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RESUMEN

Los Begomovirus son virus que pertenecen a la familia Geminiviridae, se caracterizan por
infectar plantas dicotiledéneas y ser transmitidos por mosca blanca (Bemisia tabaci, biotipo B).
El genoma esta constituido por una o dos moléculas circulares de ADN de cadena sencilla,
cuyos genes estan asociados con procesos de replicacion, transcripcion, encapsidaciéon y
movimiento. Los Begomovirus son considerados virus emergentes debido al aumento en la
incidencia y severidad en las enfermedades causadas en diferentes cultivos en areas
tropicales y subtropicales del mundo. En América Latina se ha reportado el surgimiento de
nuevos Begomovirus que afectan diferentes cultivos, generando pérdidas econdmicas para los
agricultores. Con base en lo anterior, la presente investigacién trazo los siguientes objetivos:
identificar y caracterizar Begomovirus que afectan tomate Solanum lycopersicum L. en zonas
productoras de la region Andina de Colombia por métodos moleculares; conocer la diversidad
genética de los Begomovirus identificados en las diferentes muestras a través del andlisis
bioinformatico; adquirir la secuencia de nucleétidos del componente A y el componente B de
los principales Begomovirus identificados, y construir clones infectivos con begomovirus
identificados en el Valle del Cauca y calcular la eficiencia de los clones infectivos por medio de
inoculacién por biobalistica en plantas de tabaco Nicotiana tabacum y tomate comercial
Solanum lycopersicum L. Para cumplir con estos objetivos, se recolectaron en campo abierto e
invernadero muestras de tejido vegetal (hojas) de plantas de tomate que presentaron sintomas
tipicos de la enfermedad causada por Begomovirus en los departamentos de Boyaca,
Cundinamarca, Antioquia, Valle del Cauca y Santander. Una vez realizada la colecta los
materiales fueron usados para la extraccién del ADN total el cual fue utilizado para determinar
la presencia de Begomovirus por medio de la técnica de hibridacion de acidos nucleicos tipo
Dot blot y por PCR. Los productos de PCR asociados al componente A y B, fueron clonados y
secuenciados; en total se obtuvieron 10 clones asociados al componente A y 9 clones
asociados al componente B, los cuales permitieron determinar la presencia de tres entidades
virales asociados al Virus del mosaico amarillo de la papa (PYMV). A continuacion se
obtuvieron los genomas begomovirales completos a partir de muestras de tomate colectadas
en los departamentos del Valle del Cauca, Cundinamarca y Santander, empleando el modelo
de replicaciéon en circulo rodante. Ambos componentes virales (DNA A y DNA B) fueron
clonados y secuenciados de forma parcial; en total se obtuvieron 30 genomas completos
clonados: 12 asociados al componente A y 18 asociados al componente B. Dos clones
(componente A y B) aislados en la localidad de Tulua fueron secuenciados en su totalidad y
las secuencias completas fueron depositadas en la base de datos GenBank del NCBI como
PYMV [Colombia] componente A y como PYMV [Colombia] componente B. Estas secuencias
fueron la base para la construcciéon de los clones infecciosos, los cuales fueron empleados en
los ensayos de inoculacion por biobalistica en plantas de tabaco y tomate. La deteccion del
Begomovirus en los materiales inoculados se realiz6 por PCR una vez se observé la presencia
de sintomas caracteristica de la enfermedad viral. Por medio de esta metodologia se
obtuvieron eficiencias de infeccion entre el 44 y 87,5%. Los resultados obtenidos en este
proyecto de investigacion son un aporte valioso en la busqueda de fuentes de resistencia a
Begomovirus endémicos colombianos en los bancos de germoplasma de tomate silvestre de
la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira.

Palabras claves: Begomovirus, Solanum lycopersicum L, dot blot, PCR,
biobalistica.



ABSTRACT

Begomovirus (family Geminiviridae), are characterized by infecting dicotyledonous
plants and are transmitted by the whitefly (Bemisia tabaci biotype B). It's genome
consists of one or two circular molecules of single-stranded DNA, whose genes are
associated with replication, transcription, encapsidation and movement processes.
Begomovirus are considered emerging viruses due to increased incidence and
severity in diseases reported in different cultures in tropical and subtropical areas
of the world. In Latin America there has been reported the emergence of new
Begomovirus, affecting different cultures, and causing economic losses for
farmers. Based on the above, the current study aims to identify and analyze the
genetic diversity of endemic Begomovirus in Colombia by molecular methods; to
know genetic diversity of Begomovirus in the different samples identified through
bioinformatic analysis; to acquire the nucleotide sequence of component A and
component B of the main Begomovirus, and to construct infectious clones with
begomoviruses identified in Valle del Cauca and to calculate the efficiency of
infectious clones by biolistic inoculation in tobacco and tomato plants. To carry out
these objectives, samples of plant tissue (leaves) of tomato plants were collected
in the open field and greenhouse, exhibiting typical symptoms of Begomovirus
disease in the departments of Boyaca, Cundinamarca, Antioquia, Valle del Cauca
and Santander. Following the collection, these materials were used for the
extraction of total DNA, this one was used to determine the presence of
Begomovirus through nucleic acid hybridization technique Dot blot and PCR. The
PCR products associated with the DNA A and B, they were cloned and sequenced,
in total 10 clones were obtained associated with the component A and 9 clones
associated with the component B, these clones allowed to determine the presence
of three viral entities associated to Potato yellow mosaic virus-PYMV. These
results allowed the attention of the complete viral genome in tomato samples
collected in the departments of Valle del Cauca, Cundinamarca and Santander.
Using the model rolling circle amplification (RCA), both viral components (A and B)
were cloned and partially sequenced, in total 30 complete genomes were obtained,
12 associated with the DNA A and 18 associated with the DNA B. Two of this
clones (component A and B) isolated in the city of Tulud were sequenced
completely; the total sequences were deposited in the Genbank data base NCBI
as PYMV [Colombia] Component A and as PYMV [Colombia] Component B. These
sequences were the basis for the construction of infectious clones which were
used in trial for biolistic inoculation in tomato and tobacco plants; Begomovirus
detection in the inoculated material was performed by PCR. When we observed
characteristic symptoms of viral disease; the biolistic inoculation trials allowed
provided efficiencies between 44 and 87.5%. The results obtained in this research
are a valuable contribution in the search for sources of resistance in Colombian
endemics Begomovirus in tomato germplasm in the National University of
Colombia, Palmira.

Key words. Begomovirus, Solanum lycopersicum L, dot blot, PCR, biobalistic.



1. INTRODUCCION.

El tomate Solanum lycopersicum L. es una hortaliza de gran importancia en
Colombia y el mundo. Constituye el 30 % de la produccién horticola mundial, con
aproximadamente 4.6 millones de hectareas sembradas y 126.246.000 toneladas
de frutos cosechados en el afno 2007. Los paises de mayor produccion en
Sudamérica son en su orden Brasil, Chile, Argentina y Colombia. Durante el
periodo comprendido entre 1990 y 2007, la produccién colombiana de tomate pasé
de 505.005 toneladas (en 23.400 ha) a 390.000 toneladas (en 15.000 ha), con una
reducciéon de 115.005 toneladas (FAOSTAT, 2007).

El cultivo de tomate es afectado por enfermedades causadas por bacterias,
hongos y virus (Vallejo, 1999; Jones & Jiménez. 2001). Entre los virus que atacan
el cultivo de tomate a nivel mundial estan el virus del mosaico del tabaco (Tobacco
mosaic virus - TMV), el virus del mosaico del Tomate (Tomato Mosaic Virus -
ToMV), el virus del rizado amarillo del tomate (Tomato Yellow Leaf. Curl Virus -
TYLCV), el virus del bronceado del tomate (Tomato spotted wilt virus - TSWV), el
virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus - CMV), el virus Y de la papa
(Potato Virus Y - PVY), el virus del enanismo ramificado del tomate (Tomato bushy
stunt virus - TBSV) entre otros (Jones & Jiménez. 2001). De acuerdo al Comité
Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) la familia Geminiviridae actualmente
consta de 218 especies, las cuales se caracterizan por causar grandes pérdidas
econ6micas. Los Geminivirus se clasifican en cuatro géneros, Mastrevirus,
Curtovirus, Topocuvirus y Begomovirus, de acuerdo a su organizacion genomica,
hospederos que atacan e insectos vectores (Van Regenmortel, 2003; Fauquet et
al., 2008). Los tres primeros géneros poseen genomas monopartitas, mientras que
los virus del género Begomovirus tienen genomas bipartitas en la mayoria de los
casos.

Los Begomovirus, fueron reconocidos en 1978 como miembros de la familia
Gemiviridae, predominan en zonas tropicales y subtropicales del mundo (Van
Regenmortel, 2003), presentan como plantas hospederas las dicotiledéneas, los
cultivos anuales y las malezas (Morales & Anderson, 2001). Las especies de
plantas hospederas de estos virus pertenecen en su mayoria a las familias
Malvaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae y Solanaceae (Morales & Anderson, 2001).
Se han demostrado casos en que los Begomovirus provenientes de malezas
pueden ser transmitidos a especies cultivadas a través del vector biolégico mosca
blanca (Bemisia tabaci biotipo B) (Morales & Anderson, 2001). Este insecto se
caracteriza porque su habito alimenticio es polifago, ya que los reportes realizados
muestran que la mosca blanca (Bemisia tabaci biotipo B) se alimenta de mas de
500 especies diferentes de plantas (Hilje, 2003; Cardona, 1997).

Los sintomas tipicos de la enfermedad causada por Geminivirus son mosaicos
amarillos brillantes, moteados amarillos, epinastias, clorosis foliar marginal,

17



abultamientos foliares, reduccién del area foliar, enanismo, retraso del crecimiento,
reduccion en tamano de los frutos hasta la abscision floral en casos extremos
(Rojas et al., 2005). Los viriones son geminados (de ahi su nombre) y consisten en
dos icosaedros de 20 x 30 nm fusionados por una de sus caras; contienen ADN
circular cadena sencilla de 2.6 — 2.7 kilobases (Kb) en genomas monopartitas y de
5.2 — 5.4 Kb en genomas bipartitas (Andrade et al, 2006; Rojas et al., 2005,
Ascencio-lbanez et al., 2000).

De acuerdo a Morales & Anderson en el 2001, América Latina se encuentra
afectada por el surgimiento de nuevos Geminivirus que infectan un numero
elevado de cultivos, desencadenando pérdidas en las cosechas y areas agricolas
devastadas. En Colombia, se ha reportado una disminucién en la produccion del
cultivo de tomate, lo cual puede estar relacionado con la aparicion de nuevas
enfermedades virales, en especial aquellas causadas por virus del género
Begomovirus (Morales et al., 2002).

Teniendo en cuenta los reportes realizados acerca de la disminucion en la
producciéon del cultivo de tomate en Colombia (Morales et al, 2002), esta
investigacién tuvo como objetivo principal identificar y caracterizar a nivel
molecular virus del género Begomovirus que afectan tomate Solanum
lycopersicum L. en zonas productoras de la region Andina de Colombia. Para
lograr este objetivo primero se realizé una identificacién y analisis de la diversidad
genética de los Begomovirus bipartitas que afectan actualmente tomate en
Colombia; a continuacién se obtuvo el genoma viral completo de Begomovirus
endémicos colombianos y se secuencio el genoma completo del Begomovirus
colombiano Virus del mosaico amarrillo de la papa (PYMV-Col); finalmente, se
desarroll6 una metodologia molecular que permitié sintetizar clones infectivos de
PYMV-Col, los cuales fueron empleados para estandarizar la técnica de
biobalistica y evaluar los sintomas virales en plantas de tabaco Nicotiana tabacum
y tomate comercial Solanum lycopersicum L., con la finalidad de ser empleados
para la busqueda de resistencia a PYMV-Col en bancos de germoplasma de
tomate.

Esta investigacién hace parte del proyecto: DESARROLLO DE NUEVAS
ESTRATEGIAS DE MANEJO DE VIRUS TRANSMITIDOS POR MOSCA BLANCA
Bemisia tabaci QUE AFECTAN CULTIVOS DE TOMATE Solanum Lycopersicum
EN LA REGION ANDINA DE COLOMBIA, financiado por el Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural, liderado por Juan Carlos Vaca Vaca Msc-PhD.
(Cddigo del proyecto: 2008N6396-3460).
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2. JUSTIFICACION.

El tomate Solanum lycopersicum L. es una hortaliza de gran importancia en
Colombia y el mundo. Constituye el 30 % de la produccién horticola mundial, con
aproximadamente 4.6 millones de hectareas sembradas y 126.246.000 toneladas
de frutos cosechados en el afno 2007. Los paises de mayor produccion en
Sudamérica son en su orden Brasil, Chile, Argentina y Colombia. Durante el
periodo comprendido entre 1990 y 2007, la produccién colombiana de tomate pas6
de 505.005 toneladas (en 23.400 ha) a 390.000 toneladas (en 15.000 ha), con una
reducciéon de 115.005 toneladas (FAOSTAT, 2007). Una de las causas principales
de la disminucién en la produccion del cultivo de tomate es la aparicién de nuevas
enfermedades virales en el pais, en especial aquellas causadas por virus del
género Begomovirus (Morales et al., 2002) caracterizados por ser el grupo mas
destructivo de virus que infectan plantas dicotileddneas en regiones tropicales y
subtropicales en el mundo (Seal et al., 2006).

El cultivo de tomate es atacado por enfermedades causadas por bacterias, hongos
y virus (Vallejo, 1999; Jones & Jiménez, 2001). Una familia de virus muy
representativa debido las perdidas econdmicas que causan en los cultivos
agricolas es la Geminiviridae, la cual esta conformada por cuatro géneros
(Mastrevirus, Curtovirus, Begomovirus y Topocuvirus), de estos el mas
representativo son los Begomovirus; en Colombia es posible que los virus de este
genero hayan existido por mas de un siglo, sélo siendo registrados hasta 1970
cuando se diagnostico en frijol la primera enfermedad causada por éstos
patdgenos (Morales et al., 2002). A partir de ese afio existe un registro historico de
brotes de Begomovirus afectando diversos cultivos en diversas zonas del pais:
brotes en cultivos de melén y badea fueron detectados en el norte de Colombia
(Atlantico y Cérdoba); en tabaco en el sur occidente del pais (Huila) y en cultivos
de frijol y de soya en el Occidente de Colombia (Valle del Cauca) (Morales et al.,
2000). Dos arnos después se identificaron parcialmente dos Begomovirus en
cultivos de tomate con una incidencia estimada mayor al 80%: el Virus del
mosaico amarillo del tomate (ToYMV), el cudl habia sido descrito por primera vez
en Venezuela y un posible nuevo Begomovirus cuyo nombre tentativo fue el Virus
del mosaico suave del tomate, identificados en variedades e hibridos de tomate en
los departamentos de el Valle del Cauca y Cundinamarca, los autores destacan
este suceso al afirmar que la emergencia de Begomovirus capaces de infectar
tomate en Colombia es de gran importancia econdmica, dado el gran potencial
patogénico de estos virus y la falta de variedades o hibridos resistentes en
América Latina (Morales et al., 2002).

Con base en lo anterior, la identificacion, caracterizacién molecular y sintesis de
clones infecciosos de virus pertenecientes al género Begomovirus que infectan el
cultivo de tomate en zonas productoras de la regién Andina Colombiana
contribuira a desarrollar programas de Mejoramiento Genético orientados a buscar

19



fuentes de resistencia a Begomovirus bipartitas endémicos de Colombia, ya que
una estrategia de control de virus en plantas, es el uso de materiales de tomate

resistentes, los cuales se obtienen mediante la evaluacion de bancos de
germoplasma.
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3.1.

3.2.

3. OBJETIVOS.

Objetivo General.

Identificar y caracterizar a nivel molecular virus del género Begomovirus que
afectan tomate Solanum lycopersicum L. en zonas productoras de la region
Andina de Colombia.

Objetivos Especificos.

Identificar y caracterizar Begomovirus que afectan tomate Solanum
lycopersicum L. en zonas productoras de la region Andina de Colombia por
métodos moleculares.

Identificar la diversidad genética de los Begomovirus en las diferentes
muestras a través del analisis bioinformatico.

Sintetizar y secuenciar el genoma del componente A y el componente B de
los principales Begomovirus identificados.

Sintetizar clones infectivos (dimeros) con begomovirus identificados en el
Valle del Cauca

Calcular la eficiencia de los clones infecciosos por inoculacion por

biobalistica en plantas de tabaco Nicotiana tabacum y tomate comercial
Solanum lycopersicum L.
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4. MARCO TEORICO.

4.1. Importancia del cultivo de tomate.

El tomate Solanum lycopersicum L. es una hortaliza de gran importante en
Colombia y el mundo (FAOSTAT, 2007), China es el mayor productor de tomate
del mundo produciendo aproximadamente 30 millones de toneladas al afo, pero
es el pais donde se presenta menores rendimientos en cuanto a la productividad
(24t/ha). Por el contrario Holanda es el pais que ha reportado mayores
rendimientos en la produccion (74t/ha), a la vez es el segundo pais que mas
produce la hortaliza (12 millones de toneladas al afo). Los paises de mayor
produccién en Sudamérica son en su orden Brasil, Chile, Argentina y Colombia
(FAOSTAT, 2007). En Colombia, a pesar de que la produccion de tomate se ha
expandido a casi todos los departamentos del pais, las areas sembradas en
tomate parecen haber disminuido en los Udltimos afos y las tendencias de
produccién son variables. Durante el periodo comprendido entre 1990 y 2007, la
producciéon colombiana de tomate pasd de 505.005 toneladas (en 23.400 ha) a
390.000 toneladas (en 15.000 ha), con una reduccion de 115.005 toneladas en la
produccion (FAOSTAT, 2007). Segun lo reportado por Morales et al., (2002) una
de las causas principales de la disminuciéon en la produccion del cultivo es la
aparicion de nuevas enfermedades virales en el pais, en especial aquellas
causadas por virus del género Begomovirus.

4.2. Plagas y enfermedades en el cultivo de tomate.

El cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L) es susceptible a un gran nimero de
enfermedades que causan perdidas en la produccion al disminuir la calidad y la
cantidad de frutos, las infecciones causadas por virus pueden ser el factor mas
limitante en la produccién de la hortaliza debido a las dificultades para controlar
este problema (Hanssen et al., 2010; Morales et al., 2002; Jones et al., 1991).

Los virus son parasitos intracelulares obligados. Estos poseen genomas pequenos
constituidos por ARN o ADN de cadena sencilla o cadena doble, ingresan a las
plantas a través de heridas mecdanicas o vectores bioldgicos tales como insectos,
acaros, nematodos asi como también algunos hongos provenientes del suelo
(Agrios, 2004; Jeger, 2009). Cuando el geminivirus ingresa a la célula hospedera
desencapsida, posteriormente, el material genético ingresa al nucleo, una vez alli
se replica y se transcribe, estos procesos requieren energia y proteinas las cuales
provienen de la célula hospedera (Vega & Rivera, 2001).
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Se han reportado aproximadamente 136 virus que pueden infectar este cultivo
tales como: el Virus del mosaico del tabaco (TMV); el Virus del mosaico del
Tomate (ToMV); el Virus del bronceado del tomate (TSWV); el Virus del mosaico
del pepino (CMV); el Virus Y de la patata (PVY); el Virus del enanismo ramificado
del tomate (TBSV) y el Virus del rizado amarillo del tomate (TYLCV) ( Hanssen et
al., 2010; Jones & Jiménez 2001), este ultimo ha sido objeto de estudio a nivel
mundial debido al alto impacto que ha tenido en causar dafos irreversibles en este
cultivo (Kim et al., 2011).

En Colombia, las investigaciones sobre enfermedades virales que afectan el
cultivo de tomate han sido realizadas por medio de técnicas microscépicas,
serolégicas y/o moleculares, identificando a la fecha virus pertenecientes a los
géneros: Begomovirus, (Tomato yellow mosaic virus —ToYMV), Tobamovirus
(Tobacco mosaic virus -TMV y/o Tomato mosaic virus —ToMV), Cucumovirus
(Cucumber mosaic virus-CMV), Tospovirus (Tomato spotted wilt virus —TSWV,
Impatients necrotic spot virus -INSV), Crinivirus (Potato yellow vein virus -PYVV),
Potyvirus (Pepper deforming mosaic virus -PepDMV ) y Nepovirus, (Tobacco
ringspot virus -TRSV) (Tamayo et al., 2005; Tamayo Jaramillo, 2006; Morales et
al., 2009)

4.3. Naturaleza biolégica de los Geminivirus.

Los Geminivirus son virus encontrados en plantas de importancia econémica,
fueron descritos por primera vez en 1977 (Harrison et al., 1977) su nombre esta
relacionado con la estructura gemela o geminada que presentan las particulas
virales vistas al microscopio electronico (Lazarowitz, 1992), se caracterizan por
poseer una capside icosahédrica geminada de alrededor de 220 x 380 A (Zhang et
al., 2001), su composicién genémica consiste en una o dos moléculas de ADN
circular de cadena sencilla (monopartita o bipartita respectivamente) de 2.5-3.0 kp
de tamano cada uno (Lazarowitz, 1992; Gutiérrez, 2004; Rojas et al., 2005).

4.4. Clasificaciéon de la familia Geminiviridae.

Los Geminivirus pertenecen a la familia Geminiviridae, esta ha sido dividida en
cuatro géneros con base en tres criterios, rango de hospederos, insecto vector y
organizacién gendémica (Van Regenmortel. 2003; Fauquet et al., 2003) (Tabla 1).
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Tabla 1. Clasificacion de los miembros de la familia Geminiviridae.

Género Organizacion  Principales Plantas Insecto Virus modelo Especies
Gendmica Huésped. Vector identificadas
I. Mastrevirus 1 componente Monocotiledéneas Cicadelidos Virus del 14
(Monopartita) Estriado del Maiz
(MSV)
IIl. Curtovirus 1 componente Dicotiledéneas Cicadelidos Virus del 7
(Monopartita) Encrespado  del

Betabel (BCTV)

1. 1 componente Dicotiledéneas Membracidos Virus del pseudo- 1
Topocuvirus  (Monopartita) rizado del tomate
(TPCTV)
V. 1 6 2 Dicotiledéneas Mosca Blanca Virus del 196
Begomovirus componentes Mosaico Dorado
(Monopartita del Frijol (BGMV)
0 Bipartita)

4.5. Organizaciéon genémica de los Begomovirus.

Los miembros del género Begomovirus se caracterizan por tener uno o dos
componentes de ADN circular cadena sencilla, su tamarno varia entre 2.5 a 3.0 kb
(Rojas et al., 2005; Seal et al., 2006; Jeske, 2009). Los Begomovirus bipartitas
(Figura 1, Tabla 2), poseen dos componentes denominados ADN A y ADN B
respectivamente, el componente A (ADN A), contiene marcos de lectura abierta
(MLA u ORF de la sigla en ingles Open Reading Frame) para funciones como
replicacion, transactivacion y encapsidaciéon del virus (Gutiérrez, 2000). El
componente B (ADN B) contiene MLA para funciones de movimiento intracelular
e intercelular del virus en la planta (Tabla 2). (Sudarshana et al., 1998; Gutiérrez,
2000; Zhang, et al., 2001). En los Begomovirus monopartitas el genoma posee
MLA para funciones de replicacion, transactivacion, potenciador de la replicacion,
proteina de la capside y determinante de la patogenicidad. Los MLA en estos virus
se encuentran sobrelapados bidireccionales y distribuidos en dos unidades
transcripcionales divergentes que se encuentran separadas por una region
intergénica (Hanley et al., 1999; Ascencio-lbafez et al., 2000; Rojas et al., 2005).
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Figura 1. Organizacion gendémica de un Begomovirus bipartita, (Bean golden mosaic
virus), de acuerdo a sus componentes genémicos compuesta aproximadamente por 2,6
kb (Rojas et al., 2005).

