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Resumen

La familia Geminiviridae esta actualmente constituida por cuatro géneros, siendo los Begomovirus los de
mayor propagacion, en parte debido a las caracteristicas de su principal vector, la mosca blanca (Bemisia
tabaci). Esta familia causa dafios y pérdidas en cultivos como frijol, tomate, meldn, tabaco, calabaza, pimiento,
entre otros, donde se estiman pérdidas de entre 40 y 100% de la produccion. Para este trabajo se recolectaron
89 muestras de plantas de tomate (Solanum lycopersicum) y 10 malezas con sintomas de: amarillamiento,
clorosis, arrugamiento, deformacion y enrollamiento de las hojas. Se realizé la extraccién de ADN total y
mediante el uso de cebadores degenerados (AVcore y ACcore) y PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) se
realizd la amplificacién del gen de la capside proteica (CP). Se obtuvieron amplicones del tamafio esperado
(600 pb) en el 34% de las muestras de tomate sintomaticas y de malezas, los cuales fueron clonados y
secuenciados, obteniendo una homologia del 99% con ToLDeVdel Peru. Los resultados expuestos constituyen
los primeros en demostrar la presencia de geminivirus en Ecuador, afectando los cultivos de tomate y malezas
acompariantes.

Palabras Claves: Geminiviridae, Solanum lycopersicum, malezas, Bemisia tabaci.

Abstract

The family Geminiviridae is currently classified into four genera, the genus Begomovirus is the most spread
due to the transmission mediated by whiteflies (Bemisia tabaci). This family causes important damages and yield
losses to crops (beans, tomatoes, melons, tobacco, squash, peppers, etc.) in tropical and subtropical regions;
those losses are estimated in a range between 40 and 100% of yields. For this investigation, 89 samples of
tomato plants (Solanum lycopersicum) and 10 samples of weeds showing geminivirus-related symptoms were
collected. The most representative symptoms observed were: yellowing, chlorosis, warping and upward curling
of leaflet margins. Total DNA and the most conserved region (AV1 gen or CP) were extracted by PCR using
degenerate primers. Amplicons of approximately 600bp were obtained in 34% of the evaluated samples,
amplicones were cloned and sequenced, obtaining a 99% homology in comparison to ToLDeV from Peru. The
present results are the first record of the presence of geminivirus in commercial crops and associated weeds in
Ecuador.
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1. Introduccion
Los Begomovirus constituyen el género mas

La familia Geminiviridae esta constituida por
cuatro  géneros:  Begomovirus,  Curtovirus,
Mastrevirus y Topocuvirus [1, 2]. Estos virus
presentan un genoma de ADN circular de simple
cadena distribuido en uno o dos componentes, los
cuales pueden medir entre 2,7kb y 3kb [3, 4]. Esta
familia viral ha causado problemas en cultivos de
importancia en mas de 20 paises de América y
zonas tropicales y subtropicales del resto del
mundo [2].

estudiado debido a los dafios que han ocasionado
en cultivos comerciales desde el afio 1986 [5,6],
convirtiéndose en un problema emergente por su
gran capacidad de mutacion y recombinacion
genética [1,3]. La presencia de altas poblaciones de
mosca blanca (Bemisia tabaci), su vector, permite
la rapida dispersién y recombinacién de estos virus
[7], estos cuenta con un amplio rango de
hospederos, gran capacidad de proliferacion vy
resistencia a varios tipos de insecticidas [8,9].



Los geminivirus en general pueden llegar a
ocasionar pérdidas que varian entre el 40 y el 100%
de la produccién [8], afectando al menos 17
cultivos de interés comercial, entre los que se
encuentran: frijol, tomate, algoddn, soya, meldn,
tabaco, calabaza, pimiento entre otros; ademas
pueden afectar especies de malezas tales como
Amaranthus dubius (Bledo), Rhyncosia minima
(Bejuco culebra), Solanum nigrum (Hierba mora),
varias especies del género Malachra (Malva prieta,
Malva mulata), por citar algunas [3, 10].

