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GLOSARIO

Acido Nucleico. Molécula polimérica compuesta de unidades nucleotidicas
unidas entre si por enlaces fosfodiéster. Las cadenas de DNA (acido
desoxirribonucleico) y de RNA (acido ribonucleico) difieren en que contienen

desoxirribosa y ribosa, respectivamente.

Adenina (A). Base purica encontrada en DNA y RNA. En secuencias de DNA,

adenina se aparea con timina.

Aminoécido. Mondémero que al unirse covalentemente mediante el enlace
peptidico forma cadenas polipeptidicas. La secuencia de los aminoacidos en las

cadenas polipeptidicas estéa determinada por el codigo genético.

Amplificacion. Aumento del nimero de copias de un gen o de una secuencia de
DNA.

RNA (&cido ribonucleico). Polimero compuesto de cuatro unidades moleculares
diferentes denominadas ribonucleétidos (abreviados A, G, C y U), que contienen el

azucar ribosa.
Céapside. Cubierta proteica de un virus.

Cebador (“primer”). Secuencia corta de nucle6tidos que proporciona el punto de
iniciacion para que las DNA polimerasas copien una secuencia de nucleoétidos y

elaboren una doble cadena.

Citosina (C). Base pirimidica que se encuentra en DNA y RNA. En secuencias de

doble hebra se une mediante tres enlaces por puente de hidrogeno con G.

Clonamiento de Genes. Involucra la modificacion del genoma de una célula(s)
por incorporacion de un gen de interés. Las etapas comprenden la obtencién del
gen de interés, unidn a vector de clonacion, introduccion a célula(s) huésped y

seleccion de células huésped recombinantes.

Cromosomas. Estructuras presentes en el nucleo celular, que contienen una

doble hélice de DNA muy condensada asociada a proteinas



DNA (4cido desoxirribonucleico). Polimeros compuestos de cuatro unidades
moleculares diferentes, denominadas desoxirribonucleotidos (abreviados A, G, Cy
T) que contienen el azucar desoxirribosa. Los genes son parte de las moléculas de
DNA vy su codificacidon viene dada por la secuencia de los desoxirribonucleotidos.

de laboratorio.
dsDNA. Molécula de DNA de doble hebra.
ssDNA. Molécula de DNA de hebra simple.

asaDNA (deoxiribonucleasa). Clase de enzima que rompe los enlaces

fosfodiésteres del DNA originando fragmentos oligonucleotidicos.

DNA Ligasa. Enzima que une extremos de las cadenas de DNA, mediante la

formacion de enlaces fosfodiéster entre ellos.

DNA Polimerasa. Enzima que agrega nucleotidos a una cadena de DNA en
sentido de 5°a 3", durante su replicacion. Como molde de copiado la enzima usa

una monohebra de DNA.

DNA Recombinante. Molécula de DNA que contiene segmentos de distintos
origenes (pueden ser biologicos o sintetizados quimicamente). Para su generacion
los segmentos de DNA se unen utilizando procedimientos

Desnaturalizacion de los Acidos Nucleicos. Se refiere a la conversion de
secuencias de DNA doble hebra o RNA doble hebra a secuencias de hebra
simple. Generalmente ocurre por calentamiento.

Desoxiribonucledtido. Mondémero del DNA formado por la union covalente de

una base (A, T,G,C) + azucar (2' deoxiribosa) + fosfato.

Didesoxinucledtido. Nucleotido modificado que en posicién 3' ha perdido el grupo
OH. Se simboliza como ddNTP.

EcoRI. Enzima de restriccibn obtenida de E. coli. Reconoce la secuencia
palidrome GAATTC y produce cortes de tipo escalonados (entre G y A).
Electroforesis. Método de separacion de moléculas consistente en someter la

mezcla a un campo eléctrico de manera que las moléculas migraran mas o menos



segun su tamafo y su carga eléctrica. Se puede utilizar para separar o purificar

proteinas o fragmentos de RNA o DNA.

Gen. Unidad de herencia que especifica un RNA. Un gen también contiene

regiones intrénicas y regiones que controlan la transcripcion.

Genoma. Toda la informacion genética contenida en una célula, incluyendo a los
genes y a otras secuencias de DNA.

Guanina (G). Base purica presente en DNA y RNA. Se aparea con citosina
mediante tres enlaces por puente de H.

In Vitro. Significa que ocurre fuera del organismo vivo, en un ambiente artificial.
Kilobase (Kb). Unidad de longitud de &cidos nucleicos correspondiente a 1000
nucleotidos. Se abrevia como kb para acidos nucleicos de hebra simple hebra.
Mapa de restriccion. Conjunto de puntos de corte, que un DNA (desde el de un
plasmido hasta un cromosoma entero) tiene para un conjunto de endonucleasas

de restriccion.

Nucleotidos. Unidades o eslabones moleculares elementales que, enlazados uno
a continuaciéon de otro, constituyen los &cidos nucleicos. Quimicamente estan

formados por un azucar, un grupo fosfato y una base nitrogenada.
Oligonucledtido. Secuencia lineal de nucledtidos (hasta 20).

Pares de Bases (pb). Pares de bases (nucleétidos) complementarias en una
molécula de DNA o RNA.

PCR (del inglés “polymerase chain reaction). Reacci 6n en cadena de la
Polimerasa. Sistema de amplificacién genética que permite obtener millones de
copias de un determinado fragmento de DNA o RNA del que simplemente se

conozcan dos secuencias que lo flanqueen.

Plasmido. Molécula de DNA cerrada, circular, que se multiplica de forma
autonoma en la célula y puede pasar de unas células a otras. Es bastante comun
en las bacterias. Muchos plasmidos, modificados genéticamente, se utilizan como

vectores en la clonacion molecular.

Xl



Polimerasa (de DNA o RNA). Enzimas encargados de sintetizar DNA o RNA a

partir de una cadena simple de DNA o RNA que actia como molde.

Recombinacion. Intercambio de uno o varios fragmentos de DNA entre dos
moléculas distintas de manera que las resultantes poseen secuencias de las dos
originales. La recombinacion génica se produce de forma natural en varias

situaciones, como es la generacion de las células sexuales.

Replicacion de DNA. Sintesis de dos nuevas dobles hélices de DNA, a partir de
una doble hélice. Cada hebra de la doble hélice original actia de molde para la

sintesis de una hebra complementaria.

Secuencia. Forma en que se suceden o encadenan los nucleétidos a lo largo de

las cadenas de DNA o RNA (o los aminoacidos en las cadenas proteinicas).

Termociclador. Instrumento que permite ejecutar en forma automatizada la
técnica de PCR. Mediante la aplicacion de ciclos térmicos secuenciales ocurre la

desnaturalizacion, hibridacion y sintesis de DNA.

Timina. Timina es una de las cuatro bases nitrogenadas en los acidos nucleicos

del DNA que casi siempre se empareja con la adenina.

Transformacion. Conjunto de cambios que una célula sufre cuando se convierte
en cancerosa. También se aplica a las bacterias cuando incorporan un gen

exdgeno.

Vector. Molécula de DNA que puede unirse a un segmento de DNA de distinto
origen y que puede ser introducida después en una célula en la que es capaz de

replicarse.

Vector de Clonacion. Molécula de DNA capaz de replicarse autbnomamente en
la célula huésped y en la cual se incorpora covalentemente el fragmento de DNA a

clonar.

Vortex. Aparato que sirve para agitar vigorosamente.
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RESUMEN

En México la horticultura es una de las actividades de primordial importancia, tanto
por la generacion de divisas como por la generacién de empleos; sin embargo,
existen diferentes plagas y enfermedades que afectan su produccion, siendo estas
tltimas el principal factor limitante, destacando las inducidas por los virus por su
impacto en rendimiento y calidad en frutos. Los begomovirus infectan plantas
dicotiledoneas, son trasmitidos por mosquita blanca y su genoma puede ser
bipartita 0 monopartita. Las malezas desempefian un rol importante como fuente
de inoculo primario, en la propagacion y difusion de los virus que afectan a las
plantas cultivadas. El género Sida es un grupo de malezas ampliamente
distribuidas en el mundo. Recientemente, en Sinaloa se identificd y se secuencié a
un nuevo begomovirus infectando Sida rhombifolia denominado Virus del mosaico
de la sida Sinaloa (Sida mosaic Sinaloa virus, SIMSV). Asi mismo, se ha
observado que begomovirus aisaldos de malezas en el viejo mundo estan
asociados con una clase de moléculas subvirales de ssDNA conocidos como
betasatélites u alfasatélites (tamafio de 1,4 kb) los cuales tienen la mitad del
tamafo del genoma de su begomovirus. Los betasatélites son requeridos por el
virus para producir los sintomas tipicos de la enfermedad en su hospedante
natural. Los alfasatélites son indispensables para la infeccion del virus y
aparentemente no juegan ningun papel importante en la etiologia de las
enfermedades. Por lo antes mencionado el presente trabajo tiene como objetivo la
caracterizacion biolégica del Virus del mosaico de la sida de Sinaloa: transmision
por semilla, rango de hospedantes y asociacion con particulas subvirales. Para
abordar el trabajo se colectaron muestras de tejido foliar y semillas de Sida asi
como muestras de tejido foliar de tomate y chile durante los afios agricolas 2010-
2011. En los resultados se muestra evidencia de Virus del mosaico de la sida
Sinaloa de transmitirse a través de la semilla. Adicionalmente, se logro detectar la
presencia de dicho virus en cultivos de tomate y chile. Este hecho, relacionado a
los nuevos brotes de enfermedades en tomate en el estado. El analisis filogenético
del SIMSV transmitido por semilla y detectado en campo muestran homologias de
96.2 y 87.8% respectivamente. Finalmente, no se detectdé moléculas subvirales
asociadas a SIMSV en su hospedante natural en Sinaloa.
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ABSTRACT