Tabla 2. Nomenclatura, localizacién y funcién de los genes de Begomovirus bipartitas.
(Ascencio-lbanez et al., 2000; Rojas et al., 2005).

Nomenclatura Funcién Localizacion
AC1 — Rep Replicacion Componente A
AC2 — Trap Transactivacién de AV1 y BV1 Componente A
AC3 - Ren Incrementa la eficiencia de la multiplicacion ~ Componente A
AC4 No se conoce Componente A
AV1-Cp Proteina de cubierta Componente A

Movimiento del virus de célula a célula por
plasmodesmos.

BV1 Movimiento del virus hacia afuera del nucleo Componente B

BC1 Componente B

La nomenclatura de los genes de los Begomovirus es alfanumérica: la primera
letra (A y B) indica el componente viral en genomas bipartitas; la segunda letra
indica el sentido en el cual se transcriben los genes (Figura 1), La letra (V)
significa que se transcriben en el sentido del viribn mientras que la letra (C)
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significa que se transcriben en el sentido complementario del virién (C); el nUmero
indica la posicién del gen respecto a la regiébn comun (Hanley et al., 1999; Fauquet
et al., 2003).

El genoma de los Geminivirus posee una region intergénica de aproximadamente
300 nucleotidos, donde se ubican los promotores virales y el origen de replicacién
del ADN, asi como una secuencia de 200 nucleétidos denominada regién comun
(RC) (Arguello-Astorga et al., 1994; Hanley et al., 1999). La regidén comun presenta
una secuencia conservada de 29 a 32 nucle6tidos que tiene el potencial
termodinamico de formar una horquilla que es rica en Guanina-Citosina en el tallo
y una secuencia conservada rica en Adenina-Timina (5-AATATTACC-3 ') en el
asa donde se encuentra el sitio de inicio de la replicacion (Figura 1). A partir de la
regiébn conservada rica en Adenina-Timina divergen los genes virales ya sea en
sentido del virién (V) o en sentido complementario al virién (C) (Hanley et al,
1999), razén por la cual, el proceso de transcripcion es bidireccional en los
Geminivirus (Gutiérrez, 2000).

El componente A de los Begomovirus contiene cuatro MLA: AC1 (Rep) codifica
para la proteina asociada a replicacion, AV1 (CP) codifica para la proteina de la
capside viral, AC2 (TrAP) transactivador de la transcripcion y AC3 (Ren) el cual
realza la replicacion.

Gen AC1: Codifica para la proteina asociada a la replicacion (Rep), esta proteina
tiene propiedades de unién a ADN asi como de endonucleasa. Aunque Rep no es
una ADN polimerasa, es la Unica proteina esencial para la replicacion del virus
(Hanley-Bowdoin et al., 1999; Arglello-Astorga et al., 2007). La proteina Rep se
une al sitio de inicio de la replicacion viral, realiza un corte en la cadena de ADN y
posteriormente da inicio al proceso de replicacion por el mecanismo de circulo
rodante, empleando la maquinaria enzimatica del hospedero (Orozco et al., 1998;
Raghavan et al., 2004). Una vez replicado el ADN viral, la proteina Rep tiene la
capacidad de autorregularse reprimiendo su expresién a nivel transcripcional,
ademas puede incrementar la expresion de genes tardios en algunos Geminivirus
(Ascencio-lbarez et al., 2000)

Gen AV1: La proteina de la capside (CP) es la mas abundante de todas las
proteinas virales (Ascencio-lbanez et al., 2000). Tiene como funcién proteger el
material genético del virus por su paso a través del vector y generar especificidad
por el insecto vector (Guevara-Gonzélez et al.,, 1999; Hohnle et al., 2001). La
especificidad de la proteina de la céapside ha sido anotada mediante el uso de
mutaciones (deleciones e inversiones) en el gen AV1 del virus del mosaico dorado
del frijol (BGMV), en donde se observo que no habia transmisidén del virus por el
insecto vector (Azzam et al., 1994).

Gen AC2: La proteina TrAP es el producto del gen AC2, actia como un
transactivador transcripcional tipico, funciona en trans sobre los promotores de los
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genes que codifican para la proteina de la capside viral (AV1) y movimiento viral
(BV1) (Hanley et al., 1999).

Gen ACS: El producto del gen AC3 es la proteina Ren en un factor de
amplificacion de la replicacion viral y estd asociado en la acumulacién de ADN
viral, es por esto que se dice que Ren potencia la replicacién del ADN viral (Hanley
et al.,, 1999; Ascencio-lbanez et al., 2000; Rojas et al., 2005).

El componente B de un Begomovirus bipartita tiene dos MLA: BV1, BC1 los cuales
estan asociados a movimiento del virus a corta y a larga distancia.

El gen BV1 codifica para la proteina asociada a movimiento del virus dentro de la
célula. La proteina codificada por el gen BV1 exporta el genoma viral desde el
ndcleo hacia el citoplasma y regresa al nlcleo por un mecanismo de importacion
nuclear (Zhang et al., 2001) razdn por la cual se considera que el movimiento viral
generado por esta proteina es a corta distancia. EI gen BC1 codifica para la
proteina de asociada al movimiento del virus de célula a célula (Movimiento a
larga distancia) (Hanley et al., 1999; Ascencio-Ibanez et al., 2000; Rojas et al.,
2005). El producto del gen BC1 interactua con el complejo formado por BV1-DNA
viral presente en el citoplasma y promueve el movimiento célula-célula
aumentando el limite de exclusion de los plasmodesmos (Hehnle et al., 2004)

4.6. Ciclo infectivo de los Begomovirus.

El ciclo infectivo del virus hace referencia a las diversas etapas que transcurren
desde que las particulas virales se internan en una célula susceptible, hasta que
se producen mas particulas que infecten otras células (Vega & Rivera. 2001). El
ciclo se inicia con el desencapsidamiento del virus y el ingreso del ADN viral al
nacleo de las células vegetales infectadas (Gutiérrez, 2002). Una vez alli se
realiza la sintesis de la cadena complementaria para lo cual se emplea la
maquinaria enzimatica de la célula hospedera, cuando se realiza la sintesis de la
cadena complementaria (denominado intermediario de doble cadena), la cual es
activa transcripcionalmente, se inicia la expresién de los genes tempranos (Rep,
TrAP y REn) (Gutiérrez, 2002; Rojas et al., 2005). Una vez formado el
intermediario de ADN doble cadena, la expresion de las proteinas Rep y REn
desencadenan la replicacién del genoma viral siguiendo el modelo del circulo
rodante (Vanitharani et al., 2005), dando como resultado la generacion de
moléculas de ADN circular de cadena sencilla (ADNcs o DNAss de las siglas en
ingles DNA single strand). Al finalizar la expresion de los genes tempranos, se
inicia el proceso de expresién de los genes tardios, como el gen de la proteina de
la capside y los genes de las proteinas de movimiento, con el objetivo de
ensamblar nuevas particulas virales capaces de diseminarse a traves de toda la
planta (Ascencio-lbanez et al., 2000).
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4.7. Replicacion del genoma de los Geminivirus

Los Geminivirus se replican en el nucleo de las células vegetales infectadas por el
mecanismo del circulo rodante de intermediarios replicativos virales (Stenger et al.,
1991), los Geminivirus no codifican sus polimerasas por lo tanto la replicaciéon de
su ADN depende de la maquinaria replicativa de la célula (Stanley, 1995); en una
célula infectada el ADN cadena sencilla (ADNcs o DNAds de las siglas en ingles
DNA double strand) es transportado al nucleo, donde se convierte en ADN de
doble cadena (ADNdc), que sirve como plantilla para la replicacion y la
transcripcion (Johne et al., 2009). El sitio de origen de la replicaciéon incluye la
horquilla y varias regiones contiguas de aproximadamente 200 nt del extremo 5’
de la Rl (Rojas et al, 2005). La replicacién se lleva a cabo mediante dos
mecanismos: circulo rodante y la replicacion dependiente de recombinacion
(RDR); el primero, es similar al mecanismo utilizado por los bacteriéfagos X174 y
M13 (Stanley, 1995). La segunda ocurre via recombinacién homéloga entre un
ADNcs y un ADN circular covalentemente cerrado (Jeske et al., 2001). La
replicacion por circulo rodante se inicia por el clivaje de la cadena de ADN viral
mediante la proteina viral REP en el origen de replicacién, en una secuencia
invertida rica en guanina y citosina, el sitio de inicio de la replicacion de la cadena
viral esta localizado en el nano nucleétido TAATATTAC, ubicado en el asa de la
horquilla, la proteina Rep cliva esta secuencia en la posicién séptima u octava
(TAATATT*AC), exponiendo el extremo 3'OH que sirva de iniciador para la
replicacion del ADN viral (Hanley et al., 1999). Después del clivaje del ADN viral la
polimerasa de la célula vegetal sintetizara varias unidades del genoma viral
covalentemente (concatémeros) usando como molde la cadena complementaria,
una vez sintetizadas los nuevos genomas la proteina Rep la cual tiene actividad
endonucleasa/ligasa cliva los concatémeros, generando la liberacién de las
unidades gendmicas, posteriormente liga los extremos del ADN viral, generando
moléculas circulares (Jeske, 2009) lo que corresponde a una unidad del genoma
viral (mondmero). El inicio de la replicacién mediante la proteina Rep depende de
secuencias contiguas a la estructura tallo asa (elementos en Cis) denominadas
iterones los cuales constan de dos repeticiones directas de cuatro nucleétidos y
una repeticion invertida (Gutiérrez, 1999). El reconocimiento de los iterones por
Rep es considerado virus especifico (Arglello-Astorga et al., 1994), de modo que
Rep sélo inicia la replicacién de su ADN especifico.

4.8. Ciclo del virus dentro del insecto.

La mosca blanca B. tabaci es el unico vector conocido de los Begomovirus, la
transmision es de tipo circulativo, no propagativo, implicando con ello el paso del
virus a través del cuerpo del insecto y presenta dos fases: primero, la particula
viral entra a través del proceso de ingestidon del insecto, se dirige al tracto digestivo
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por medio de la hemolinfa y penetra las membranas del estbmago; segundo, la
inoculacién del virus, el cual pasa a través de la hemolinfa hacia las glandulas
Salivares y finalmente entran al ducto Salival de alli continua su ciclo
introduciéndose de nuevo a las plantas donde el virus empieza un nuevo ciclo
infectivo (Rosell et al., 1999., Ghanim et al., 2001).

4.9. Sintomas causados por Begomovirus.

La sintomatologia causada por los Begomovirus en las plantas infectadas suele
ser similar a las causadas por deficiencias nutricionales y a los sintomas
generados por otras familias de virus, principalmente Potyvirus y Tobamovirus lo
cual dificulta el diagnéstico de los Begomovirus empleando métodos tradicionales.
Dichos sintomas en las plantas hospederas pueden variar desde mosaicos
amarillos brillantes, epinastias, clorosis foliar marginal, abultamientos foliares,
reducciéon del area foliar, enanismo, reduccién en tamano de los frutos hasta la
abscision floral en casos extremos (Rojas et al., 2005).

4.10. Impacto econémico de Begomovirus en América Latina.

Los Begomovirus se han convertido en la principal limitante para la produccién de
hortalizas en tierras bajas tropicales y valles de altitud media en Latinoamérica
(Morales & Jones, 2004). Diversos autores postulan a la agricultura masiva como
una de las principales causas de los brotes de enfermedades begomovirales, ya
que involucra la aplicacion indiscriminada de pesticidas, practica que ha conducido
a un incremento sin paralelo en las poblaciones mundiales de B. tabaci, principal
vector de estos virus. En el contexto global, Latinoamérica es la regibn mas
afectada por el total de Begomovirus trasmitidos por mosca blanca B. tabaci,
namero de plantaciones afectadas, pérdidas en rendimiento, asi como a nivel del
total del area agricola devastada por el accionar de estos virus (Morales &
Anderson, 2001). A la fecha la informacién mas completa del efecto de los
Begomovirus en la producciéon de tomate en el hemisferio occidental proviene de
las publicaciones de Polston & Anderson (1997) y de Morales & Anderson (2001).
Segun estos investigadores se puede afirmar que en los primeros afnos de la
década de 1990, los Begomovirus en Latinoamérica eran agentes causales de
enfermedades que limitaban grandemente la produccién de leguminosas
principalmente frijol, mientras que el efecto de estos patégenos en el cultivo de
tomate fue muy escaso o no reportado.
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4.11. Incidencia de Begomovirus en el cultivo de tomate en Colombia.

En Colombia, es posible que los Begomovirus transmitidos por la mosca blanca B.
tabaci hayan existido por mas de un siglo, sélo siendo registrados hasta 1970
cuando se diagnostico en frijol la primera enfermedad causada por éstos virus
(Morales et al., 2002). A partir de ese afo existe un registro histérico de brotes de
Begomovirus afectando diversos cultivos en diversas zonas del pais: brotes en
cultivos melén y badea fueron detectados en el norte de Colombia (Atlantico y
Cérdoba); en tabaco en el sur occidente del pais (Huila) y en cultivos de frijol y de
soya en el Occidente de Colombia (Valle del Cauca) (Morales et al., 2000). En el
ano 2002, Morales y colaboradores, identificaron dos Begomovirus con una
incidencia estimada en cultivos de tomate mayor del 80%: el Virus del mosaico
amarillo del tomate (ToYMV), el cual fue ya descrito por primera vez en Venezuela
y un posible nuevo Begomovirus cuyo nombre tentativo es Virus del mosaico
suave del tomate (TMMV), en plantas de tomate de diversas variedades e
hibridos, recolectados en el Valle del Cauca y Cundinamarca. (Morales y
colaboradores, 2002) destacan la relevancia de este suceso al afirmar la
emergencia de Begomovirus capaces de infectar tomate en Colombia es de gran
importancia econémica, dado el gran potencial patogénico de estos virus y la falta
de variedades o hibridos resistentes en América Latina. Vale la pena resaltar que
los esfuerzos encaminados a mejorar la resistencia del tomate a enfermedades
virales han sido realizadas en paises del primer mundo orientadas principalmente
a Begomovirus que estan afectando cultivos localizados en esas zonas
biogeogréaficas del planeta. Esto es evidenciado al considerar el mercado
colombiano de semillas de hortalizas el cual solo ofrece algunas lineas de tomate
resistentes al Begomovirus monopartitas como el Virus del rizado amarillo del
tomate (TYLCV), del cual nunca se ha reportado su presencia en Colombia, pero
si se encuentra afectando los cultivos de esta solanacea localizados en Europa,
Asia y Africa. Por tanto a la fecha se puede afirmar con certeza que no se cuenta
con lineas comerciales resistentes o tolerantes a Begomovirus endémicos
colombianos.

4.12. Técnicas moleculares empleadas en la identificacion y caracterizacion de
Begomovirus.

412.1. Hibridacién de acidos nucleicos

La hibridacién de acidos nucleicos fue desarrollada por Spiegelman en 1964, se
basa en las propiedades de desnaturalizacidén y renaturalizacion del ADN (Mason
et al., 2008); la técnica consiste en el apareamiento especifico que ocurre entre
cadenas de &cidos nucleicos con secuencias complementarias, por medio de
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sondas, las cuales son pequenos fragmentos de ADN o ARN sintetizados in vitro,
las cuales se marcan con sustancias radiactivas o no radioactivas con el fin de
posibilitar su deteccién y asi identificar de forma estricta una secuencia de acido
nucleico de interés, ya que la sondas son especie especifica (Quifidnez, 2003;
Mason et al., 2008).Esta técnica es util para la deteccion de virus cuando se
necesita procesar un gran numero de muestras, ademas es eficiente para la
deteccion viral en el vector bioldégico (Mason et al., 2008); una de las ventajas de
esta metodologia es la posibilidad de emplear el genoma completo o solo algunas
regiones especificas del genoma viral para producir una sonda con alta
especificidad; la hibridacion de acidos nucleicos (NAH), tipo Dot Blot consiste en
fijar pequefias muestras de ADN total en membranas de nylon que seran
hibridizadas con una mezcla de sondas de ADN especificas para Begomovirus
(Caciagli & Bosco, 1996).

412.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) fue
desarrollada por Kary Mullis en 1985, esta técnica permite la sintesis especifica y
exponencial de una regién determinada de ADN mediante el uso de primers o
iniciadores (secuencias especificas de nucledtidos) que hibridan con la secuencia
blanco dejando un extremo 3'OH libre requerido para que la ADN polimerasa
termoestable (Taq polimerasa) inicie la sintesis de la cadena de ADN
complementaria en direccion 5---3’. La PCR es un proceso ciclico donde la
muestra de ADN inicialmente es desnaturalizada para obtener cadenas sencillas,
esto se consigue por calentamiento generalmente a una temperatura de 94°C por
un lapso de tiempo de 30 segundos a 5 minutos; la hibridacion de los iniciadores
se realiza reduciendo la temperatura entre 40°C y 65°C (dependiendo de la
longitud de la regidon a amplificar y el % G/C), después del primer paso de
hibridacién la temperatura se aumenta a 72°C para favorecer la accién de la ADN
polimerasa , repitiéndose el ciclo un determinado nimero de veces. El proceso
permite que cada amplificado sirva como molde para las subsecuentes rondas de
amplificacion (Pelt-Verkuil; Belkum and Hays 2008). A grandes rasgos la PCR
consiste en la amplificacién de un fragmento de ADN en millones de copias
idénticas las cuales podran ser visualizadas y cuantificadas por electroforesis o en
otros casos por medio de un ordenador (PCR en tiempo real). La amplificaciéon por
PCR es una técnica altamente sensible que permite la identificacién y
caracterizacion de especies mediante el disefio adecuado de iniciadores
asociados a un organismo de interés como un virus en particular o una regién
conservada del genoma etc. (Rojas; Kvarnheden & Valkonen 2000).

31



4.12.3. Estrategias de inoculacién.

» Agroinoculacion.

Las especies del género Agrobacterium (Agrobacterium tumefaciens) son
bacterias Gram-negativas aerdbicas obligadas que viven en el suelo, son capaces
de desarrollar un crecimiento saprofito o parasitico; las especies bacterianas son
capaces de infectar una amplia variedad de especies de plantas, tienen como
blanco de infeccién las heridas, atacando células individuales, provocando su
proliferacion y generando tumores, enfermedad que se conoce como “agalla de la
corona”. La capacidad patogénica de esta bacteria esta asociada a la presencia de
megaplasmidos (150-200 Kb) llamados Ti (inductor de tumores) (Goodner et al.,
2001); en el que se puede clonar fragmentos de ADN el cual puede ser transferido
e integrado al ADN cromosdmico de la célula vegetal (Gelvin, 2000).

Desde el afno 1974 se han realizado diversos experimentos con el sistema de
Agrobacterium en especies de tabaco (Nicotiana tabacum) y especies
ornamentales como Petunia hibrida, a la vez el sistema Agrobacterium ha sido
utilizado para transformar un amplio rango de especies vegetales en especial
plantas dicotiledoneas mientras que la transformacién de plantas
monocotileddéneas generd infructuosos resultados, con el paso del tiempo se
descubrié que algunas especies del genero Agrobacterium podia transformar
plantas monocotileddéneas tales como el maiz y el arroz, siendo este una de las
limitantes del sistema Agrobacterium (Martinez el al., 2004).

La agroinoculacién ha sido utilizada exitosamente para introducir clones de TYLCV
en discos de hojas y en plantas enteras (Czosnek et al., 1993), la limitante de esta
metodologia es que demanda grandes cantidades de tiempo en el proceso de
subclonacién del ADN viral, también se genera una doble infeccion en el
hospedero, la causada por la bacteria y la causada por el virus. Inocular un
Begomovirus via agroinoculacién no simula el efecto causado por el insecto
vector, esto debido a que el proceso de infeccidon por A. tumefaciens es selecto
para algunos hospederos (Sung & Coutts, 1995); no obstante por esta
metodologia se han incorporado ambos componentes virales de un Begomovirus
bipartita en plantas de tomate y tabaco (Oliveira et al., 2008).

> Biobalistica.

El método de biobalistica fue desarrollado como una necesidad para transformar
especies de plantas originalmente recalcitrantes a la transformacién por el sistema
de Agrobacterium, incluyendo los cereales econdmicamente importantes (Martinez
el al. 2004). Este método consiste en un proceso por el cual macroparticulas
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cubiertas con ADN son aceleradas por un gas (helio) comprimido e introducidas en
células vegetales, este método brinda una mejor regulacién de la fuerza,
distribucién de microproyectiles y mayor reproducibilidad entre bombardeos (Klein
et al., 1987; Sandford, 1998).

Las macroparticulas de uso mas comun son de oro o tungsteno debido a que son
quimicamente inertes, las altas velocidades aplicadas a los microproyectiles hace
que puedan atravesar la pared y la membrana de la célula vegetal sin causarle
danos letales (Klein et al, 1987; Sandford, 1998). Los tejidos usados en
transformacion genética mediante esta metodologia pueden ser cualquier tipo de
explante vegetal, desde células o protoplastos hasta plantulas completas, pasando
por tejidos organizados en embriones y meristemos; mientras que en el
bombardeo de ADN viral se emplean tejidos en los cuales hay mayor proliferacion
celular como en los apices foliares (Lapidot et al., 2007).

Debido a que las macroparticulas permiten la incorporacién de ADN foraneo
(genes) a la célula, muchas especies vegetales han sido transformadas por esta
metodologia (Sanford, 1998); la biobalistica ha sido extrapolada para la
inoculacién directa de Geminivirus en plantas (Garzén-Tiznado et al., 1993;
Méndez et al., 2003; Ariyo et al., 2006).

Ventajas de la biobalistica:

v Previo conocimiento del ADN que se va a manipular, conociendo de forma
exacta que virus se va a inocular en los hospederos.

v’ Evita la cria de insectos.

v' Debido a que se pueden producir gran cantidad de copias del virus in vitro,
estas pueden ser inoculadas por bombardeo de particulas al interior de las
plantas (Ascencio-lbanez & Settlage, 2007).

v' Dada la alta eficiencia en la inoculacion, la expresién de la sintomatologia

ocurre en lapsos menores (3-4 dias) respecto a las estrategias clasicas de
inoculacién con insectos (13-14 dias).
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4.12.4. Amplificacién de genomas virales.

» Métodos usados para la amplificacion de genomas virales.

