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Diagndstico molecular de geminivirus transmitidos por la mosca

blanca en cultivos de tomate en Ciudad Dario y Tomatoya, Nicaragua.
Ivan Marin Argliello*, Luis Williams*, David Moraga**y Jorge Huete Pérez *

Resumen.- El primer reporte conocido sobre la presencia de geminivirus en
tomates en la region centroamericana ocurrid en el Valle de Sébaco, Nicaragua,
en 1983. La afectacién por geminivirus ha alcanzado grados alarmantes en la
ultima década. Esto ha incrementado la necesidad de métodos répidos y
sensibles para su deteccion y subsecuente identificacion. El presente estudio se
realiz6 para establecer la técnica de la PCR en la deteccion de geminivirus en
tomate. Se utilizo la PCR combinada con RFLP y las enzimas de restriccion Bgl/
Iy Hinc II. Se encontré que el patdgeno detectado en las muestras evaluadas
podria representar una nueva forma de geminivirus del tomate. Este es el primer
trabajo de este tipo en Nicaragua como parte del esfuerzo del Centro de Biologia
Molecular de la Universidad Centroamericana, por aplicar métodos de

biotecnologia en el sector agricola.

Durante décadas se ha considerado la
region centroamericana como una zona
apropiada para el cultivo de tomate
(Lycopersicon esculentum), debido a la
excelente condicion climatica que
presenta la region. Incluso, esta zona
podria ser el centro de origen de dicho
cultivo.

Impacto econémico, distribucién y
diagnéstico

La actividad econdmica que se
desprende del cultivo del tomate tiene
un fuerte impacto en dicha region, por
la posterior elaboracion de productos
procesados los cuales son comerciali-
zados dentro y fuera de Centroamérica.
Es por ello que en las tiltimas décadas se
ha observado un incremento en las
zonas dedicadas a dicho cultivo, lo cual
impacta directamente en la actividad
economica de los diferentes paises que
conforman la region.

Fue hasta mediados de la década de los
80 cuando se observo un incremento de
plantaciones infectadas por gemini-
virus, transmitido a su vez por la mosca
blanca (Bemisia tabaci). Esto trajo
como consecuencia un impacto devas-
tador en la industria del tomate, dado el
bajo rendimiento y calidad del fruto
(Polston y Anderson, 1997).

Por otro lado, la sobre poblacion huma-
naen el planeta y la accion de esto sobre
el balance ecologico es probable que
rompieran con el fragil equilibrio entre
el agente patéogeno y el hospedero,
auspiciando el surgimiento de nuevas
enfermedades infecciosas en plantas.
Esta puede ser la causa que explique el
resurgimiento de los geminivirus en los
ultimos afios, convirtiendo a los gemi-
nivirus transmitidos por la mosca blan-
ca, en uno de los mayores patdgenos
que afecta los vegetales causando seve-
ras pérdidas en las cosechas no sélo de
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tomate sino también de otros cultivos
como el frijol, papa, tabaco, berenjena,
melon, sandia y otros, los cuales son
tipicos de las regiones tropicales y
subtropicales (Brow, 1991y 1992).

El primer reporte que se tiene sobre la
presencia de geminivirus en tomates en
la region centroamericana fue en el
Valle de Sébaco, Nicaragua, en 1983
(Rosset, 1986). En esta misma zona en
1986 se reportdé una incidencia de
geminivirus del 100% en las plantacio-
nes de tomate. Estudios posteriores
revelaron la presencia de geminivirus
en Guatemala (1987) (Dardon, 1993),
El Salvador (1988) (Serrano et al,
1993), Costa Rica (1988) (Hijle, 1993)
y Honduras (1989) (Caballero y Rueda,
1993).

La afectacion por geminivirus transmi-
tidos por la mosca blanca ha alcanzado
grados alarmantes en la {ltima década
(Polston y Anderson, 1997). Esto ha
incrementado la necesidad de métodos
rapidos y sensibles para su deteccion y
subsecuente identificacion (Rojas ef al,
1993). El diagnostico de la infeccion
por geminivirus por medio de la ins-
peccion visual no es siempre facil, por-
que muchos de los sintomas expresados
se asemejan a los sintomas causados por
factores abidticos (estrés) o biodticos
(bacterias, hongos, etc.). Los sintomas
causados por la infeccion de gemini-
virus varian dependiendo de la cepa del
virus, el cultivo, la edad de la planta y
tiempo de infeccion, condiciones am-
bientales entre otros. Todo esto dificulta
el diagnostico por simple inspeccion
visual (Polston y Anderson, 1997).

