controladas in vitro.



73

Figura 4-5: Evaluacidon de sintomas en plantas de tabaco inoculadas con
begomovirus y crecidas in vitro.

A, planta de tabaco inoculada con VeMV 45 dpi.; B, planta de tabaco inoculada con
CroGMV 45 dpi.; C, planta de tabaco inoculada con RhGMCoV 45 dpi.; D, planta de
tabaco inoculada con HybYMV 45 dpi.; E, planta de tabaco sin inocular (control negativo).
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No se observaron sintomas en el tiempo evaluado en las 6 plantas inoculadas. En
la figura 4-5 se observa el fenotipo observado en todas las plantas de tabaco
inoculado con los diferentes begomovirus, el cual es similar al observado en la

planta control sin inocular (Figura 4-5, E).

4.3.2 Replicaciéon y movimiento de los virus CroGMV, HybYMV,
VeMV y RhGMCoV aislados de arvenses inoculados en
plantas de tabaco (Nicotiana tabacum var. xanthi).

Para evaluar replicaciéon y movimiento de los virus CroGMV, HybYMV, VeMV y

RhGMCoV, se colectaron hojas nuevas (sistémicas) de plantas de tabaco

inoculadas con los cuatro begomovirus a los 45 dias post -inoculacion (dpi.) y se

detecto la presencia de cada virus por PCR.
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Figura 4-6: Evaluacion de replicacion de virus inoculados en tabaco por PCR

CroGMV RhGMCoV VeMV
M123456 (+)() M123456 (+)() M123456 (+()
1000 - 1000 -
750 - 750 | 2000 -
- < 500 750
A * il B o

250 - - ™ *

250
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750 W —
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i eese - * 300,

Se amplificd por PCR un fragmento de 400pb del genoma A empleando los cebadores
reportados por Umaharan et al. (1998). Gel de agarosa al 0.8%. M, marcador de peso
molecular Gene Ruler TM 1kb DNA Lader (Fermentas); 1-6, plantas de tabaco inoculadas
con 45 dias post -inoculacion (d.p.i.); (+), control positivo PCR (DNA plasmidico PYMV —
A); (-), control negativo PCR (agua). El asterisco indica el fragmento de 400pb
amplificado.

En la figura 4-6 se observa que las plantas de tabaco inoculadas con los virus
VeMV, CroGMV, RhGMCoV y HybYMV amplificaron el fragmento de 400pb
esperado para el genoma A begomoviral. No se detecta presencia del virus en las
plantas control sin inocular, lo cual indica que no hubo contaminacion externa de

las plantas de tabaco.

4.3.3 Deteccion especifica del virus moteado de verbena (VeMV),
el virus del mosaico dorado de croton (CroGMV) y el virus
del mosaico dorado de rhynchosia de Colombia (RhGMCoV)
en plantas de tabaco.

Se realizé PCR con el juego de oligos especificos desarrollados para la deteccion

del componente B del begomovirus VeMV, el juego de oligos especificos para la

deteccion A del begomovirus CroGMV vy el juego de oligos para la deteccion

especifica del componente A del begomovirus RhGMCoV.
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Figura 4-7: Deteccion especifica por PCR de los begomovirus VeMV, CrGMV y

RhGMCoV inoculados en tabaco.

A B

Deteccidn especifica de VeMV-B Deteccion especifica de CroGMV-A
VeMV CroGMV
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T —
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RhGMCoV
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1000
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Para la deteccion se disefiaron primers especificos para los componentes B de VeMV, y
A de CroGMV y RhGMCoV, respectivamente (ver metodologia). Los fragmentos
amplificados se visualizaron en geles de agarosa al 0.8%. M, Marcador de peso
GeneRuler TM 1kb DNA Lader (Fermentas); 1-6, hojas sistémicas de tabaco inoculadas;
(+), control positivo PCR (DNA plasmidico que porta el componente B de VeMV, y DNA
plasmidico que porta el componente A de CroGMV y RhGMCoV, respectivamente); (-),
control negativo PCR (agua). A, Se amplificé un fragmento de 320pb del genoma B de
VeMV empleando los cebadores AT19B-R1813 / AT19B-F1518. El asterisco indica el
fragmento de 320pb. B, Se amplificé un fragmento de 885pb del genoma A de CroGMV
empleando los cebadores AT20-FCP / AT20-RCP. El asterisco indica el fragmento de
885pb. C, Se amplificé un fragmento de 490pb del genoma A de RhGMCoV empleando
los cebadores AT35A-F159 / AT35A-R640. El asterisco indica el fragmento de 490pb.