Los métodos usados para secuenciar y clonar genomas virales completos han
sido basados en PCR y la amplificacién de genomas virales completos mediante el
uso de la polimerasa del bacteriéfago phi29. Los métodos basados en PCR de
fragmentos especificos han sido utiles para la secuenciacion de genomas
completos mas no para la clonacion de los genomas completos de los mismos
(Martinez et al., 2008), los juegos de iniciadores son especificos para las especies
virales, a medida que se encuentra mayor variabilidad genética disminuye la
especificidad de los iniciadores. La amplificacion del genoma viral completo
mediante el uso de la polimerasa del bacteriéfago phi29 (Blanco et al., 1989); esta
basado en la extraccion del ADN total de tejido foliar de hojas infectadas con
Geminivirus seguido de la amplificacién de moléculas de ADN circular y su
posterior digestion con enzimas de restriccion y clonacién con una enzima de sitio
de corte Unico en el genoma viral. La baja concentracién de genomas virales en
las muestras procesadas hace que este método tenga baja eficiencia (Inoue-
Nagata et al., 2004).
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5. ESTRATEGIA METODOLOGICA.

5.1. Localizacién.

El trabajo se realiz6 en el laboratorio de Fitopatologia y Biologia Molecular de la
Universidad Nacional de Colombia sede Palmira.

5.2. Recoleccion del material vegetal.

Se colectaron muestras de hojas jovenes y adultas de plantas de tomate que
mostraron sintomas virales (mosaicos amarillos brillantes, epinastias, clorosis
foliar marginal, abultamientos foliares, reduccién del area foliar, enanismo, retraso
del crecimiento) a la vez se colectaron muestras sin sintomas virales en las zonas
tomateras reportadas como representativas de los departamentos del Valle del
Cauca (municipios de Darién-Calima, Pradera, Guacari, Tulua, Cerrito, Barragan y
Caicedonia), Boyaca (municipios de Villa de Leyva, Sutamarchan y Santa Sofia),
Cundinamarca (Municipio Fomeque, Silvania y Pasca), Antioquia (Municipios de
Periol, Carmen de Viboral y Jericd), Santander (Municipios: Lebrija, Pie de cuesta,
Girén, Cepita, San Gil, Berlin y Socorro). Cada una de las muestras recolectadas
fue debidamente documentada mediante el uso de GPS (Garmin ® Mod. 60CX) y
se registro la ubicacion satelital exacta del lugar de recoleccion.

Los cultivos y el material colectado fueron fotografiados y referenciados, el
material se colecto en bolsas plasticas (Ziploc ®), las cuales se etiquetaron con los
siguientes datos: Lugar de la recoleccién (Departamento, municipio, Vereda,
Finca, datos de GPS, fecha de la recoleccién, descripcién de sintomas y edad de
la planta recolectada. Estas muestras se llevaron al laboratorio en nevera a 4°C
donde se empaquetaron en papel aluminio para su posterior preservacion a -20 °C.

5.3. Deteccién molecular del virus

5.3.1. Extraccion de ADN.

Con el propésito de llevar a cabo los diferentes andlisis moleculares, se tomé una
muestra de 100mg de tejido foliar macerado en Nitrogeno liquido y se extrajo el
ADN total vegetal mediante el Kit DNeasy Plant Handbook (Quiagen), siguiendo
las instrucciones que recomienda el fabricante.
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5.3.2. Deteccién de Begomovirus por hibridacion de acidos nucleicos tipo (Dot-
blot).

La deteccién de Begomovirus en las muestras colectadas se realiz6 mediante la
técnica molecular tipo dot-blot (Sambrook & Russel, 2001) para lo cual se utilizé
una sonda de ADN de un fragmento del gen de la proteina de la capside del Virus
Huasteco de Chile (Pepper huasteco virus - PHV) facilitado por el Dr. Rafael
Rivera Bustamante, Laboratorio de Biologia Molecular y Biotecnologia de virus,
CINVESTAV, México campus Guanajuato.

Una vez obtenido el ADN de las muestras recolectadas en campo, éstas fueron
transferidas directamente a una membrana de Nylon Hybond N* (Amershan
Pharmacia Biotech) previamente dividida en cuadros de 1 cm? en el centro de
cada cuadro se depositd cinco pyl de ADN de cada muestra, un control positivo
(sonda de ADN) y un control negativo (buffer TE). Las muestras se fijaron a la
membrana a una temperatura de 80°C por 2 horas, posteriormente se prehibridizo
la membrana en el buffer de hibridacion a 55°C por 15 minutos en agitacion
constante, luego se adiciono la sonda marcada y se dej6 hibridizar toda la noche
en las mismas condiciones. Realizada la hibridacién se realizaron cuatro lavados
(dos con el buffer de primer lavado y dos con el buffer del segundo lavado), el
proceso se desarrollé de acuerdo a la metodologia descrita por el fabricante (Gene
Images AlkPhos Direct Labelling and Detection System - Amersham-Pharmacia
Biotech®). La deteccion de la sefal se realizd usando el método
quimioluminiscente, a cada muestra en la membrana se le adiciono 25 pl del
sustrato ECF, para generar una emision mas eficiente de la sefial se mantuvo esta
reaccion en oscuridad 20 minutos, posteriormente se retir6 el sustrato ECF de las
membranas. La mejor emisién de la sefal se detectdé 24 horas después mediante
un transiluminador de luz ultravioleta.

5.3.3. Deteccion de Begomovirus por PCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permitié identificar regiones
especificas dentro del genoma de los Begomovirus, de acuerdo a lo reportado por
Rojas et al. (1993), y siguiendo esta misma estrategia metodoldgica para
identificar ambos componentes virales, se utilizaron los juegos de iniciadores
(PAL1v1978-PAR1c496) los cuales permitieron identificar el componente A y los
iniciadores (PBL1v2040-PCRc1) para identificar el componente B, las regiones
amplificadas fueron de 1.1kb y 0.6kb respectivamente. El fragmento amplificado
para el componente A comprende desde el MLA AL1 el cual codifica para una
proteina asociada a replicacion, la regiéon comun y el MLA AR1 el cual codifica
para la proteina de la capside (Figura 2); el fragmento amplificado del componente
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B comprende una porciéon de la regién intergénica y el MLA BL1 el cual esta
asociado a movimiento viral (Figura 2).
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Figura 2. Fragmentos de ADN limitados por los juegos de iniciadores en el componente A
y el componente B (Rojas et al., 1993).

La mezcla de reaccion y las condiciones de amplificacion se llevaron a cabo de
acuerdo a lo reportado por Rojas et al. (1993), en las que se prepararon
reacciones de 25yl en tubos de 200l y el equipo que se usé para la amplificacion
fue un termociclador iCycler (BioRad). Los productos amplificados fueron
observados en geles de agarosa teiidos con bromuro de etidio, visualizados en un
transiluminador de luz ultravioleta; para confirmar el tamafo esperado de las
bandas de ADN se usd el marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen).

5.4. Andlisis de la diversidad genética de Begomovirus mediante la técnica
PCR-RFLP.

Para determinar polimorfismos entre los fragmentos amplificados del componente
A begomoviral, se llevé a cabo la técnica molecular PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism) (Sambrook & Russell.
2001), la cual ha sido reportada para realizar estudios de diversidad genética de
geminivirus (Willment et al., 2001), la seleccién de las enzimas de restriccién se
llevo a cabo mediante la busqueda y analisis bioinformatico en el GeneBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) de las secuencias del componente A begomoviral que se
han reportado afectando el tomate en areas del Caribe, Centro y Sur América, las
secuencia reportadas fueron: Tomato yellow mosaic virus isolate Valle del Cauca
(EU518935); Potato yellow mosaic panama virus (Y15034.1); Potato yellow mosaic
trinidad virus (AF039031.1); Potato yellow mosaic virus from Martinique
(AY126610); estas secuencias fueron procesadas en el programa Editseq®
(software DNASTAR®) con el objetivo de determinar cuales enzimas de restriccion
detectaban polimorfismos al interior de la secuencia el programa utilizado para
este propésito fue MapDraw® (software DNASTAR®), una vez realizado el analisis
bioinformaticos se procedié a realizar la digestion de las secuencias parciales del
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componente A, las enzimas de restriccion seleccionadas fueron: Hincll, Pstl, Rsal
y Sspl como mejores candidatos para el analisis por RFLP debido al numero de
fragmentos polimérficos que producian las enzimas en el fragmento de ADN, estas
mismas enzimas fueron utilizadas para la digestién de los fragmentos de 1100pb
del componente A previamente amplificadas por PCR (Rojas et al. 1993). Las
reacciones de digestion se llevaron a cabo siguiendo las metodologias descritas
por el fabricante y los productos obtenidos fueron separados y visualizados en
geles de poliacrilamida con una concentracion al 6% tefnido con sales de plata.

5.5. Clonacién y transformacion.

Para la caracterizacion parcial del componente A de los Begomovirus se tomaron
los amplificados de 1.1kb los cuales fueron purificados de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante (Wizard® Genomic DNA Purification Kit,
Promega) y se clonaron en el vector TOPO TA (Invitrogen ®), siguiendo la
metodologia descrita por el fabricante; las reacciones de ligacion fueron
transformadas en células competentes Escherichia coli (One Shot, Invitrogen ®)
por el método de choque térmico (Sambrook & Russell 2001), las células
transformantes fueron seleccionadas en cajas de petri con medio Luria—Bertani
(LB) suplementado con Ampicilina 100ug/ml y X-Gal (5-bromo-4-chloro-3- indolyl-
b-D- galactosido) al 2%. Las colonias transformadas fueron crecidas en medio LB
liguido con Ampicilina 100ug/ml; el ADN plasmidico fue purificado mediante el kit
QlAprep Spin Miniprep (Qiagen) siguiendo la metodologia descrita por el
fabricante; para verificar la presencia del inserto se hizo un analisis de restriccion
usando 1ug del ADN plasmidico previamente purificado y la enzima de restriccién
EcoRI a una temperatura de 37°C por dos horas, la cual permite la liberacion del
inserto del vector; para la secuenciacion se usaron los iniciadores M13 Forward y
M13 Reverse, esta fue llevada a cabo por la empresa Macrogen, la cual emplea el
método fluorescente del kit de secuenciacion enzimatica The Big Dye Terminator
DNA (Perkin — Elmer Inc., Branchburg, NJ) y un secuenciador ABI Prisma 377
(Applied Biosystem Inc. Foster City, CA).

Para la caracterizacién parcial del componente B se utilizé el juego de iniciadores
PBL1v2040-PCRc1 los cuales amplifican un fragmento de ADN de 600bp que
abarca una parte de la regién intergénica y el extremo amino del gen BL1. Estos
amplificados fueron clonados en el vector de clonacion multiple pUC19; la
generacién de extremos cohesivos del ADN amplificado y del vector se realiz6 con
la enzima de restriccién Pstl, el vector fue defosforilado con la enzima fosfatasa
alcalina CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase); la ligacion de los fragmentos
de ADN al vector se llevo a cabo utilizando la enzima T4 DNA ligase (Invitrogen ®)
siguiendo las recomendaciones del fabricante; la transformacién, seleccién,
secuenciacion y analisis bioinformatico de los clones se realizé en igualdad de
condiciones que se llevaron a cabo con el componente A begomoviral.
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5.6. Andlisis bioinformatico.

Las secuencias fueron editadas y ensambladas mediante el programa CodonCode
Aligner V. 3.5.5.5 (CodonCode Corporation, Tokyo Japan). Para determinar la
identidad de los Begomovirus hallados en la presente investigacion, se realizé una
comparacién de secuencias mediante el algoritmo blastN disponible en la pagina
web del Nacional Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov). La
edicion y alineamiento mdltiple de las secuencias parciales correspondientes a
151 nt de la regiéon 5" del MLA del gen de la proteina de la capside (Cp) de los
Begomovirus aislados y otros reportados en la base de datos GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov), se realizd en los programas BioEdit y ClustalW
(Thompson et al., 1997); a partir de estos datos se construyé una matriz de
identidad de secuencias de nucledtidos en el programa BioEdit ® (Hall, 1999).

Para establecer y verificar las relaciones de parentesco y geograficas entre el
grupo de Begomovirus identificados con otro grupo de Begomovirus reportados en
la base de datos GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov), se realizaron analisis
filogenéticos de las secuencias parciales correspondientes a 151 nt de la regién 5°
del MLA del gen de la proteina de la capside (Cp) en el programa Geneious 4.8.3
® Biomatters Ltd (www.geneious.com); la similitud genética se calcul6é de acuerdo
al modelo de distancia genética de Tamura-Nei (Nei, 1978) y el analisis de
agrupamiento se realizd utilizando el método UPGMA para secuencias de
nucleétidos (método grafico de agrupamiento por parejas, que usa el promedio
aritmético no ponderado).

Las siguientes secuencias fueron tomadas de la base de datos GenBank para
realizar los andlisis bioinformaticos:

Abutilon mosaic bolivia virus (AbMBV, numero de accesion GenBank HM585445);
Abutilon mosaic virus (AbMV, X15983); African cassava mosaic virus (ACMV,
J02057); Bean dwarf mosaic virus (BDMV, M88179); Bean golden mosaic virus-
[Brazil] (BGMV, M88686); Bean golden yellow mosaic virus-[Puerto Rico] (BGYMV,
M10070); Chino del tomate virus Sinaloa (CdTVTo, AF101476.1); Leonurus
mosaic virus (LeMV, U92532); Malvastrum yellow mosaic virus (MalYMV,
FJ600483.1); Pepper golden mosaic virus (PepGMV, AY928516.1); Pepper
huasteco yellow vein virus_Mexico (PHYVV, X70418.1); Potato yellow mosaic
Panama virus (PYMPV, Y15034.1); Potato yellow mosaic Trinidad virus (PYMV-
TT, AF039031.1); Potato yellow mosaic virus from Martinique (PYMV- Ma,
AY126610); Potato yellow mosaic virus Puerto Rico (PYMV-To[PR:Tom:04],
AY965897); Potato yellow mosaic virus-[Guadeloupe] (PYMV-To[GP:Tom],
AY120882); Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] (PYMV-Po[VE], D00940); Sida
Brazil virus (SiBV, FN436001); Sida golden mosaic Costa Rica virus (SGMCRYV,
X99550); Sida golden mosaic virus (SiGMV, AF049336); Squash leaf curl virus
(SqLCV, M38183); Tomato chlorotic mottle virus-[Brazil] (ToCMV, AF490004);
Tomato golden mosaic virus (TGMV, K02029); Tomato leaf curl New Delhi virus
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(TOLCNDV, U15016); Tomato leaf curl virus_Australia (ToLCV-To, S53251);
Tomato mosaic Barbados virus (ToMBV, AF213013); Tomato mottle Taino virus
(ToMoTV, AF012300.1); Tomato mottle leaf curl Zulia virus (TMoLCV-Zulia,
HQ171986.1); Tomato mottle virus (ToMoV, L14460); Tomato rugose mosaic virus
[Brazil] (ToRMV, AF291705); Tomato yellow leaf curl Sardinia virus [ltaly]
(TYLCSV, X61153); Tomato yellow leaf curl virus-Mild [Portugal] (TYLCV,
AF105975); Tomato yellow mosaic virus isolate Valle del Cauca (PYMV — Co,
EU518935); Tomato yellow spot virus from Argentina (ToYSV-Ar, FJ538207);
Tomato yellow vein streak virus [Argentina] (TYVSV-Ar, GQ387369); Tomato
yellow vein streak virus [Brazil] TYVSV-Br U79998); Venezuela tomato geminivirus
(ToVEV, AF026464); Wissadula golden mosaic virus (WGMV, WGU69280).

5.7. Amplificacién, Clonacion y secuenciacion de los genomas completos de
Begomovirus identificados.

5.7.1. Amplificacion por circulo rodante (rolling circle amplification - RCA)

La amplificacion por circulo rodante se realizd a las muestras de ADN positivas
para Begomovirus (previamente identificadas por hibridacion de acidos nucleicos
tipo dot blot y por PCR). Los genomas virales fueron sintetizados mediante el kit
TempliPhiTM (GE Healthcare, formerly Amersham) siguiendo la metodologia
descrita por Inoue-Nagata et al., (2004); este procedimiento emplea la polimerasa
del bacteriéfago Phi29 y cebadores al azar para la amplificacion de moléculas de
ADN circulares una vez realizada la mezcla de reaccion se llevé a cabo una
reaccion isotérmica a 30°C por 22 horas, la enzima fue inactivada por calor a 65°C
por 15 minutos, realizados estos procedimientos se tomaron alicuotas de 3ul (500
ng de ADN) para ser digeridas con diferentes enzimas de restriccion (Xbal, EcoRl,
BamHI|'y Hindlll (Invitrogen)) donde se llevd a cabo los procedimientos propuestos
por el fabricante, los productos de restriccidn fueron visualizados en geles de
agarosa al 1.2% tefnidos con bromuro de etidio, para estimar el tamafo de los
fragmentos se compararon con el marcador de peso molecular 1kb (Invitrogen).

5.8. Clonacién de componentes virales.

Los genomas begomovirales amplificados (componente A y B) por la metodologia
del circulo rodante fueron digeridos en reacciones independientes con las enzimas
de restriccion BamHI, Hindlll y Xbal. Los fragmentos generados de 2,7kb fueron
eluidos del gel de agarosa y caracterizados por PCR (Rojas et al., 1993) y estos
fragmentos fueron clonados en el vector de clonacién pUC19 y la ligacién de los
fragmentos de ADN al vector se llevé a cabo utilizando la enzima T4 DNA ligase
(Invitrogen ®) empleando la metodologia descrita por el fabricante. A continuacién
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se realizo la transformacién por electroporacion en las células electrocompetentes
E. coli (One Shot, Invitrogen ®) en un electroporador Eppendorf 2510; las células
transformantes fueron seleccionadas en cajas de petri con medio Luria—Bertani
(LB) suplementado con Ampicilina 100ug/ml y X-Gal (5-bromo-4-chloro-3- indolyl-
b-D- galactosido) al 2%. Las colonias transformadas fueron crecidas en medio LB
liguido con Ampicilina 100ug/ml; el ADN plasmidico fue purificado mediante el kit
QlAprep Spin Miniprep (Qiagen, Germany) de acuerdo a la metodologia descrita
por el fabricante; para verificar la presencia y tamario del inserto en los clones se
realizd6 un andlisis de restriccion con 1ug del ADN plasmidico, las enzimas de
restriccién usadas fueron BamHI, EcoRl 'y Hindlll; una vez verificada la presencia,
tamafno y posible identidad del inserto, los clones se secuenciaron con los
iniciadores M13 Forward y M13 Reverse. La secuenciacion fue llevada a cabo por
el método fluorescente del kit de secuenciacion enziméatica The Big Dye
Terminator DNA (Perkin — Elmer Inc., Branchburg, NJ) y un secuenciador ABI
Prisma 377 (Applied Biosystem Inc. Foster City, CA).

5.9. Andlisis bioinformético.

Las secuencias fueron editadas y ensambladas mediante el programa CodonCode
Aligner ® (CodonCode Corporation); los alineamientos multiples de las secuencias
completas se realizaron en programa Clustal W del paquete BioEdit ® (Hall, 1999);
para determinar la identidad de ambos componentes del Begomovirus, se realizé
una comparacion de secuencias mediante el algoritmo blastN en la base de datos
del NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information) (www.ncbi.nlm.nih.gov),
mostrando las secuencias analizadas homologias con las secuencias de
Begomovirus almacenadas en este sitio.

5.10. Construccion de los clones infecciosos

510.1. Formacién de dimeros.

La formacién de clones infecciosos (dimeros begomovirales) depende de la
clonacién del genoma completo del virus al cual es subclonado otro fragmento de
ADN o genoma competo del mismo virus, (los cuales contienen dos origenes de
replicacion contiguos), para llevar a cabo este objetivo se tomaron ambos
genomas virales completos previamente identificados caracterizados vy
secuenciados, se analizaron con diferentes enzimas de restriccion para determinar
sitios de corte unicos en el genoma viral, seguido por ensamblaje de fragmentos
de genomas virales completos generados con enzimas de restriccién (Xiong et al.,
2007).
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La metodologia desarrollada para la formacién de los clones infecciosos se realizo
de acuerdo a lo reportado por Oliveira et al. (2008) con algunas modificaciones:

v' Seleccion de enzimas de restriccion de corte Unico para ambos
componentes virales (diferentes a las enzimas usadas en la clonacién del
genoma viral completo).

v Digestion de ambos componentes virales con enzimas de restriccién de
corte Unico.

v Subclonacién del genoma viral completo a cada uno de los componentes
virales previamente digeridos.

v' Transformacion por electroporacion en células E. coli (One Shot, Invitrogen
®).

v Verificacién de la presencia y orientacion del inserto con enzimas de
restriccion.

v' Secuenciacion.

5.11. Adaptaciéon de una metodologia de biobalistica para realizar ensayos de
infeccion de virus en plantas de tomate.
5.11.1. Variables para ensayos de Biobalistica.

Una vez obtenidos los dimeros se procedié a estandarizar la metodologia de
inoculacién por biobalistica con una pistola de Helio BioRad (Helios Gene Gun
System), los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo a lo reportado por el
fabricante del equipo (Karen. 2008), con algunas modificaciones (Tabla 3).

Tabla 3. Variables analizadas en el proceso de estandarizacién de la técnica de
inoculacion por biobalistica.

Variables

Concentracion de ADN
Concentracion de PVP (Polyvinylpyrrolidone)
Concentracion de espermidina

Concentracion y tamano de las particulas de oro (Silvana No.10 ®).*
(particulas de 0.6 -1,6um de diametro)
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Distancia de disparo*

Numero de disparos*

Parte de la planta a inocular (hojas apicales)*

Presién. PSI (Pounds per Square Inch)*

Edad de la planta (N° de hojas de la planta inoculada)*

*Variables en las que se realizaron varios experimentos.

Material vegetal inoculado

La inoculacidn se realizd en plantas jovenes de tabaco (Nicotiana benthamiana) y
de tomate (Solanum lycopersicum L) de aproximadamente 30 dias de edad, que
presentaban por lo menos 4 hojas verdaderas. Se calculé que cada uno de los
cartuchos portara 1ug de ADN aproximadamente, los disparos se realizaron de
acuerdo a seis variables (Tabla 3); realizada la inoculacién, cada planta
bombardeada se llevo a invernadero a una temperatura entre 26 °C a 30 °C.

5.12. Identificacion de Begomovirus por PCR en muestras de tomate y tabaco
inoculadas por biobalistica:

Se realizaron cuatro inoculaciones de acuerdo a las variables del experimento
(Tabla 3), las evaluaciones de los materiales inoculados se realizaron a través del
tiempo teniendo en cuenta los sintomas virales observados (deformaciones,
clorosis), se tomaron hojas de los materiales seleccionados a las que se les
realiz6 extraccién de ADN por el método CTAB (CIMMYT 2006). Este método
consistié en tomar 100mg de tejido vegetal fresco al cual se le adicion6 400 ul de
la soluciéon | (100mM de Tris HCL pH 7.5; 700mM de NaCl y 50mM de EDTA),
posteriormente todo el contenido del tubo fue homogenizado con pistilos (pellet
pestles blue), seguido de la adicién de 400 pl de la solucién 1l (100mM de Tris HCL
pH 7.5; 700mM de NaCl; 50mM de EDTA; CTAB 2%, y 140mM de B-Mercapto
Etanol), esta mezcla fue incubada en agitacién a 65°C por un periodo de tiempo
de 90 minutos, seguida de un enfriamiento a temperatura ambiente por un periodo
de tiempo de 5 minutos; la separacién de los detritos celulares se realizé mediante
el uso de solventes organicos como el fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(F:C:IAA, 24:24:1) y cloroformo: alcohol isoamilico (C:IAA, 24:1), la precipitacion
del ADN se realizd con isopropanol y una mezcla de etanol al 75%. La
resuspensién del ADN se realiz6 en TE1X (100 mM Tris-HCl y 10 mM EDTA). El
ADN obtenido fue util en la amplificacion por PCR de un fragmento de ADN de
1,1kb asociado al componente A (Rojas et al. 1993).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

DETECCION DE BEGOMOVIRUS BIPARTITAS EN ZONAS PRODUCTORAS
DE TOMATE DE LA REGION ANDINA COLOMBIANA.