Aproximadamente, después de 21 dias
que la planta fue infectada aparecen los
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primeros sintomas: mosaico amarillo,
moteo clordtico, margen foliar cloro-
tico, plegamiento foliar y encrespa-
miento en las hojas, achaparramiento de
la planta, floracion temprana, abscision
floral y tardia maduracion del fruto.
Estos sintomas, sin embargo, también
pueden presentarse por deficiencia de
alglin nutriente o pueden ser inducidos
por otros virus (Potyviridae y
Tobamoviridae).

La PCR (Polymerase Chain Reaction)
oreaccion en cadena de la polimerasa es
una técnica ampliamente utilizada en
biologia molecular, extremadamente
sensible y especifica, que puede apli-
carse para la deteccion e identificacion
de fitopatogenos, y que, al amplificar
acidos nucleicos, supera muchas de las
dificultades asociadas con los métodos
serologicos convencionales. La forma
replicativa de los geminivirus es ADN
circular de cadena doble, el cual sirve
como molde para la amplificacion
parcial o completa de las hebras
nucledtidas, lo que hace que estos
patégenos puedan ser diagnosticados
por PCR (Rojas et al, 1993).

Actualmente, la mayoria de los estudios
epidemiologicos en plantas se realizan
en el ambito molecular, y todos ellos
involucran de una u otra manera la
deteccion del fitopatégeno por PCR.
Por ello el presente estudio surge con el
propésito de ensayar, en un cultivo de
importancia econémica como es el del
tomate, un protocolo de PCR para la
deteccion de geminivirus transmitidos
por la mosca blanca; para luego, una
vez establecida esta técnica en nuestras
condiciones, ésta sea implementada en
el diagnostico molecular y aplicada a
otros cultivos en estudios posteriores.
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Organizacion del genomay funciones de
los genes virales

Los geminivirus representan un
excelente modelo de estudio para el
entendimiento del mecanismo de repli-
cacion de los virus en las células vegeta-
les, debido a su pequefio genoma y al
abundante numero de copias de las
particulas virales en el nucleo de las
células infestadas (ilustracionl).

La familia de los geminivirus
(Geminiviridae) pertenece al grupo de
virus que presenta el mas alto indice de
crecimiento de nuevos virus que infec-
tan a las plantas. Tomando como crite-
rio el tipo de vector y el hospedero, esta
familia se agrupa en tres géneros:
Mastrevirus, Curtovirus y
Begomovirus, cuyos genomas

presentan diferentes tipos de orga-
nizacion (Polstony Anderson, 1997).

INustracion 1. Fotografia electronica
de los geminivirus, donde se puede
observar su agrupacion en dos sub-
unidades aparentemente idénticas.

El género de los begomovirus es trans-
mitido por la mosca blanca y afecta
principalmente los cultivos dicotiledo-
neos. En este subgrupo, el genoma
global esta distribuido en dos cuasi-
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isométricas particulas viricas DNA-A
(2.65 Kb) y DNA-B (2.5 Kb). Cada
particula es una hebra sencilla circular
(ssDNA) encapsulada en multiples
subunidades (aproximadamente 110)
de una proteina capsidica sencilla que
tiene un peso molecular de 29-30KD
(ilustracion 2).

En la particula DNA-A se encuentra la
secuencia de nucledtidos (AR1) que
codifica para la proteina capsidica y
cuatro genes designados AL1( 40KD),
AL2 (15-20 KD), AL3 (14-16 KD) y
ALA4 (15 KD). Siendo éstos muy pocos
caracterizados en cuanto a su funciona-
lidad, pero muy relacionados al proceso
de replicacion del virus (Xie et al,
1995).