The Mexican agriculture constitutes the main source of food and substantially
serve to provides great export. However, there are various pests and diseases that
affect production, among them the viruses are important by their impact on fruit
yield and quality. The genus begomovirus infect dicotyledonous plants, are
transmitted by whiteflies and the virus type member is Bean golden mosaic virus
(BGMV). Most begomoviruses genus have bipartite genome but some of the has
monopartite.. Weeds play an important role as a source of primary inoculum in the
spread and dissemination of viruses affecting the cultivated plants. Many species
have been implicated as hosts of begomovirus in several countries. Gender sida is
a group of weeds that are distributed in both the old and the new world. In Sinaloa
recently identified and sequenced a new begomovirus infecting Sida rhombifolia
called Sinaloa Mosaic Virus Sida, SiIMSV. Recently, most originating in the Old
World begomoviruses have been shown to be associated with a class of satellites
known as betasatellites ssDNA which are half the size of its helper begomovirus
(1.4 kb) and are required for virus help produce the typical symptoms of the
disease in their original hosts. In adittion betasatellites, many diseases are
associated with begomovirus third single-stranded DNA which was called
alphasatellite. However, alphasatellites are essential for virus infection and
appears not to play role in the etiology of diseases with which they are associated.
It is above aims of this study the biological characterization of Sinaloa Mosaic Virus
Sida: seed transmission, host range and association with subviral particles. To
meet this goal, the process used molecular techniqgues such as PCR, cloning
RFLP. The result was the determination of the ability to spread through seed
Sinaloa mosaic virus sida, which also detected the presence of this virus in
peppers and tomatos crops in the northern state of Sinaloa, was determined
experimentally the ability to infect SIMSV peppers and tomatos by grafting, this is
corroborated by the identification by RFLP and was not detected the presence of
subviral particles alpha and betasatellites its natural host.associated with SIMSV
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1. INTRODUCCION

El cultivo de tomate con casi 4.4 millones de hectareas cultivadas y un
volumen de produccion mundial en el 2009 de 152, 956,115 toneladas, y el cultivo
de chile con una produccién en el 2009 de 25, 649,669 toneladas (FAOSTAT,
2009), fueron senalados dentro de las principales hortalizas con respecto a la
generacion de empleos y riquezas para el estado y el pais. Dentro de los
principales problemas que afectan considerablemente la produccion de estos
cultivos se encuentran las enfermedades ocasionadas por virus siendo estos uno

de los principales limitantes en produccion de hortalizas.

Las malezas desempefian un rol importante como fuente de indculo
primario, en la propagacién y difusion de los virus que afectan a las plantas
cultivadas, ellas pueden cumplir tres roles, no excluyentes, en la epidemiologia de
estas enfermedades: servir como reservorio de los virus, como reservorio de los
insectos vectores, o de ambos a la vez (Creamer et al., 1996).

Para que una maleza sea importante como fuente de infeccién primaria de
un virus, debe constituir una proporcion relevante de la flora silvestre de dicha
area y estar abundantemente infectada por el virus (Faan y Johnson, 1951;
Bruckart y Lorbeer, 1976; Cho et al., 1986).

Las malezas que presentan crecimiento todo el afio pueden actuar como
reservorios naturales de virus y focos de infeccion entre estaciones de cultivo,
permitiendo la sobrevivencia de éstos en ausencia de cultivos susceptibles en el
campo. (Walker, 1925; Marcia E. Roye et al. 1997).

Desde principios del siglo XX, se ha acumulado una extensa bibliografia
referente a este tema, lo que revela la gran importancia que se asigna a las
malezas como fuente primaria de propagacion de virus en los paises
desarrollados. En México existen pocos trabajos de identificacion de virus en
malezas y cabe sefalar que una de las malezas mas ampliamente distribuidas en

el pais es Sida spp.



En Sinaloa se han detectado diversas especies de malezas como
hospedantes de virus fitopatdbgenos presentes en cultivos de hortalizas que
pueden estar cumpliendo un rol epidemiolégico importante en esos cultivos
(Méndez-Lozano, Datos no publicados).

En el grupo de trabajo del Laboratorio de Virologia se ha orientado esfuerzos en la
identificacion de virus nativos de malezas y la busqueda en cultivos de interés
comercial en la region. En el 2006, se caracterizé molecularmente un nuevo virus
detectado en la maleza Sida rhombifolia, denominado Sida mosaic Sinaloa virus
(SIMSV). Durante el 2010 se presentd un brote de enfermedades virales con un
impacto importante y por su etiologia asociadas a begomovirus. Al realizar
diversas colectas se detectdé a SiMSV infectando por primera vez cultivos de
tomate en el norte de Sinaloa. El presente trabajo de investigacion tiene como
finalidad lograr una mayor comprension de aspectos biolégicos del SIMSV y sus
implicacion en las enfermedades virales en tomate existentes en la actualidad. El
papel de las malezas como hospedantes de virus y su relacion con la dispersion
se considera de primordial importancia para lograr un mejor manejo integrado de

virus en la region.



2. ANTECENDENTES

2.1. Importancia de la agricultura en México

En el 2009, México ocup6 el décimo puesto en la produccion mundial de
tomate con 2.5 millones de toneladas en un area de siembra de 99,088 ha (FAO,
2009). Si bien existe produccion en todas las entidades del pais, seis son las que
concentran mas del 69% de la produccién nacional, estos estados son Sinaloa,
Baja California, Michoacan, San Luis Potosi, Jalisco y Baja California. Sinaloa es
el principal productor nacional, en 2010 se estima que produjo 680.78 mil
toneladas (SIAP, 2010), lo que representa el 60.5% de la produccién del pais. Asi
mismo, México en dicho afio ocup6 el segundo lugar en la produccién mundial de
chile verde con un volumen de 1, 941,560 de toneladas en un area sembrada de
140,440 ha (FAO, 2009). En Sinaloa en el ciclo agricola 2009-2010 se produjeron
618,110.17 toneladas (SIAP, 2010) lo cual significa el 67.5% de la produccion

nacional.

Aunque Sinaloa es el estado lider en la produccion de hortalizas, su
produccion puede ser seriamente afectada por diversos factores abidticos como la
temperatura, humedad, luz, oxigeno, contaminantes, etc. o por factores bidticos
como bacterias, nematodos, insectos, fitoplasmas, hongos vy virus (Benton, 2001,
Agrios, 2005). El factor biotico mas importante son las enfermedades causadas
por los virus, los cuales son nucleoproteinas que se propagan solo en el interior de
las células vivas las cuales tienen la capacidad de producir enfermedad en las
plantas (Agrios, 2005; Rybicki, 2008).

2.2. Los virus

El termino virus involucra el significado de cualquier sustancia nociva, y
eventualmente se utilizé para designar todas las infecciones causadas por
microbios (Webter y Granoff, 1994). Sin embargo, segun Stange (2006), el
significado de virus en latin es veneno. Los virus fitopatégenos son particulas
infectivas considerados parasitos intracelulares obligados, ya que para realizar su

replicacién necesitan de una célula hospedante. Se componen generalmente por



acido ribonucleico (RNA) de cadena simple y positiva (RNAsS) y en algunos casos
por acido desoxirribonucleico (DNA) de cadena simple o doble. Los virus
normalmente estan encapsulados en una capa proteica o lipoproteinas y no

forman una estructura celular (Agrios, 2005).

2.2.1 Mecanismo de transmision de los virus

Los virus fitopatdgenos no poseen capacidad de penetrar en la célula a
través de la pared celular, por lo cual necesitan la ayuda de insectos vectores,
tales como acaros, nematodos y ciertos hongos habitantes de la rizosfera; sin
embargo, también pueden transmitirse de planta a planta mediante diversas
formas como la propagacion vegetativa, mecanica a traves de la savia, por medio
de semillas y polen (Agrios, 2002; Hull, 2002; Madigan et al., 2006).

2.2.2. Transmision por propagacion vegetativa

Es la forma mas importante de transmision y diseminacion de virus en
cultivos como papa, fresa, raices, tubérculos tropicales, platano, pifia y arboles
frutales injertados. La transmisién por injerto puede indicar la posible naturaleza
viral de una enfermedad. En la transmision por injerto el virus pasa del patron al
injerto o del injerto al patron. Por lo que representa un mecanismo eficaz en
plantas indicadoras y su utilizacion en programas de certificacion, para verificar la
presencia de virus en materiales que se pretenden usar como fuente de yemas
para la propagacion vegetativa. Es importante mencionar que la mayoria de los
virus se mueven en forma sistémica en la planta, los érganos vegetativos usados

para la propagacion facilmente se infectan con virus (Arauz, 1998).

2.2.3. Transmision por semilla y polen

Se conocen alrededor de 100 especies de virus transmitidas por semilla. La
semilla puede portar el virus en el tegumento o en el embrion. La presencia del
virus en el tegumento resulta de la infeccion del rudimento seminal de la planta
madre. Este fenomeno puede ocurrir facilmente, al haber conexiones vasculares
entre el rudimento seminal y la planta madre. Sin embargo, pocos virus pueden

sobrevivir la desecacion de la testa al madurar la semilla. Una excepcion es el



Virus del mosaico del tabaco (TMV). El virus puede llegar al embrion desde la
planta madre si la infeccién de la célula madre de la megaspora se da en forma
temprana y también puede llegar por medio del polen de una planta enferma.
Algunos virus transmitidos por polen pueden pasar de la flor a la planta madre
sana infectandola (Agrios, 2005; Trigiano et al., 2007).

2.2.4. Transmision por vectores

La forma mas comun y eficiente de transmision de virus en la naturaleza se
da por medio de organismos vectores. Un organismo se considera vector si lleva
el virus internamente de una planta a otra y su transmision resulta de la
alimentacion del organismo en la planta. Asi el concepto excluye el contacto
casual, en el cual el virus puede ser llevado externamente y transmitido en forma

mecanica (Arauz, 1998).

Los geminivirus se transmiten por mosca blanca (Bemicia tabaci) o por
algunos miembros de la familia Cicadellidae (Chicharritas); sin embargo, en el
ultimo decenio, su incidencia se ha incrementado alarmantemente, considerandola
como la plaga del siglo (Morales y Anderson, 2001; Polston et al., 1997; Martinez
et al, 2003).

2.2.5. Tipos de transmision por vectores

La transmision de virus se puede dividir de acuerdo la persistencia en el
vector (el tiempo que tarda el vector en adquirir y transmitir el virus y el tiempo que
este permanece dentro del vector. Se habla de transmision no persistente si el
virus es adquirido por el vector en un tiempo corto (segundos 0 pocos minutos),
puede ser transmitido inmediatamente después de la adquisicidon y el insecto
pierde rapidamente la capacidad de transmitir el virus. Por el contrario, la
transmision persistente presenta las siguientes caracteristicas: requiere un tiempo
largo de alimentacion para que el vector adquiera el virus, presenta un periodo
latente de doce o méas horas desde el inicio de la alimentacién en la planta
enferma antes de que pueda ocurrir la transmision en la planta sana y por ultimo el

vector retiene la capacidad de transmitir un virus por un tiempo prolongado, de al



menos una semana, pero que puede durar durante toda la vida del vector. Los
virus semipersistentes tienen un comportamiento intermedio, requieren un tiempo
de alimentacion de minutos a horas, y los vectores pueden permanecer efectivos
por tres o cuatro dias. (Arauz, 1998; James y Keith, 2004).