Conociendo la alta influencia que los Begomovirus (Familia Geminiviridae) han
tenido en los cultivos de tomate en nuestro pais, se procedié a colectar tejido
vegetal con sintomatologia y sin sintomatologia en las principales zonas
productoras de tomate de la regién Andina de Colombia. Los departamentos
muestreados fueron: Valle del Cauca (municipios de Darién-Calima, Pradera,
Guacari, Tulua, Cerrito, Barragan y Caicedonia); Boyaca (municipios de Villa de
Leyva, Sutamarchan y Santa Sofia); Cundinamarca (municipios Fomeque, Silvania
y Pasca); Antioquia (municipios Penol, Carmen de Viboral y Jericd); vy
departamento de Santander (municipios Lebrija, Pie de cuesta, Girdn, Cepita, San
Gil, Berlin y Socorro) (Tabla 4). En total se colectaron 74 muestras en 23
municipios de los cinco departamentos descritos; cabe mencionar que durante la
recoleccion de las muestras fue evidente la presencia de mosca blanca (Bemisia
tabaci). Se observd mayor acentuacion de sintomas virales como clorosis y
mosaicos, acompafnados de una coloracién amarilla fluorescente intensa (Figura
4) en los departamentos Valle del Cauca, Cundinamarca y Santander; en los
departamento de Boyaca y Antioquia se observaron sintomas leves a los
causados por Begomovirus en especial no se observaron mosaicos y clorosis
generalizados.

Con los datos obtenidos en la recoleccidbn de las muestras (departamento,
localidad, altitud, latitud y longitud), se realiz6 una base de datos computarizada
en donde se asigndé un codigo Unico y se registré toda la informacién disponible
para cada una de las muestras con el fin de visualizar la distribucion geogréfica de
los sitios de colecta, estos sitios se ubicaron espacialmente en el mapa de
Colombia utilizando el software ARCMAP® (Figura 3, Tabla 4).
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Tabla 4. Descripcion de los sitios de colecta del material Vegetal.

Departamento  Localidad Nomenclatura Numero de Numero de Rango Tipo de
utilizada* las muestras sitios de colecta altitud (m) Cultivo
Valle del cauca  Guacari 1GaV 1 1 1002 C.A
Valle del cauca  Darién 2DaV, 3DaV 2-3 2 1510-1604 C.A
Valle del cauca  Cerrito 4CeV 4 1 1038 C.A
Valle del cauca  Pradera 5Prv 5 1 1146 C.A
Valle del cauca  Tulua 6TuV 6 1 978 C.A
Valle del cauca  Caicedonia 7CaV 7 1 1200 |
Valle del cauca  Barragan 8BaV 8 1 1157 C.A
Valle del cauca  Candelaria 9CanV, 10CanV 9-10 2 1009 C.A
Boyaca Sutamarchan 11SuB, 12SuB 11-12 2 2110-2133 CA
Boyaca Santa Sofia 13-15SaB 13-15 3 2160-2386 C.A
Cundinamarca Fomeque 16-25FoC 16 -25 10 2000-2096 CA-I
Cundinamarca  Silvania 26-30SiC 26 — 30 5 1845-1978 |
Cundinamarca Pasca 31PaC 31 1 1945 |
Antioquia Penol 32-37PeA 32-37 6 1944-2178 CA-I
Antioquia Carmen de 38 CaVA 38 1 2182 |
Viboral
Antioquia Jerico 39-48JeA 39-48 10 1840-1988 CA-I
Santander Lebrija 49-54LeS 49 - 54 6 1031-1119 C.A
Santander Pie de cuesta 55PiCS 55 1 1164 C.A
Santander Girén 56-57GiS 56 — 57 2 1151 C.A
Santander Pie de cuesta ~ 58-65PdCS 58 — 65 8 1151-1632 |
Santander Cepita 66CeS 66 1 655 C.A
Santander San Gil 67SnGS 67 1 1163 C.A
Santander Berlin 68BeS 68 1 1037 C.A
Santander Socorro 69-74S0S 69 -74 6 1029-1164 C.A

* La nomenclatura se realizd de acuerdo a los siguientes criterios: nUmero de muestra; iniciales de
la localidad; iniciales del departamento. Cielo abierto (CA), Invernadero (l)
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Muestreo de tomate en Colombia N

AN: Antioquia.

SA: Santander.

CU: Cundinamarca.
BO: Boyaca.

VA: Valle del Cauca.
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Figura 3. Localizacion geografica de las zonas productoras de tomate en Colombia,
donde se recolectaron muestras afectadas por Begomovirus. Las zonas demarcadas en
negro dentro de cada departamento corresponden a los municipios muestreados. Este
mapa se elaboré utilizando el software ARCMAP®.
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La altitud de los lugares de colecta coincide con lo reportado por Vieira et al.,
(2001) donde se estima que el desarrollo normal del cultivo de tomate se da en un
rango de altura de 0 - 2,300 m.s.n.m. El sitio de colecta que reporté6 menor altura
fue la localidad de Cepita (departamento Santander), y el que presenté mayor
altitud fue la localidad Santa Sofia (departamento Boyacad), altitud 2386m.s.n.m. La
relacion inversa entre altitud y temperatura se puede ver reflejada en el desarrollo
biolégico de los insectos (Cardona. 1997), encontrando que a menor altura (Cepita
a 655m.s.n.m), se observa alta radiacién solar y la temperatura ambiental varia
entre 25-30 °C lo que permite un ciclo de vida normal del insecto vector (Bemisia
tabaci Genn) favoreciendo la dispersién de los virus, mientras que a mayor altura
(Santa Sofia a 2386m.s.n.m) se observa baja radiacion solar y la temperatura
ambiental varia entre 10 y 15°C, caracteristica que retrasa el ciclo biolégico de los
insectos y por ende la dispersion de los virus (Barber, 1996).

Los sintomas virales observados en los diferentes cultivos de tomate en las
principales zonas productoras de la hortaliza de la regién Andina Colombiana
fueron enanismos, mosaicos, epinastias, deformaciones y clorosis (Figura 4).

Con el fin de iniciar la deteccion molecular de Begomovirus se procedié a realizar
la extraccion de ADN a las muestras recolectadas en campo, para ello se
evaluaron cuatro protocolos para extraccién de ADN dos de ellos convencionales:
Dellaporta (Dellaporta et al., 1983) y Fulton (Fulton et al., 1995); y dos protocolos
comerciales: kit Plant DNAzol® Reagent, kit Plant DNeasy Mini Kit de Qiagen ®.
Se partié de 100mg de tejido foliar macerado en cada una de las muestras dentro
de cada uno de los tratamientos. Mediante la metodologia descrita por Dellaporta
se obtuvieron concentraciones de ADN entre 30 y 150 ng/pl de buena calidad
(Figura 5A); llevando a cabo la metodologia descrita por Fulton, se obtuvieron
concentraciones de ADN entre 30 y 200 ng/pl superiores a la anterior pero
degradado en algunas muestras (Figura 5B); mediante la extraccion de ADN con
el uso del kit Plant DNAzol® Reagent se obtuvo concentraciones de ADN entre
100 y 300 ng/ul pero se observé degradacion del material genético en la mayoria
de las muestras (Figura 5C); y con el kit Plant DNeasy de Qiagen ® se obtuvo
ADN de muy buena calidad y concentraciones alrededor de 100 ng/pl y no se
observé degradaciéon del material genético (Figura 5D). EI ADN obtenido con los
protocolos Dellaporta, Fulton y DNAzol presentan una coloraciéon oscura y al
momento de utilizarlo después de la refrigeracion forma precipitados de color café,
es probable que estas metodologias no sean eficientes en la extraccién de
polisacaridos los cuales interfieren en las amplificaciones por PCR, mientras que
con el kit Plant DNeasy de Qiagen se obtiene un ADN incoloro de muy buena
calidad, ya que durante el proceso de extraccion se emplean columnas de
nitrocelulosa.
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Figura 4. Sintomas virales encontrados en campo en plantas de tomate. A Enanismo. B.
Mosaico. C. Epinastias. D. Deformaciones. E. Mosaicos amarillos fluorescentes junto con
deformacion en las hojas.
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Figura 5. ADN total de ocho muestras de tomate comercial Solanum lycopersicum L. A.
Extraccion de ADN metodologia descrita por Dellaporta et al., (1983). B. Extraccién de
ADN metodologia descrita por Fulton et al. 1995. C. Extraccion de ADN con el kit
comercial Plant DNAzol® Reagent (LifeTechnologies, Inc., Grand Island, NY, USA). D
Extraccion de ADN con el kit comercial Plant DNeasy Mini Kit de Qiagen ®.

La evaluacion de la calidad del ADN se determind mediante la amplificacion por
PCR de un fragmento de 600 pb aproximadamente donde se usé el juego de
iniciadores PBL1v2040 y PCRc1 el cual amplifica un fragmento de la region
intergénica y el extremo 5" del gen BL1 del componente B de un Begomovirus
bipartita, las condiciones de PCR se llevaron a cabo de acuerdo a lo descrito por
Rojas et al. (1993); con el ADN extraido por medio de las metodologias descritas
por Dellaporta y Fulton no se obtuvo amplificados (Figura 6A y 6B), con el ADN
extraido con el kit DNAzol se visualizd algunos fragmentos amplificados de baja
intensidad (Figura 6C); mientras que con el ADN extraido con el Kit Plant DNeasy
de Qiagen se observaron amplificados de buena calidad (Figura 6D).

Ocho muestras de tejido foliar de tomate fueron procesadas y se observo que en
cuatro de ellas amplifica el virus por PCR, mientras que en las otras cuatro
muestras no amplific; estos resultados muestran que el método de extraccion de
ADN mas reproducible es el que utiliza columnas (kit de extraccién Plant DNeasy
de Qiagen ®), esta metodologia fue aplicada en la extraccion de ADN de muestras
provenientes de los departamentos de Valle del Cauca, Boyaca, Santander,
Antioquia y Cundinamarca, donde se parti6 de 100 mg de tejido macerado y se
obtuvo 50ul de ADN a una concentracién promedio de 100 ng/pl (Datos no
mostrados). En total se extrajeron 74 muestras de ADN, 10 muestras del
departamento del Valle del Cauca (distribuidas en nueve localidades), cinco
muestras del departamento de Boyaca (distribuidas en dos localidades), 16
muestras en el departamento de Cundinamarca (distribuidas en tres localidades),
17 muestras en el departamento de Antioquia (distribuidas en tres localidades) y
26 muestras en el departamento de Santander distribuidas en siete localidades
(Tabla 4).
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Figura 6. PCR de ocho muestras de tomate comercial Solanum lycopersicum L. con
sintomas virales. A — PCR con ADN obtenido mediante la metodologia descrita por
Dellaporta et al., (1983); B - PCR con ADN obtenido mediante la metodologia descrita
Fulton y Tanksley (1995); C - PCR con ADN obtenido mediante el kit comercial Plant

DNAzol® Reagent; D - PCR con ADN obtenido con el kit comercial Plant DNeasy Mini Kit
de Qiagen ®.

Una vez se realiz6 la extraccion de ADN de todas las muestras colectadas en los
cinco departamentos, se procedié a verificar la presencia de Begomovirus por
hibridacion molecular tipo “dot-blot”; para la hibridacién se utiliz6 una sonda de
ADN de un fragmento del gen de la proteina de la capside del Virus huasteco de
chile (PHV - Pepper huasteco virus) CP-PCR.

Una primera aproximacidén para determinar la presencia de Begomovirus en las
muestras recolectadas en campo fue la implementacion de la técnica de
hibridacién de &cidos nucleicos (NAH) tipo Dot Blot. Esta estrategia permite
analizar grandes cantidades de muestras sospechosas de estar infectadas por un
virus particular empleando una sonda o fragmento de ADN conservado que
permite identificar de manera especifica un unico género o familia viral particular.
En este caso, la metodologia de NAH permiti6 evidenciar la presencia de
Begomovirus pertenecientes a la Familia Geminiviridae en todas las muestras
analizadas, encontrandose mayor intensidad de la sefal en aquellas provenientes
de Valle, Cundinamarca y Santander; mientras que, las muestras que presentaron
menor intensidad pueden estar indicando una baja presencia del virus o de
estadios tempranos de la infeccion (Polston et al,, 1990). Vale la pena destacar
que la técnica Dot Blot se rige por el principio del todo o nada, es decir, hay o no
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hay presencia de una entidad viral particular, dada la alta sensibilidad de esta
prueba (Figura 7 y Tabla 5).

Figura 7. Deteccién de Begomovirus mediante hibridacién de acidos nucleicos tipo Dot
blot. EI ADN de cada muestra se colocé en cada cuadricula de la membrana y se detect6
la presencia de Begomovirus utilizando como sonda un fragmento del gen de CP de
PHYVV (ver metodologia). 1-8 / 14-15, muestras recolectadas en el departamento del
Valle del Cauca; 9-13, muestras recolectadas en el departamento de Boyacéa; 16-31,
muestras recolectadas en el departamento de Cundinamarca; 32-48, muestras
recolectadas en el departamento de Antioquia, y 49-74, muestras recolectadas en el
departamento de Santander. (-) control negativo: (+) control positivo. Ver tabla 4 para
descripcion de las localidades analizadas en este estudio.

Para confirmar los resultados obtenidos por medio NAH tipo Dot blot se

implementd la estrategia de PCR utilizando primers o cebadores degenerados que

amplifican regiones conservadas presentes en todos los Begomovirus bipartitas

del hemisferio occidental (Rojas et al, 1993). Para la identificacion del
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componente A se amplificé un fragmento de 1.1kb aproximadamente mediante el
uso de los iniciadores PAL1v1977-PAR1c495 (Figura 8A) y para la identificacion
del componente B se amplificé un fragmento de 0.6kb aproximadamente mediante
el uso de los iniciadores PBL1v2041-PCRc1 (Figura 8B).

M1 2 3 4 5 6 7 8 910 M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

A B

< 1.1Kb
0.6Kb

Figura 8. Identificacién de Begomovirus mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Se utilizaron primers universales degenerados que amplifican los componentes
ADN-A y ADN-B (Rojas et al., 1992). EI ADN-A amplifica un fragmento de ~1,1 kb, y el
ADN-B amplifica un fragmento de 0,6 kb. M, Marcador de peso molecular 1 Kb; 1-11 ADN
genomico purificado de muestras de Valle, Cundinamarca y Santander (el asterisco indica
la presencia de exceso de primers en la reaccion).

Se identificaron Begomovirus por PCR en 27 muestras procesadas (Tabla 5), en
los departamentos del Valle del Cauca (municipios Palmira, Pradera, Tulua,
Caicedonia y Barragan), Cundinamarca (municipios de Silvania y Pasca) y
Santander (municipios de Pie de Cuesta, Giron, Cepita, San Gil, Berlin y Socorro)
(Tabla 6); los departamentos de Antioquia y Boyaca no presentaron muestras
positivas para Begomovirus por esta técnica (PCR), sin embargo, estas si fueron
positivas por la técnica molecular de NAH tipo Dot blot. Esto puede estar
relacionado con la concentracion del virus en la planta en el momento en que se
realiz6 la recoleccion, lo cual puede estar estrechamente relacionado con el
estado del ciclo infectivo del Geminivirus. Es decir, la sensibilidad del NAH tipo
Dot-blot es mayor e independiente del estado del ciclo infectivo del virus, pues
detecta el Geminivirus esté replicandose o no. Mientras que la PCR requiere que
haya abundantes copias del genoma viral que permitan amplificar un fragmento de
ADN de un tamano esperado (Potter et al., 2003); los hallazgos realizados por
medio de la técnica molecular PCR corroboran lo reportado por Rojas et al., (1993)
en donde se amplific6 ambos componentes de un Begomovirus bipartita; otras
investigaciones se han enfocado en la identificacién de Begomovirus mediante la
amplificacion de un fragmento de aproximadamente 500 pb que abarca desde la
secuencia nonanucledtidica conservada presente en la regién intergénica de todos
los Geminivirus hasta el extremo 5’ del gen que codifica para la proteina de la
capside viral (Umaharan et al., 1998); de igual forma también se amplificaron
fragmentos de 500 pb aproximadamente como marcadores para analizar la
diversidad de los Begomovirus (Brown, 2001). Asi mismo, se pudo evidenciar que
hubo una relacién directa entre aquellas muestras de tomate recolectadas en
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campo que presentaban sintomatologia tipica, con aquellas que fueron positivas
para la presencia de Begomovirus diagnosticadas por estrategias moleculares
(Dot Blot y PCR). Es decir, que en aquellas zonas del pais en que hubo pocas
evidencias de sintomatologia viral, como lo fueron las muestras de Antioquia y
Boyaca, se detectaron algunas muestras positivas, mientras que en Santander, en
donde se evidencié una alta presencia de sintomas virales, fue donde mayor
nuamero de muestras positivas se diagnosticaron.

En la Tabla 5 se puede evidenciar la comparacion entre la técnica molecular de
NAH tipo Dot blot donde se pudo identificar Begomovirus en un 100% de las
muestras colectadas, y la técnica molecular PCR donde se identificaron
Begomovirus en un 36.48% de las muestras colectadas, esta comparacion nos
permite suponer que el mayor porcentaje hallado en la hibridacién de &cidos
nucleicos es sindnimo de una mayor sensibilidad de esta técnica.
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Tabla 5. Sitios de recoleccién de material vegetal de tomate distribuidos en las principales
zonas productoras de tomate en Colombia y resultados positivos para Begomovirus
obtenidos por Dot blot y PCR. Los andlisis moleculares de Dot blot y PCR se realizaron
como se describe en la metodologia.

Departamento Localidad No. fincas Resultado
Dot Blot PCR
Guacari 1 1 0
Darién-Calima 1 1 0
Darién 1 1 0
Cerrito 1 1 0
Valle del Cauca Pradera 1 1 1
Tulua 1 1 1
Caicedonia 1 1 1
Barragan 1 1 1
Palmira 2 2 2
Boyacé Sutamarchan 2 2 0
Santa Sofia 3 3 0
Fomeque 10 10 0
Cundinamarca Silvania 5 5 5
Pasca 1 1 1
Penol 6 6 0
Antioquia Carmen de Viboral 1 1 0
Jerico 10 10 0
Lebrija 6 6 0
Pie de Cuesta 9 9 5
Girén 2 2 1
Santander Cepita 1 1 1
San Gil 1 1 1
Berlin 1 1 1
Socorro 6 6 6
5 departamentos 24 localidades 74 fincas 74 27
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ANALISIS DE LA DIVERSIDAD GENETICA DE BEGOMOVIRUS BIPARTITAS
QUE AFECTAN TOMATE EN COLOMBIA

Con el fin de caracterizar las muestras positivas para Begomovirus amplificadas
por PCR y determinar polimorfismos entre los diferentes virus, se llevo a cabo la
técnica molecular RFLP. Para ello se tomaron los fragmentos amplificados del
componente A de 1,1kb de tamafo y se sometieron a restriccion mediante el uso
de una bateria de enzimas. Estas fueron seleccionadas mediante el uso de
secuencias de nucleétidos parciales de Begomovirus reportados en el GenBank
(ver metodologia), las cuales se digirieron virtualmente con el programa
MapDraw® (software DNASTAR®) y se seleccionaron como mejores candidatos
para el RFLP a las enzimas de restriccion Hincll, Pstl, Rsal y Sspl (Invitrogen ®)
(Tabla 6).

Fragmentos de 1,1kb amplificados (Figura 8A) correspondientes al componente A
provenientes de los departamentos del Valle del Cauca, Santander vy
Cundinamarca fueron cortados con cuatro enzimas de restriccion (Sspl, Hincll,
Pstly Rsal), separados y visualizados en geles de acrilamida al 6% (Figura 9). Los
patrones generados (numero de bandas) en las muestras amplificadas en estos
tres departamentos, mostraron diferencias entre ellos mismos pudiendo
determinar la presencia de diferentes Begomovirus en los tres departamentos.

Las cuatro enzimas empleadas presentaron diferente patrén de corte: la enzima
de restriccibn Rsal género menor numero de cortes dentro del fragmento
amplificado, mientras que las enzimas Pstl, Sspl y Hincll generaron un mayor
nuamero de fragmentos en todas las muestras procesadas. De acuerdo al numero
de bandas observadas en los geles de acrilamida, se encontré mayor variabilidad
genética entre departamentos mientras que dentro de los departamentos la
variabilidad genética fue menor. Se encontré en las muestras amplificadas del
departamento de Santander una poblacibn muy monomorfica (datos no
mostrados) mientras que los amplificados del departamento de Cundinamarca
mostraron alta variabilidad genética (Figura 9 carril 2-6), por esta razén se tomé
los amplificados del componente A de una muestra proveniente del Valle del
Cauca (6TuV), cinco muestras del departamento de Cundinamarca (26SiC, 27SiC,
28SiC, 29SiC, 30SiC) y tres muestras del departamento de Santander (59PdCS,
61PdCS y 66CeS) para evaluar diversidad genética con la técnica molecular
PCR/RFLP; estas muestra se digirieron con las cuatro enzimas de restriccion
seleccionadas (Figura 9)

Los analisis de PCR-RFLP permitieron evidenciar la presencia de polimorfismos
begomovirales entre las muestras de los diferentes departamentos (Tabla 6;
Figura 9). En la muestra del Valle del Cauca (Figura 9, carril 1) se observo
digestién del fragmento de 1100pb con las enzimas de restriccion Rsal, Pstl, Sspl
y Hincll y la suma de los fragmentos obtenidos con las diferentes enzimas fue de
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1100bp aproximadamente, lo que indicaba que en la muestra del Valle del Cauca
predominaba una unica variante begomoviral afectando los cultivos de tomate.

Tabla 6. Evidencia de mezcla de Begomovirus en muestras de tomate colectadas en
diferentes departamentos de Colombia empleando la técnica de PCR-RFLP. Para la
restriccion enzimatica in vivo, los fragmentos de 1100 pb del componente A fueron
amplificados por PCR y digeridos con las enzimas de restriccion Hincll, Pstl, Ssply Rsal.
Los fragmentos obtenidos fueron separados en un gel de poliacrilamida al 6%. Para
restriccion enzimatica in silico se utilizaron secuencias de nucledtidos parciales de
Begomovirus reportados en el GenBank, las cuales se digirieron virtualmente con el

programa MapDraw® (software DNASTAR®).