La particula DNA-B codifica para los
genes relacionados con el movimiento
del virus de célula en célula. En el caso
de los geminivirus que presentan agru-
pado su genoma en una sola unidad
virica ésta codifica para los genes
relacionados con la replicacion y el
movimiento del virus.

R (12,
‘s,\xc l,,‘_ﬁj
£
AL1 DNA-A
(285 Kb}
AR1
\ AL2

s

ALY

Cr

DNA-B
25kb)

BR1

Ilustracién 2. Genoma bipartito de los
geminivirus, distribuido en dos
particulas viricas denominadas DNA-
AyDNA-B.



Independientemente de la forma en que
se agrupe el genoma en los geminivirus
ya sea monopartito o bipartito se ha
logrado determinar una region altamen-
te conservativa, la cual se ubica en una
region intergénica comprendida entre el
gen ARI o AL1 y constituida por una
secuencia de aproximadamente 20-30
nucleotidos.

A partir de la hebra circular sencilla de
nucledtidos que conforman la particula
virica se sintetiza una nueva hebra,
dando origen a una forma temporal
duplex del genoma del virus, la cual se
separa posteriormente donde origen a
una nueva particula virica. Este proceso
de transcripcion y replicacidon ocurre
bidireccionalmente y es realizado en el
nucleo de la célula infectada. Lugar
donde el virus dispone de toda la maqui-
naria de replicacion de la célula parasu
duplicacion.

El proceso de replicacion se inicia una
vez expresada la secuencia del gen
All, proteina que efecthia un corte en la
forma circular de dsDNA. Algunos
investigadores (Heyraud et al, 1993)
sugieren que este corte se efectua dentro
de la regioén conservativa presente en
todos lo tipos de geminivirus. Una vez
efectuado el corte, el extremo 3 libre
funciona como punto de partida para la

Mustracion 3. Plantas
de tomate donde se
muestran algunos de
los sintomas ocasio-
nados por la presencia
de geminivirus. Se
observa el enrolla-
miento (encrespa-
miento) de las hojas,
enanismo de la planta
y frutos inmaduros.
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replicacion. Por otro lado, Laufs et al
(1995) sugiere que después del corte a
la doble hebra ésta se extiende en toda
su longitud y, una vez realizado el
proceso de replicacion, la Rep (AL1)
proteina se encarga de unir de nuevo sus
extremos restableciendo la forma
circular de lahebra.

Materiales y métodos

Material vegetal

Las muestras de Lycopersicon
esculentum (tomate) fueron recolec-
tadas en Ciudad Dario, Matagalpa y
Tomatoya, Jinotega, sobre la base de
caracteristicas morfoldgicas presentes
en las hojas que se sospechaba que estu-
viesen infectadas por geminivirus (ver
ilustracion 3). De cada planta seleccio-
nada de forma aleatoria, se tomaron de
tres a cinco hojas que se envolvieron en
papel toalla, se humedecieron con agua
desionizada, y se guardaron en bolsas
plasticas debidamente rotuladas,
teniendo siempre en cuenta las medidas
cautelares necesarias para evitar la
contaminacidn de muestras. Las mues-
tras recolectadas se mantuvieron en un
termo con hielo hasta ser trasladadas al
laboratorio, en donde se conservaron en
un freezer a 20°C para su posterior
analisis.
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Extracciondel ADN