En el Ecuador no existen resultados que
demuestren la presencia de esta familia viral. Sin
embargo, Valarezo y Arias [11, 12, 13] han
reportado la presencia de la mosca blanca (B.
tabaci) en la zona costera de las provincias de
Manabi, Santa Elena, Guayas, Los Rios y parte de
la sierra ecuatoriana.

Valarezo y recientemente Espinoza [12, 14] han
planteado la necesidad de continuar las
investigaciones sobre la presencia del complejo
mosca blanca—-Begomovirus, debido al registro de
pérdidas agricolas entre 40 y 60% en Santa Elena y
su posible relacién con las poblaciones de B. tabaci
y la ocurrencia de sintomas severos en
cucurbitaceas y solanaceas.

Los sintomas en campo asociados con la
infeccion de geminivirus pueden expresarse como:
mosaico  amarillo  brillante,  enrollamientos,
reduccion del &rea foliar, enanismo, epinastia,
maduracion prematura de los frutos, moteado
clorotico y clorosis foliar interna o de los margenes
[15, 16]; sin embargo, estos sintomas también
pueden ser producidos por otras especies virales
siendo una limitante para su diagndstico directo,
por lo que lo mas recomendable es utilizar
procedimientos mas especificos y sensibles para un
diagndstico efectivo, tales como PCR, ACR
(Amplificacién por circulo rodante) o HAN
(Hibridacidn de &cidos nucleicos) [17].

La presencia del vector principal (B. tabaci)
junto a la de sintomas relacionados con
geminivirus, en especial del género Begomovirus
en los cultivos, hace considerar la posibilidad de la
presencia de algunas de sus especies en la
provincia de Santa Elena por lo que el objetivo
principal de este estudio fue diagnosticar la
presencia de geminivirus en los cultivos de tomate
de esta provincia.

2. Materiales y Métodos.

2.1. Muestreos.

Se realizaron muestreos dirigidos a plantaciones de
tomate (S. lycopersicum) y de malezas en la

provincia de Santa Elena, este estudio fue realizado
durante la época seca de junio, julio y agosto en las
haciendas ubicadas en las localidades Azicar, y
San Rafael, Luz Victoria y Chanduy.

Para los muestreos se consideraron recolectar
sintomas como: mosaico amarillo brillante,
enrollamiento total de la hoja, encrespamiento de
los foliolos, entrenudos cortos, moteado clorético,
clorosis foliar o marginal, enrollamiento de la hoja,
deformaciones foliares como abultamientos,
ampollas, reduccion del area foliar, enanismo,
abscision floral, reduccion del tamafio de los frutos,
entre otros. Ademas en todas las plantaciones
muestreadas se observd la presencia de mosca
blanca, sin embargo este factor no fue parte del
estudio.

2.2.Extraccion de ADNy PCR

Para la extraccion de acidos nucleicos total se
aplicé el protocolo interno del CIBE basado en la
metodologia de Dellaporta [18] y Aljanaba [19].

La concentracion y calidad del ADN obtenido
se evalu6 mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 1% con una solucion tamponada, TAE
1X y por espectrofotometria, empleando el
Nanodrop Thermo; se cuantificd la presencia de
ADN a una absorbancia entre 220-750 nm.

Se realiz6 la amplificacién mediante PCR, con
el empleo de iniciadores degenerados disefiados por
Brown (AVcore: GCCHATRTAYAGRA
AGCCMAGRAT, ACcore: GGRTTDDGARGCA
TGHGTACANGCC) [20]. Las condiciones de
amplificacién incluyeron 30 ciclos de: un proceso
de  desnaturalizacién a 95°C por un minuto,
alineacion de cebadores a 58°C por un minuto y
una elongacion, a 72°C por un minuto; seguido de
una extensién final 20 minutos a 72°C.

2.3. Andlisis de datos

Para el anélisis de la relacién de dependencia o
independencia entre la presencia de los sintomas
encontrados en campo y la presencia del virus en
los tejidos vegetales, se emple6  técnicas
estadisticas  inferenciales como: tablas de
contingencias (Ji-cuadrado, X2) y analisis de
correspondencia para los cuales se us6 el software
estadistico InfoStat [21].