Hinc 11 (pb) Pst | (pb) Rsa | (pb) Ssp | (pb) Restriccion
enzimdtica

PYMV-Pa 1 (1200) 1(1200) 2 (734,566) 3 (646,389,253) in silico

PYMV-TT 4 (680, 389, 100, 1(1200) 3 (766,430,100) 3 (646,389,253) in silico
100)

PYMV- Valle 4(680, 389, 100, 2 670,630) 2(1200,100) 2(911,389) in silico
100)

PYMV-ToGu 4 2 670,630) 2 (1200,100) 3(750,389,161) in silico
(680,389,100,100)

6TuVv 1(850) 2 (670, 630) 1(1100) 2 (850, 350) in vivo

26SiC 5 (860, 850, 640, 1 (630) 4 (1150, 1100, 700, 3 (850, 750, 350) in vivo
500, 350) 680)

27SiC 4 (850, 640, 500, 1(1100) 3 (680, 380, 370) 4 (850, 750, 600, invivo
350) 350)

28SiC 3 (850, 500, 350) 3 (1100, 670, 2 (1100, 700) 2 (850, 350) in vivo

630)
29SiC 2 (860, 640) 3 (1100, 670, 3 (680, 380, 370) 3 (850, 750, 350) in vivo
630)

30SiC 5 (950, 870, 850, 3 (850, 820, 3 (1200, 1150, 1100) 5 (850, 750, 400, invivo
640, 500) 670) 380, 350)

59PdCS 2 (640, 620) 2 (670, 630) 1(1100) 4 (850, 750, 600, invivo

350)
61PdCS 2 (640, 620) 2 (670, 630) 1(1100) 4 (850, 750, 600, invivo
350)
66CeS 5 (640, 620, 600, 2 (670, 630) 1(700) 2 (600, 350) in vivo

300, 250)

En las muestras de Cundinamarca (Figura 9, carril 2-6) se observd digestion con
todas las enzimas de restriccidn utilizadas en el analisis mostrando un alto
polimorfismo entre ellas. Con la enzima Pstl se obtuvieron tres patrones de
restriccidn: a) un fragmento de 1100 pb para la muestras 27SiC, 28SiC y 29SiC; b)
dos fragmentos de 670 pb y 630 pb para las muestras 26SiC, 28SiC, 29SiC vy
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30SiC, patrén que fue similar al encontrado en la muestra de Valle y muestras de
Santander; c) dos fragmentos de 850 y 820pb en la muestra 30SiC.

Figura 9. Gel de acrilamida al 6% tefido con sales de plata. A — Fragmento de 1,1kb
amplificado y digerido con la enzima de restriccion Rsal, B — fragmento de 1,1kb
amplificado y digerido con la enzima de restriccibn Pst; C — fragmento de 1,1kb
amplificado y digerido con la enzima de restriccion Sspl; D — fragmento de 1,1kb
amplificado y digerido con la enzima de restriccion HindClll; M- Marcador de peso
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 1 - muestra 6 (departamento del Valle del
Cauca); 2 - 6 muestras 26 - 30 (departamento de Cundinamarca); 7-9 muestras 59, 61 y
66 (departamento de Santander).

Los resultados de este andlisis permitieron evidenciar la presencia de tres
entidades begomovirales diferentes en las muestras recolectadas en el
departamento de Cundinamarca y se encontré que en la muestras 28SiC, 29SiC y
30SiC, existian al menos dos entidades begomovirales presentes en cada muestra
analizada. Este mismo resultado se observé cuando el andlisis de restriccion se
realizd con la enzima Ssp | (Tabla 6), donde la suma de los fragmentos liberados
por algunas muestras (26SiC, 27SiC, 29SiC y 30SiC) es mayor de 1100 pb,
evidenciando la presencia de mas de un Begomovirus por muestra analizada.
(Figura 9C. carril 2- 6). Para el caso de las muestras recolectadas en el
departamento de Santander (Figura 9, carril 7-9), el andlisis tipo PCR-RFLP arroj6é
dos resultados: las muestras 59PdCS y 61PdCS presentaron dos patrones de
restriccion, implicando la presencia de al menos dos Begomovirus diferentes; por
su parte la muestra 66CeS, present6 un unico patron de restriccion. Este patrén de
restriccién fue similar al observado cuando se analizaron las muestras 59PdCS y
61PdCS por esta metodologia. Por ejemplo, con la enzima Sspl se liberan cuatro
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fragmentos en las muestras 59PdCS y 61PdCS de 850, 750, 600 y 350pb;
mientras que la muestra 66CeS libera solo dos fragmentos de 600 y 350pb,
respectivamente (Figura 9, carril 9). Es importante mencionar que las muestras
59PdCS y 61PdCS mostraron el mismo patrdn de restriccidbn con las cuatro
enzimas utilizadas (Tabla 6), lo que indica que ambas muestras presentan
infecciones mixtas causadas por los mismos virus.

Se han reportado infecciones mixtas por Begomovirus en plantas cultivadas y en
algunas malezas (Faria & Maxwell 1999), en frijol se reporté la infeccién
simultanea con el Virus del mosaico dorado del frijol (BGMV) y el Virus del
mosaico del abutilon (AbMV), contribuyendo de esta forma a generar alta
variabilidad genética en este género. La recombinacion entre Geminivirus es un
evento frecuente especialmente entre los virus del genero Begomovirus (Padidam
et al, 1999), Los sitios de recombinacion entre los Begomovirus no estan
distribuidos a lo largo del genoma (Fauquet et al., 2005). Uno de los sitios en el
genoma donde ocurre la recombinacion entre estos virus es la regién intergénica
(IR) dentro de la estructura tallo - asa sitio donde inicia la replicaciéon en los
Geminivirus (Hanley-Bowdoin et al., 1999), Monci et al. (2002) estudiaron dos virus
el Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV) y Tomato Yellow Leaf Curl
Virus (TYLCV) analizaron ambos genomas y encontraron que la recombinacién
natural ocurre a nivel de la RI. Davino et al. (2008) emplearon la metodologia PCR
RFLP, para amplificar un fragmento de la region comun del virus Tomato yellow
leaf curl virus (TYLCV) y el Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV), lo
digirieron con diferentes enzimas de restriccidn y encontraron recombinantes del
virus, esta estrategia metodoldgica permitidé identificar especies dentro de las
poblaciones de virus.

Los resultados del presente estudio evidenciaron una distribucién geogréfica de
los Begomovirus que estan afectando tomate en Colombia: hay un Unico
Begomovirus en Valle; al menos tres Begomovirus en Cundinamarca y para el
caso de Santander, se observaron al menos dos Geminivirus. El patrén de
restriccion presentado por el Begomovirus de Valle fue observado en muestras
analizadas de Cundinamarca y Santander, lo que estaria indicando que este
aislado geminiviral, podria estar presente en las areas productoras de tomate
ubicadas en estos departamentos. Por otra parte, vale la pena acotar que algunos
de los patrones de restricciébn observados en las muestras de Cundinamarca vy
Santander son exclusivos de cada una de estos departamentos. Estos resultados
en conjunto nos indicarian que al menos cuatro aislados geminivirales diferentes
estan afectando cultivos de tomate en Colombia.

Otro resultado obtenido de este analisis tipo PCR-RFLP es la deteccion de
mezclas de Begomovirus afectando cultivos de tomate en areas biogeograficas
particulares de Colombia. Este fue el caso de las muestras colectadas en los
departamentos de Cundinamarca y Santander en los cudles se evidencid la
presencia de mezclas de al menos 2 Geminivirus en cada muestra analizada. La
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presencia de infecciones mixtas de dos 0 mas Geminivirus infectando una misma
planta son comunes en cultivos ubicados en zonas tropicales y subtropicales del
planeta (Harrison et al.,, 1997; Sanz et al., 2000). Actualmente hay evidencias que
indican que la aparicién de enfermedades geminivirales cada vez mas severas
puede ser debida a las interacciones que entre este tipo de virus se pueden
verificar cuando estan presentes en infecciones mixtas (Pita et al, 2001). Entre
Geminivirus que se encuentran coinfectando una misma planta (infeccion mixta)
diferentes tipos de interacciones pueden verificarse entre ellos: algunas de ellas
pueden implicar relaciones de sinergismo, que a la postre pueden conducir a la
generacion de enfermedades en el tomate con sintomatologias mas acentuadas
que aquellas producidas por cada virus por separado, o también pueden
verificarse interacciones virales antagbnicas en donde la presencia de un
Geminivirus particular interfiere con el desarrollo normal del ciclo infectivo del otro
Geminivirus presente en una misma planta conduciendo a infecciones cuyas
sintomatologias son generalmente atenuadas (Méndez et al., 2003). Si cualquiera
de estos tipos de interaccion entre Geminivirus se esta verificando de manera
particular en los cultivos de tomate de Santander y Cundinamarca es un tépico
interesante de abordar en futuras investigaciones.
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IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE BEGOMOVIRUS
BIPARTITAS QUE INFECTAN TOMATE EN COLOMBIA.

Con el fin de conocer la identidad molecular de los Begomovirus que infectan el
cultivo de tomate en las zonas productoras de tomate de la region Andina
Colombiana, se tomaron los fragmentos amplificados del componente A y el
componente B, se clonaron y secuenciaron. Con los datos de las secuencias de
nucleétidos de ambos componentes virales y los datos de secuencias de
nucleédtidos reportados en la base de datos del NCBI se generaron cladogramas
los cuales permitieron el primer acercamiento a la identidad de los Begomovirus
endémicos de Colombia.

La secuenciacion de los fragmentos de aproximadamente 1,1kb se realizé en
ambas direcciones, se hizo un analisis de su calidad y limpieza de vectores y
adaptadores utilizando el programa CodonCode Aligner V. 3.5.5.5 (CodonCode
Corporation, Tokyo Japan). Por ultimo, se construyeron secuencias consenso
(Contigs) las cuales se alinearon con la base de datos del NCBI (blastN). En total
se obtuvieron 13 secuencias: dos del Valle del Cauca provenientes de Tulua
(6TuV) y Caicedonia (7CaV); Siete clones de Cundinamarca, provenientes de
fincas ubicadas en la localidad de Silvania (27SiC, 28SiC, 29SiC1, 29SiC2,
30SiC1, 30SiC2, 30SiC3) y cuatro clones de Santander provenientes de las
localidades de Pie de Cuesta (58PdCS, 59PdCS, 61PdCS) y Cepita (66CeS), con
una longitud entre 1186 — 1287 nt (Tabla 7). Los analisis bioinformaticos de las
secuencias de nucleétidos de los fragmentos 29SiC1 y 29SiC2 indicaron la
presencia del mismo fragmento clonado, por lo tanto a partir de este momento se
denominé 29SiC. Este mismo hecho se observé para los fragmentos provenientes
de la muestra 30SiC, los cuales mostraron ser idénticos entre si. La secuencia de
nucleétidos de estos 10 fragmentos fue depositada en el GenBank con los
siguientes numeros de accesion: Genoma A: Tulua (6TuV), Caicedonia (7CaV),
Silvania (27SiC, 28SiC, 29SiC1, 29SiC2, 30SiC1, 30SiC2, 30SiC3), Pie de Cuesta
(58PdCS, 59PdCS, 61PdCS) y Cepita (66CeS).

Los alineamientos entre nucleétidos (blastN) para cada una de las secuencias
provenientes del componente A geminiviral permitié determinar la presencia de 3
entidades virales relacionadas con el Virus del mosaico amarillo de la papa (Potato
yellow mosaic virus- PYMV) y Tomato venezuela virus (Tabla 7). Dos fragmentos
aislados de Valle del Cauca (6TuV, 7CaV) y dos de Cundinamarca (28SiC, 30SiC)
presentaron su mayor porcentaje de identidad (96-99%) con Tomato yellow
mosaic virus aislamiento del Valle del Cauca (EU518935) (nombre propuesto no
aceptado oficialmente por ICTV), un Begomovirus previamente reportado en
Colombia infectando cultivos de tomate en la localidad de Rozo- Valle del Cauca
(Martinez et al., 2008).
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Tabla 7. BlastN del fragmento de 1.1kb clonado asociado al componte A, en esta Tabla se
muestran las secuencias con mayor identidad reportadas en la base de datos del NCBI.

N° de Tamafo del
Muestra  Descripcion de la secuencia Acronimo* Identidad accesion en fragmento
el GenBank en pb.

6TuV-A Tomato yellow mosaic virus isolate Valle del Cauca PYMV-Co 99% EU518935 1258
7CaV-A Tomato yellow mosaic virus isolate Valle del Cauca PYMV-Co 99% EU518935 1287
27SiC-A Venezuela tomato geminivirus ToVEV 83% AF026464.1 1263
28SiC-A Tomato yellow mosaic virus isolate Valle del Cauca PYMV-Co 96% EU518935 1252
29SiC-A Venezuela tomato geminivirus ToVEV 83% AF026464.1 1236
30SiC-A Tomato yellow mosaic virus isolate Valle del Cauca PYMV-Co 96% EU518935 1260
58PdCS-A Potato yellow mosaic virus from Martinique PYMV-To 93% AY126610.1 1200
59PdCS-A Potato yellow mosaic virus from Martinique PYMV-To 94% AY126610.1 1186
61PdCS-A Potato yellow mosaic virus from Martinique PYMV-To 93% AY126610.1 1269
66CeS-A  Venezuela tomato geminivirus ToVEV 84% AF026464.1 1279

* Fauquet et al., 2008.

Dos clones identificados en Cundinamarca (27SiC y 29SiC) presentaron
identidades de 83% con Venezuela tomato geminivirus (AF026464.1), un
Begomovirus aislado de cultivos de tomate en Venezuela (Guzman et al., 1997) y
posteriormente denominado ToVEV (Tomato Venezuela virus) por Arguello-
Astorga & Ruiz-Medrano (2001). Por su parte, tres clones aislados en el
departamento de Santander (58PdCS, 59PdCS, 61PdCS) presentaron valores de
identidad de 93-94% con Potato yellow mosaic virus aislado Martinique
(AF026464.1) un Begomovirus reportado en el afio 2004 infectando plantas de
tomate en isla Martinica (Urbino et al., 2004), mientras que el clon 66CeS también
aislado en el departamento de Santander presento una identidad de 83% con
Venezuela tomato virus (TOVEV). Estos resultados permiten afirmar que en las
infecciones mixtas de Geminivirus detectadas en este estudio afectando el cultivo
tomate en Colombia hay tanto aislados begomovirales relacionados con PYMV
como virus lejanamente asociados con el Geminivirus ToOVEV.

En la Tabla 7 se puede observar que los valores de identidad obtenidos estuvieron
por encima y por debajo del 90%, las valores que estan por encima de este
porcentaje sugieren la presencia de Geminivirus identificado con anterioridad,
mientras los valores que estan por debajo de este porcentaje son una base para la
diferenciacién entre especies (Fauquet et al., 2008) los clones con valores de
identidad inferior al 90% fueron 27SiC, 29SiC, 66CeS procedentes del
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departamento de Cundinamarca y Santander, este dato nos indica la posible
presencia de dos nuevos Begomovirus en las muestras colectadas (Fauquet et al.,
2008).

A la fecha, en Colombia solo se ha reportado el componente A de un Begomovirus
bipartita (Martinez et al., 2008), el componente B a pesar de existir la evidencia de
este Geminivirus aun no habia sido reportado, es por esto que la presente
investigacién también dedico parte de sus objetivos a la caracterizacion parcial de
este componente genomico, para ello se amplificd, cloné y secuencié un
fragmento de ADN asociado al componente B el cual comprendia la region
intergénica y el MLA BL1 asociado a movimiento viral. La secuenciacion de los
fragmentos de 0.6 Kb aproximadamente asociados al componente B se llevd a
cabo en ambas direcciones; a las secuencias de nucleétidos se les realizé un
analisis de su calidad y limpieza de vectores y adaptadores mediante el uso del
programa CodonCode Aligner V. 3.5.5.5 (CodonCode Corporation, Tokyo Japan),
con este programa también se construyeron secuencias consenso (Contigs) las
cuales se alinearon con la base de datos del NCBI (BlastN). En total se obtuvieron
9 clones: tres del Valle del Cauca provenientes de Pradera (5PrV), Caicedonia
(7CaV) y Barragan (8BaV); cuatro de Cundinamarca provenientes de fincas en la
localidad Silvania (26SiC, 27SiC, 28SiC, 29SiC) y dos de Santander provenientes
de la localidad de Pie de Cuesta (59PdCS, 61PdCS), con una longitud entre 509 —
558 nt (Tabla 8). La secuencia de nucleétidos de estos 9 fragmentos fue
depositada en el GenBank con los siguientes numeros de accesién: Genoma B:
Pradera (5PrV), Caicedonia (7CaV) y Barragan (8BaV), Silvania (26SiC, 27SiC,
28SiC, 29SiC) y Pie de Cuesta (59PdCS, 61PdCS).

Para los fragmentos parciales del componente genémico geminiviral B, el analisis
BlastN de los clones 5PrV, 7CaV, 8BaV, 26SiC, 27SiC, 28SiC, 29SiC mostrd
valores de identidad del 81 al 92% con PYMV aislado Panama (Y15033.1).
Mientras que el clon 59PdCS presenté una identidad de 82% con PYMV aislado
Puerto Rico (AY126613.1) y el clon 61PdCS una identidad de 82% con PYMV
aislado Trinidad y Tobago (AF039032.1), se puede observar que los valores de
identidad obtenidos estuvieron por encima y por debajo del 90%, las valores que
estan por encima de este porcentaje sugieren la presencia de Geminivirus
identificado con anterioridad, mientras los valores que estan por debajo de este
porcentaje son una base para la diferenciacion entre especies (Fauquet et al.,
2008), estos resultados permiten plantear la posibilidad, de que posibles eventos
de pseudorecombinacion podrian ocurrir (Padidam et al, 1999) entre estos
Geminivirus cuando se encuentren presentes en infecciones mixtas en plantas de
tomate; si estos posibles eventos de pseudorecombinacion se constituyen en una
fuente de origen de nuevas variantes geminivirales que conduzcan al desarrollo de
patologias mas severas en este cultivo sera materia de futuras investigaciones.

El andlisis por secuenciacion de los nucleétidos de los 10 fragmentos de ADN
clonados permitié la construccién de dos arboles filogenéticos; el primer arbol se

62



construyd con 153 nt aproximadamente del extremo 5°del gen CP (Figura 10) y el
segundo arbol se construyd con 696nt aproximadamente del extremo 5°del gen
Rep (Figura 11).

Tabla 8. BlastN del fragmento de 0.6Kb aproximadamente asociado al componte B,
donde se muestran las secuencias con mayor identidad reportadas en la base de datos
del NCBI.

Muestra  Descripcion de la secuencia Acréonimo* Identidad N° de Tamafo del
accesion en fragmento
GenBank en pb.

Potato yellow mosaic Panama virus segment PYMPV
5PrV-B B, complete sequence 92% Y15033.1 558

Potato yellow mosaic Panama virus segment PYMPV
7CaVv-B B, complete sequence 91% Y15033.1 549

Potato yellow mosaic Panama virus segment PYMPV
8BaV-B B, complete sequence 81% Y15033.1 518

Potato yellow mosaic Panama virus segment PYMPV
26SiC-B B, complete sequence 83% Y15033.1 519

Potato yellow mosaic Panama virus segment PYMPV
27SiC-B B, complete sequence 82% Y15033.1 520

Potato yellow mosaic Panama virus segment PYMPV
28SiC-B B, complete sequence 81% Y15033.1 519

Potato yellow mosaic Panama virus segment PYMPV
29SiC-B B, complete sequence 83% Y15033.1 519

Potato yellow mosaic virus from Puerto Rico PYMV-To
59PdCS-B movement protein 82% AY126613.1 509

Potato yellow mosaic Trinidad virus-[Trinidad PYMV-TT
& Tobago] strain PYMV/TT movement
61PdCS-B protein (BV1) and movement protein (BC1) 82% AF039032.1 510

* Fauquet et al., 2008.

El gen de la capside (CP) presenta el mayor grado de conservacion de todos los
genes de los Geminivirus (Wyatt & Brown, 1996), por tanto a partir del analisis de
la secuencia del gen CP se puede preliminarmente inferir la identidad de un
Begomovirus particular (asi como su distribucién geogréfica) su relacion con su
vector biolégico (Brown et al., 2001; Fauquet et al., 2008). A partir de este criterio
se procedid6 a realizar una matriz de identidad (Tabla 9) utilizando
aproximadamente 151nt del extremo 5°del MLA de CP de cada uno de los 10
Begomovirus aislados, comparados contra las secuencias de un grupo de
Begomovirus reportados previamente en otras latitudes del planeta y cuyas
secuencias reposan en el GenBank (ver metodologia). Por medio de este analisis
se pudo evidenciar que dos Begomovirus diferentes estan afectando el tomate en
Colombia: Un primer grupo de ellos (clones 6TuV, 7CaV, 27SiC, 28SiC, 29Si y
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30SiC recolectados en los departamentos del Valle del Cauca y Cundinamarca),
estan relacionados con el PYMV tentativamente reportado como Tomato yellow
mosaic virus isolate Valle del Cauca (EU518935.1), con valores de identidad del
0,97 al 1.

Tabla 9. Matriz de identidad donde se comparan fragmentos de 151 nt del extremo 5" del
gen CP y fragmentos de 696 nt del extremo 5 del gen REP de los 14 Begomovirus
identificados en zonas productoras de tomate de la region Andina Colombiana con
fragmentos reportados en la base de datos del NCBI ver estrategia metodolégica.

PYMV_Co PYMV-Ma PYMV_TT CdTVTo ToVEV

Clon REP RI CP REP RI CP REP RI CP REP RI CP REP RI CP
6TuV_PYMV_Colombia 0,98 0,99 0,99 0,91 086 097 0,78 0,46 097 0,77 051 085 0,80 0,62 0,95
7CaV_PYMV_Colombia 0,99 099 099 091 087 09 0,78 0,47 097 0,77 051 0,84 0,80 0,62 0,96
27SiC1_PYMV_Colombia 0,75 0,47 1,00 0,76 0,46 0,97 0,79 0,38 0,98 0,82 0,38 0,85 0,81 0,49 0,96
28SiC_PYMV_Colombia 0,96 0,93 0,99 091 085 097 0,78 046 097 0,76 049 085 0,79 0,61 0,97
29SiC_PYMV_Colombia 0,75 0,47 0,98 0,76 0,47 0,95 0,80 0,39 0,9 0,83 0,39 0,85 0,82 0,51 0,95
30SiC_PYMV_Colombia 0,96 0,93 0,97 091 086 0,94 0,78 047 0,95 0,76 0,50 0,85 0,79 0,63 0,97
58PdCS_PYMV_Colombia 0,92 0,89 0,94 0,93 090 092 0,77 048 093 0,76 0551 083 0,79 0,66 0,98
59PdCS_PYMV_Colombia 0,92 0,67 0,92 0,93 0,69 091 0,77 034 092 0,75 035 0,81 0,79 0,52 0,97
61PdCS_PYMV_Colombia 0,92 0,88 0,95 0,93 0,89 0,94 0,77 048 0,94 0,76 0,50 0,84 0,79 0,65 0,99

66CeS_PYMV_Colombia 0,80 0,60 0,94 0,79 0,60 093 0,86 042 0,94 082 042 0,83 0,81 0,53 0,97

Este resultado podria indicar que PYMV emergi6é simultdneamente en estas dos
regiones del pais bien sea por la diseminacién efectiva del mismo por parte de su
vector biolégico o bien sea por el transporte de material vegetal infectado por este
virus entre éstas dos regiones. Un segundo grupo de Geminivirus (clones
58PdCS, 59PdCS, 61PdCS y 66CeS todos provenientes de muestras colectadas
en el departamento de Santander) que se encontraron afectando el cultivo de
tomate en Colombia estan relacionados con Tomato Venezuela virus (TOVEV) con
valores de identidad del 0,96 — 0,99. Es posible que la prevalencia de PYMV asi
como de ToVEV afectando el cultivo de tomate en Colombia en diferentes zonas
geograficas del pais pueda ser el producto de una rapida emergencia, a lo largo
de un periodo medianamente largo de adaptacion a este hospedero, lo que
condujo a un desplazamiento de cepas virales menos adaptadas al mismo, como
se ha documentado en México en los ultimos 22 afnos (Polston & Anderson, 1997;
Ribeiro et al., 2003). Este mismo resultado puede reflejarse en el arbol filogenético
elaborado con las secuencias de CP de los Geminivirus encontrados afectando el
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cultivo de tomate en campo (Figura 10) en donde el porcentaje de identidad para
miembros de un mismo grupo estaba en concordancia con el criterio de identidad
de CP (identidades menores del 90% entre CP geminivirales predice la presencia
de cepas virales distintas mientras que mayores del 90% indica la pertenencia a
una misma cepa geminiviral (Brown et al., 2001). Estos resultados indican que
diferentes cepas de Begomovirus estan afectando el cultivo de tomate en
Colombia en diferentes zonas biogeogréaficas es decir, que los Geminivirus que
afectan el tomate en los departamentos de Valle del Cauca y Cundinamarca estan
principalmente relacionados con el PYMV, mientras que Begomovirus que afectan
este mismo cultivo pero en Santander estan relacionados con ToVEV, un
Geminivirus no emparentado con el PYMV (Guzman et al., 1997; Arglello-Astorga
& Ruiz-Medrano, 2001; Romay et al., 2010). Asi mismo de los cladogramas se
puede inferir que los Geminivirus que afectan al tomate en Colombia todos
pertenecen al hemisferio occidental (Figura 10) pues se agrupan junto con otros
Begomovirus reportados en esta parte del planeta tales como PHYVV, SiGMV,
AbMV, PePGMV y BDMV este ultimo ampliamente reportado afectando el cultivo
de frijol en Colombia (Morales & Castario 2008).