La transmision de los virus puede dividirse también de acuerdo con el
comportamiento del virus dentro del vector. Si el virus es portado en las partes
bucales, sin circular por la hemolinfa del insecto, se le llama portado en el estilete
o0 estomodeo. Si el virus circula por la hemolinfa del insecto y es devuelto a las
partes bucales a través de las glandulas salivales, el virus se denomina circulativo,
y si se multiplica dentro del vector se le llama propagativo. Los virus no
persistentes y semipersistentes se retienen en el estomodeo; los circulativos y
propagativos son todos persistentes. En los casos de virus circulativos y
propagativos puede haber transmision transestadial, si pasan de un estadio del
insecto al siguiente, sin eliminarse en la muda, y en algunos casos puede haber
transmision transovarica, en el cual el virus es pasado del vector a su
descendencia (Arauz, 1998; James y Keith, 2004).

2.3. Los Geminivirus

Existen antecedentes antiguos de enfermedades virales causadas por
geminivirus, pero fue hasta 1894 cuando se dio a conocer el primer estudio sobre
el mosaico de la yuca, enfermedad de importancia econémica en Africa causada
por el Virus del mosaico africano de la yuca (ACMV). En América, existen reportes
desde la década de los 40°s sobre la presencia de enfermedades transmitidas por
mosca blanca, caracterizadas por producir arrugamientos y amarillamientos en
plantas (Brown y Bird, 1992). Estos estudios sirvieron para que se reconociera
oficialmente a los geminivirus como grupo taxonémico independiente (Goodman,
1977). En México, el primer trabajo sobre geminivirus describié una enfermedad
en tomate con enchinamiento de las hojas, cuyo patégeno fue denominado Virus
del chino del tomate (CdTV) (Gallegos, 1978). En el contexto global, América
Latina ha sido la regibn mas afectada en términos de numeros totales de

geminivirus transmitidos por mosca blanca, numero de cultivos afectados,



pérdidas en la produccién y area desbastada por estos patégenos (Martinez et al.,
2003). Los geminivirus son fitopatogenos que pertenecen a la familia
Geminiviridae. Su nombre deriva de la morfologia de su particula ya que ésta
semeja dos poliedros regulares idénticos unidos (gemini = gemelos). El genoma
de los miembros de esta familia se encuentra constituido por uno o dos moléculas
de DNA de cadena sencilla (DNAcs) (Ruiz-Herrera et al., 1997; Ascencio-lbafez et
al., 1999).

2.3.1. La familia Geminiviridae

Los geminivirus pertenecen a la familia Geminiviridae que ha sido
clasificada en cuatro géneros (Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus Yy
Begomovirus) con base en la organizacion gendémica, el insecto vector y el rango
de hospedante (Hull, 2002; Fauquet et al., 2003 y 2005).

2.3.2. El género Mastrevirus

Es un grupo de virus que infectan a plantas monocotiledoneas, contienen
un genoma monopartita, son transmitidos por chicharritas del género Cicadulina
mbila de manera persistente circulativa no propagativa y presenta como miembro

tipo al Virus del estriado del maiz (Maize streak virus, MSV) (Howell, 1984).

2.3.3. El género Curtovirus

Es un grupo de virus que infectan a plantas dicotiledéneas, contienen un
genoma monopartita, son transmitidos por chicharritas del género Circulifer
tenellus y presenta como miembro tipo al Virus del enchinamiento del betabel
(Beet curly top virus, BTCV) (Duffus, 1993; Stanley et al., 1986).

2.3.4. El género Topocuvirus

Es un grupo de virus que infectan a plantas dicotileddéneas, contienen un
genoma monopartita, son trasmitidos por la familia Membracidae, y presenta como
unico miembro (Tomato pseudocurly top virus, TPTV) (Kong,y Hanley-Browdoin,
2002).



2.3.5. El género Begomovirus

Es el Unico género reportado en Meéxico, es el mas diversificado y
distribuido por todo el mundo. Infecta a plantas dicotiledéneas, son trasmitidos por
mosquita blanca y presenta como miembro tipo al Virus del mosaico dorado del
frijol (Bean golden mosaic virus, BGMV), al cual le deben su nombre. (Goodman,
1984). La mayoria tiene un genoma dividido en dos componentes bipartitas
denominadas comunmente DNA-A y DNA-B. Se ha mencionado que cada
componente se encapsula independientemente en la particula viral, de tal forma
gue se requieren las dos particulas para causar la infeccion (Goodman et al.,
1980). De todos los begomovirus reportados solamente TYLCV tiene un genoma
monopartita, excepto para el Virus del enrollamiento de la hoja amarilla del tomate
de Tailandia (Tomato yellow leaf curl virus Thailand, TYLCV TH) que tiene un

genoma bipartita (Rochester et at., 1994).

2.4. Organizacion GenOmica de los begomovirus

Existen alrededor de 196 especies de Begomovirus aceptadas por el
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, 2009). La mayoria de los
begomovirus reportados en América o también denominados del nuevo mundo
poseen genoma bipartita, el cual se compone por dos moléculas de DNA
denominadas DNA-A y DNA-B con un tamafio de 2.5 a 2.8 Kb los cuales
transcriben bidireccionalmente. En el DNA-A se identifican cinco marcos de lectura
abierta, uno en el sentido del viribn denominado AV1 y cuatro en la cadena
complementaria denominados AC1, AC2, AC3 y AC4. En el DNA-B se han
identificado dos marcos de lectura abierta, ambos en el sentido del virion
denominados BV1 y BC1. El componente A contiene toda la informacidon necesaria
para la replicacion y encapsulacion del virus, mientras que el componente B
codifica para proteinas involucradas en el movimiento viral célula-célula y a larga

distancia.

Los begomovirus que carecen del DNA-B se les conocen como
monopartitas y son comunes en el viejo mundo. Son pocos los begomovirus

monopartitas reportados que han demostrado ser causantes de sintomas tipicos



de la enfermedad silvestre con sélo el DNA-A, el Virus del enrollamiento de la hoja
amarilla del tomate (TYLCV) y Virus del enrollamiento de la hoja del tomate
(TYCV).

2.5. Sintomatologia

La sintomatologia ocasionada por los begomovirus puede ser similar a la
causada por las deficiencias nutricionales y a los inducidos por otras familias de
virus, principalmente los Potyvirus y los Tobomovirus, lo cual ha dificultado el
diagndstico de estos virus mediante las técnicas convencionales. Estos sintomas
varian enormemente dependiendo de cada hospedante, la etapa de infeccion, el
tipo de begomovirus e incluso las condiciones ambientales (Ascencio-lbafiez,
1999). De forma general se pueden incluir los siguientes sintomas, ya sea aislado
o en combinacion: se detiene el desarrollo de la planta, dandole un aspecto
achaparrado, las plantas presentan enrollamiento de hojas a lo largo del nervio
principal, clorosis intensa en los bordes de las hojas, deformacion y reduccién de
las hojas, aborto floral y frutos més pequefios de color palido (Poltson y Anderson,
1997).



Figura 1. Sintomatologia de los begomovirus observada en campo. A, tomate. B, chile. C,
tomatillo. D, frijol. (Fuente: http://gemini.biosci.arizona.edu/viruses/wmiv/index.htm)

2.6. Begomovirus en malezas

Las malezas son plantas indeseables las cuales se encuentran alrededor
los cultivos de interés y son reservorios de algunos virus de plantas (Bos, 1983;
Creamer et al., 1996). Muchas especies de malezas han sido relacionadas como
hospedantes de begomovirus en varios paises y estan generalmente relacionadas
a la familias Malvaceae, Euphorbiaceae y Fabaceae (Morales y Anderson, 2001).
Estudios realizados muestran que en el caso de begomovirus provenientes de
malezas pueden ser transmitidos a los cultivos a través del insecto vector o
mediante inoculacion por injerto (Faria et al., 2000; Frischmuth et al., 1997;
Morales y Anderson, 2001). Por lo que las malezas pueden ser una fuente de
in6culo primaria de begomovirus hacia los cultivos de importancia econémica
(Assuncéao et al., 2006). El Virus del mosaico dorado de la Rhynchosia (RhGMV)
se describié por primera vez en Honduras en 1999 infectando Rhinchosia minima
(Potter et al., 2000). R. minima es una maleza comun en Sinaloa y otras regiones

del mundo. EI RhGMV se transmite a frijol causando mosaicos, enanismo y
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distorsion de la hoja (Roye et al., 1997). En México, el RhGMV fue reportado por
primera vez en Chiapas infectando tabaco y recientemente fue reportado
infectando soya en el norte de Sinaloa (Ascencio-lbafiez et al., 2002, Méndez-
Lozano et al., 2006). El género Sida es un grupo de plantas silvestres que estan
distribuidas ampliamente en el mundo. Varios begomovirus han sido
caracterizados de diferentes especies de Sida (Frischmuth et al., 1997). En Costa
Rica un begomovirus bipartita conocido como Virus del mosaico dorado de la sida
Costa Rica (Sida golden mosaic Costa Rica virus, SIGMCRYV) fue aislado y
caracterizado de Sida rhombifolia (Hofer et al., 1997). En Honduras dos
begomovirus bipartitas conocidos como Virus del mosaico dorado de la sida de
Honduras (Sida golden Honduras mosaic virus, SiGMHV) y Virus de la vena
amarilla de la sida (Sida yellow vein virus, SiYVV) fueron aislados y caracterizados
de Sida rhombifolia (Frischmuth et al., 1997). En Brasil, dos componentes A (DNA-
A) han sido secuenciados y caracterizados de Sida sp (Fauquet et al., 2003).
Recientemente en Sinaloa se identificé y se secuencio a un nuevo begomovirus
infectando Sida rhombifolia llamado Virus del mosaico de la sida Sinaloa (Sida
mosaic Sinaloa virus, SIMSV) (Perea-Araujo, 2006, Castillo et al., 2006).

