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Resumen

En la actualidad, los Begomovirus (Familia Geminiviridae) se han convertido en la mayor amenaza para los cultivos de
interés agricola ubicados en las zonas tropicales y templadas del planeta. Estos virus son transmitidos por la mosca blanca
Bemisia tabaci, la cual en los dltimos anos en Colombia ha tenido un aumento significativo en sus poblaciones y se ha aso-
ciado con la aparicion de sintomas virales en cultivos de tomate. Muestras de tomate con sintomas virales tipicos fueron
recolectadas en las cinco principales zonas productoras de esta solandcea en el pais. Los Begomovirus fueron detectados
por medio de la técnica de hibridacién de dcidos nucleicos tipo Dot blot asi como por medio de la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) en todas las muestras colectadas. Con la excepcion de un reporte previo en el Valle del Cauca, este es
el primer reporte de Begomovirus afectando cultivos de tomate en los departamentos de Antioquia, Santander, Boyacd y
Cundinamarca. Asimismo, es la primera vez que se informa sobre Begomovirus que afectan cultivos de tomate localizados
por encima de 1500 msnm en Colombia.
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Abstract

The begomoviruses (Family Geminiviridae) have recently emerged as a serious pathogens of agronomic and horticultural
crops in subtropical and tropical regions of world. These viruses are transmitted by the whitefly (Bemisia tabaci) that re-
cently has got a significant increase in its populations and also has been associated with the appearance of geminivirus
typical symptoms in tomato crops around Colombia. Tomato samples with typical Begomovirus symptoms were collected
in five different departments, comprising the mayor tomato growing areas of the country. Begomovirus were detected by
Polymerase Chain Reaction (PCR) or Dot Blot Hybridization in all tomato samples collected in whole tomato growing areas
of the country. With exception for Valle del Cauca, this is the first report of tomato-infecting Begomovirus in Antioquia, San-
tander, Boyacd and Cundinamarca departments. Also this is the first report of tomato-infecting Begomovirus crops located
above 1500 masl in Colombia.
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Introduccién

Los Begomovirus pertenecen ala Familia Geminiviridae,
y su genoma esta constituido por una o dos moléculas
de ADN circular de cadena sencilla, son diseminados
por la mosca blanca (Bemisia tabacci Genn. biotipo B)
a plantas dicotiledéneas y replican su genoma en el
nidcleo de sus hospederos por un mecanismo de cir-
culo rodante. Este hecho hace de estos virus un exce-
lente modelo para estudiar muchos de los fenémenos
moleculares que se verifican en plantas. El nombre de
geminivirus proviene de la morfologia de su particula
viral la cual, vista al microscopio electrénico, se aseme-
ja a dos poliedros fusionados por una de sus caras.

En la actualidad, los Begomovirus son considerados
como la mayor amenaza para los cultivos de interés
agricola ubicados en las zonas tropicales y templadas
del planeta en donde se han registrado sensibles pér-
didas en cultivos de frijol, yuca, algodén, tabaco, aji,
cucurbitdceas y solandceas a causa de este virus (Seal
et al., 2006).

El tomate (Solanum lycopersicum L) es la hortaliza
mas difundida en todo el mundo y la de mayor valor
econémico. Las investigaciones de Polston y Ander-
son (1997) y Ribeiro et al. (2003) dejan entrever que
el cultivo del tomate en Latinoamérica ha sido fuer-
temente afectado por virosis causadas principalmente
por Begomovirus. Morales et al. (2002), advierten de la
creciente amenaza que este tipo de virus genera para
la agroindustria tomatera del pais, debido a que esta
solandcea parece ser una especie particularmente sus-
ceptible a este grupo de fitopatégenos. En Colombia
se han realizado escasos estudios sobre los Begomovi-
rus que afectan el tomate. Se cuenta a la fecha con la
caracterizacion parcial de un Begomovirus aislado en
el Valle del Cauca, cuyo nombre propuesto es el de
virus del mosaico amarillo del tomate (Martinez et al.,
2008; Morales et al., 2002).

El objetivo de esta investigacion fue la deteccién, iden-
tificacion y ubicacion geografica de los Begomovirus
que afectan los cultivos de tomate en las principales
zonas productoras de Colombia. Este estudio es el pri-
mer paso de una serie que en principio busca conocer
la identidad molecular de este grupo de fitopatégenos
y el empleo de esta informacion para implementar pro-
gramas de mejoramiento genético tendientes a buscar
materiales de tomate resistentes a estos virus.