Figura 10. El arbol filogenético fue construido basado en la secuencia de nucleétidos de
un fragmento de 151 nt del extremo 5 del gen CP de Begomovirus identificadas en zonas
productoras de tomate de la regién Andina Colombiana (Tabla 2) y 34 secuencias de
Begomovirus reportados en la base de datos del NCBI, descritos en la metodologia. El
método estadistico utilizado fue el UPGMA y el modelo de distancia genética fue el de
Tamura-Nei.

Posteriormente se procedié a analizar un fragmento de 696nt aproximadamente
del extremo 5°del gen asociado a replicacion (Rep), por medio de este analisis se
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encontraron cuatro entidades virales asociadas a PYMV (Tabla 9, Figura 11), una
primera asociada a PYMV-Co con valores de identidad entre 0,95 y 0,98 con los
clones 6TuV, 7CaV, 28SiC y 30SiC identificados en los departamentos de Valle
del Cauca y Cundinamarca, una segunda entidad viral asociada a PYMV-Ma con
valores de identidad de 0,93 con los clones 58PdCS, 59PdCS y 61PdCS
identificados en el departamento Santander, una tercera entidad asociada a
CdTVTo con valores de identidad de 0,81 con los clones 27SiC y 29SiC y una
cuarta entidad viral asociada a PYMV — TT con una identidad de 0,85 con el clon
66CeS) identificado en el departamento de Santander (Tabla 9). Es interesante
encontrar dos clones, 27SiC y 29SiC, que a nivel de CP tienen una identidad de
0.99 -1.0 con PYMV, pero cuando se compara su gen asociado a replicacion (Rep)
esta identidad tiene un valor muy bajo (0.75). Este mismo resultado se encuentra
cuando se compara su region intergénica encontrado un valor de identidad con
PYMV de 0.47 (Tabla 9).

SiC
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Figura 11. El arbol filogenético fue construido basado en la secuencia de nucleétidos de
un fragmento de 696nt del extremo 5" del gen Rep de Begomovirus identificadas en zonas
productoras de tomate de la regién Andina Colombiana (Tabla 2) y 34 secuencias de
Begomovirus reportados en la base de datos del NCBI, descritos en la metodologia. El
método estadistico utilizado fue el UPGMA y el modelo de distancia genética fue el de
Tamura-Nei.

Entre los Begomovirus identificados en las diferentes colectas se observaron
diferencias en cuanto a valores de identidad y especies, las poblaciones de
Geminivirus presentan cambios en periodos cortos de tiempo; una de las causas
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de estos cambios estd asociada a las mutaciones las cuales son eventos que
ocurren con frecuencia en el genoma de estos virus (Ge et al., 2007; Duffy &
Holmes. 2009); en el presente trabajo también se pudo evidenciar diversidad
intraespecifica; caracteristica que comunmente ha sido observada a través del
tiempo en poblaciones de Begomovirus (Ueda et al., 2008; Mubin et al., 2009); la
diversidad genética se ha reportado incluso dentro de poblaciones controladas
donde se han realizado inoculaciones atrtificiales (Ge et al., 2007). Los Geminivirus
se caracterizan por tener una alta habilidad de hacer recombinacion genética entre
ellos mismos lo que ha contribuido a generar diversidad genética (Fauquet et al.,
2005; Owor et al., 2007; Font et al., 2007; Jovel et al., 2007). Estos eventos de
recombinacién sumados con las mutaciones juegan un papel importante en la
emergencia de nuevos virus y enfermedades (Varsani et al., 2008).
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OBTENCION DEL GENOMA VIRAL COMPLETO DE BEGOMOVIRUS
BIPARTITAS QUE AFECTAN TOMATE EN COLOMBIA

Los Geminivirus utilizan el mecanismo de circulo rodante como sistema de
replicacion del ADN (Stenger et al., 1991). La técnica de amplificacién por circulo
rodante ha mostrado ser un método altamente eficiente para analizar
Begomovirus (Inoue-Nagata et al., 2004). La amplificacion de genomas virales
completos por medio de la metodologia del circulo rodante (Rollin Circle
Amplification - RCA) ha permitido identificar y caracterizar genomas virales en
algunas regiones del mundo (Haible et al,, 2006). Esta metodologia permite la
amplificacion de moléculas de ADN circular (ADN mitocondrial, ADN de
cloroplastos y ADN viral), tiene una gran ventaja sobre la amplificacion de los
genomas al no considerar las variaciones al interior de la secuencia de nucleétidos
(Inoue-Nagata et al., 2004). Se ha comprobado la alta fidelidad de la polimerasa
del bacteriofago phi29 al secuenciar genomas amplificados mediante esta
metodologia y no observar variaciones en la secuencia de nucleétidos (Inoue-
Nagata et al, 2004; Owor et al., 2007). La amplificacion por circulo rodante
combinada con la técnica molecular RFLP permite determinar sitios internos de
corte en el genoma viral mas no permite realizar una caracterizacién puntual de
los genomas virales (Schubert et al., 2007). La RCA/RFLP se ha propuesto como
una metodologia confiable en la busqueda de variabilidad genética en las
poblaciones de Geminivirus (Haible et al., 2006; Paprotkaa et al., 2010) pero si se
quiere identificar nuevas especies virales se requiere secuenciar en su totalidad
los genomas virales.

Una vez identificados y caracterizados los Begomovirus bipartitas presentes en el
cultivo de tomate de las principales zonas productoras de la hortaliza de la regién
Andina Colombiana, se procedi6 a sintetizar en su totalidad ambos componentes
virales, posteriormente se realiz6 la clonacion y transformacién de los mismos (ver
estrategia metodoldgica). Esto con el objetivo de obtener la secuencia completa de
nucleédtidos del componente A y B, y de asi conocer la identidad total del agente
causal de la virosis en el cultivo de tomate. Para la obtencion de clones completos
se amplificaron por circulo rodante los genomas virales (Figura 12) de las
muestras a las que previamente se les habia identificado el Begomovirus por
hibridacién de acidos nucleicos (NAH) tipo Dot Bloty por PCR. Para esto se utilizé
el Kit TempliPhi DNA Sequencing Template Amplification (Amersham Biosciences,
USA) y las condiciones de reaccion se realizaron de acuerdo a lo reportado por
Inoue-Nagata et al., (2004) ya que en esta etapa se tienen concatémeros de los
genomas begomovirales, se observa un ADN de alto peso molecular y alta
concentracion en los geles de agarosa (Figura 12).

Las muestras amplificadas por circulo rodante (Figura 12) fueron digeridas con
diferentes enzimas de restriccion, con el objetivo de determinar cuales enzimas
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generaban sitio de corte Unico en cada componente viral (Figura 13). Los patrones
de corte observados en la digestion de los clones completos permitieron un
acercamiento a la variabilidad genética presente en las diferentes muestras.
Dentro de cada departamento no se observo variabilidad genética, mientras que
entre departamentos si se observd variabilidad genética (resultados similares se
encontraron al realizar la PCR-RFLP (Figura 9).

Figura 12. Sintesis del genoma viral completo. M — Marcador de peso molecular 1KB, 1-3
(muestras 5, 6 y 7 Valle del Cauca); 4-6 (muestras 26, 29 y 31 Cundinamarca; 7-9
(muestras 61, 66, y 70 Santander).

La enzima de restriccion Hindlll generd un sitio de corte Unico en el genoma viral
de las muestras provenientes del departamento de Cundinamarca (Figura 13A);
las enzimas de restriccibn BamHI| y EcoRl generaron sitios de corte unico en el
genoma viral de las muestras provenientes de los tres departamentos (Figura 13B
y 17D); y la enzima de restriccion Xbal generé sitio de corte unico en el genoma
viral de las muestras provenientes del departamento de Santander, (Figura 13C).
Se determiné sitio de corte Unico en el genoma viral al observar un fragmento de
2,7kb aproximadamente después de realizar el andlisis de restriccion.

Obtenidas las digestiones, se tomaron los fragmentos de 2,7kb mediante elucién
del gel y se realizé6 PCR de acuerdo a lo reportado por Rojas et al. (1993), con el
fin de verificar que genoma begomoviral (ADN A y ADN B) estaba presente en la
banda aislada. Mediante esta estrategia metodoldgica se precisaron las siguientes
observaciones: en los fragmentos eluidos previamente digeridos con la enzima de
restriccibon BamHI se pudo observar la presencia de ambos componente virales;
en los fragmentos eluidos previamente digeridos con la enzima de restriccién
Hindlll, se observé la presencia del componente gendmico A; en los fragmentos
eluidos previamente digeridos con la enzima de restriccibn EcoRI se observo la
presencia del componente B. De acuerdo a los patrones de corte generados se
pudo determinar que el componente A y el componente B tenian sitio interno de
corte con la enzima de restriccion BamHI. El componente A no tenia sitio de corte
con la enzima de restriccion EcoRI pero si tenia sitio Unico interno de corte con la
enzima de restriccion Hindlll; y por el contrario el componente B tenia sitio interno
de corte con la enzima de restriccion EcoRl pero no tenia sitio interno de corte con
la enzima de restriccion Hindlll; de esta forma los andlisis de restriccidn
permitieron discriminar entre ambos componentes virales clonados.
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M1 23 45 67 89 M 12 34567 829 M1 2 34567 89

< 2.6kb

M1 234 56728 9

<—26kb

Figura 13. Digestion con diferentes enzimas de restriccion de los genomas completos; A.
Digestidon con la enzima de restriccion Hindlll; B. Digestién con la enzima de restriccion
BamHl; C. Digestion con la enzima de restriccion Xbal, D. Digestion con la enzima de
restricciéon EcoRI. M — Marcador de peso molecular 1KB, 1-3 (muestras 5, 6 y 7 Valle del
Cauca); 4-6 (muestras 26, 29 y 31 Cundinamarca; 7-9 (muestras 61, 66, y 70 Santander).

Para corroborar la presencia de ambos componentes virales se realizé una
segunda digestion con la enzima de restriccion EcoRl sobre los productos
obtenidos con la enzima de restriccibon BamHI. Mediante este ensayo se pudo
comprobar la presencia de ambos componentes virales al observar tres
fragmentos de ADN en los productos de la doble digestion: un fragmento de 2,6kb,
uno de 1,4kb y uno de 1,2kb correspondiente a ambos componentes genémicos
(2,6kb aproximadamente cada componente viral) (Figura 13E). La ingenieria
genética ha facilitado la clonacion de genomas virales completos mediante la
amplificacion de los mismos por la metodologia del circulo rodante, el uso de
vectores de clonacién y enzimas de restricciéon (Owor et al., 2007). De acuerdo a
estos resultados se procedié a clonar los genomas virales completos en el vector
de clonacion pUC19.Dadas las caracteristicas de cada uno de los componentes
virales se procedié a clonar aquellos componentes que tenian sitio Unico de corte
con alguna de las enzimas de restriccion evaluadas; para ello se usé la enzima de
restriccion BamH| para clonar ambos componentes virales, la enzima de
restriccibn Hindlll para clonar muestras provenientes del departamento de
Cundinamarca y la enzima de restricciéon Xbal para clonar muestras provenientes
del departamento de Santander.

Todas las muestras seleccionadas en cada uno de los departamentos (Valle del
Cauca, Cundinamarca y Santander) mostrd tener un sitio de corte Unico con la
enzima de restriccion BamH|/ (Figura 13B), estas muestras de ADN viral fueron
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clonadas en el vector de clonacion pUC19 y transformadas en bacterias
electrocompetentes E. coli (One Shot, Invitrogen ®).

La secuenciacién de los fragmentos de aproximadamente 2.7 kb se realizd en
ambas direcciones, la eliminacién de fragmentos del vector y las ambigliedades en
las secuencias se realizd con el programa CodonCode Aligner V. 3.5.5.5
(CodonCode Corporation, Tokyo Japan), una vez obtenidas las secuencias
depuradas se alinearon en la base de datos del NCBI (BlastN), en total se
obtuvieron 23 genomas completos clonados, ocho asociados al componente A y
15 asociados al componente B (Tabla 10).

Tabla 10. BlastN de secuencias de aproximadamente 1,8kb de los genomas completos
clonados en el vector de clonacién pUC19 con la enzima de restriccibn BamHI. Se
muestran las secuencias con mayor identidad reportadas en la base de datos del NCBI.

.. . . . N° de
Muestras* Descripcion de la secuencia Acronim Identida acceso en
(BlastN) o d el NCBI

6CC6, 6CC11, 6CC13, Tomato yellow mosaic virus
6CC22, 7CC45, 29CC57, isolate Valle del Cauca
29CC58, 29CC21 segment A

PYMV-

C 96 - 99% EU518935.1
(0]

6CC2, 6CC3, 6CC7,
6CC9, 7CC29, 7CC39,
7CC43, 29CCB.

Potato yellow mosaic virus- PYMV-

[Guadeloupe] componentB  To 86 - 89% AY120883.1

7CC41,7CC49, 61 CC 7, Potato yellow mosaic virus 86 - 94
70 CC 36. (PYMV) DNA B PYMV o, D00941.1

Potato yellow mosaic Panama

6CC17, 7CC54, 29CC17. .
virus segment B

PYMPV  85-87% Y15033.1

*Las muestras 6, 7 son procedentes del departamento del Valle del Cauca, la muestra 29 procede
del departamento de Cundinamarca y las muestras 61 y 70 son procedentes del departamento de
Santander (Tabla 3).

Con el uso de la enzima de restriccion BamHI se clonaron genomas completos
begomovirales de los departamentos del Valle del Cauca y de Cundinamarca
(Tabla 10) encontrando altos niveles de identidad con el Virus del mosaico amatrillo
de la papa (PYMV); debido a que la diversidad genética de Begomovirus en zonas
productoras de tomate de la regién Andina Colombiana es mas alta (Figura 10 y
11) se vio la necesidad de clonar otros genomas virales completos en el vector de
clonaciéon pUC19 mediante el uso de las enzimas de restriccion Xbal y Hindlll,
para ello se realizd una nueva sintesis del genoma viral completo (ver
metodologia) de las muestras 26, 27 y 29 (departamento de Cundinamarca) y las
muestras 58, 61 y 70 (departamento de Santander) (Figura 14A). Las muestras
seleccionadas del departamento de Cundinamarca fueron digeridas con la enzima

71



de restriccion Xbal (Figura 14B) y las muestras seleccionadas del departamento
de Santander fueron digeridas con la enzima de restriccion Hindlll Figura 14C).
Ambos grupos de muestras presentaron un sitio de corte Unico en el andlisis de
restriccidn, estas muestras de ADN viral fueron clonadas en el vector de clonacion
pUC19 y transformadas en bacterias electrocompetentes E. coli (One Shot,
Invitrogen ®).

M 26 27 29 M 58 61 70

C

Figura 14. A: Sintesis del genoma viral completo; B: muestras digeridas con la enzima de
restriccion Xbal; C: muestras digeridas con la enzima de restriccion Hindlll; M — Marcador
de peso molecular 1KB, 26, 27 y 29 muestras provenientes del departamento de
Cundinamarca; 58, 61 y 70 muestras provenientes del departamento de Santander.

En la muestra 70 no se observa ningun producto digerido, en las muestras de
Cundinamarca (26, 27 y 29) se observa formacion de monémero dimeros trimeros,
también se observa un fragmento de 2.5kb es probable que este fragmento haya
perdido 100 - 200bp en el proceso de digestién.

La secuenciacion de los clones completos begomovirales se realiz6 en ambas
direcciones, la eliminacién de fragmentos del vector y las ambigliedades en las
secuencias se realizd con el programa CodonCode Aligner V. 3.5.5.5 (CodonCode
Corporation, Tokyo Japan), una vez obtenidas las secuencias depuradas
(aproximadamente 1,4kb), estas se alinearon en la base de datos del NCBI
(BlastN). En total se obtuvieron siete clones completos: cuatro asociados al
componente gendmico A y tres asociados al componente gendmico B (Tabla 11).

En el departamento del Valle del Cauca se identificaron cuatro entidades virales
representadas en 16 clones, 5 asociados al componente gendémico A y 11
asociadas al componente gendmico B: Tomato yellow mosaic virus isolate Valle
del Cauca segment A (5 clones); Potato yellow mosaic virus-[Guadeloupe]
component B (7 clones); Potato yellow mosaic virus (PYMV) ADN B (2 clones) y
Potato yellow mosaic panama virus segment B (2 clones). En el departamento de
Cundinamarca se identificaron seis entidades virales representadas en 10 clones:
5 asociados al componente genémico A y 5 asociadas al componente gendémico B:
Tomato yellow mosaic virus isolate Valle del Cauca segment A (3 clones); Tomato
mottle taino virus -[Boyeros] component A (1 clon); Potato yellow mosaic virus
component A (Puerto Rico) (1 clon); Potato yellow mosaic virus-[Guadeloupe]
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component B (3 clon); Potato yellow mosaic Panama virus segment B (1 clon) y
Potato yellow mosaic Panama virus component B (1 clon). En el departamento de
Santander se identificaron tres entidades virales representadas en 4 clones, 2
asociados al componente genémico A y 2 asociadas al componente genémico B:
Potato yellow mosaic virus component A (Puerto Rico) (1 clon); Potato yellow
mosaic Trinidad virus-[Trinidad & Tobago] component A (1 clon); Potato yellow
mosaic virus (PYMV) ADN B (2 clones) (Tabla 10y 11).

Tabla 11. BlastN de los genomas completos clonados con la enzima de restriccion Hindlll
(Muestras 26 y 29 procedentes del departamento de Cundinamarca) y con la enzima de
restriccion Xbal (Muestras 58 y 61 procedentes del Santander), en este cuadro se
muestran las secuencias con mayor identidad reportadas en la base de datos del NCBI.

N° de
Muestras* Descripcion de la secuencia (BlastN) Acronimo Identidad acceso en el
NCBI
26CC4, Potato yellow mosaic virus-{Guadeloupe] component B
29CC29 y P P " PYMV 80% AY120883.1
26CC9 Tomato mottle Taino virus -[Boyeros] component A ToMoTV 80% AJ563919.1
29CC22 Potato yellow mosaic Panama virus component B. PYMPV 90% Y15033.1
29CC26, o
61CC24 Potato yellow mosaic virus component A (PR). PYMV 04% AY965897.1

Potato yellow mosaic Trinidad virus-[Trinidad & Tobago]
58CC23 component A. PYMV-TT 94% AF039031.1

*Las muestras 26 y 29 son procedentes del departamento de Cundinamarca, las muestras 58 y 61
son procedentes del departamento de Santander (Tabla 4).

En resumen, en los tres departamentos (Valle del Cauca, Cundinamarca y
Santander) se obtuvieron 30 clones completos que representan siete entidades
virales: cuatro relacionados con el componente A (Tomato yellow mosaic virus
isolate Valle del Cauca; Tomato mottle taino virus -[Boyeros]; Potato yellow mosaic
virus; Potato yellow mosaic Trinidad virus-[Trinidad & Tobago]) y tres asociados al
componente B (Potato yellow mosaic virus-[Guadeloupe]; Potato yellow mosaic
virus (PYMV); Potato yellow mosaic Panama virus). Datos muy similares se
obtuvieron al comparar con las secuencias parciales del componente A y del
componente B (Figura 10y 11).
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CARACTERIZACION MOLECULAR DEL GENOMA VIRAL COMPLETO DE UN
BEGOMOVIRUS BIPARTITA QUE AFECTA TOMATE EN TULUA, VALLE DEL
CAUCA, COLOMBIA

Los alineamientos de nucleétidos (BlastN) de las secuencias parciales de los
clones completos permitié determinar que en el departamento del Valle del Cauca
predomina un unico virus el Potato yellow mosaic virus (PYMV) componente A y
Componente B. Dada esta caracteristica se seleccion6 un clon del componente A
y uno del componente B aislados en muestras de tomate provenientes de la
localidad Tulua, con el objetivo de ser secuenciado en su totalidad. Inicialmente se
secuencio 900 pares de bases en ambas direcciones a partir del sitio 1551 (Tabla
13) del genoma del componente A y de la posicion 866 (Tabla 14) del genoma del
componente B. Con esta primera secuenciacion se disefiaron iniciadores para
terminar de secuenciar en su totalidad ambos genomas virales (Figura 15).

Figura 15. Esquema representativo del andamiaje del genoma secuenciado de ambos
componentes virales. En linea roja se marca la posicion de los primers disefiados y
sintetizados.

Obtenida la secuencia completa de ambos genomas virales, se alinearon en el programa
BlastN y por medio de la ayuda del software ORF Finder (Open Reading Frame Finder)
del NCBI disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/ se construyeron ambos
genomas virales completos con sus respectivos marcos de lecturas abierta (Figura 16) y
se realiz6 un alineamiento con nucleétidos y con aminoacidos de cada uno de los genes
(Tabla 12) de esta forma se pudo corroborar la presencia de cuatro genes en el
componente A y dos en el componente B.
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Figura 16. Representacion esquematica del genoma del virus del mosaico amarillo de la
papa (PYMV [Colombial).