2.6.1. El Género Sida

Sida es la palabra griega para una planta de agua, pero la alusion a este
género todavia no esta clara. Segun la base de datos del USDA
(www.itis.usda.gov), hay cerca de 27 especies de Sida en todo el mundo. Sida se
encuentra generalmente en los caminos, jardines, terrenos baldios, patios,
margenes de canales y campos de cultivo. La forma de crecer es propagacion
asexual mediante esquejes de tallos jovenes verdes o por el germinado de las
semillas bajo la luz directa del sol y clima seco. Las semillas de sida estan
cubiertas por una gruesa capa de un producto quimico desconocido que bloquea
la penetracion del agua, dejando la semilla en un estado latente (Robinson EL.,
1975).

En 1975 Ghosal y su grupo fueron capaces de analizar Sida cordifolia

qguimicamente. Los analisis quimicos mostraron que S.cordifolia contiene tres tipos
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de productos quimicos: B-fenetilaminas  (B-fenetilaminas, la efedrina y la
pseudoefedrina), triptaminas carboxilado (S-(+ pascua metil)-N-methyltryptophane
y hypaphorine) alcaloides, y quinazolina (vasicinona, vasicinol y vasicina). Por otra
parte, las diferentes partes de la planta contienen las mismas sustancias, pero en
diferentes concentraciones. En este sentido, se menciona que las concentraciones

de estos quimicos cambian con la edad de planta (Ghosal, et al., 1975).

2.7. Particulas subvirales asociadas a enfermedades virales.

Moléculas satélites de DNA circular de cadena sencilla los cuales contienen
un anico marco de lectura abierta (MLA), denominados DNA 3, se han encontrado
asociados con ciertas infecciones virales causadas por begomovirus monopatrtitas.
Desde que se reportaron por primera vez en el afio 2000, mas de 100 DNA
completos se han clonado y secuenciado (Mansoor et al., 2006). Se componen de
aproximadamente 1350 pb y dependen de su begomovirus asociado para su
replicacion y encapsidacion. Los DNA B potencian la sintomatologia y ayudan al
begomovirus asociado para aumentar su concentracion viral en algunos
hospedantes. El proceso mediante el cual los DNA [ regulan la patogenicidad es
desconocida, pero podria afectar a la replicacion del virus asociado para facilitar
Su propagacion en un mayor rango de hospedantes o por el silenciamiento de
genes supresion (Saunders et al., 2000). EI DNA B codifica la proteina bC1, es el
determinante tanto de la patogenicidad como de la supresion del silenciamiento
génico (Briddon y Stanley, 2006). Dependiendo del begomovirus particular, cinco
proteinas diferentes estan involucradas en el transporte del virus a traveés de las
plantas hospederas: la proteina de la capside (PC), la proteina de transporte
nuclear (PTN), la proteina de movimiento (PM), la proteina C4 y la proteina V1
(Rojas et al.,, 2005). A diferencia de begomovirus monopartitas, el PC de
begomovirus bipartita no es necesaria para el movimiento célula a célula o de
larga distancia. Para begomovirus bipartita, el movimiento célula a célula es
realizado por dos proteinas codificadas por el componente DNA-B, PTN y PM. En
el caso de los begomovirus monopartitas, dos proteinas han sido implicadas en el
movimiento célula a célula, la V1 y C4 (Jupin et al, 1994; Rojas et al, 2001). En

adicion a los betasatélites, muchos de los complejos begomovirus-betasatélite han
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sido asociados con un tercer componente de DNA de cadena sencilla al cual se le
ha denominado alfasatélite (Bridon et al., 2010). Sin embargo, los alfasatélites son
indispensables para la infeccion viral y aparentemente no juegan un rol
significativo en la etiologia a las enfermedades a las cuales se les asocia
(Mansoor et al., 1999). Recientemente, en Venezuela se detecté la primera
asociacion de un begomovirus bipartita con un alfasatélite en infeccion natural en

plantas de sandia (Romay et al., 2010).

125000

1000

B30

Figura 2. Organizacién gendmica de una particula subviral.
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3. JUSTIFICACION

En Sinaloa, los cultivos del chile y tomate representan una gran derrama
socioecondmica a lo largo del estado; sin embargo, la produccién se ve
seriamente afectada debido a las enfermedades causadas por begomovirus. En el
laboratorio de Virologia del CIIDIR-IPN se han realizado trabajos de investigacion
encaminados a la caracterizacion de las enfermedades virales en diferentes
cultivos, entre los begomovirus identificados se encuentran TYLCV, PHYVV,
PepGMV, CdTV que han estado presentes por décadas en cultivos de tomate y
chile. En el 2006, se caracterizd molecularmente un nuevo virus detectado en la
maleza Sida rhombifolia, denominado Sida mosaic Sinaloa virus (SiIMSV). Las
malezas desempefian un rol importante como fuente de inéculo primario, en la
propagacion y difusién de los virus que afectan a las plantas cultivadas. En este
sentido, el género Sida es una malezas ampliamente distribuida en el estado de
Sinaloa y se puede considerar de alto riesgo en la dispersion del virus. Durante el
2010 se presentd un brote de enfermedades virales con un impacto importante y al
realizar diversas colectas se detectd a SIMSV infectando por primera vez cultivos
de tomate en el norte de Sinaloa. Por lo que generar informacion que permita una
mayor comprension de los aspectos biolégicos del SIMSV y sus implicacion en las
enfermedades virales en la horticultura regional permitira un manejo integrado de

las enfermedades.
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4. HIPOTESIS

El Virus del mosaico de la sida de Sinaloa es capaz de transmitirse por
semilla en su hospedante natural y se encuentra asociado a enfermedades virales

en cultivos de interés agricola.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad del Virus del mosaico de la sida de Sinaloa de
transmitirse por semilla en su hospedante natural, rango de hospedantes y

asociacion con particulas subvirales.

5.1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

/7

« Determinar la capacidad de transmision por semilla de SiMSV como fuente
de dispersion en campo.

+« Determinar el rango de hospedantes de SIMSV en cultivos de importancia
comercial.

«» Analizar la presencia de moléculas subvirales DNA alpha y betasatélites
asociadas SIMSV.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Extraccion de DNA total

La extraccion de DNA total se realiz6 mediante el procedimiento del CTAB
(bromuro de cetil-trimetil-amonio) al 3% (Zhang et al., 1998). Para cada muestra
se utilizo aproximadamente 0.3 g de tejido joven, el cual se macer6 con un pistilo
en un tubo Eppendorf de 1.5 ml que contenia 200 pl de buffer CTAB al 3 % (1.4
mM EDTA, 100 mM Tris-HCL, pH 8.0, 0.2% [B-mercaptoetanol), precalentado a 60
C, se adicion6 600 pl del mismo buffer. Posteriorm ente se incubd la muestra a 60
T por 30 minutos, agitdndose por inversién cada 5 minutos aproximadamente. Se
agrego 600pl de cloroformo: isoamilico (24:1) y se agitd por inversion varias veces.
Las muestras se centrifugaron a 24,606 g durante 10 minutos y se recuperé el
sobrenadante. Después se le agregd 15 pl de enzima RNAsa (10ug/ul), para
incubarse por 30 minutos a 37T, posteriormente se agregaron 600 pl de
cloroformo:isoamilico (24:1), se agitd nuevamente por inversion varias veces y se
centrifugara a 24,606 g durante 10 minutos. Se recuperd el sobrenadante y se
precipitd el DNA con 600 pl de isopropanol (-20 €C) al 100 %. Se centrifugo
inmediatamente por 10 minutos a 24,606 g y se elimind el sobrenadante. La
pastilla obtenida se lavo con 1000 ul de etanol al 70 % y se centrifugd durante 5
minutos a 11,793 g. finalmente se dejo secar la pastilla que contenia el DNA y se

resuspendié en 30 pl de agua destilada estéril.

6.1.1. Electroforesis para la visualizacion del DNA

Por medio de la técnica de electroforesis en gel de agarosa se verifico la
calidad del DNA obtenido. Se utiliz6 un gel de agarosa al 0.8 % en TAE 1X con
bromuro de etidio a una concentracion de 10 mg/ul. Se cargaron 2 pl del DNA
mezclado con 6 pl de agua destilada estéril y 2 pl de buffer de carga (colorante
naranja G). Posteriormente se corrié en la camara de electroforesis con el buffer
TAE 1X a 80 V durante 25 a 30 minutos. Finalmente, se visualizd el DNA en un
transiluminador de luz ultravioleta y los resultados fueron registrados en un

fotodocumentador de imagenes (Chemidoc, Biorad).
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6.1.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La técnica de PCR se realiz6 en tubos Eppendorf estériles de 0.2 mL a un
volumen final de 25 pL (DNA mas componentes), para ello se prepar6é una mezcla
con todos los componentes en un tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL, excepto el
DNA, las concentraciones de los componentes se calculan para 25 pL: 17.5 pl
agua ultra pura, 2.5 ul de Buffer 10X, 1 pyl 50 mM de MgCl, 1 ul de cada primers, 1
pmol/pL, 0.5ul dNTP’s, 0.5 pl de Tag DNA Polimerasa (Invitrogen, USA). La
reaccion se efectud en un termociclador el cual se encargd de subir y bajar las
temperaturas para que se lleve a cabo la amplificacion, primeramente se
desnaturalizé el DNA a 95C por 4 minutos, pasando posteriormente a un ciclo de
amplificacion que se repetira 35 veces, el cual constara de 3 pasos, el 1ro es de
desnaturalizacion a 95T por 1 minuto, el 2do es de alineamiento de primers a
65T por 1 minuto, y el 3ro de elongacion de DNA a 72 por 4 minutos.
Posteriormente se efectia un calentamiento 72°C por 3 minutos para pasar a

mantenerse la temperatura indefinidamente a 13<.

El PCR anidado, es una técnica utilizada para reducir la posibilidad de
obtener falsos negativos, ya que aumenta la sensibilidad del PCR convencional de
un paso o sencillo. ElI PCR anidado, consiste en amplificar una regién interna del
fragmento amplificado en el PCR sencillo. Para esto, en la reaccion de PCR
anidado se usa el producto de amplificacion del primer PCR como molde. Las

condiciones de reaccion fueron las mismas que las del primer PCR.