2.4. Clonacién, Secuenciacion y Alineacion

El criterio de seleccion de las muestras para la
clonacién se basé en la calidad y concentracion del
producto de PCR obtenido. Para el desarrollo del
protocolo de clonacion se empled el kit pPGEM®-T



and pPGEM®-T Easy Vector Systems (Promega),
siguiendo la metodologia de ligacion 'y
transformacién recomendada por el fabricante.

Las muestras que presentaron el inserto del
tamfio esperado fueron enviadas al Instituto de
Genomica de Arizona (AGI) de la Universidad de
Avrizona para su secuenciacion mediante el Applied
Biosystem 3730XL DNA Analyzer.

Las secuencias obtenidas fueron alineadas
individualmente en Basic Blast-NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) y fueron
alineadas y comparadas con 19 secuencias de
diferentes begomovirus que han sido reportadas en
América y cuyo principal hospedero es S.
lycopersicum (Tabla 1), se emple6 el programa
informatico Bioedit [22] usando “Clustal W
Multiple alignment” y transformando los acidos
nucleicos a aminoécidos.

Las distancias genéticas fueron determinadas a
partir de la secuencia de aminoéacidos con el
software Mega 5.05, en Construct/test-Neighbor
Joining tree (Método del vecino mas préximo) [23].

Tabla 1. Geminivirus de América mas reconocidos

Accesiones Virus Acrénimo  Pais
FJ538207 Tomato yellow spot virus ToYSV Argentina
GQ387369 Tomato yellow vein streak virus ToYVSV Argentina
AY090557 Tomato chlorotic mottle virus ToCMoV Brasil
AF132852 Tomato golden mottle virus TGMoV Brasil
HQ606467 Tomato severe rugose virus ToRMV Brasil
EU518935 Tomato yellow mosaic virus TYMV Colombia
NC_003867 Tomato mosaic Havana virus ToMHV Cuba
AF012300 Tomato mottle Taino virus ToMoTV Cuba
FJ174698 Tomato yellow distortion leaf virus ToYLDV Cuba
AJ223505 Tomato yellow leaf curl virus TYLCV Cuba
L14460 Tomato mottle virus ToMoV Florida
HM459852 Tomato chino La Paz virus ToChLPV  México
HM459851 Tomato yellow leaf curl virus TYLCV México
EF501978 Tomato golden mottle virus TGMoV México
DQ347946 Tomato severe leaf curl virus ToSLCV México
AJB842171 Tomato severe leaf curl virus ToSLCV Nicaragua
AF110515 Sinaloa tomato leaf curl virus STLCV Panama
GQ334472 Tomato leaf deformation virus ToLDeV Pert

NC_015122 Tomato mottle leaf curl Zulia virus ToMLCV Venezuela

3. Resultados

3.1. Muestreo y sintomas

Se logro recolectar un total de 13 muestras de
malezas pertenecientes a los géneros Luffa sp., e
Ipomoea sp., de acuerdo a lo descrito en la guia de
campo para la identificacion de malezas [24], y 76
muestras de tomate (S. lycopersicum) de la
variedad Dominic.

Los sintomas comunes encontrados en campo
fueron: S1=Moteado clorético, S2=Clorosis foliar,
S3=Mosaico amarillo, S4=Deformacién, Sb=
Enrollamiento de la hoja en forma de cuchara S6=
Ampollas en el haz de la hoja, tal como se describe
en las tablas 2 y 3; ademas fueron observadas altas

poblaciones de mosca blanca en los cultivos de
interés y en malezas (figura 1).

Tabla 1. Descripcién de sintomas en tomate

Hacienda Nimero de Sintomas
Muestras —o——=> 53 sS4 S5 6
Aziicar 26 1 0 0 0 0 0
22 0 1 0 0 0 0
Luz Victoria 16 0 1 0 0 1 0
1 1 0 0 0 0 0
Chanduy 7 0 0 1 0 0 0
2 0 1 1 0 0 0
2 0 0 1 1 0 0

Total 76

S1=Moteado clorético, S2=Clorosis foliar, S3=Mosaico amarillo,
S4=Deformacién, S5= Enrollamiento de la hoja en forma de cuchara
S6= Ampollas en el haz de la hoja, 1= Presencia del sintoma,

0= Ausencia del sintoma.