El alineamiento de secuencia de acidos nucleicos de la regién comun (RC) de
ambos componentes virales (ADN A y ADN B) presenté una identidad de 97%
entre ellos; esta caracteristica permite afirmar que ambos componentes virales
pueden transreplicarse con ellos mismos, es decir se autocomplementan para
causar infeccion viral (Ramos et al., 2003) y muy probablemente con otros PYMV
endémicos de Colombia. El alineamiento de nucleétidos del componente A con
Begomovirus reportados en la base de datos del NCBI permitié hallar un alto
grado de identidad con diferentes PYMV; 99% de identidad con Tomato yellow
mosaic virus- Valle del Cauca; 92% de identidad con Potato yellow mosaic virus —
Guadalupe y 92% de identidad con Potato yellow mosaic virus -Puerto Rico. El
alineamiento del componente B en la base de datos del NCBI permitié hallar
diferentes grados de identidad con otros PYMV previamente reportados, 86% de
identidad con Potato yellow mosaic virus-Panama, 86% de identidad con Potato
yellow mosaic virus-Trinidad y Tobago y 86% de identidad con Potato yellow
mosaic virus-Guadalupe; valores de identidad por debajo de 90% son una base
para la diferenciacién entre especies (Fauquet et al., 2008).

Realizado el andlisis, la anotacién de los genes y el andamiaje del clon de 2596
correspondiente al componente A y del clon de 2559nt correspondientes al
componente B (Figura 16), las secuencias fueron depositadas en la base de datos
GenBank del NCBI con el nombre de Potato yellow mosaic virus- [Colombia]
component A complete sequence, nimero de accesion JQ045705 y Potato yellow
mosaic virus- [Colombia] component B complete sequence, nimero de accesion
JQ045706
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Tabla 12. Descripcion de cada uno de los genes de el componente A y B del virus del
mosaico amarillo de la papa (PYMV [Colombia]).

Componente genémico A

ORF Proteina Funcidn

CP 756nt 252 aa Proteina de la Capside
Rep 1056nt 352 aa Proteina asociada a la replicacion

TrAP 390nt 129 aa Proteina asociada a la transactivacion de los genes de expresion
tardia
REn 398nt 132aa Proteina acentuadora de la replicacion

Componente gendmico B

ORF Proteina Funcioén

BV1 771nt 257 aa Proteina involucrada con el movimiento célula-célula
BC1 879nt 292 aa Proteina involucrada con el movimiento a larga distancia
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CONSTRUCCION DE CLONES INFECCIOSOS DE Potato yellow mosaic virus-
[COLOMBIA] — (Dimero del virus)

La construccién de clones infecciosos requieren mas de una unidad viral clonada
en un vector de clonacion (Bonilla-Ramirez et al., 1997). Usualmente la formacion
de dimeros mediante el uso de enzimas de restriccion es una tarea ardua e
intensa (Oliveira et al., 2008). Es por esto que la formacion de dimeros se ha
realizado mediante otras metodologias tales como digestiones parciales de los
genomas virales completos productos de la amplificacion por circulo rodante y su
posterior clonacién, ello debido a que por esta metodologia se generan
concatémeros de los genomas virales (Oliveira et al., 2008). Para evadir la ardua
tarea en la formacién de dimeros, se ha usado directamente el producto de
amplificacion por circulo rodante (TempliPhi) en la inoculacién por biobalistica
(Fiallo-Olivé et al., 2009; Guenoune-Gelbart et al., 2010), el inconveniente de esta
metodologia es la deficiente obtencion del ADN viral puesto que las cantidades y
las concentraciones son muy bajas.

En el presente trabajo se evalu6 la metodologia de formacion de dimeros
mediante el uso de las digestiones parciales, pero no se obtuvieron resultados
promisorios.

Por lo anterior se disend una metodologia para construir dimeros de un
Begomovirus que tuviese dos origenes de replicacion contiguos. La formacién de
dimeros de ambos componentes virales se llevé a cabo en varias etapas:

Primero se realizdé una analisis bioinformatico del componente A (Potato yellow
mosaic virus- [Colombia], nimero de accesion JQ045705) (Tabla 13) y del
componente B (Potato yellow mosaic virus- [Colombia], numero de accesién
JQ045706) (Tabla 14). El andlisis de enzimas de restriccion se realizé mediante el
uso del programa BioEdit (Tabla 13 y 14) y Vector Vector NTI® advance V10
(Figura 17).

Mediante este andlisis se pudo determinar los sitios de corte de las enzimas de
restriccién de uso frecuente en el laboratorio. Se pudo definir sitios de corte Unico
en ambos componentes virales, a la vez que se observaron sitios de corte multiple
con otras enzimas de restriccion. El componente A presenta sitio Unico de corte
con la enzima de restriccibn BamHI, Hindlll, Pstl, Rsal y Sall (Tabla 13). El
componente B presenta sitios de corte Unico con las enzimas de restriccion BamH|
y EcoRl (Tabla 14), estas mismas observaciones ya habian sido apreciadas en la
seccion de los RFLP de los genomas virales completos.
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Tabla 13. Andlisis Bioinformatico del clon PYMV [Colombia] componente A (Potato yellow
mosaic virus- [Colombia] componente A, numero de accesion JQ045705), mediante el uso
del programa BioEdit.

Enzima de . - Frecuencia ..
restriccion Sitio de reconocimiento de corte Posicion en el genoma
BamH| G'GATC_C 1 1551
EcoRI G'AATT_C 0
Pstl CTGCA G 1 2313
Hindlll AAGCT_T 1 1503

: ' 287, 767, 1079, 2072,
Hincll GTy'rAC 5 5200

: 300, 593, 807, 956,

Rsal GT'AC 7 1041, 1185, 1583
Sall G'TCGA_C 1 1077
Xbal T'CTAG_A 1 1777

Tabla 14. Analisis Bioinformatico del clon PYMV [Colombia] componente B (Potato yellow
mosaic virus- [Colombia], numero de accesion JQ045706), mediante el uso del programa
BioEdit.

Felztirz'::?;ig?\ Sitio de reconocimiento z;eggﬁgcia Posicion en el genoma
BamH| G'GATC_C 1 866

EcoRI G'AATT_C 1 2066

Hindlll A'AGCT_T 0

Pst/ C_TGCA'G 0

R
Sall G'TCGA_C 1573, 1640

Xbal T'CTAG_A 1346, 2224
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Figura 17. Mapas de restriccion del componente genémico A y B, realizados en el
programa Vector NTI® advance V10.

Realizados los andlisis in silico, se procedié a verificar en el laboratorio esta
informacién con los analisis de restriccion enzimatica de los clones completos,
componente A (PYMV [Colombia]) y componente B (PYMV [Colombia]) (Figura
18), permitiendo corroborar las observaciones realizadas previamente.

Componente A Componente B

Figura 18. Andlisis de restriccion de los clones completos. Componente A: M — Marcador
de peso molecular 1kb; 1 — EcoRl; 2 — BamHI; 3 — Hindlll; 4 — Xbal; 5 — Sal1; 6 — HindClI;
7 — Rsal. Componente B: M — Marcador de peso molecular 1kb; 1 — EcoRl; 2 — Hindlll; 3 —
Rsa; 4 — Sal1; 5 — HindCllI; 6 — Pstl.

Como se habia podido predecir por medio de los analisis bioinformaticos de los
clones completos (Tabla 13 y 14), el componente A no tiene sitio interno de corte
con la enzima de restriccion EcoRI (Figura 18A, carril 1) y tiene un sitio de corte
con las enzimas de restriccion BamHI 'y Xbal (Figura 18A, carril 2 y 4). Por otro
lado, el componente B no tiene sitio interno de corte con las enzimas de restriccion
Hindlll'y Pstl, pero tiene un sitio de corte con las enzimas de restriccién EcoRly
BamHI| (Figura 18B). Estas caracteristicas son de gran utilidad al momento de
realizar una construccion viral dado que se pretende es generar un concatémero
de los componentes virales (Wu et al., 2008).
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Realizados los diferentes analisis con los clones completos, se tomaron las
secuencias completas del componente A (Potato yellow mosaic virus- [Colombia))
y del componente B (Potato yellow mosaic virus-[Colombia]) y se simuld la
construccion de los clones infecciosos en el programa Vector NTI® advance V10.
En el componente A se elimind un fragmento de aproximadamente 50 bp,
comprendido entre sitio de corte Hindlll del sitio de clonaje multiple del vector de
clonacién pUC19 y el sitio de corte Hindlll del componente gendmico A (Figura
19). A continuacion se subclond el componente viral completo cortado con Hindlll.
En la Figura 19 se puede observar que las enzimas de restriccion de corte Unico
(BamHlI, Hindlll, Xbal, Pstl y Sall) se ubican a una distancia de 2,7 kb entre ellas
misma. En el componente B se elimind un fragmento de 1200 bp
aproximadamente, comprendido entre el sitio de corte EcoRI del sitio de clonaje
multiple del vector de clonacién pUC19 y el sitio de corte EcoRl del componente
gendmico B (Figura 19). A continuacion se subcloné el componente viral completo
cortado con EcoRl. En la Figura 19 se observa que las enzimas de restriccién de
corte Unico (BamHI y EcoRl) se ubican a una distancia de 2,7 kb entre ellas
mismas.

Figura 19. Mapas de restriccion de las construcciones del componente genémico A y B,
realizados en el programa Vector NTI® advance V10.

Los analisis bioinformaticos (Tabla 13 y 14, Figura 17 y 19) y los analisis de
restriccibn de ambos componentes virales (Figura 18) permitieron determinar lo
siguiente:

El componente A presenta un Unico sitio de corte con la enzima de restriccion
Hindlll, entre este sitio de corte y el sitio Hindlll (sitio de clonaje multiple) se
encuentra un fragmento de aproximadamente 50 pb (Tabla 13), con estos analisis
se procedi6 a realizar la restriccion enzimética, la cual consistié en digerir el clon
completo del componente A con la enzima de restriccidn Hindlll, este proceso
permiti6 la eliminacion de dicho fragmento. Esta primera construccién fue
nombrada como A-Hindlll; al eliminar este fragmento del clon la construccién
quedo con un tamano de 5.1kb aproximadamente (2.6kb correspondientes al
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vector de clonacion pUC19 y 2.5kb, correspondientes al genoma viral) (Figura 20
carril 2). Los analisis in silico permitieron determinar que el componente B
presenta un sitio de corte Unico con la enzima de restriccion EcoRl, entre este sitio
de corte y el sitio EcoRI (sitio de clonaje mdultiple) se encuentra un fragmento de
1.2kb. Con la enzima de restriccidn EcoRl se pudo eliminar dicho fragmento del
clon completo del componente B; De esta forma esta construccién quedo con un
tamafno de 4.1kb (2.6kb correspondientes al vector de clonacion pUC19 y 1.5kb
correspondientes al genoma viral) (Figura 20 carril 3), esta primera construccién
fue nombrada como B-EcoRl.

Figura 20. Andlisis de restriccion de las primeras construcciones virales. M — Marcador de
peso molecular; 1 - Componente A (6CC6) digerido con la enzima de restriccién EcoRl, 2
- primera construccién del componente A digerida con la enzima de restriccion BamH|; 3 -
primera construccion del componente B digerida con la enzima de restriccién BamHl|.

Estos resultados permitieron determinar que se eliminé un sitio de corte BamHI en
ambos componentes virales clonados, es por esto que al digerir ambos
componentes virales con la enzima BamHI| solamente lineariza la construccion
(Figura 20 carril 2 y 3). Se observa diferenciacién en tamarios de cada una de las
construcciones; el clon completo del componente A linearizado (Figura 20 carril 1)
tiene un tamano de 5.3kb; la primera construccién del componente A (A-Hindlll)
tiene un tamafio de 5.2kb (Figura 20 carril 2) y la primera construccion del
componente B (Clon B-EcoRI) tiene un tamaro de 4.1 Kb (Figura 20 carril 3).

FORMACION DE LOS DIMEROS DE Potato yellow mosaic virus [COLOMBIA].

Formacién del dimero del componente A PYMV - Col: Sobre la primera
construccion A-Hindll (Figura 20, carril 2) se clon6 el genoma viral completo del
componente A. Después de la clonacion los productos fueron transformadas en
bacterias electrocompetentes E. coli (One Shot, Invitrogen ®) y a las colonias
transformadas se les realizdé una lisis rapida de acuerdo a lo reportado por
Kotchoni el al. (2003) con el objetivo de identificar clones de alto peso molecular. A
los clones seleccionados se les extrajo el ADN plasmidico el cual fue verificado
con diferentes enzimas de restriccion (Figura 21).
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Figura 21. Analisis de restriccibn de los clones seleccionados por tamafo (clones
promisorios a tener un componente A subclonado); M - Marcador de peso molecular 1Kb;
1 enzima de restriccion BamHI; 2 enzima de restriccibn EcoRI; 3 enzima de restriccion
Hindlll.

En la Tabla 13 se puede observar que el componente A tiene sitio Unico de corte
con las enzimas de restriccion BamHI'y Hindlll y ausencia de sitio de corte con la
enzima de restriccion EcoRI. Con estas caracteristicas se puede predecir que las
construcciones A-Hindlll 16 y A-Hindlll 18 (Figura 21) tienen el genoma viral A
subclonado. Para verificar este supuesto estos clones fueron sometidos a un
andlisis de restriccion con diferentes enzimas (Figura 22).

Figura 22. Andlisis de restriccion de los dos clones seleccionados como promisorios a
tener el componente A subclonado; M - Marcador de peso molecular 1Kb; 1 - enzima de
restriccion BamHI; 2 - enzima de restriccion EcoRl; 3 - enzima de restricciéon Hindlll; 4 -
enzima de restriccién Xbal; 5 - enzima de restriccion Pstl; 6 - enzima de restriccion Sall.

En la Figura 22, se observa el patrén de corte esperado en el clon AHPal18 debido
a que el componente A tiene sitio interno de corte para las enzimas evaluadas
excepto para la enzima de restriccion EcoRl. El clon A-Hindlll-16 también presenta
sitios de corte Unico con las enzimas de restriccion BamHI, Hindlll, Xbal, Pstl, Sall
pero con la enzima de restriccion EcoRl se observa un sitio interno de corte
inesperado por lo tanto este clon se sac6 de los analisis; de acuerdo a estos
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analisis el dimero del componente A (AHPal-18) es el que tiene la insercion de un
genoma viral completo en el sentido correcto.

Formacién del dimero del componente B PYMV Col: Obtenida la primera
construcciéon del componente B (B-EcoR/) (Figura 20, carril 3), se procedié a
clonar sobre esta el genoma viral competo del componente B. Después de la
clonacién los productos fueron transformados en bacterias electrocompetentes E.
coli (One Shot, Invitrogen ®) y a las colonias transformadas se les realizé una lisis
rapida de acuerdo a lo reportado por Kotchoni el al., (2003) con el objetivo de
identificar clones de alto peso molecular. A los clones seleccionados se les extrajo
el ADN plasmidico el cual fue verificado con diferentes enzimas de restriccién
(Figura 23).

Figura 23. Andlisis de restricciébn de los clones seleccionados por tamano (clones
promisorios a tener un componente B subclonado); M - Marcador de peso molecular 1Kb;
1 - enzima de restriccion BamHlI; 2 - enzima de restriccién EcoRl; 3 - enzima de restriccion
Hindlll.

En la Tabla 14 se puede observar que el componente B tiene sitio Unico de corte
con las enzimas de restriccion BamHI'y EcoRl'y ausencia de sitio de corte con la
enzima de restriccién Hindlll, con estas caracteristicas se puede especular que las
construcciones B-EcoRI 33 y B-EcoRI/ 35 (Figura 23) tienen el genoma viral
subclonado, para verificar este supuesto estos clones fueron sometidos a un
andlisis de restriccion con diferentes enzimas (Figura 24).

De acuerdo a los sitios de corte en el genoma del componente B (Tabla 14) las
enzimas BamHI| y EcoRI presentan sitio de corte Unico. En la Figura 24 se
corrobor6 la informacion ya que al realizar el corte con estas enzimas se libera el
genoma viral completo. Por otro lado se puede observar en el carril 3 y 5 de la
Figura 24 que las enzimas de restriccion Hindlll y Pstl solo lineariza la
construccion del genoma viral, por lo tanto no hay sitio interno de corte con estas
enzimas (Tabla 14) ya que estas cortan en los sitios de clonacidon mdultiple
(polilinker) del vector. El fragmento liberado con la enzima de restriccion Sall de
aproximadamente 1.6Kb (Carril 6 Figura 24) esta comprendido entre el sitio de
clonaciéon mudltiple y la posicion 1573 del virus (Tabla 14). Estos andlisis nos
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permiten determinar que el dimero del componente B (BEcoRI-33, BEcoRI-35)
tiene la insercién de un genoma viral completo en el sentido correcto.

Figura 24. Dimero del componente B (B-EcoRl 9, 33 y 35); M - marcador de peso
molecular 1 kb; 1 enzima de restriccion BamHl/; 2 enzima de estriccion EcoRl; 3 enzima
de restriccion Hindlll; 4 enzima de restriccion Xbal; 5 enzima de restricciéon Pstl; 6 enzima
de restriccion Sall.

En conclusién las construcciones que presentaron el patron de corte esperado
fueron: AHindlll-18 (Componente A) y B-EcoRl 33, 35 (Componente B). Para
verificar la orientacién se realizo una secuenciacién de los extremos de ambos
clones.
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EVALUACION DE CLONES INFECCIOSOS DE PYMV-COL POR MEDIO DE LA
INOCULACION POR BIOBALISTICA EN PLANTAS DE TABACO Y TOMATE.

La mejor forma de evaluar las construcciones de los clones infecciosos de
Begomovirus es sometiéndolos a sus hospederos naturales mediante el método
de inoculacion mecanica como la biobalistica (Garzén-Tiznado et al, 1993;
Méndez et al., 2003; Ariyo et al., 2006) o por agroinoculacién (Czosnek et al.,
1993). Estas dos técnicas moleculares han sido ampliamente usadas para evaluar
la infeccion de Begomovirus (Oliveira et al., 2008), obteniendo mejores resultados
mediante la inoculacién por biobalistica. Esto porque la inoculacién mecanica por
biobalistica cubre un amplio numero de hospederos, mientras que la
agroinoculacion sélo puede infectar plantas dicotiledéneas a la vez que se debe
ser muy especificos para el uso de las diferentes cepas de Agrobacterium
tumefaciens.

En la presente investigacion se empled la técnica molecular biobalistica y se us6
el equipo Helios Gen Gun System (BioRad®). EI bombardeo de particulas se
realiz6 en plantas de tabaco (N. benthamiana, N. tabacum Xanthi), plantas
comunmente utilizada como indicadora para la reproduccion de sintomas virales
en condiciones controladas y en plantas de tomate. Se realizaron cuatro
inoculaciones en las que se evaluaron diferentes variables (Tabla 15).

Tabla 15. Variables evaluadas en los experimentos de biobalistica.

Variables Caracteristica
500 ng/pl
Concentracion de ADN*.
. 0.05 mg/ml
Concentracion de PVP.
0.05M

Concentracién de espermidina

Concentracion y tamafio de las 10 mg, particulas de 0.6 um.

particulas de oro (Silvana No.10
®).*

Distancia de disparo* 0-15cm
1-3
Numero de disparos™
200-600
Presion. PSI*
Edad de la planta* Tomate (45 dias), Tabaco (50-60 dias )
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*PSI (Pounds per Square Inch) libra-fuerza por pulgada cuadrada

a. Primera inoculacién.

La primera inoculacién se realizd teniendo en cuenta el tipo de cultivar, el tejido de
la planta a inocular, la presion, nimero y distancia de disparo (Tabla 16). Cada
planta fue inoculada con particulas de oro impregnadas de ADN viral: realizada la
inoculacién, las plantas de tomate y tabaco se llevaron a invernadero donde se
cubrieron con casa mallas anti &caros para asegurar la ausencia de insectos.

Tabla 16. Variables evaluadas en la primera inoculacion.

Numero de Culti Presion Namero Distancia de Parte de la
ultivar de .
plantas (PSI) disparos disparo planta
1 Tomate Unapal 300 3 10 cm DA QR - Hoja.
Maravilla
1 Tomate Unapal300 2 10 cm DA Ab; QR -
Maravilla hoja.

2 N. tabacum Xanthi 300 1 3-5¢cm QR - hoja
4 N. tabacum Xanthi 300 2 3-5cm QR - hoja
1 N. tabacum Xanthi 300 3 3-5cm QR - hoja
1 N. tabacum Xanthi 300 3 3-5¢cm Ab
1 N. tabacum Xanthi 300 2 3-5cm QR - hoja
2 N. tabacum Xanthi 300 1 3-5¢cm QR - hoja
1 N. tabacum Xanthi 300 2 3-5¢cm QR - hoja
1 N. tabacum Xanthi 300 2 3-5cm Ab; QR -
2 N. tabacum Xanthi 300 2 10 cm Ab
1 N. tabacum Xanthi 300 1 10 cm Ab
1 N. tabacum Xanthi 300 2 10 cm Hoja
1 N. tabacum Xanthi 300 2 10 cm Ab; QR -
2 N. tabacum Xanthi 300 2 10 cm DA
1 N. tabacum Xanthi 300 2 15cm Ab
1 N. tabacum Xanthi 300 2 2cm QR
1 N. tabacum Xanthi 300 3 2cm QR
3 N. tabacum Xanthi 250 2 15¢cm DB
3 N. tabacum Xanthi 300 1 15cm DB
2 N. tabacum Xanthi 300 2 15cm DB
1 N. tabacum Xanthi 300 2 15cm DB, Ab

DA: Después del apice; DB: después de la base de la planta; QR: Quema Ropa; Ab: Apice.

Se realizaron tres evaluaciones del material inoculado a los 35, 45 y 63 DDI (Dias
Después de la Inoculacion). A los 35DDI se observé deformaciones y clorosis en
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las plantas de tomate (Solanum lycopersicum L) (Figura 25), mientras que, en las
plantas de tabaco (Nicotiana bentamiana - Xanthi) se observaron deformaciones
en el apice de las hojas y puntos cloréticos en hojas maduras (Figura 25).
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Figura 25. Sintomas observados en plantas de tabaco y tomate, corroborados por PCR
Figura 26. La letra a corresponde a plantas inoculadas; b. sintomas virales 35 ddi. En la
muestra 1, 2, 4, 5, 6, 7 y 8 se presentan deformaciones foliares en N. tabacum Xanthi-nc,
en la muestra 3 se observa clorosis y en la muestra 9, 10 y 11 (N. benthamiana) se
aprecian deformaciones foliares.

En todas las evaluaciones el tejido foliar con sintomas virales fue colectado y se
procedi6 a realizar extraccion de ADN llevando a cabo la metodologia CTAB (ver
item 5.13. B). EI ADN extraido sirvié para verificar la presencia de Begomovirus
por PCR: se observé la amplificacion de un fragmento de ADN de 1,1kb
correspondiente al extremo 5°del gen Rep la region intergénica y el extremo 5°del
gen CP como indicador de presencia de Begomovirus (Figura 26).

A los 35DDI se tomo tejidos vegetal (hojas) con sintomas virales (Figura 25) y se
evalu6 por PCR (Figura 26). Se observé un amplificado en las muestras 1, 5, 13,
19, 20, 26, 31 y 34; en el material evaluado a los 45DDI se tomaron las plantas
con sintomas virales que no fueron evaluadas 35DDI y las plantas evaluadas
35DDI que no amplificaron por PCR (Figura 27). En esta evaluacion se observaron
amplificados en las muestras 21, 29, 30. A los 63DDI se evaluaron los materiales
que no amplificaron por PCR en las dos anteriores evaluaciones (Figura 28) y se
observo amplificados en las muestras 15, 22, 25 y 27 lo que indic6 la presencia de
Begomovirus en estas muestras. Realizadas las tres evaluaciones se pudo
calcular un 44% (15/34) de eficiencia de inoculacion en las plantas evaluadas.