En la Figura 4-7 se observa que todas las plantas inoculadas con VeMV, CroGMV
y RhGMCoV presentan amplificacion del fragmento esperado, obteniendo una

identificacion especifica de los virus que se estan evaluando.
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Con los resultados de PCR con primers especificos tanto en plantas de tomate
como tabaco se descarta que haya contaminacion con otro tipo de begomovirus,
diferentes a los evaluados, datos que junto con el obtenido para el control

negativo indican que no hubo contaminacion con vectores externos.

4.4 Andlisis y consolidado de datos obtenidos de
infeccion viral

En la Tabla 4-1, se observan los resultados consolidados obtenidos en los dos
ensayos de infeccion viral con los cuatro begomovirus aislados de arvenses. En el
primer ensayo, la variable infeccién viral presenté un 100% de presencia en los
cuatro virus analizados en tomate; mientras que en el segundo ensayo, el
CroGMV y RhGMCoV infectaron en un 90% en tomate, a diferencia del HybYMV
y el VeMV cuya infeccion fue de 100% en tomate. En tabaco el porcentaje de
infeccion fue del 100% en los cuatro virus estudiados. Sin embargo, la incidencia
y severidad de sintomas en los cuatro virus inoculados en tomate y tabaco se

mantuvo en la escala uno, es decir no se observaron sintomas.
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Tabla 4-1: Infectividad y replicacion de cuatro begomovirus inoculados mediante

biobalistica en plantas de tomate y tabaco.

Begomovirus Planta I nfectadas{\ :\el:IZ:(c)i:: . Sintc?njas
inoculadas (dias) (infectividad)

5/5 (PE) 18 N.P™"
VeMV S. lycopersicum 5/5 (PE) 45 N.P
(1SOE{“:}"? 45 N.P
5/5 (PE) 18 N.P
CroGMV | S. lycopersicum 5/5 (PE) 45 N.P
9 /10 (SE) 45 N.P
5/5 (PE) 18 N.P
RhGMCoV |S. lycopersicum | 5/5 (PE) 45 N.P
9 /10 (SE) 45 N.P
HybYMV | S. lycopersicum | 10 /10 (SE) 45 N.P
VeMV N. tabacum 6/6 45 N.P
CroGMV N. tabacum 6/6 45 N.P
RhGMCoV N. tabacum 6/6 45 N.P
HybYMV N. tabacum 6/6 45 N.P

A: Numero de plantas infectadas / niumero de plantas inoculadas. La infeccion se analizd
por PCR con el par de oligos universales para begomovirus MP82 y MP16 (Umaharan, et
al., 1998).

*PE: primer ensayo, en el que se evaluaron dos periodos de evaluacion a los 18 y 45 dpi.
** SE: segundo ensayo, en el que se evalud un periodo de evaluacién a los 45 dpi.

N.P: no present6 sintomas.

Se realizaron dos ensayos de manera independiente. La deteccion viral de

begomovirus inoculados se realizd6 por PCR en hojas joévenes nuevas

(sistémicas), diferentes a las inoculadas.

En el segundo ensayo de inoculacion realizado con los HybYMV, VeMV, CroGMV
y el RhGMCoV amplificados por RCA de la arvenses Hybanthus attenuatus,
Verbena sp., Croton hirtus y Rhynchonsia minima, respectivamente, en tomate y

tabaco, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para las
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diferentes arvenses en cuanto a infeccién y presencia de sintomas, pero si

existen diferencias significativas en relacion con el testigo negativo (tabla 4-2).

Tabla 4-2: Prueba de Tukey de la infectividad de begomovirus inoculados en
plantas de tomate en los dos ensayos.