Tabla 2. Descripcion de sintomas en malezas

Hacienda Numero de Sintomas
Muestras ~51 52 53 sS4 S5  S6
. 3 1 0 0 1 0 1

Azucar
5 0 1 0 0 0 0
Luz Victoria 3 1 0 0 0 1 0
Chanduy 2 0 0 1 1 0 0
Total 13

S1=Moteado clorético, S2=Clorosis foliar, S3=Mosaico amarillo,
S4=Deformacién, S5= Enrollamiento de la hoja en forma de cuchara
S6= Ampollas en el haz de la hoja, 1= Presencia del sintoma,

0= Ausencia del sintoma.
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Figura 1. Presencia mosca blanca y
sintomas como arrugamiento, deformacién
en maleza y enrollamiento de la hoja de
tomate, en forma de cuchara, encontrados
en campo.

3.2. Extraccién de ADN y PCR

12 34 5 67889 6 M

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al
1% donde se observa los fragmentos de 600nt
amplificados con los iniciadores AVcore y
ACcore. Carriles: M=marcador 100bp, del 1 al 7
muestras de tomate, 8= control positivo y 9=
blanco del PCR.



Del total de muestras colectadas en campo 79
presentaron un ADN apto para las pruebas de PCR:
69 de S. lycopersicum y 10 de malezas. Se
diagnosticé la presencia de geminivirus en 22 de
las muestras de tomate y 5 de malezas (figura 2 y
tabla 3).

Tabla3. Porcentaje de muestras infectadas por

geminivirus
. . Infectadas
Localidad Hacienda
Tomate Maleza Total
Azlcar AzUlcar 8.86% 2.53% 11.39%

San Rafael Luz Victoria 13.92% 2,53% 16.45%
San Rafael  Chanduy 5.06% 1.27% 6.33%
Total 27.84% 6.33% 34.17%

3.3. Andlisis de datos.

La tabla cruzada (Tabla 4) demuestra que
existe cierta dependencia entre los sintomas
identificados en las plantaciones de tomate S2-
S5(Clorosis foliar en los margenes y enrrollamineto
de la hoja) y S3-S4 (Mosaico amarillo vy
deformaciones) con la infeccion por geminivirus,
(x°=23.86, p<0.05); mientras que el analisis
realizado para las malezas (Tabla 5), indic6 que no
existe relacion de dependencia entre las dos
variables (x?=2.33 , p>0.05).

Tabla 4. Tabla de contingencia entre
sintomas e infeccidn en tomate

Infectados S1 S2 S2-S3 S2-S5 S3 S3-S4  Total

No 19 18 1 3 5 0 46

Si 4 3 0 11 2 2 22
Total 23 21 1 14 7 2 68
Chi 2 23.86

P 0.0002

S1=Moteado clordtico, S2=Clorosis foliar, S3=Mosaico amarillo,
S4=Deformacion, S5= Enrollamiento de la hoja en forma de cuchara
S6= Ampollas en el haz de la hoja.

Mediante andlisis de correspondencia se
determind que la presencia de sintomas como
enrollamiento de la hoja y clorosis es el mas fuerte
indicio de la posible presencia de geminivirus en
tomate. Mientras que en las muestras de maleza,
aungue no presentd sintomas de dependientes para
la infeccién de geminivirus, cabe recalcar que el
numero de muestras evaluadas es muy bajo como
para llegar a esta conclusion.

Tabla 5. Tabla de contingencia entre sintomas e

infeccién en malezas
Infectados S1-S4 S1-S5 S2 S3-S4  Total

No 0 1 3 1 5

Si 1 2 1 1 5

Total 1 3 4 2 10
Chi2= 2.33
P = 0.51

S1=Moteado clorético, S2=Clorosis foliar, S3=Mosaico amarillo,
S4=Deformacion, S5= Enrollamiento de la hoja en forma de cuchara
S6= Ampollas en el haz de la hoja.
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Figura 3. Andlisis de corErIEe15pondencia entre los
sintomas y la infeccion por geminivirus para las
muestras de tomate. Sl1=Moteado clorético,
S2=Clorosis foliar, S3=Mosaico amarillo,
S4=Deformacion, S5= Enrollamiento de la hoja en
forma de cuchara S6= Ampollas en el haz de la
hoja.