Para la extraccion del ADN de la planta
y de las particulas viricas se uso el
protocolo de Doyle y Doyle, 1987. Se
obtuvo un disco de tejido vegetal al
cerrar y presionar la tapa de un tubo de
microcentrifuga (Costar) de 1.5 ml
sobre unahoja. Laporcion detejido fue
homogenizada con un triturador Kontes
y 500 pl del buffer de extraccion 2X
CTAB (100 mM Tris-HCl (Fisher) , pH
8.00, 1.4 M NaCl (Fisher), 20 mM
EDTA (Sigma), 2% CTAB
(Hexadecyltrimethylammonium
bromuro) (Sigma), 1% PVP
(Polyvinylpyrrolidone) (Sigma) y 0.2%
2-mercaptoetanol (Fisher)). Después
de incubar el extracto en un bafio Maria
a 65 °C por 30 min., se le agreg6 500 ul
de phenol:cloroformo:alcohol isoamilo
(Fisher) 25:24:1 y se centrifugo por 5
min. a 14,000 rpm. Se transfirieron 350
ul del sobrenadante a otro tubo de
microcentrifuga limpio y se le
afiadieron 350 pl de isopropanol
(Fisher). Se centrifug6 a 14,000 rpm
durante 10 min. y luego de decantar el
sobrenadante, el pellet se lavé con 500
ul etanol 70% (Merck) centrifugando a
14,000 rpm por 3 min. Se decanto el
sobrenadante y nuevamente se
centrifugo a 14,000 rpm por 30 seg. Se
usé una pipeta de punta fina para
eliminar los residuos de etanol y luego
se seco el pellet al incubar el tubo con la
tapa abierta a 37 °C por | hora en un
incubador (vwr scientific products,
model 1555). Finalmente se disolvio el
precipitado en 50 pl de agua libre de
nucleasas, y de cada tubo se hizo una
dilucion 1:50, recomendada para la
reaccion PCR (verilustracion 4).
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Cuantificacion del ADN extraido

Se usé un espectrofotémetro
(Biophotometer, Eppendorf) para
cuantificar el ADN total extraido. El
espectrofotdometro usado considera un
factor de conversion 1 A,,= 50.0 g/ml
para el ADN de cadena doble e incluye
ya el factor de dilucién (en este caso era
101de la muestra en 1000 | de buffer 10
mM Tris, | mM EDTA, pH 7.50), por lo
que el dato de la concentracion se
obtuvo directamente.

Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

La mezcla para la reaccion del PCR se
preparo6 en un minitubo (Eppendorf) 0.2
ml al que se le afiadio: 1.551del extracto
a evaluar (diluido a 1:50), 0.2 M primer
GVA2'1, 0.2 M primer GVA2'2 (ambos
primers fueron sintetizados en la
Universidad de Florida), 50 M de cada
dNTP (Roche diagnostics), 1X buffer
PCR con 1.5 mM MgCl, (Boehringer
Mannheim), 0.1% Triton X-100
(Sigma), 10 mM DTT (Fisher), 0.5 U/
25 1 Deep Vent polimerasa (New
England Biolabs) y agua libre de
nucleasas hasta completar un volumen
total de 25 | (ilustracion 4A). La
seleccion de la enzima a usar se hizo a
partir de un ensayo de tres polimerasas
distintas, evaluadas en nuestras
condiciones del PCR.

El tubo con la mezcla se coloco en un
termociclador (Perkin Elmer, Gene
Amp Pcr System 2400) y se sometid a
40 ciclos de temperatura. Cada uno de
estos ciclos incluyo: 45 segundos a 94
°C, 45 segundos a 50° Cy 2.5 minutos a
72 °C, que corresponden a las condicio-
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a) Preparaciéon de mezcla para PCR
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MNustracién 4. Diagrama de la secuencia del proceso de: (a) preparacion de la
mezcla para el PCR, (b) condiciones optimas y ciclo del PCR y (c) separacion-
visualizacion de los productos del PCR enun gelde 1.2% de agarosa.

nes de desnaturalizacion, hibridacion y
elongacion del ADN, respectivamente.
Antes del primer ciclo, la temperatura
se incremento6 a 94 °C por 3 min. (Des-

naturalizacion inicial) y después del
ultimo ciclo se mantuvo a 72 °C por 5
minutos (elongacion final) y a 4 °C por
indefinido hasta que los tubos eran reti-
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rados del termociclador (ilustracion
4B). El tiempo total de la PCR era de
aproximadamente 3 horas.

Electroforesis de los productos de la
PCR

Una vez finalizada la PCR se agrego a
cada tubo 3 1 de solucion de sembrado
6X (0.25 % bromofenol blue, 0.25%
xylene cyanol FF y 30% glicerol en
agua) y luego el contenido de cada tubo
se depositd en los pozos del gel de 1.4 %
agarosa (Fisher) tefiido con bromurode
ethidium 0.75 g/ml y sumergido en
buffer TBE 0.5 X, preparado a partir de
buffer TBE (Sigma) 10 X (0.89 M Tris,
0.89 M Acido Bérico y 0.02 M EDTA).
En uno de los pozos del gel se deposito
0.5 g de un marcador 100 bp DNA
Ladder (New England Biolabs), para
asi conocer el peso molecular de los
productos del PCR. El gel se sometié a
una corriente de 100 V por 2.5 horas y
después se colocd sobre un transilumi-
nador UV para visualizar las bandas de
ADN (ilustracion 4C).