Tabla de Tukey. % de infeccion

Tratamientos | Promedios | significancia*
HybYMV 100 Ja
VeMV 100 a
CroGMV 90 a
RhGMCoV 90 a
Control - 0 b

* cantidades seguidas por letras
iguales no difieren estadisticamente
entre si segun prueba de Tukey
(P:0,95)

El andlisis de varianza del % de infeccion viral en tomate obtenido en el primero y
segundo ensayo con los virus CroGMV, HybYMV, VeMV y RhGMCoV mostré que
no existen diferencias significativas al 95% de confiabilidad (Tabla 4-2), para las
variables porcentaje de infeccion y presencia de sintomas, pero si existen
diferencias significativas en relacion al testigo negativo para las dos variables

evaluadas.
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Tabla 4-3: Prueba de Tukey de la infectividad de begomovirus inoculados en
plantas de tabaco.

Tabla de Tukey. % de infeccion

Tratamientos | Promedios | significancia*
HybYMV 100 a
VeMV 100 a
CroGMV 100 a
RhGMCoV 100 a
PYMV (+) 100 a
Control - 0 b

* cantidades seguidas por letras
iguales no difieren estadisticamente
entre si segun prueba de Tukey
(P:0,95)

Al igual que en tomate, en la presencia de sintomas, no se encontré diferencias
significativas entre las plantas inoculadas con los aislados virales, ni con el testigo
negativo (plantas sin inocular), ya que no se evidenciaron sintomas. Sin embargo
aunque los porcentajes de infeccion viral entre los cuatro aislados fue igual
(100%), estos si se diferenciaron con el testigo negativo, debido a que no hubo
amplificacion por PCR.
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5. Discusion

Las arvenses estan ampliamente distribuidas en todo el mundo y tienen una alta
adaptabilidad al medio ambiente; afectan la cantidad y calidad de los cultivos, no
solo de manera directa al competir con las plantas cultivadas por agua, luz,
nutrientes y espacio; sino que ademds indirectamente, actuando como
hospederos alternativos de organismos dafinos, entre ellos los virus. Estas
plantas mantienen a los virus entre temporadas de cultivos y permiten una rapida

dispersion de la enfermedad como indculo primario viral (Castro, et al., 2013).

Estudios han demostrado que la diversidad de geminivirus es extremadamente
amplia y que las arvenses pueden albergar especies conocidas de virus de
importancia agricola, asi como especies de virus previamente no identificadas,
gue podrian afectar potencialmente a las plantas cultivadas en el futuro (Mubin et
al., 2012). Estudios realizados de deteccion begomoviral en arvenses confirma
gue estas son reservorios de begomovirus y hospederos alternativos para la
supervivencia de los virus en ausencia de los cultivos principales (Barreto, et al.,
2013).

En este trabajo los virus del mosaico amarillo de hybanthus (HybYMV), virus
moteado de verbena (VeMV), virus del mosaico dorado de croton (CroGMV) vy el
virus del mosaico dorado de rhynchosia de Colombia (RhGMCoV) aislados de
arvenses fueron trasmitidos con éxito a plantas de tomate y tabaco, como se
puede observar en las imagenes 4-3 y 4-6 de evaluacion de replicacion de
begomovirus inoculados en tomate y tabaco, dejando en evidencia que
begomovirus caracterizados de arvenses tiene la capacidad de infectar plantas de
una familia distinta a la de su hospedero natural; hecho que se puede corroborar
con estudios realizados con el virus del mosaico de euphorbia (EuMV), el cual
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puede infectar plantas de las familias Euphorbiaceae, Solanidceae y Fabéaceae
(Hernandez, et al., 2010).

Con los resultados obtenidos en la evaluacion de replicacion de begomovirus
inoculados en tomate y tabaco por PCR como se observa en las imagenes 4-3 y
4-6 respectivamente, se observa que estos virus amplificados por RCA de
arvenses, son capaces de replicarse en células iniciales de tomate y tabaco, y
moverse a hojas nuevas, demostrando el papel importante que cumplen las
arvenses como reservorios de begomovirus, los cuales pueden emerger como
enfermedades hacia cultivos de importancia. Estudios realizados por Rocha et al.
(2013) se evaluaron poblaciones de begomovirus que infectan tomate y
huéspedes no cultivados de Brasil. Los autores plantean que el aumento
begomovirus infectando cultivos de tomate en Brasil fueron transferidos de
huéspedes no cultivados a tomates después de la introduccion y diseminacion del
biotipo B de B. tabaci, mediante un proceso de adaptacion luego de ser

transmitidos a cultivos de tomate.