6.1.3. Deteccion de begomovirus mediante PCR y PCR  anidado.

Para detectar begomovirus se utilizo la técnica de la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), usando los oligonucledtidos especificos Rep-DGRSAR
(GAGTCTAGATGCTGACCTCCTCTAGCWGATCTGCCGTC) y CP70-BamHI
(CACGGATCCGATTGRACCTTACANGGNCCTTCACAACC). La técnica de PCR
se realiz0 en tubos Eppendorf estériles de 0.2 mL a un volumen final de 25 pL
(DNA maéas componentes), para ello se prepar6 una mezcla con todos los

componentes en un tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL, excepto el DNA, las
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concentraciones de los componentes se calculan para 25 pL: 17.5 pl agua ultra
pura, 2.5 ul de Buffer 10X, 1 pl 50 mM de MgCl, 1 ul de cada primers, 1 pmol/uL,
0.5ul dNTP’s, 0.5 pl de Tag DNA Polimerasa (Invitrogen, USA). En la segunda
reaccion se utilizo el par de primers Mot/Cp (Ascencio-lbafiez et al., 1999), que
amplifican un fragmento de 550 a 750 pb de la regién que incluye la parte N-
Terminal de la proteina Rep, la region intergénica y la region N-Terminal de la CP.
La reaccion se efectué en un termociclador el cual se encargé de subir y bajar las
temperaturas para que se lleve a cabo la amplificacion, primeramente se
desnaturalizé el DNA a 95C por 4 minutos, pasando posteriormente a un ciclo de
amplificacion que se repetira 35 veces, el cual consté de 3 pasos, el 1ro es de
desnaturalizacion a 95T por 1 minuto, el 2do es de alineamiento de primers a
65T por 1 minuto, y el 3ro de elongacion de DNA a 72T por 4 minutos. Posterior
mente se efectla un calentamiento 72C por 3 minuto s para pasar a mantenerse

la temperatura indefinidamente a 13<C.

6.1.4. Caracterizacion de los begomovirus por patré n de restriccion (PCR-
RFLP).

Para determinar si existia variabilidad genética en los begomovirus
detectados, e identificar posibles infecciones mixtas los productos de PCR
amplificados en la segunda reaccién con los primers Mot/CP (650 pb) se utilizaron
para realizar un andlisis de RFLP con las enzimas Mspl y Hhal. La digestion
enzimatica se realizé en un volumen total de 15 pL utilizando 6 pL del producto de
PCR, 1 X del buffer de reaccion y 0.5 unidades de la enzima (Mspl 6 Hhal), la
reaccion se incubd por dos horas a 37 °C y se visualizé en un gel de agarosa al
2% tefiido con bromuro de etidio bajo luz ultravioleta.
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6.1.5. Purificacion de productos de PCR anidado.

Una vez amplificado el fragmento de interés para cada una de las muestras,
éstos se purificaron de acuerdo a las especificaciones del proveedor utilizando el
kit de purificacion Wizard sv Gel y PCR clean-up system, se afiadié un volumen
igual de la solucion Membrane Binding a la reaccion, al mismo tiempo se insert6 la
columna (SV Minicolumna) en el tubo colector, una vez realizado el paso anterior,
se transfirio el producto de PCR a la minicolumna ensamblada, esto se dejé
incubando por 1 min a temperatura ambiente, una vez pasado el minuto se
centrifugd a 14,000 rpm, se descartd el sobrenadante que quedd en el tubo
colector y se reinserto la columna, se afladé 700 pl de la solucion (Membrane
Wash) y se centrifugd nuevamente a 14,000 rpm por 1 min, se descart6 el
sobrenadante y reinsertd la minicolumna en el tubo colector, se repetio el paso
anterior afadiendo solamente 500 pl de la solucion Membrane Wash y se
centrifugd por 5 minutos, nuevamente se decantd lo colectado, y se volvid a
centrifugar la columna ensamblada por 1 minuto. Se dej6 secando
aproximadamente por un lapso de 10 minutos, se transfirio cuidadosamente la
columna a un tubo nuevo de 1.5 ml, se afiadié 30 ul de agua libre de nucleasas a
la minicolumna, se incubd a temperatura ambiente por un minuto, se centrifugé a
14,000 rpm durante un 1 minuto, para terminar se descarté la minicolumna y el
DNA se almacenod de 4°C o a -20°C.

6.1.6. Clonacion de los fragmentos amplificados

La clonacidn de los fragmentos amplificados se llevo a cabo utilizando el Kit
de clonacién pGEM-T EASY VECTOR SISTEM Il (Promega Madison, WI, USA)
siguiendo las indicaciones recomendadas por el fabricante con minimas

modificaciones.
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Cuadro 1. Reaccién de clonacion con el vector pPGEM-T EASY:

Componentes Reaccion estandar
Buffer 2X (Ligacion rapida), lpL
pGEM-T EASY VECTOR 1uL
Producto de PCR 1L
T4 DNA Ligasa (3 u Weiss/ L) 1puL
Agua 6 puL
Volumen final 10 pL

6.2. Transformacion en Escherichia Coli.

La transformacion se realizd siguiendo el procedimiento descrito por el
proveedor (Promega Madison, WI, USA). Se agregaron 3 pL del producto de
ligacion a 30 pL de células competentes JM109, la mezcla se incubd en hielo por
30 minutos e inmediatamente se llevdé a cabo un choque térmico a 42T por 50
segundos, posteriormente se incubo en hielo por 2 minutos, se adiciond 950 uL de
medio SOC (97 mL de agua destilada, 2 gr de bactotriptona, 0.55 gr de extracto de
levadura, 1 mL de NaCl 1M y 0.25 mL de KCI 1M). Se adicion6 1 mL Mg2+ 2M
(MgCI2 1M, MgS0O4 1M) y 1mL de glucosa 2 M, pH 7.0). Se incubaron 2 horas a
37T con agitacion constante (250 rpm); enseguida se tomaron 100 uL de este
medio y se siembra en cajas petri las cuales contenian medio LB solido adicionado
con ampicilina (100 yg/mL), ademéas de 0.5 mM IPTG y 80 ug/mL de X-GAL. El
resto de las células se centrifuga a 13,000 rpm por 1 minuto y se decanto6 el
sobrenadante, la pastilla fue resuspendida en 50 uL del mismo sobrenadante y se
siembra en cajas con medio LB con ampicilina, IPTG y X-GAL a las
concentraciones sefialadas anteriormente. Las cajas con LB se incubaron por 16
horas a 37TC.
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6.2.1. Extraccién de DNA plasmidico (Minipreps)

Para llevar a cabo la extraccion de DNA plasmidico (Minipreps), se tomo
una colonia blanca de las células transformadas y se inocularon en 6000 pL de
medio LB liquido con ampicilina (100 pg/mL), se incubaron 16 horas a 37C con
agitacion de 250 rpm (de manera alterna la misma colonia se sembr6é en medio
solido). Posteriormente el cultivo liquido se centrifugd un minuto a 13,000 rpm, se
elimind el sobrenadante y se le agregaron 250 pL de la solucion | (50 mM Glucosa,
10 mM EDTA, 25 mM Tris HCI pH 8.0 y 1Img/mL de RNAsa), se resuspendio
utilizando un vortex, se le agregaron 250 yL de la Solucién Il (75 mL de agua, 20
mL de 1IN NaOH y 5 mL de 20% SDS) y se agitdé por inversion varias veces.
Posteriormente se le agregaron 350 pL de la Solucion Il (24.6 gr de acetato de
sodio, 40 mL de agua y se ajusta el pH a 8.0 con &cido acético glacial y se afora a
100 mL con agua) y se agitd por inversion varias veces. Se centrifugd por 8 min. a
13,000 rpm, el sobrenadante se transfirié a un tubo de 1.6 mL y se le agregaron
850 uL de etanol absoluto, se centrifuga nuevamente a 13,000 rpm durante 10
minutos, se elimind el sobrenadante decantandolo, se lavé la pastilla con 1 mL de
etanol al 70% y se centrifugd a 13,000 rpm por 3 min. Finalmente, se resuspendio

la pastilla en un volumen de 20 yL de agua ultra pura (Gibco BRL).

6.2.2. Purificacién de DNA plasmidico para secuenci  acion

La extraccion de DNA plasmidico para secuenciar se realiza siguiendo las
indicaciones recomendadas por el proveedor del kit Rapid Plasmid Miniprep
System (MARLIGEN BIOSINCE, USA/Germany). 1.5 mL del cultivo que contenia
las bacterias transformadas se centrifugd a 13,000 rpm por 1 minuto y se decanto
el sobrenadante. Se le agregard 250 uL del buffer de suspension celular (G1), se
homogenizé empleando un vortex y se agrego 250 pL de solucion de lisis (G2), se
mezclo por inversion e incubd 5 minutos a temperatura ambiente, posteriormente
se le adicion6 350 yL de buffer de neutralizacion (M3), se mezcl6 por inversion y
centrifugd a 13,000 rpm por 10 minutos. Posteriormente se colocé un cartucho
gue contenia la columna dentro de un tubo de lavado de 2 mL. El sobrenadante
del paso anterior se coloco en el centro del cartucho que contenia la columna, se
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centrifugd a 13,000 rpm durante un minuto y se elimind el sobrenadante.
Nuevamente se coloc6 el cartucho en un tubo de lavado de 2 mL y se le agreg6
700 uL del buffer de lavado (G4) con etanol y se centrifugé a 13,000 rpm por un
minuto. Se decanto el eluido y se centrifugd nuevamente para eliminar posibles
restos del buffer de lavado. Enseguida se coloco la columna en un tubo Eppendorf
de 1.6 mL y se le adicionaron 30 yL de agua ultrapura previamente calentada a
60T, se incubo 1 minuto a temperatura ambiente y s e centrifug6 a 13,000 rpm por

2 minutos. El DNA purificado se almacené a -20 °C.
6.2.3. Cuantificacion de DNA.

La cuantificacion de DNA plasmidico se realizé con el Kit comercial Quant-it
dsDNA HS (Invitrogen). En un tubo falcon se prepararé la solucion de trabajo
diluyendo el fluoréforo (picogreen) en el buffer (1:200). Para los estandares, en
tubos (lisos) Eppendorf de 600 ul se adicion6é 190 ul de la solucion de trabajo y 10
ul de cada estandar, agitdndose por dos a tres segundos. Para las muestras de
DNA a evaluar, se adicio 199 ul de la solucion de trabajo y 1 ul de DNA plasmidico
(diluido 10 veces). Los tubos se incubaron a temperatura ambiente por dos
minutos. Posteriormente, se procedié a la calibracion del fluorémetro (Qubit,
Invitrogen, Turner Biosystems) con los dos estdndares y se tomoé la lectura para
cada muestra. Los valores dados por el fluorémetro se dan en ng/ml. Para calcular

la concentracion de las muestras se utiliz6 la siguiente ecuacion.

Concentracion de DNA = (F) (200/X)
Doénde: F = Valor dado por el fluorometro (ng/ml)

X= N°de microlitros de DNA adicionados a cada tubo Eppendorf.