Caracterizacion de los productos PCR
conRFLP

El ADN de algunas muestras,
amplificado por 1a PCR, fue sometido a
la accion de tres enzimas de restriccion
(New England Biolabs): Sal 1, Bgl/ Il 'y
Hinc 11, para caracterizar e identificar el
virus detectado en base a la presencia de
los diferentes fragmentos de restriccion
(Restriction Fragment Length
Polymorphisms, RFLP). Para la
reaccion de digestion se utilizaron las
especificaciones proporcionadas por
New Englang Biolabs para cada enzima
y el protocolo de Sambrook, Fritsch'y
Maniatis, 1989, preparando una mezcla
que contenia: 2 g del producto PCR, 1X
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Buffer 3 (New England Biolabs), 100
g/ml BSA (New England Biolabs), 10
U/l de una de las tres enzimas y agua
libre de nucleasas hasta completar un
volumen de 50 1. La mezcla se preparo
en un minitubo (Eppendorf) 0.2 ml, éste
se incubd por una hora a 37°C, y
después de ese tiempo se le adicion6 8.3
1 de solucion de sembrado 6X. Para
observar los resultados se hizo una
electroforesis en gel de 1.2% agarosa
(tefiido con bromuro de ethidium 0.75
g/ml) por 3 horas y luego los patrones
de restriccion se visualizaron sobre un
transiluminador UV.

Resultados y discusion

Se evalud un total de 56 muestras de
Lycopersicon esculentum, 11 del
Departamento de Matagalpa (Ciudad
Dario, comunidad “San Juanillo”) y 45
del Departamento de Jinotega
(comunidades “Tomatoya” y “Chagiiite
Grande™).

La concentracion promedio del ADN
extraido de las 56 muestras colectadas
fue de aproximadamente 500 g/ml.
Este ADN extraido y cuantificado
corresponde en su mayor parte al ADN
total de la planta; s6lo en caso que la
muestra provenga de una planta
infectada por un geminivirus, entonces
una pequefia porcién corresponderd al
ADN de la forma viral replicativa (de
doble cadena), la cual se acumula en los
tejidos infectados (propiamente en el
nicleo de células asociadas con el
floema), de ahi que pueda aislarse con
el protocolo de extraccion usado. La
necesidad de diluir el ADN extraido se
debe a la presencia de compuestos de la
planta que quedan como residuos del
proceso de extracciéon y que pueden
actuar como inhibidores de la PCR, la



cual es muy susceptible a la presencia
de contaminantes. Esta limitante se ve
compensada por el hecho de que con
esta técnica es posible la amplificacion
de ADN a muy bajas concentraciones.

El genoma de la mayoria de los
Begomovirus esta estructurado en dos
componentes circulares de cadena
sencilla designados como ADN-A y
ADN-B (ver ilustracién. 2). Los dos
primers usados en los ensayos PCR de
este estudio se unen a la forma
replicativa (daplex) del componente
ADN-A; el primer GVA2'l se aparea
con la secuencia ALl de la hebra
complementaria, que codifica para una
proteina asociada a la replicacion, y el
primer GVA2'2 1o hace con la secuencia
ARI1 de la hebra patrén, que codifica
para una proteina capsidica (ilustracion
2) (Rojas et al., 1993). Sien el extracto
diluido usado en la PCR esta presente la
forma replicativa, los primers se unen a
estas secuencias y la enzima polimerasa
amplifica el fragmento de ADN
flanqueado por los primers obteniendo

[lustracién 5. Deteccién de
geminivirus por PCR en 8 diferentes
muestras procedentes de Ciudad
Dario. El producto amplificado con
los primers GVA2'l y GVA2'2
corresponde a un fragmento del
genoma A del patégeno, el cual fue
detectado como una banda de
aproximadamente 1.2 Kb enun gel de
1.2 % agarosa tefiido con 0.75 g/mlde
bromuro de etidio. (M) marcador
BioRad TLadder; (1-8) muestras
diagnosticadas como positivas
(infectadas); (9) control negativo
(blanco: mezcla PCR + agua); (10)
control positivo (tomate infectado).
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una banda de ADN de 1.2 1.4 Kb en
cantidades suficiente para su deteccion
por electroforesis en gel de agarosa
(ilustracién 5y 6).