Se detectaron begomovius aislados de arvenses en plantas de tomate y tabaco,
mediante pruebas de inoculacién y analisis molecular por PCR como se observa
en las imagenes 4-3 y 4-6, obteniendo comportamientos de tomate y tabaco como
hospederos no adaptados de los virus HybYMV, VeMV, CroGMV y RhGMCoV.
Se han realizado estudios experimentales de hospederos no adaptados para
geminivirus, por ejemplo, el virus de la hoja rizada de la calabaza (SqLCV) en
frijol (Lazarowitz, 1991), el virus del mosaico enano del frijol (BDMV) y el virus del
mosaico dorado de frijol (BGMV) en soya (Gilbertson, et al., 1991), virus del
mosaico dorado del tomate (TGMV) en frijol y el BGMV en tabaco (Petty, et al.,
1995).

En la presente investigacion, al realizar inoculaciones mediante biobalistica de los
virus HybYMV, VeMV, CroGMV vy el virus RhGMCoV en plantas de tomate y
tabaco, las plantas evaluadas no presentaron sintomas tal y como se observa en

las imagenes 4-2 y 4-5 respectivamente, resultados similares obtuvieron
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Hernandez et al. (2007) al evaluar la capacidad de infeccion del virus del mosaico
de la euphorbia (EuMV), un begomovirus aislado de Euphorbia heterophylla,
mediante su inoculacion por biobalistica en plantas de Cucurbita maxima,
Gossypium hirsutum y Malva parviflora, en los cuales no observaron sintomas de
la enfermedad; asi mismo estudios realizados por Jovel y Ruiz, (2003) obtuvieron
que plantas de pimenton (Capsicun annuum) inoculadas con el virus
costarricense del mosaico dorado de sida (SiIGMCRV) mediante biobalistica, no
desarrollaron sintomas, sin embargo, las plantas si resultaron infectadas con el
virus; del mismo modo trabajos realizados por Lopez et al. (2013) con
inoculaciones del PYMV en plantas de tabaco variedad xanthi mediante
biobalistica, obtuvieron resultados similares, en los cuales las plantas analizadas

no presentaron sintomas.

Los cultivos se exponen a menudo a una combinacion de condiciones
ambientales extremas y al ataque de patdgenos en los que se encuentran las

infecciones virales, perjudicando la productividad de los cultivos.

Durante el desarrollo de esta investigacion se presentaron temperaturas que
oscilaron entre los 30°C a 35°C, que puede ser una de las causas por que las
plantas de tomate mantenidas en invernadero no presentaron sintomas, tal y
como mencionan Gorovits y Czosnek, (2007), que la mayoria de los efectos de la
temperatura se relacionan sobre los sintomas mostrados por las plantas
infectadas sistémicamente, y lo mas comun es la reduccion de la gravedad o la
desaparicion de los sintomas a medida que se aumenta la temperatura. Estudios
realizados por Anfoka et al. (2016), comprobaron las afrmaciones hehas por
Gorovits y Czosnek, (2007), al inocular plantas de tomate con el virus de la hoja
amarilla del tomate (TYLCV) las cuales fueron sometidas a altas temperaturas y
no presentaron sintomas, lo contrario ocurrié en plantas que fueron expuestas a

temperaturas bajas y si presentaron sintomas (Anfoka, et al., 2016).

Las interacciones planta-patégeno se ven afectadas por factores ambientales,

gue varia ampliamente tanto con diferentes virus como con diferentes plantas
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huésped, tal es el caso de los ensayos de inoculacion realizados en tabaco las
cuales fueron mantenidas en cuarto de crecimiento a una temperatura de 24°C;
estudios realizados acerca de los efectos de la temperatura en plantas de tabaco,
indican que los sintomas se disminuyen a temperaturas que se encuentran entre
los 21°C a 27°C (Del Toro, et al., 2015).