6.2.4. Andlisis de las secuencias.

Las secuencias obtenidas se compararon en la base de datos del National
Center for Biological Information (NCBI), utilizando el programa BLAST. Los

marcos de lectura abierta y su traduccion a aminoacidos se realizaron por medio
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del programa SegEdit DNASTAR, Londres (version 2.0 Madison, Wisconsin, USA).
Las secuencias obtenidas se compararon con las referidas en el Genbank del
National Center for Biological Information (NCBI). Para establecer el porcentaje de
identidad, se utilizaron los algoritmos del programa MegAlign (DNASTAR,
Londres).

Cuadro 2. Secuencias utilizadas en el andlisis.

Nombre Siglas Clave de acceso al NCBI
Componente A
Bean golden yellow mosaic virus- BGYMV-MX AF173555
Mexico

Chino del tomate virus CdTtv AF101476
Maize streak virus MSV HQ693474
Okra yellow mosaic Mexico virus oYMV DQ022611
Pepper huasteco yellow vein virus PHYVV NC_001359
Rhynchosia golden mosaic virus RhGMV DQ347950
Sida golden mosaic virus SiGMV AF049336
Sida mosaic Sinaloa virus SiMSV DQ520944
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Colecta y germinacion de semillas de  Sida acuta.

Para determinar la capacidad de SIMSV de transmitirse a través de semilla,
se colecto semillas en plantas de Sida acuta con sintomatologias caracteristicas a
geminivirus en campo en el afio 2010 (Figura 1). Los datos muestran que de 466
semillas sanitizadas (tratamiento con cloro e hidratacion) y colocadas para su
germinacion in vitro indican que solamente 35 semillas germinaron, con un 7.5%
de germinacion (Cuadro 3). Segun Juan Calderdn en el 2000 una planta de sida
en el campo produce 7692 semillas de las cuales el 8.2% es viable en condiciones

naturales.

Cuadro 3. Tratamientos utilizados para germinacion de semillas de Sida acuta in
Vitro.

Tratamiento Cloro 15 min Cloro 30 min Cloro 60 min
1 100/12
2 40/0
3 96/2
4 50/5 50/1 50/5
Tratamiento Hidratacion 12 Hidratacion 18 Hidratacion 24 Hidratacion 36
modificado horas/37C horas/37C horas/37C horas/37C
5 20/0 20/2 20/6 20/2
Total de semillas 35/466

germinadas
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Figura 3. Germinacion de semillas de Sida acuta in vitro. A, semilla en germinacion. B y
C, plantas con ligero amarillamiento.

Las semillas tardaron aproximadamente 2 meses para germinar, durante el
seguimiento diario realizado de las plantas germinadas se logré observar ligeros
mosaicos; cabe sefalar, que dichos sintomas no son comparables con las

sintomatologias observadas en campo (Figura 3).

7.2 Extraccion de DNA de plantulas de  Sida acutain vitro.

A los 30 dias postgerminacion (dpg), se procedio a realizar la toma de tejido
para realizar la extraccion de DNA del tejido foliar. En el andlisis electroforético se
observa que en la mayoria de las extracciones de las diferentes muestras el DNA
total fue de buena calidad y cantidad (Figura 4). Lo cual es de vital importancia

para la 6ptima deteccién de virus por PCR.

Figura 4. Electroforesis del DNA total extraido de plantas germinadas de Sida acuta in
vitro. Carriles 1-10 DNA total de plantas de Sida acuta in vitro.
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7.3 Deteccion de SiIMSV mediante PCR anidado en plan tas de Sida acuta in

vitro.

Una vez obtenido el DNA del tejido foliar se realiz6 la deteccion por PCR,
encontrandose que en 17 de 35 plantas analizadas se logré amplificar el
fragmento esperado de 650 pb que corresponde para un begomovirus bipartita
(Figura 5). Cabe sefialar, que para el género Begomovirus no existen reportes
sobre su capacidad de transmitirse a través de la semilla; sin embargo, existen
virus de diferentes géneros con esta capacidad como lo son el Virus del mosaico
de la alfalfa (H. Xu and J. Nie, 2006), el Virus del mosaico del tabaco (Ray
Cerkauskas, 2004) y el Virus moteado del frijol (Loren, J.G, et al., 2002).

12 3 45 6 7 8 910 11 12 13 15 16 171819 2021

650 pb

Figura 5. Deteccion de begomovirus en plantas de sida
acuta in vitro mediante PCR anidado. , Carril 1y 2: Control
negativo PCR anidado, Carril 4: Control positivo TYLCV, Carril 3:
Marcador peso molecular 1 Kb. Carriles 5-20 plantas de sida
acuta in vitro, carril 21 sida de campo.

7.4. ldentificacion preliminar de begomovirus en pl antas de Sida acuta in
vitro por PCR-RFLP’s.

Una vez detectado la presencia de begomovirus en plantas de Sida acuta
germinadas in vitro y con la idea de confirmar la identidad de los fragmentos
amplificados se sometieron a un analisis de restriccion (PCR-RFLP’s). Estudios

previos muestran que la restriccion del fragmento amplificado por PCR (N-terminal
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CP-Rep y regidn intergénica del DNA A) con las enzimas de restriccion Mspl y
Hhal permite diferenciar rapidamente entre linajes de begomovirus de manera
eficaz; ademas, permite determinar la presencia de mas de un virus en una misma
muestra (Monreal-Vargas y Arguello-Astorga 2005). Con base en lo anterior los
fragmentos amplificados de las 17 muestras de Sida acuta germinadas in vitro se
sometieron a la restriccion con las enzima Mspl y Hhal. En el analisis con la
enzima Mspl se observa un patron de dos bandas de aproximadamente 340 y 220
pb y la restriccion con Hhal define un patrén de dos bandas de aproximadamente
200 y 180 pb (Figura 6A, carriles 3-18). Los patrones obtenidos en dichos analisis
son similares a los reportados previamente para SIMSV al ser digeridos con las
mismas enzimas (Ruelas-Ayala 2008). Cabe sefalar, que al mismo tiempo se
realizé la restriccion del DNA amplificado de una planta de Sida acuta de campo
con la idea de tener un control de una fuente descrita previamente obteniendo el
mismo patron de restriccion (Figura 6A y B, carril 21). Los resultados indican que
los fragmentos amplificados de Sida germinada in vitro se asocia a SIMSV

reportado previamente.

28



A2l Bl i) 05 5 Tl i (8 S JI0) Sl 1L il 2 AL SR ALe5 (o A KRR e

T 2588 45 St SREEN Eg SRIURT IS8 SETOFT6E 1775 18" 19

530 pb
220 pb

Figura 6. ldentificacion preliminar de begomovirus por PCR-RFLP’s de plantas de Sida
acuta. Panel A), Digestion con la enzima Mspl, Panel B), Digestion con la enzima Hhal.
Carril 1: Control positivo TYLCV, Carril 2: Marcador de peso molecular Carril 3-18: sida

invitro, carril 19 sida de campo.
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7.5. Clonacion y andlisis molecular de los begomovi rus detectados en plantas
de Sida acuta in vitro.

Los analisis de PCR-RFLP’s indica que el patron restriccion de las 17
muestras es similar y se asocia a SIMSV. Par corroborar la identidad de los
fragmento de 650 pb amplificado de Sida in vitro se clonaron en un vector (Figura 7,
carriles 2, 4, 7-10) para su posterior secuenciacion (Sida 9-2, Sida 9-24, Sida 17-55y
Sida 17-83).

oy 710

650 pb

Figura 7 . Analisis de restricion con EcoRI de las clonas obtenidas de plantas de sida
invitro. Carril MP) Marcador de peso molecular, Carril 1-5: Colonias Sida invitro 9, Carril
23-27: Colonias sida invitro 17.

7.6. Andlisis filogenético y su relacion con otros begomovirus

Las secuencias obtenidas fueron analizadas en una primera instancia con
secuencias depositadas en la base de datos del GenBank del NCBI utilizando el
BLAST-N. Las clonas obtenidas de Sida acuta in vitro (Sida 9-2, Sida 9-24, Sida 17-
55 y Sida 17-83) mostraron homologias del 96% con el Virus del mosaico de la sida
de Sinaloa aislado Sinaloa (SIMSV). Con base en estos resultados, se realiz6 un
andlisis utilizando el programa MegAling del DNASTAR (Version 1.02; DNASTAR
Inc., Madison, WI) comparando la region N-terminal de la proteina de la capside,
region N-terminal de la Rep y la regién intergénica de las clonas secuenciadas con

las reportadas. El analisis de la region N-terminal de las clonas Sida 9-2, Sida 9-24,

30



Sida 17-55 y Sida 17-83 mostraron una homologia del 96.8% con el SIMSV (Figura
8), mientras que el andlisis de la region intergénica y la proteina de la Rep mostraron
homologias de 85% y 91.7% con SIMSV respectivamente (Figuras 9 y 10). Por otro
lado, al comparar la secuencias del fragmento completo (N-terminal de la CP/Rep e
IR) obtenidas de Sida acuta germinadas in vitro muestran homologias del 89.3 a
89.5% (Figura 11).
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Figura 8. Arbol filogenético. ~Comparacion de la regién N-Terminal de la proteina de la
capside de las clonas obtenidas con secuencias obtenidas del Gene Bank.
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Figura 9. Arbol filogenético. ~Comparacion de la region intergénica de las clonas obtenidas
con secuencias obtenidas del Gene Bank.
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Figura 10. Arbol filogenético. =~ Comparacion de la Rep de las clonas obtenidas con
secuencias obtenidas del Gene Bank
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Figura 11. Arbol filogenético. ~Comparacion del fragmento completo amplificado (region N-
terminal de la proteina de la capside, region intergénica y N-terminal de la proteina de
replicacién, Rep) de las clonas obtenidas con secuencias obtenidas del Gene Bank.

7.7. Colecta de plantas de tomate y chile en el nor te de Sinaloa.

Durante los meses de marzo y abril del ciclo agricola 2010-2011, se colectaron
un total de 75 plantas de tomate y 15 plantas de chile con diversos sintomas en los
municipios de Guasave y Ahome, es importante sefialar que los muestreos fueron
dirigidos a plantas con sintomas virales. Los principales sintomas observados en
tomate fueron clorosis, necrosis, amarillamientos y deformacién en los foliolos
(Figura 12). En el caso de chile se observaron amarillamientos y deformaciones de
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los foliolos (Figura 13). Cabe sefialar, que los sintomas pueden variar dependiendo

del hibrido, abundancia de mosca blanca e incluso de las condiciones climéaticas.