Figura 26. Fragmento amplificado de 1,1kb en la primera evaluacion del primer material
inoculado. M - Marcador de peso molecular 1kb; 1 - Tabaco Muestra 1; 2 - Tabaco
Muestra 5; 3 - Tabaco Muestra 6; 4 - Tomate Muestra 5; Tabaco Muestra 11; 6 - Tomate
Muestra 13; 7 - Tomate Muestra 18; 8 - Tabaco Muestra 19; 9 - Tabaco Muestra 20; 10 -
Tabaco Muestra 26; 11 - Tabaco Muestra 31; 12 Tabaco Muestra 34; 13 - control positivo;
14 — control de reaccién.
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Figura 27. Fragmento amplificado de 1,1kb en la segunda evaluacién del primer material
inoculado. M - Marcador de peso molecular 1kb; 1 - Testigo (control -); 2 - Muestra 1; 3 -
Muestra 2; 4 - Muestra 3; 5 - Muestra 4; 6 -Muestra 5; 7 - Muestra 8; 8 - Muestra 9;
9 - Muestra 12; 10 - Muestra 13; 11 - Muestra 14; 12 - Muestra 15; 13- Muestra 17; 14 -
Muestra 21; 15 - Muestra 22; 16 - Muestra 23; 17 - Muestra 24; 18 - Muestra 25; 19 -
Muestra 27; 20 - Muestra 28; 21 - Muestra 29; 22 - Muestra 30; 23 - Muestra 32; 24 -
Muestra 33.

Figura 28. Fragmento amplificado de 1,1kb en la tercera evaluacién del primer material
inoculado. M — Marcador de peso molecular 1kb; 1 — muestra 7; 2 — muestra 9; 3 —
muestra 11; 4 — muestra 12; 5 — muestra 14; 6 — muestra 15; 7 — muestra 16; 8 — muestra
17; 9 — muestra 22; 10 — muestra 23; 11 — muestra 25; 12 — muestra 27; control de
reaccion (-).

Los pardmetros evaluados en esta primera inoculacién fueron: tipo de cultivar,
presion (PSI), numero de disparos, distancia de disparo y parte de la planta
inoculada; se observaron sintomas virales leves en plantas de tabaco (N. tabacum
Xanthi) mientras que en plantas de tomate se observé mayor nimero de sintomas
como deformaciones y clorosis. En los primeros ensayos se inocularon plantas
con presiones de helio de 600 PSI, lo que generd ruptura de tejido foliar y en
consecuencia el material vegetal inoculado no fue evaluado. Se observé una
correlacién directa entre nimero de disparos y generacion de sintomas. La
distancia de disparo fue un factor limitante en la inoculacion dado que cuando se
inoculaban las plantas a una distancia de 3-5 cm ("quema ropa“), en muchos de
los casos generaban ruptura del tejido foliar, los materiales inoculados a esta
distancia presentaron puntos necroticos 5-10 DDI justo en el sitio del disparo,
mientras que si se inoculaba a distancias superiores a 15 cm no se observaba
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gran impacto en el tejido inoculado. Con relacion a la parte de la planta inoculada
se observd mayores sintomas virales en los materiales inoculados en el apice que
en las hojas, debido a que hay mayor cantidad de células meristematicas en el
apice de la planta, ya que en este tipo de células las enzimas involucradas en los
procesos de replicacion se encuentran activas y por lo tanto el virus emplea esta
magquinaria enzimatica para su replicacion. En este primer ensayo de inoculacion
mecanica se observé un porcentaje de inoculacion de 44% (15/36 plantas con
sintomas virales/plantas inoculadas) indicando que habia que realizar cambios
puntuales en otras variables, es por esto que se disend un segundo experimento
en el cual se enfocd en evaluar variables como presién (PSI) tipo de cultivar y
namero de disparos.

b. Segunda inoculacién.

Se llevé a cabo realizando cambios en las variables: tamano de la particula de oro,
edad de la planta, niumero de disparos y presidén ejercida en el disparo. En este
experimento se inocularon plantas de tomate (Unapal Maravilla) y tabaco (N.
tabacum Xanthi y N. benthamiana) de 30, 45 y 46 dias, respectivamente, desde el
momento de siembra. A cada una de las plantas se le realizaron 1 o 2 disparos a
10cm del apice de la planta con particulas de oro de 1,6um de didmetro
impregnadas con ADN viral (Tabla 17).

Tabla 17. Variables evaluadas en la segunda inoculacién.

Numero de Material vegetal Numero de disparos PSI*

planta
(+) Tomate - -
8 Tomate Unapal Maravilla 1 220
9 Tomate Unapal Maravilla 2 220
10 Tomate Unapal Maravilla 2 320
11 Tomate Unapal Maravilla 3 320
12 Tomate Unapal Maravilla 1 220
13 Tomate Unapal Maravilla 1 320
14 Tomate Unapal Maravilla 2 220
15 Tomate Unapal Maravilla 2 320
16 Tomate Unapal Maravilla 2 320
17 Tomate Unapal Maravilla 1 320
18 Tomate Unapal Maravilla 1 320
19 Tomate Unapal Maravilla 2 320
20 N. tabacum Xanthi - nc 2 320
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21 N. tabacum Xanthi - nc 1 220
22 N. tabacum Xanthi - nc 1 320
23 N. tabacum Xanthi - nc 2 220
24 N. tabacum Xanthi - nc 1 320
25 N. tabacum Xanthi - nc 2 320
26 N. tabacum Xanthi - nc T -

27 N. tabacum Xanthi - nc 2 320
28 N. tabacum Xanthi - nc 1 220
29 N. tabacum Xanthi - nc 1 220
30 N. tabacum Xanthi - nc 1 320
31 N. tabacum Xanthi - nc 2 220
32 N. tabacum Xanthi - nc 1 320
33 N. tabacum Xanthi - nc 2 320
34 N. tabacum Xanthi - nc 2 320
35 N. tabacum Xanthi - nc 2 320
36 N. benthamiana 1 320
37 N. benthamiana 2 320
38 N. benthamiana 1 320
39 N. benthamiana 2 320
40 N. benthamiana 1 220
41 N. benthamiana 2 320
42 N. benthamiana T -

43 N. benthamiana 1 220
44 N. benthamiana 1 320
45 N. benthamiana 1 320
46 N. benthamiana 1 320
47 N. benthamiana 2 320
48 N. benthamiana 2 220
49 N. benthamiana 2 320
50 N. benthamiana 2 320

T: Testigo.

Realizada la inoculacién, las plantas de tomate y tabaco se llevaron a invernadero
donde se cubrieron con casa mallas anti acaros, para asegurar la ausencia de
insectos.

Se realiz6 la primera evaluacion de los materiales a los 18 DDI, momento en el
cual se empezaron a observar sintomas virales caracteristicos de la enfermedad
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(arrugamientos y clorosis en especial en plantas de tabaco (N. bentamiana))
(Figura 29).

Figura 29. Sintomas virales observados en plantas de tabaco y tomate. La letra a
corresponde a las plantas inoculadas; la letra b indican los sintomas virales 47 DDI; En
todas las muestras a excepcién de la 34 se aprecian mosaicos, aburbujamientos y hojas
enroscadas. En la muestra 34 que corresponde a N. tabacum Xanthi, amplifico por PCR
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pero no tiene una sintomatologia muy marcada comparada con la muestra de N.
benthamiana 47 y 49.

La recoleccidén del material vegetal y la amplificacién por PCR se realiz6 bajo las
mismas condiciones empleadas en la primera inoculacién. En la primera
evaluacion realizada a los 18DDI (Figura 30 muestras 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
18, 19, 20, 21, 28, 29, 30, 32, 34, 35, 36, 38, 39, 41, 45, 47, y 50); y en la segunda
evaluacion realizada a los 47 DDI (Figura 31 muestras 25, 26, 32, 33, 34, 37, 38,
43, 44 y 49), se observd un fragmento amplificado de 1.1kb que corresponde al
componente genémico A begomoviral. En este experimento se pudo calcular un
81.3% (35/43) de eficiencia de inoculacién.

Figura 30. Fragmento amplificado de 1,1kb en la primera evaluacion del segundo material
inoculado. M — Marcador de peso molecular 1kb; (+) control positivo; 8 — 19 Tomate
Unapal Maravilla; 20 — 28 Tabaco (N. tabacum Xanthi — nc); 26 control negativo; 29 — 35
N. tabacum Xanthi — nc; 36 — 50 N. benthamiana; 42 control negativo.

Figura 31. Fragmento amplificado de 1,1kb en la segunda evaluacién del segundo
material inoculado. M — Marcador de peso molecular 1kb; 17 - Tomate Unapal Maravilla;
22- 34 N. tabacum Xanthi — nc; 37 — 49 N. benthamiana.
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En el segundo experimento se inocularon plantas jévenes de tomate y tabaco, se
mantuvo constante la distancia de disparo a 10cm del apice de la planta y se
usaron particulas de oro de 1,6um de didmetro impregnadas con ADN viral. Las
variables evaluadas fueron numero de disparos e igual que en el primer ensayo de
inoculacién se observé mayor cantidad de sintomas en la plantas que habian sido
inoculadas con dos disparos; no se observé diferencias en cuanto a la presion
ejercida a 220 y 320 psi en los ensayos de inoculacion; se observé mayor cantidad
de sintomas en plantas de tabaco N. benthamiana que en plantas de tabaco N.
tabacum Xanthi — nc. Con estos cambios se observo un aumento significativo en el
porcentaje de inoculacién, aumento de 44% a 81.3% dato que indica que se
mejoraron las condiciones; también se pudo observar que la edad de la planta, el
namero de disparos, la distancia de disparos y el tamano de las particulas de oro
juegan un papel importante en la inoculacion por biobalistica. Debido a esto se
diseid un tercer experimento en el que se evalué variables como numero de
disparos y presion ejercida.

c. Tercera inoculacion.

Al observar que la distancia optima de disparo era 10 cm del apice de las plantas y
gue los mejores resultados de inoculacion se habian obtenido en plantas jévenes
de tabaco y tomate, se disend el tercer experimento donde se evaluaron plantas
jovenes de tomate variedad Santa Clara de 27 dias de edad y se tuvo en cuenta
las siguientes variables: nimero de disparos y presion (PSl); las inoculaciones se
realizaron a una distancia de disparo de 10 cm después del apice en forma de
bouquet, con particulas de oro 1,6um de diametro (Tabla 18).

Tabla 18. Variables evaluadas en la tercera inoculacién.

Numero de planta Material vegetal Numero de disparos PSI
1 Tomate variedad Santa Clara 2 220
2 Tomate variedad Santa Clara 2 220
3 Tomate variedad Santa Clara 1 300
4 Tomate variedad Santa Clara 2 220
5 Tomate variedad Santa Clara 2 220
6 Tomate variedad Santa Clara 2 220
7 Tomate variedad Santa Clara 1 220

A los 13DDI se empez6 a observar sintoma virales caracteristicos de Begomovirus
(clorosis y arrugamientos) (Figura 32). En este mismo dia se tomo tejido vegetal
(hojas) al cual se le extrajo ADN que sirvid para la amplificacién por PCR de los
fragmentos de 1,1kb; los productos amplificados se observaron en geles de
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agarosa al 1% (Figura 33). En la mayoria de las muestras excepto en la 4 se
observo el amplificado; con estos resultados se pudo calcular una eficiencia de
inoculacién de 85.71% (6/7), la susceptibilidad de este material (tomate variedad
Santa Clara) es alta dado que se observaron sintomas tempranos a la vez que se
confirmo la presencia de Begomovirus por PCR.

Figura 32. Sintomas virales observados en tomate Santa Clara. La letra a corresponde a
plantas inoculadas; b. sintomas virales 25 DDI.

Figura 33. Fragmento amplificado de 1,1kb en la primera evaluacién del tercer material
inoculado. M — Marcador de peso molecular 1kb; 1 — 7 Tomate variedad Santa Clara.

En esta evaluacion se pudo observar lo siguiente: el uso de particulas de oro de
mayor diametro (1.6 um), la distancia de disparo a 10 cm y el uso de plantas
jovenes con al menos cuatro hojas verdaderas son caracteristicas que permitieron
aumentar la eficiencia de inoculacion.

d. Cuarta inoculacion

Teniendo en cuenta que la edad de la planta es de gran importancia en los
experimentos de inoculacidén por biobalistica, se disefié un cuarto experimento, en
donde se tom6 en cuenta una variable: tamano de la particula de oro (0.6 y
1.6um); a la vez que se usaron plantulas jévenes de tabaco (N. benthamiana) de
40 dias de edad y de tomate de 30 dias de edad, las inoculaciones se realizaron a
una distancia de disparo de 10cm después del apice en todas las plantas
ejerciendo una presién de 320 PSI y dos disparos por planta (Tabla 19).
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Tabla 19. Variables evaluadas en la cuarta inoculacién por biobalistica.

Material vegetal

Numero de Material vegetal Tamafiode  Numero de planta Tamafo de
planta particula particula

Control (-) Tabaco N. benthamiana - 13 Tomate Santa Clara 0.6
Control (-) Tomate Santa Clara - 14 Tomate Santa Clara 1.6

1 Tabaco N. benthamiana 0.6 15 Tomate Santa Clara 0.6

2 Tabaco N. benthamiana 0.6 16 Tomate Santa Clara 0.6

3 Tabaco N. benthamiana 0.6 17 Tomate Santa Clara 0.6

4 Tabaco N. benthamiana 1.6 18 Tomate Santa Clara 1.6

5 Tabaco N. benthamiana 0.6 19 Tomate Santa Clara 1.6

6 Tabaco N. benthamiana 1.6 20 Tomate Santa Clara 0.6

7 Tabaco N. benthamiana 1.6 21 Tomate Vulcan Control (-)

8 Tabaco N. benthamiana 0.6 22 Tomate Vulcan 16

9 Tabaco N. benthamiana 1.6 23 Tomate Vulcan 16

10 Tabaco N. benthamiana 0.6 24 Tomate Vulcan 16

11 Tomate Santa Clara 0.6 25 Tomate Vulcan 16

12 Tomate Santa Clara 16

La primera evaluacion se realizé a los 28 DDI, dia en el cual se empezé a
observar sintomas virales tipicos de Begomovirus (Clorosis y arrugamientos) en
las plantas inoculadas (Figura 34) los resultados en la amplificacion por PCR
(Figura 35) permitieron verificar la presencia de Begomovirus en las plantas
inoculadas.
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Figura 34. Plantas de tabaco y tomate con y sin sintomas virales. a - plantas inoculadas;
b — plantas con sintomas virales 28 DDI. En la muestra 4 de N. benthamiana se observa
deformaciones y clorosis; en la muestra 9 se ven deformaciones foliares, en la muestra 18
(tomate Santa Clara) se observa un pequefio mosaico y en la Figura 22 y 23 (tomate
Vulcan) se aprecian deformaciones foliares y mosaicos muy acentuados.

Figura 35. Fragmento amplificado de 1,1kb en la primera evaluacion del cuarto material
inoculado. M — Marcador de peso molecular 1kb; Control (-) Tabaco N. benthamiana; 1 —
10 Tabaco N. benthamiana; 11 — 20 Tomate Santa Clara; 21-Control (-) Tomate Vulcan;
22 — 25 Tomate Vulcan; 26 control de reaccion.
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En la Figura 39 se observa un fragmento de 1.1kb en todas las muestras excepto
en la muestra 3 y 7 (Tabaco N. benthamiana). Las muestras donde se observa
una mayor intensidad en el amplificado son las que fueron inoculadas con
particulas de oro de 1,6um de diametro, en este experimento se calculé una
eficiencia de inoculacion de 87.5% (21/24).

De acuerdo a las variables evaluadas en las cuatro inoculaciones se puede
concluir que las mejores condiciones para la inoculacién por biobalistica son las
descritas en la Tabla 20.

Tabla 20. Condiciones optimas en la inoculacion por biobalistica en plantas de tomate y
tabaco.

Variables Caracteristica
. 500 ng/ul
Concentracién de ADN
» 0.05 mg/ml
Concentracién de PVP
0.07 M

Concentracién de espermidina

10 mg, particulas de 1.6 p{m.
Concentracién y tamafno de las particulas de oro
(Silvana No.10 ®).*

10cm DDA
Distancia de disparo* em

2
Numero de disparos™ )

Apice
Parte de la planta a inocular

350

Presion. PSI (Pounds per Square Inch)*
30 dias platas de tomate, 40 dias plantas de

Edad de la planta (N° de hojas de la planta tabaco, (4 hojas verdaderas).

inoculada)*

A través de los ensayos se pudo observar que las inoculaciones en el apice de la
planta a 10cm de distancia con particulas de oro de 1,6um de diametro y dos
disparos a 320 PSI, generaron las mejores infecciones. En las amplificaciones por
PCR se pudo observar que la mayor intensidad de las bandas estaba en muestras
las cuales habian sido inoculadas con particulas de oro de 1,6um de didmetro,
siendo esta caracteristica un indicativo de mayor infeccibn en las plantas
evaluadas.

La inoculacion por biobalistica ha sido ampliamente utilizada a través del tiempo,
segun lo reportado por Garzén et al., (1993) el bombardeo de particulas ha sido
utilizado exitosamente para inocular plantas de aji con Begomovirus. Bonilla et al.,
(1997) lograron alta eficiencia de inoculacion con esta metodologia inoculando
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plantas de pimienta con el virus Pepper huasteco virus (PHV) clonado tanto en
unidades (mondémeros) como en repeticiones en tandem (dimeros). En el afo
2002, Chatchawankanphanich y Maxwell demostraron que se podia inocular por
biobalistica un Begomovirus en las plantas de tomate, para ello construyeron un
dimero parcial, a partir de un Begomovirus monopartita ToLCKV (Tomato leaf curl
Karnataka virus). En el ano 2003 se reporté la inoculacién por biobalistica el
TYLCV y TYLCSV (Tomato yellow leaf curl Sardinia virus) mediante el uso de
construcciones diméricas de este virus aislado en Cuba (Ramos et al., 2003). Con
esta misma metodologia de inoculacién se usaron dimeros de ADN de TYLCV y
TYLCSV y se lograron altos niveles de infecciéon en plantas de aji (Morilla et al.,
2005). El bombardeo de particulas con diferentes Begomovirus bipartitas (Bean
golden yellow mosaic virus, Cabbage leaf curl virus, Squash leaf curl virus, Tomato
mottle virus, Watermelon chlorotic stunt virus) y monopartitas (Tomato yellow leaf
curl virus), ha generado hasta 100% de infeccién en diferentes cultivares como
frijol (Phaseolus vulgaris); tomate (Solanum lycopersicum), zapallo (Cucurbita
pepo) y meldn (Citrullus lanatus) (Guenoune-Gelbart et al., 2010).

El uso de clones infecciosos han sido utilizados de forma exitosa para buscar
fuentes de resistencia a virus en bancos de germoplasma (Ariyo el al. 2006). Por
lo tanto los clones infecciosos obtenidos en esta investigacion podran ser
empleados en programas de mejoramiento genético para seleccionar materiales
con tolerancia o resistencia a Begomovirus endémicos de Colombia en bancos de
germoplasma de tomate.
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7. CONCLUSIONES.

Se identificaron Begomovirus en todas las localidades muestreadas con la técnica
molecular hibridaciéon de acidos nucleicos tipo dot blot; mientras que con la técnica
molecular PCR solo se identificaron Begomovirus en 27 muestras; estos datos
indican que el insecto vector mosca blanca (Bemisia tabaci) ha colonizado los
cultivos de tomate en el rango de altitudes comprendido entre los 655 y 2386
m.s.n.m. El sistema de siembra del cultivo de tomate no influye en la proliferacion
ni de los insectos ni de los virus ya que se encontraron Begomovirus en cultivos
tanto a cielo abierto como cultivos bajo invernadero.

Los analisis realizados con la técnica molecular PCR-RFLP evidenciaron la
presencia de un unico Begomovirus en Valle del Cauca, por lo menos tres
Begomovirus en Cundinamarca y al menos dos Begomovirus en el departamento
de Santander. De acuerdo al patron de corte presentado por el Begomovirus del
Valle del Cauca, se puede deducir que este comparte un alto grado de parentesco
con los Begomovirus de los departamentos de Cundinamarca y Santander lo que
indica que este aislado geminiviral podria estar presente en estas areas
productoras de tomate.

Mediante la caracterizacion molecular de los Begomovirus analizados se
encontraron al menos tres entidades virales diferentes asociadas al Virus del
mosaico amarillo de la papa (Potato yellow mosaic virus, PYMV). Estas entidades
virales fueron el Tomato yellow mosaic virus aislado en el Valle del Cauca, el
Venezuela tomato Geminivirus y el Potato yellow mosaic virus from Martinique
identificado en islas del Caribe.

Los alineamientos de las secuencias parciales del componente A permitieron
encontrar en dos secuencias niveles de identidad inferior al 90% asociados con
Venezuela tomato geminivirus; los alineamientos de las secuencias parciales del
componente B permitieron encontrar en siete secuencias niveles de identidad
inferiores al 90% asociados con Potato yellow mosaic Panama virus, Potato yellow
mosaic virus from Puerto Rico, Potato yellow mosaic Trinidad virus-[Trinidad &
Tobago], estos valores de identidad permiten especular la presencia de nuevas
especies virales en el pais.

Se clonaron y se secuenciaron parcialmente 30 genomas completos, 12 asociados
al componente A y 18 asociados al componente B. De estos se seleccionaron 2
clones (componente A y B) provenientes de la localidad de Tulua para ser
secuenciados en su totalidad. La secuencia de nuclebtidos de ambos
componentes virales se reportdé en la base de datos GenBank del NCBI: el
componente A fue reportado como PYMV - [Colombia] numero de accesién
JQO045705 y el componente B fue reportado como PYMV - [Colombia] nimero de
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accesion JQ045706. Este es el primer reporte en Colombia de la clonacion del
genoma completo (componente A y B) del begomovirus Potato yellow
mosaic virus-PYMV infectando plantas de tomate.

La secuenciacion total de ambos componentes virales fue de gran utilidad en la
construccion de los clones infecciosos, ya que facilitd los analisis in silico de los
genomas y su posterior andlisis enzimatico, el clon infeccioso del componente A
(PYMV - [Colombia]) presenté un tamano de 5,3kb aproximadamente; el clon
infeccioso del componente B (PYMV - [Colombia]) presenté un tamario de 4,1kb
aproximadamente; los tamafos de ambas construcciones y la presencia de dos
origenes de replicacion contiguos fueron verificados por analisis de restriccién.

Los clones infecciosos fueron de gran utilidad porque se comprobdé la viabilidad
para inocular plantas de tomate y tabaco por biobalistica, mediante este método
se obtuvo eficiencias de inoculacion entre el 44 y 87.5%, demostrando la utilidad y
efectividad de las construcciones virales.

Los clones infecciosos podran ser de gran utilidad en futuros programas de

mejoramiento genético vegetal orientados a buscar fuentes de resistencia a
Begomovirus en bancos de germoplasma de tomate.
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