Antes de evaluar las 56 muestras fue
necesario seleccionar la enzima poli-
merasa a usar en la PCR. Actualmente
hay una amplia variedad comercial de
estas enzimas, disponibles y aisladas de
diferentes microorganismos y con
caracteristicas ligeramente distintas;
para este estudio se contaban con tres:
Platinum Taq Polymerase (Gibco Brl),
Vent (New England Biolabs) y Deep
Vent (New England Biolabs). Estas tres
enzimas se probaron en reacciones PCR
con tres muestras controles de ADN,
para asi determinar su actividad de
amplificacioén. De las tres enzimas, la
Platinum Taq Polymerase no amplifico
ninguna banda, la Vent amplific6 en
algunas muestras un patron de dos
bandas muy proximas, y la Deep Vent
amplifico el patron esperado de unasola
banda.
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La actividad de amplificacion de estas
enzimas estd influenciada por varios
factores, entre ellos la concentracion de
Mg” y el tiempo de amplificaciéon en
cada ciclo de temperatura. Segun los
resultados de este pequeiio ensayo la
enzima Deep Vent es la que mejor se
adapta al protocolo PCR usado con
respecto a estos factores, y por ello se
seleccion6 como la enzima ideal en las
reacciones de amplificacion de todas
las muestras.

La deteccion o no de particulas virales
en cada una de las 56 muestras evalua-
das se definid sobre la base de la presen-
cia o ausencia en el gel de agarosa, de
una banda de ADN de 1.2 a 1.4 Kb (que
corresponde al fragmento amplificado
por los primers de la forma replicativa
del ADN-A). Si en el gel se observaba
una banda de ADN con el peso estable-
cido, ésta era diagnosticada como posi-
tiva; por el contrario, si la banda estaba
ausente entonces se podia afirmar que la

M123 4567389
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muestra no estaba infectada por un
geminivirus (ilustracién 5y 6).

Del total de 56 muestras evaluadas, 45
se diagnosticaron como positivas, lo
que representa un 80%; las 11 muestras
restantes (20%) arrojaron un resultado
negativo (cuadro 1).

Resulta interesante sefialar que a pesar
que muchas plantas presentaban las
caracteristicas morfologicas visuales de
estar infectadas por geminivirus, el
20% del total de muestra analizadas
arrojaron resultados negativos en el
analisis, es probable que se deba a que
los sintomas eran ocasionados por la
presencia de otros patogenos (otros
virus, bacterias, hongos) o debido a
condiciones de estrés (falta de nutrien-
tes, agua, condiciones climaticas, etc.)

Tustracién 6. Deteccion de gemini-
virus por PCR en 7 muestras diferen-
tes procedentes de Tomatoya. El
producto amplificado con los primers
GVA2'l y GVA2'2 corresponde a un
fragmento del genoma A del patoge-
no, el cual fue detectado como una
banda de aproximadamente 1.2 Kb en
un gel de 1.2 % agarosa tefiido con
0.75 g/ml de bromuro de etidio. (M)
marcador New England Biolabs 100
bp; (1) muestra diagnosticada como
positiva (infectada); (2-4) muestras
diagnosticadas como negativas (no
infectadas); (5-7) muestras diagnosti-
cadas como positivas; (8) control
negativo (blanco: mezcla PCR +
agua); (9) control positivo (tomate
infectado).
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Cuadro 1
DISTRIBUCION DE LOS RESULTADOS POSITIVOS Y NEGATIVOS
POR LOCALIDAD DE MUESTREO