Figura 12. Sintomatologia presentada en las plantas de tomate. A, clorosis severa. B,
amarillamientos. C, amarillamiento y deformacién de foliolos. D, necrosis apical.
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Figura 13. Sintomatologia presentada en las plantas de chile. A, amarillamiento
intervenal moderado. B, amarillamientos. C, Deformacion de hojas. D, mosaicos severos.
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Cuadro 4 . Muestras colectadas de chile y tomate en el norte de Sinaloa.

Localidad Muestra/Positiva Begomovirus Muestra/Positiva Begomovirus
Chile 650 pb 750 pb Tomate 650 pb 750 pb
Guasave
Calle 8 15/7 6 1 7/1 1
Bamoa 15
Tamazula 14/1 1
Ahome
La Piedrera 29/15 15
Arrocera 10/2 2
7.8. Detecciobn de begomovirus en plantas de tomate y chile de campo

mediante PCR anidado.

Una vez extraido el DNA del tejido foliar y frutos de las muestras se realizé la
deteccién de begomovirus mediante PCR anidado. De las 75 muestras de tomate
analizadas en una se logr6 amplificar el fragmento esperado de 650 pb que
corresponde a un begomovirus bipartitas (Figura 14, carril 25) y en 19 muestras se
amplifica una banda de 750 pb que se presume es TYLCV (Figura 14). Asi mismo, el
analisis de las 15 muestras de chile indica que en seis muestras se amplifica una
banda de 650 pb (Figura 14, carriles 5, 6, 8, 9,11 y 12) y en una muestra se observa
una banda de 750 pb (Figura 14, carril 10). Cabe sefalar, que durante el ciclo
agricola 2005-2006 el virus TYLCV ocasioné pérdidas totales en aproximadamente
6000 ha. en el cultivo de tomate en Sinaloa (Gamez-Jiménez 2008). Sin embargo,
durante este periodo SiIMSV seguia siendo detectado Unicamente en su hospedante

natural Sida spp.
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Figura 14 . Deteccion de Begomovirus en plantas de tomate y chile de campo mediante PCR
anidado. Carriles 1, 2, 21, 22, 40 y 41. controles negativos, carriles 4, 24 y 43. controles
positivos TYLCV, carriles 3, 23 y 42: Marcador peso molecular 1 Kb, carriles 5-14: plantas de
chile, carril 15: tomate follaje 10, carril 16: tomate follaje 11, carril 17: tomate follaje 12, carril
18: tomate follaje 13, carril 19: tomate follaje 13, carril 20: tomate tallo 15, carril 25: tomate
fruto 17, carril 26: tomate fruto 18, carril 27: tomate follaje 17, carril 28 tomate tallo 17, carril
29: tomate fojalle 18, carril 30: tomate tallo 18, carril 31 tomate follaje 19, carril 32: tomate
tallo 19, carril 33: tomate follaje 20, carril 34 tomate tallo 20, carril 35: tomate follaje 21, carril
36: tomate tallo 21, carril 37 tomate follaje 22, carril 38: tomate tallo 22, carril 39: tomate fruto
22, carril 40 tomate follaje 23, carril 44: tomate tallo 23, carril 45: tomate fruto 23, carril 46
tomate follaje 24, carril 47: tomate tallo 24, carril 48: tomate fruto 24, carril 49 tomate follaje
25, carril 40: tomate tallo 25, carril 51: tomate fruto 25, carril 52 tomate follaje 26, carril 53:
tomate tallo 26, carril 54: tomate fruto 26.

7.9 Identificacién preliminar de begomovirus en tom ate y chile de campo
mediante PCR-RFLP.

Una vez detectado la presencia de begomovirus bipartitas y monopartitas en
plantas de tomate y chile, los fragmentos amplificados por PCR anidado se

sometieron a un analisis de restriccion con las enzimas Mspl y Hhal. Como se
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describié anteriormente estas enzimas permiten la diferenciacion e identificacion
preliminar por el patron de restriccion generado.

El andlisis de restriccion de los fragmentos de 650 pb amplificados de las
plantas de chile con las enzimas Mspl y Hhal definen un patron similar de dos
bandas de aproximadamente 340-220 pb y 200-180 pb respectivamente (Figura 15 A
y B, carriles 3-7); por los resultados previos se infiere que dicho patron es similar al
SIMSV. En el caso de las muestras de tomate el patron de restriccion obtenido es
similar a lo anterior con ambas enzimas (Figura 15 A y B, carril 7). Para los
fragmentos amplificados de un tamafio de 750 pb en muestras de chile y tomate se
observa dos bandas de aproximadamente 470 y 220 pb con la enzima Mspl y con la
enzima Hhal se observa de igual forma dos bandas de 530 y 220 pb (Figura 15 Ay
B, carriles del 10-17). Cabe sefalar, que dichos patrones de bandeo son similares a
los obtenido para el virus TYLCV. Es importante destacar que el SIMSV fue
reportado por primera vez en Sida sp. en Sinaloa durante el ciclo agricola 2010-2011
y estos resultados representan el primer reporte de este virus nativo de maleza

infectando cultivos de interés comercial.
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Figura 15. ldentificacion preliminar de begomovirus por PCR-RFLP obtenidos de las plantas
de chile y tomate. Panel A). Digestion con la enzima Mspl, Panel B). Digestion con la enzima
Hhal. . Panel A). Digestion con la enzima Mspl, Panel B). Digestion con la enzima Hhal.
Carril 1: Control positivo TYLCV, carril 2: Marcador de peso molecular 1 Kb plus, carriles 3 a
7: Chile bell, carril 8: Fruto de tomate, carril 9: Sida de campo, carril 10: Tallo de tomate 20,
carril 11: Tallo de tomate 22, carril 12: Fruto de tomate 22, carril 13: Fruto de tomate 23, carril
14: Tallo de tomate 24, carril 15: Fruto de tomate 24, carril 16: Fruto de tomate 25, carril 17:
Fruto de tomate 26.

7.10. Clonacién y andlisis molecular de los begomov  irus detectados en tomate

y chile

Con base en los andlisis de PCR-RFLP se clonaron aquellos fragmentos de
interés amplificados a partir de muestras de DNA'’s de plantas de chile y tomate con

patrones de restriccién similares a SiIMSV. Dato no mostrado.
7.10.1 Anadlisis filogenético y su relacién con otro s begomovirus
Las secuencias obtenidas fueron analizadas en una primera instancia con

otras secuencias de begomovirus depositadas en la base de datos del GenBank del
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NCBI utilizando el BLAST-N. Las clonas de tomate y chile mostraron homologias del
87.8% y 87.5% con el Virus del mosaico de la sida de Sinaloa (SiIMSV)
respectivamente. Con base en estos resultado, se realiz6 un analisis utilizando el
programa MegAling del DNASTAR (Vesion 1.02; DNASTAR Inc., Madison, WI)
comparando la region N-terminal de la proteina de la capside, la region N'terminal de
la Rep y toda la region intergénica de las clonas secuenciadas El analisis de la region
N-terminal de la proteina de la capside de la clona de tomate y chile mostraron una
mayor homologia de 92.8% con el SIMSV; asi mismo, el andlisis de la region

intergénica mostro una homologias del 85% y 84.7% con SiIMSV respectivamente.
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Figura 16. Arbol filogenético. ~Comparacion de la secuencia del fragmento de 650 pb de

clonas obtenidas de muestras de campo.
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Figura 17. Arbol filogenético. ~Comparacion de la secuencia de la regién N-Terminal de la
proteina de la capside obtenidas de plantas de chile y tomate de campo.
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Figura 18. Arbol filogenético.  Comparacién de la secuencia de la region intergénica
obtenidas de plantas de chile y tomate de campo.
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7.11. Transmision de SIMSV mediante injerto a plant  as de tomate y chile.

Con base en los resultados obtenidos en los muestreos en los campos
agricolas de Guasave y Ahome donde se logré detectar la presencia de SIMSV en
los cultivos de tomate y chile se definié realizar ensayos de transmision de dicho
virus a plantas de chiles y tomate de manera experimental, esto con la finalidad de
determinar capacidad de transmision y analizar su sintomatologia en ambas plantas,
libres de otros patdgenos.

7.11.1. Obtencion de in6culo SIMSV de plantas de  Sida acuta

En total se colectaron 30 plantas de Sida acuta en campo con sintomas tipicos
de esta maleza (leves clorosis, amarillamientos, mosaicos severos y ampollamiento
de las hojas), asi como, plantas asintomaticas (Figura 19). Las plantas se

mantuvieron en macetas para los ensayos experimentales.

41



Figura 19. Sintomatologia presentada en las plantas de sida acuta. Panel A.- Amarillamiento
y mosaico moderado. Panel B.- Asintomatica. Panel C. Mosaico severo. Panel D.-

Amarillamiento apical.
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7.11.2. Deteccion de SIMSV en plantas de Sida acuta de campo mediante PCR
anidado.

Una vez extraido el DNA del tejido foliar de las plantas se realiz6 la deteccion
de begomovirus mediante PCR anidado. Los resultados obtenidos confirmaron la
presencia de begomovirus bipartitas en 22 de las 26 plantas analizadas (Figura 20
carriles 6, 7, 9-16, 22-28 y 31-34), asi mismo algunas muestras resultaron negativas
(Figura 20 carriles 5,8, 29 y 30). Lo que permite inferir que la incidencia del virus en

campo es alta.

Figura 20 . Deteccién de SiMSV en plantas de Sida acuta mediante PCR anidado. Carril 1-2
y 18-19: controles negativos, carriles 4 y21: Marcador peso molecular 1 Kb, carriles 5-34:
plantas de Sida acuta.

7.11.3. Identificacién preliminar de begomovirus en plantas de sida de campo

mediante PCR-RFLP.

Una vez confirmada la presencia de begomovirus en plantas de sida por PCR
anidado, los fragmentos amplificados por PCR anidado se sometieron a un analisis
de restriccién (RFLP) con las enzimas Mspl y Hhal.
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El analisis de PCR-RFLP de las 22 plantas de Sida acuta digeridas con la
enzima Mspl definid un patrén similar a SIMSV observandose dos bandas de
aproximadamente 340 y 220 pb (Figura 21A, carriles 10-34); asi mismo, en el analisis
realizado con la enzima Hhal (Figura 21B, carriles 10-34) se definié un patron de
restriccion con dos bandas de aproximadamente 200 y 180 pb el cual de igual forma
es similar para SIMSV. Es importante sefialar que con base en estos resultados la

incidencia de SiIMSV en las plantas de Sida acuta es de aproximadamente del 85%.