3.4 Clonacién y secuenciacion

Un total de tres muestras cumplieron con los
criterios de seleccion y fueron clonadas vy
secuenciadas satisfactoriamente.  Se realizd el
alineamiento en NCBI-Basic Blast, y se determind
una homologia del 99% con el Virus de la
deformacion de la hoja del tomate (ToLDeV), una
especie perteneciente al género Begomovirus
recientemente identificada en el Perd [25],
almacenada en la base de datos GenBank (No. de
accesion GQ334472).

3.5 Anélisis y comparacion de secuencias.

Se realizaron varios tipos de alineaciones entre
los begomovirus méas destacados en América que
afectan al tomate (Tabla 1). A pesar que en este
trabajo solo se secuencié una region de 500
nucledtidos de CP, es importante recalcar que
dentro del género Begomovirus, el gen AV1, es una
de las regiones mejor conservadas [26] y maés
adecuada para realizar estudios filogenéticos [3].

El analisis de secuencias se obtuvo con la
alineacion de 168 aminoéacidos de la regién central
de la CP mediante la aplicacion de “Construct/test-
Neighbor Joining tree” [23].

La figura 4 describe las distancias genéticas y la
relacion que existe entre la muestra TolLDeV
descrita por primera vez en este estudio en el
Ecuador con las deméas especies, formandose seis
ramas entre nodos e internodos de importancia,
siendo la especie mas cercana filogenéticamente a
la secuencia TLDV de Pert ubicidndose en el
mismo nodo con 98%, seguido por ToYVSV-Ar
con 76% en su internodo.
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Figura 4. Arbol filogenético, que muestra la relacion
entre 20 Begomovirus que infectan Unicamente a
los cultivos de S. lycopersicum, empleando el
alineamiento de secuencias 186 de aminoéacidos
de la region central de la capside proteica.

Los internodos que aun se consideran cercanos
estarian conformado por las especies ToCMoV-Br
SLCV-Pa, ToMoTV-Cu, TGMoV-Br, TGMoV-
Mx, TYMV-Co, ToSLCV-Mx,ToMHV-Cu,
ToMoV-Fl. Mientras que los internodo més
distante estd conformado por ToYSV-Ar, TORMV-
Br, ToMLCV-Ve; seguido del ToYDV-Cu,
ToCHLPV-Mx, ToSLCV-Ni y finalmente los
individuos que se encuentran totalmente separados
no solo de ToLDeV-Ec sino de todos los demas es
TYLCV, tanto de México como Cuba.

Las distancias observadas entre las diferentes
especies de  begomovirus, estan  siendo
consideradas en la actualidad por varios
investigadores como parte de un complejo proceso
de evolucion y adaptacion, teniendo como motor la
capacidad de recombinacion de este tipo de virus,
lo que les permite acceder a un mayor nimero de
hospederos y a una variedad de sintomas diferentes.

Haciendo un analisis desde el punto de vista de
familia, esta es una de las mas complejas al
momento de realizar o plantear técnicas de control,
ya que su diversidad y capacidad de recombinacion
quiebran rédpidamente la resistencia de algunas
variedades comerciales de tomate.

4. Conclusion

Con este estudio se demostrd por primera vez la
presencia de geminivirus en los cultivos de tomate
(S. lycopersicum) y malezas en Ecuador.

Los sintomas con mayor asociacion a la
presencia comprobada de geminivirus fueron
enrollamiento de las hojas, en la localidad de Luz
Victoria, y clorosis foliar en Chanduy. Otros
sintomas encontrados en las localidades como
moteado clorético, clorosis foliar y ampollas de el
haz de las hojas mostraron ser independientes para
la infeccién de geminivirus.

El begomovirus identificado en los cultivos
ecuatorianos correspondid a ToLDeV con una
homologia del 99% con el ToLDeV determinado

recientemente en Perd.
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