El efecto de las temperaturas altas puede ser otro factor que explique por qué las
plantas de tomate y tabaco no presentaron sintomas, ya que como se menciona
anteriormente este es un factor que puede conducir a sintomas débiles o su
ausencia. La base molecular del efecto de la temperatura en la ausencia de
sintomas causada por virus esta siendo investigada, pero podria estar
relacionada con el aumento de las actividades biologicas de las plantas a altas
temperaturas, contrarrestando las actividades implicadas en que algunos
componentes virales sean eficientes a altas temperaturas (Chellappan, et al.,
2005).

Los hospederos naturales de los virus analizados en este estudio son las
arvenses, los cuales fueron transmitidos experimentalmente a plantas de tomate y
tabaco mediante biobalistica y teniendo en cuenta a Dawson y Hilf, (1992),
qguienes definen a los hospederos de un virus como un organismo en el que el
virus puede replicarse y propagarse sistematicamente; y a la vez las plantas
huésped se pueden dividir en hospederos naturales, que corresponden aquellos
gue estan infectados con un virus en entornos naturales o en situaciones
agricolas, y los hospederos experimentales, que generalmente estan infectados
bajo condiciones de laboratorio; se pueden clasificar a las plantas de tomate y

tabaco como hospederos experimentales.

Las plantas de tomate y tabaco permitieron la replicacion eficiente de los virus
HybYMV, VeMV, CohGM y RhGMCoV hecho que se puede observar con los
resultados obtenidos en la PCR (Imagen 4-3 y 4-6), pero no presentaron sintomas
tal y como lo demuestra la tabla 4-1; las plantas de tomate y tabaco se las puede

tener en cuenta como hospederos no adaptados a estos virus, este hecho es
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comparable con los estudios realizados por Hou, et al. (1998) quienes enuncian
gue los hospederos naturales pueden subdividirse, en hospederos adaptados en
los cuales un virus se puede replicar eficientemente e inducir sintomas y
hospederos no adaptados que se caracterizan a menudo por presentar bajas

tasas de infeccidon y leves o ningun sintoma.

Los resultados conducen a entender que los virus HybYMV, VeMV, CohGM vy
RhGMCoV se encuentran en la primera fase de la emergencia de enfermedades
virales en plantas, que segun Elena et al. (2011), el virus debe saltar desde un
huésped reservorio (arvense) hasta el nuevo huésped (tomate y tabaco) dejando
en evidencia el potencial de los huéspedes silvestres como reservorios y el

potencial de los virus que los infectan, para saltar a otros huéspedes.

También hay que tener en cuenta que las infecciones en hospederos no
adaptados pueden proporcionar otras fuentes de indculo, particularmente en
ausencia de los hospederos adaptados, o derivar en infecciones mixtas con otros
geminivirus, lo cual puede favorecer la evolucion por medio de

pseudorecombinaciones o recombinaciones.

La infeccion latente del virus, es otro factor que podria explicar la deteccién de los
virus HybYMV, VeMV, CroGMV y RhGMCoV, en plantas de tomate y tabaco sin
sintomas. Segun Fargette et al. (1996) quienes trabajaron en el virus del mosaico
de la mandioca (CMV), encontraron que algunos cultivares de yuca pudieron
coexistir con el virus sin mostrar sintomas, un escenario similar podria estar

ocurriendo con estos virus.

El principal objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad de infeccion de
begomovirus aislado de arveneses a cultivos de importancia agricola. Se
demostré que las arvenses Verbena sp., Hybanthus attenuatus, Croton hirtus y
Rhynchosia minima pueden actuar como fuente virus, mediante la inoculacion de
begomovirus aislados de arvenses en plantas de tomate y tabaco; y su posterior

deteccién por PCR.
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En la naturaleza, las infecciones de begomovirus son comunes en arvenses y
plantas cultivadas, con base en este estudio y con los resultados obtenidos en las
tablas 4-2 y 4-3, los 4 virus analizados se comportan igual en las plantas de
tomate y tabaco, permitiendo en sus estados iniciales de crecimiento la
replicacion y movimiento de los virus, sin embargo las plantas inoculadas no
presentaron sintomas que demuestra la complejidad de los mecanismos de
adaptacion a nuevos huéspedes, y la necesidad de analizar los diferentes

componentes involucrados en la eficacia biologica de estos virus.