470 pb «— Fliph

i
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]

220 ph—— - - - «— ZXph

Figura 21. Identificacion preliminar de begomovirus por PCR-RFLP obtenidos de las plantas
sida acuta. Panel a). Digestion con la enzima Mspl, Panel b). Digestion con la enzima Hhal.
Carriles 35 y37: Control positivo TYLCV, carril 36: Marcador de peso molecular 1 Kb plus,
carriles 10-34: plantas de Sida acuta.

7.11.3. Transmisién de SIMSV mediante injerto de pl antas de chile y tomate con Sida
acuta.

Para analizar porcentajes de transmision de este virus se injertaron15 plantas
con 40 dias de de tomate y chile (Figura 22); cabe sefalar, que en ambos casos se
uso controles negativos del experimento realizando injertaron con varetas de plantas
de Sida donde no se detectdé begomovirus (figura 20); asi mismo, plantas sin injertar
(Cuadro 4). Una vez terminado el proceso de injertado las plantas se mantuvieron en

condiciones de invernadero para sus posteriores analisis.
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Figura 22 . Injerto de las plantas de chile con sida acuta. Panel A.- Corte de hojas basales y
corte de tallo. Panel B.- Inserto de la planta de sida a la planta de chile. Panel C. Planta de
chile injertada. Panel D.- Planta de chile injertada.
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Cuadro 5. Transmision por injerto de SiIMSV de plantas de campo a chile y tomate.

No. de Fuente de Fuente de Planta Plantas
Planta - in6culo/Sida in6culo/Sida sin .
plantas o ; . positivas
positiva negativa inocular
Chile
Anaheim 15 15/15 0/15 0/15 11/15
Chile
Anaheim 2 0/2 1/2 1/2 0/2
Chile
Jalapefio 15 15/15 0/15 0/15 5/15
Chile
Jalapefio 2 0/2 1/2 1/2 0/2
Tomate 15 15/15 0/15 0/15 6/15
Tomate 2 0/2 1/2 1/2 0/2
Tomate 15 15/15 0/15 0/15 1/15
Tomate 2 0/2 1/2 1/2 0/2

Despues de haber realizado los injertos, las plantas se pasaron a condiciones
controladas de temperatura de 25T y fotoperiodos 16 horas luz y 8 oscuridad.

7.11.4. Sintomatologia observada en plantas de chil e y tomate injertadas sida
acuta.

Las plantas injertadas se estuvieron monitoriando diariamente, esto con la final
de observar la aparicion de los primeros sintomas de la enfermedad viral causada

por SIMSV, ya que no existen reportes acerca de los sintomas causados por este
virus en cultivos de interés agricola.
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Los primeros sintomas en las plantas de chile se observaron a los 12 dpi, los
cuales se manifestaron como arrugamientos y enchinamiento de las hojas (Figura
23). En cuanto a las plantas de tomate los primeros sintomas aparecieron a los 10

dpi, los cuales se manifestaron como amarillamientos leves y acucharamiento de los

foliolos. Cabe sefialar, que la sintomatologia presentada en general fue ligera (Figura
24).

Figura 23. Sintomas en plantas de chile con sida acuta. Panel A.- Control negativo
asintomatico. Panel B.- Control negativo asintomatico. Panel C. Arrugamiento de la hoja.
Panel D.- Enchinamiento de la hoja.

47



Figura 24. Sintomas en plantas de tomate con Sida acuta. A, control negativo asintomatico.
B, ligero acucharamiento de los foliolos. C, ligero amarillamiento
7.11.5. Deteccion de SIMSV en platas de chile y to mate injertadas con Sida

acuta mediante PCR anidado.

Se analizaron en total 58 plantas injertadas con Sida acuta de campo en las
cuales se habia detectado previamente SiMSV por PCR anidado. Los resultados
obtenidos indican la presencia de begomovirus el cual presuntivamente se asocia a
SIMSV en 16 plantas de chile injertadas (Figura 25 carriles 7-12, 14-16 y 18-19 y
Figura 26 carriles 8, 11, 19, 20 y 21) de igual forma se detecté la presencia de
begomovirus en 7 plantas de tomate (Figura 26 carriles 6-11 y 15 y Figura 27 carril
15). Se considera importante resaltar que SIMSV el cual es un begomovirus nativo de
maleza que aparentemente ahora es capaz de infectar cultivos de interés comercial
pudiendo ser una enfermedad emergente tal y como se ha descrito con el Virus del
mosaico dorado de la Rhynchosia (Rhynchosia golden mosaic virus, RhGMV) el cual
de igual forma es un begomovirus nativo de una maleza y ocasioné pérdidas

importantes al cultivo del tabaco en Chiapas y en el noroeste de Sinaloa se reporté a
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RhGMV afectando cultivos de soya (Ascencio-lbafiez et al., 2002; Méndez-Lozano et
al., 2006). Es relevante sefalar que acorde a la deteccion se determind un porcentaje

de transmision del 53.3% de transmision de SIMSV a plantas de chile y un 25% de

transmision hacia plantas de tomates.
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Figura 25. Deteccion de SiIMSV en plantas de chile injertadas con sida acuta mediante PCR
anidado. Carriles 1 y 2: Controles negativos, carril 3: Marcador peso molecular 1 Kb Carril 4:
TYLCV (750 pb), carril 5: Planta de chile sin injertar, carril 6: Planta de chile injertada con
sida libre de virus, carril 7-21: Planta de chile injertadas con sida.
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Figura 26. Deteccién de SiIMSV mediante PCR anidado en plantas de chile injertadas con
Sida acuta. Carriles 1 y 2: Controles negativos, carril 3: Marcador peso molecular 1 Kb Carril
4: TYLCV (750 pb), carril 5: Planta de chile sin injertar, carril 6: Planta de chile injertada con
sida libre de virus, carril 7-21: Planta de chile injertadas con sida.
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Figura 27. Deteccién de SIMSV mediante PCR anidado en plantas de tomate injertadas con
Sida acuta. Carriles 1,2, 22 y 23: Controles negativos, carriles 3 y 24. Marcador peso
molecular 1 Kb, carriles 4 y 25: control positivo TYLCV (750 pb), carril 26: Planta de tomate
sin injertar, carril 27: Planta de tomate injertada con sida libre de virus, carriles 5-21: Planta
de tomate injertadas con sida.
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Figura 28. Deteccién de SIMSV mediante PCR anidado en plantas de tomate injertadas con
Sida acuta. Carriles 1 y 2: Controles negativos, carril 3: Marcador peso molecular 1 Kb, carril
4: control positivo TYLCV, carril 5: Planta de tomate sin injertar, carril 6: Planta de tomate
injertada con sida libre de virus, carriles 7-21: Planta de tomate injertadas con sida.

7.11.6. Identificacion preliminar de begomovirus en plantas de chile y tomate

injertadas con Sida acuta mediante PCR-RFLP.

Una vez confirmada la presencia de begomovirus en plantas de sida por PCR

anidado, los fragmentos amplificados por PCR anidado se sometieron a un analisis
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de restriccion (RFLP) con las enzimas Mspl y Hhal. El andlisis de RFLP de las
plantas de chile y tomate injertadas con Sida acuta digeridas con la enzima Mspl
muestran un patron similar a SIMSV, observandose dos bandas de aproximadamente
340 y 220 pb (Figura 29A carriles 7-15 y Figura 30A carriles 3-6); asi mismo, en el
andlisis realizado con la enzima Hhal (Figura 29B carriles 7-15 y Figura 30B carriles
3-6) se definié un patrén de restriccién con dos bandas de aproximadamente 200 y
180 pb el cual de igual forma es similar para SIMSV.
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Figura 29. Identificacion preliminar de begomovirus por PCR-RFLP obtenidos de las plantas
de chile injertadas con sida acuta. Panel a). Digestiébn con la enzima Mspl, Panel b).
Digestion con la enzima Hhal. Carril 1: Control positivo TYLCV, carril 2: Marcador de peso
molecular 1 Kb plus, Carriles 7-15: Planta de chile injertadas con Sida acuta.
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Figura 30 . Identificacion preliminar de begomovirus por PCR-RFLP obtenidos de las plantas
de tomate injertadas con sida acuta. Panel A). Digestion con enzima Mspl, Panel B).
Digestion con enzima Hhal. Carril 1: Control positivo TYLCV, Carril 2: Marcador de peso
molecular 1kb plus, Carriles 3-6: Plantas de tomate injertadas con Sida acuta.
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7.12. Deteccion de particulas subvirales asociadas a SIMSV mediante PCR en
plantas de sida acuta.
Para determinar la presencia de particulas subvirales alpha y beta-satélites

asociadas a begomovirus se utilizaron DNAs totales de las plantas de sida acuta
portadoras de SiMSV las cuales fueron utilizadas para los bioensayos transmision
mediante injerto. El andlisis de las plantas de sida acuta fue negativo ya que no se

logré amplificar los fragmentos esperados de 1300 pb aproximadamente (Figura 31).
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Figura 31. Deteccion de particulas subvirales asociadas a SIMSV mediante PCR. Panel A).
Deteccion de alphsatélites con primers DNA 101 y 102, Panel B). Deteccion de alphasatélites
con primers UN101-102.Panel C. Deteccion de betasatélites con primers Beta01-02 Carril 1:
Control negativo, Carril 2: Marcador de peso molecular 1 Kb plus, Carriles 4-19: Plantas de
Sida acuta de campo.
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8. CONCLUSIONES

Se determino la capacidad de SiMSV para transmitirse a través de semilla en
su hospedante natural. Representando la primera evidencia en el mundo para

el género Begomovirus.

Se confirm6 a SIMSV infectando cultivos de chile y tomate en el norte de
Sinaloa. Este hecho representa la adaptacion de un virus nativo de maleza a
cultivos de importancia comercial.

Se confirmd la capacidad de SiMSV de infectar plantas chile a nivel

experimental.

Los resultados indican que SIMSV es un begomovirus nativo de maleza que

en ensayos de laboratorio es capaz de inducir sintomas en plantas de chile.

Se confirmd la capacidad de SiIMSV de infectar plantas tomate a nivel

experimental.

No se logro detectar particulas subvirales asociadas a infecciones de
begomovirus en plantas de sida acuta.
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