Departamento Conmmidad Nhl;mem de Positivas | Porcentaje | Negativas | Porcentaje
Matagalpa (é?did“mgfn%) 1 1 100% 0 0%
0,
Yinotega Tomatoya 37 27 73% 10 27%
Chagiite Grande 8 7 88% 1 12%
Total 56 45 80% 11 20%

Los primers GVA2'l y GVA2'2
utilizados en el diagnostico presentan la
particularidad de ser “degenerativos”,
es decir, que cada uno de ellos es en
realidad una mezcla de moléculas en
que los nucleodtidos de una o mas posi-
ciones definidas varian (ilustracion 7),
y ademas estan disefiados para unir-se a
regiones altamente “conservadas”,
comunes para todos los Geminivirus
(Rojas et al., 1993). Todo esto significa
que la PCR con estos primers puede
detectar cualquiera de los miembros del

género Geminivirus, y por ello puede
decirse ciertamente que cada una de las
plantas de las cuales provenian las 45
muestras diagnosticadas como positi-
vas estaba infectada con algiin gemini-
virus transmitido por lamoscablanca.

Una de las ventajas de usar este tipo de
primers “degenerados” y de trabajar a
nivel del ADN es que el diagndstico de
geminivirus transmitidos por la mosca
blancano s6lo puede limitarse al

Primer GYAZ21

Codigo “Degenerado”:

Y=¢T

5-GCA TCT GCA GGC CCA CAT YGT CTT YCC NGT-3"

5"-AAT ACT GCA GGG CTT YCT RTA CAT RGG-3

N=A,CG,T R=G,A

Mustraciém 7. Secuencia de los primer degenerativos utilizados en el diagnostico y
los sitios que presentan variabilidad en la secuencia de sus nucleotidos.
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cultivo de tomate, sino que la PCR
puede usarse para la deteccion de estos
virus en cualquiera de la variedad de
cultivos dicotiledoneos que se ven
afectados por ellos: frijol, tabaco, yuca,
repollo, papa, chiltoma, soya, y cucur-
bitaceas. De hecho, en un ensayo preli-
minar con muestras de una plantacion
de chiltoma de la comunidad de “San
Juanillo”, se detect la infeccién viral
en el 40% de ellas (datos aun por
publicar).

La PCR, con estos primers, sin
embargo, no es capaz de caracterizar o
identificar el tipo de geminivirus
presente en las muestras, y para ello es
necesario recurrir a otras técnicas. La
mas usada hoy en dia es la secuencia-
cién, un método de costos elevados por
requerir de equipo sofisticado. Un
método mas sencillo usado en la
caracterizacion de fragmentos amplifi-
cados en la PCR es el RFLP, con el cual
pueden obtenerse, a partir de la diges-
tion del producto amplificado por el
PCR con diferentes enzimas de
restriccion (endonucleasas), obtenien-

M12345678 91111213 M
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do patrones de restricciéon que pueden
compararse con mapas de restriccion
ya establecidos para los distintos
géneros e inclusive cepas de geminivi-
Tus.

Para el ensayo PCR-RFLP se seleccio-
naron tres muestras positivas y cada una
fue digerida con las enzimas comer-
ciales Sal I, Bgl 11 y Hinc II de New
England Biolabs. Sal 1 no reconoci6
ningun sitio de restriccion en las tres
muestras analizadas, por lo que se
visualiz6, en el gel de agarosa, nueva-
mente una banda de aproximadamente
1.2 Kb. Hinc II cort6 el fragmento viral
amplificado en un sitio, mostrando en el
gel dos bandas de pesos moleculares
similares: 0.65 Kb y 0.60 Kb. Las
digestiones con la enzima comercial
Bgl 11 cort6 el ADN viral amplificado,
reconociendo dos sitios de restriccion
en dos de las muestras analizadas,
visualizando en el gel tres bandas de
0.65Kb, 0.35Kb y 0.25Kb. En la tercera
muestra analizada se registr6 un patrén
decorte diferente originando bandas de
0.9Kby 0.35Kb (ilustracion 8).