Se debe tener en cuenta que las infecciones de virus en arvenses y cultivos
agricolas se llevan a cabo por medio de la interaccion de las proteinas virales con
las proteinas y procesos de la planta, en algunos casos, la infeccién por virus
puede no tener ningun efecto patoldgico aparente, pero en muchos casos causan
los fenotipos sintomaticos de la enfermedad. Estos fenotipos patoldgicos son el
resultado de la interferencia para una cantidad sustancial de recursos del
huésped, que pueden alterar la fisiologia del huésped para causar la enfermedad.
Esta interferencia afecta a un nimero de genes, que parece ser mayor cuanto
mas severos son los sintomas que causan. Los genes inducidos o reprimidos
pertenecen a una amplia gama de procesos celulares, como la regulacién
hormonal, el control del ciclo celular y el transporte enddégeno de macromoléculas,

entre otros (Pallas y Garcia, 2011).

La interaccion de los geminivirus con las diferentes hormonas de las plantas da
como resultado un incremento o reduccion en la severidad de los sintomas, asi
como en la acumulacién del virus (Bari y Jones, 2009). Para que esta interaccion
sea eficiente, debe ocurrir un proceso de coadaptacion, en el cual el virus sea
capaz de alterar el balance hormonal y poderlo utilizar para favorecer los
procesos de infeccion y la aparicion de sintomas. Las infecciones virales
interrumpen muchos procesos, lo que resulta en cambios temporales en la
sefalizacion y respuestas de hormonas. Estos cambios son grandes y requieren

aclarar y comprender la interaccion
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Es necesario realizar estudios que ayuden a comprender como los factores
ambientales, el lugar y la forma de la entrada del virus, la fenologia de las plantas
y la adaptacion evolutiva tanto del virus como del huésped, influyen en la forma

en que se desarrolla el proceso patoldogico.

Este trabajo es pionero en Colombia al intentar analizar las posibles interacciones
gue los geminivirus aislados de arvenses pueden plantear con potenciales
hospederos cultivables tales como tomate y tabaco, convirtiéndose en un riesgo

latente para la agricultura.






CONCLUSIONES

Este es el primer trabajo que evalla el potencial infectivo en plantulas de tomate y
tabaco que tienen los begomovirus: Virus del mosaico amarillo de hybanthus
(HybYMV), Virus moteado de verbena (VeMV), Virus del mosaico dorado de
croton (CroGMV) y Virus del mosaico dorado de rhynchosia de Colombia
(RhGMCoV).

Los begomovirus HybYMV, VeMV, CroGMV y RhGMCoV son capaces de
replicarse en tomate y tabaco.

Los begomovirus HybYMV, VeMV, CroGMV y RhGMCoV son capaces de

moverse de las hojas inoculadas a hojas sistémicas nuevas.

Las plantas de tomate y tabaco al no evidenciar sintomas, pero si presentar virus,
se convierten en fuente de inoculo de estos begomovirus, ya que la mosca blanca
puede llegar a alimentarse de estas plantas y llevar estos virus a cultivos

aledanos.

En este trabajo, se amplia el rango de hospederos experimentales del Virus
moteado de verbena (VeMV), Virus del mosaico dorado de crotéon (CroGMV) vy el
Virus del mosaico dorado de rhynchosia de Colombia (RhGMCoV), en cultivos de

importancia agricola como el tomate y el tabaco.






7. Anexos:

Anexo A. Analisis de varianza, tomate primer ensayo

Fuente de

Grados de | Suma de | Cuadrado F F N .
variacion libertad | cuadrados medio Calculado | Tabulado Significancia
Tratamientos 5 80000 16000 54 2,37 | ***
Error 54 16000 296,29
Total 59 96000
Anexo B Analisis de varianza, tomate segundo ensayo
Fuente de | Grados de | Suma de | Cuadrado F F Significanci
variacion libertad | cuadrados medio Calculado | Tabulado a
Tratamiento
S 5| 83333,34 16666,7 925927 2,37 | ***
Error 54 1 0,018
Total 59| 83334,34
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