Ilustracién 8. Patrones PCR-RFLP para
tres muestras positivas. El producto PCR
de las tres muestras fue sometido a la
accion de cada una de tres enzimas de
restriccion: Sal 1, Bgl I y Hinc 11 y
separado por electroforesis en un gel de
1.2% agarosa tefiido con 0.75 g/ml de
bromuro de etidio. (M) marcador New
England Biolabs 100 bp; (1, 2 y 3)
muestra 1; (4, 5 y 6) muestra 2; (7,8 y 9)
muestra 3; (10, 11 y 12) muestra control
de Tomato Mottle Virus de Florida; (13)
muestra control que no fue cortada con
ninguna enzima. (1,4,7,10) producto PCR
digerido con Sal I; (2,5,8,11) producto
PCR digerido con Bgl II; (3,6,9,12)
producto PCR digerido con Hinc.



Estos patrones de bandas para las tres
muestras del ensayo PCR-RFLP con
Bgl 11 y Hinc II no coinciden con los
patrones reportados en la literatura para
geminivirus (Rojas et al., 1993), por lo
que el patégeno detectado en las
muestras evaluadas podria tratarse de
una nueva forma de geminivirus del
tomate, que valdria la pena caracterizar
en estudios posteriores.

Para confirmar el polimorfismo
detectado con Bgl 1I se realizd
nuevamente un ensayo PCR-RFLP, esta
vez con diez muestras, una de las cuales
era la muestra que origin6 bandas de 0.9
Kb y 0.35 Kb. Se obtuvieron dos
patrones RFLP: 0.65Kb,0.35 Kby 0.25
Kb para nueve de las muestras; y
nuevamente 0.9 Kb y 0.35 Kb para la
muestra polimoérfica anteriormente
ensayada (ilustracion 9).

Al revisar mas especificamente la
procedencia de las diez muestras en el
ensayo PCR-RFLP con Bg/ 1II, se
determiné que tanto la muestra
polimérfica (0.9 Kb y 0.35 Kb) como
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otras dos muestras mds (0.65 Kb, 0.35
Kb y 0.25 Kb) procedian de la misma
plantaciéon en la comunidad
“Tomatoya” (Jinotega). Esto quiere
decir que una misma plantaciéon de
tomate podria estarse viendo afectada
por dos geminivirus diferentes. Con
relacion a lo anteriormente expuesto
podemos especular que al encontrarse
la planta infectada por el virus es
probable que ésta haya desarrollado
algin mecanismo de defensa (pro-
duccion de metabolitos secundarios)
para combatir la presencia del virus y
que la accién de respuesta del virus,
ante la innovacion de la planta, fue lade
modificar su estructura para originar un
nuevo tipo de virus evadiendo de esta
forma la respuesta inmune de la planta.
Esto podria explicar la presencia de dos
tipos de geminivirus diferentes en la
planta. Pero para estar seguros de ello
habria que utilizar otras enzimas de
restriccion u otros marcadores genéti-
cos para caracterizar mas a fondo las
formas virales detectadas.

Hustracién 9. Patrones PCR-
RFLP para cinco muestras positi-
vas digeridas con Bg! I1. El pro-
ducto PCR de las cinco muestras
fue sometido a la accion de Bgl/ 11
y separado por electroforesis en
un gel de 1.4% agarosa tefiido
con 0.75 g/ml de bromuro de
etidio. (M) marcador New
England Biolabs 100 bp(1)
muestra 1; (2) muestra 2; (3)
muestra 3; (4) muestra polimor-
fica detectada en el ensayo PCR-
RFLP previo, (5) muestra 5.
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Este estudio constituye un primer paso
en el esfuerzo del Centro de Biologia
Molecular de la Universidad Centro-
americana por aplicar la biotecnologia
en la solucidn de problemas en el campo
de la agricultura. Ahora que se ha logra-
do establecer la PCR para el diagnostico
de geminivirus transmitidos por la
mosca blanca, se pretende aplicar esta
técnica a estudios mas concretos que
generen resultados de interés para el
productor, como son: evaluacién de la
incidencia de geminivirus en tomate y
otros cultivos de importancia economi-
ca, monitoreo del virus en todas las
etapas del desarrollo del cultivo, y
deteccion de estos patogenos en plantas
que no muestren sintomas de infeccion

lo que podria traducirse en la identifi-
cacion de un mecanismo de resistencia
y control de la enfermedad.
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