Materiales y métodos

Recoleccion del material vegetal. La recoleccion de
material vegetal se realiz6 en las principales zonas pro-
ductoras de tomate ubicadas en los departamentos

de Cundinamarca, Santander, Valle, Boyacd y Antio-
quia. El muestreo en campo se llevé a cabo mediante
la recoleccion de hojas jovenes de plantas de tomate
que presentaban sintomas tipicos de la enfermedad
begomoviral tales como: enanismo, mosaicos amarillo
brillante, moteados cloréticos, clorosis foliar marginal,
enrollamiento foliar, deformaciones foliares y arruga-
mientos de las hojas (Polston y Anderson, 1997; Nava
et al. 2006). Asimismo, fueron registrados los datos de
ubicacion satelital del sitio de recoleccion de muestras
vegetales mediante el uso de un equipo de GPS-CSX-60
(Garmin®) con barémetro, esta ultima herramienta es
atil también para tomar los datos de altura del cultivo
en metros sobre el nivel del mar. Las muestras colecta-
das en campo fueron llevadas al laboratorio en donde
se almacenaron a -70 °C para su andlisis posterior.

Extraccion de acidos nucleicos. A partir del tejido
vegetal (hojas) previamente recolectado en campo y
almacenado a -70 °C, se aisl6 el ADN total empleando
dos estrategias metodoldgicas: el protocolo propues-
to por Dellaporta et al. (1983) y el DNeasy Plant Kit
(QIAGEN®), siguiendo para ello las instrucciones del fa-
bricante. A fin de verificar la calidad y cantidad de los
ADN totales extraidos, se realizé una electroforesis en
gel de agarosa al 0,8% (p/v) siguiendo los protocolos
descritos por Sambrook et al. (2001).

Hibridacion de acidos nucleicos tipo Dot blot. La hi-
bridacion de 4cidos nucleicos se llevé a cabo siguien-
do una estrategia no radiactiva, utilizando el kit Gene
Images AlkPhos Direct Labelling and Detection System
(Amersham-Pharmacia Biotech®). Para ello, 5 pl de
ADN (1 pg/ul) de cada muestra problema se colocaron
sobre una membrana de Nylon Hybond * (Amersham®).
Con el fin de unir el ADN a la membrana, esta se colocé
a 80 °C por 2 h en un horno de prehibridacién (Pro-
blot 12S Hybridization Oven LabNet®). La sonda de
ADN utilizada para la hibridacién corresponde a un
fragmento del gen de la proteina de la capside (CP)
del virus huasteco de Chile (PHYVV), facilitado por
el doctor Rafael Rivera Bustamante (Cinvestav-IPN,
México). El marcaje de la sonda fue realizado con el
kit Gene Images AlkPhos Direct Labelling (Amersham-
Pharmacia Biotech®) siguiendo las instrucciones del
fabricante. El proceso de hibridacion se realizé a 55 °C
durante toda la noche en una solucién de hibridacién
AlkPhos Direct (Amersham-Pharmacia Biotech®) en un
horno de hibridacion (Problot 12S Hybridization Oven
LabNet®). Los lavados poshibridacion se realizaron
como sigue: dos lavados a 55 °C de 10 min cada uno
en una solucion de lavado primario (Urea 2M, 0,1%
SDS, 50 mM fosfato de sodio pH 7,0, 150 mM NaCl, 1
mM MgCl, y 0,2% de reactivo de bloqueo), y dos la-
vados a temperatura ambiente por 5 min cada uno en
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una solucién de lavado secundario (Tris base 50 mM,
NaCl 100 mM y 2 mM MgCl,). La generacion de la
senal quimiofluorescente se realizé con el sustrato ECF
siguiendo las instrucciones del fabricante (Amersham-
Pharmacia Biotech®), y la deteccion de la sefal fluores-
cente se llevo a cabo en el equipo Molecular Imager®
Gel Doc ™ XR System (Biorad®).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para im-
plementar la estrategia de PCR se sigui6 la metodolo-
gia propuesta por Rojas et al. (1993), empleando los
primers PAL1v1978/ PARc496 y PBL1v2040/ PCRcT,
que amplifican un fragmento de 1100 pb del compo-
nente ADN-A, y un fragmento de 600 pb del compo-
nente ADN-B, respectivamente. La reaccién de PCR se
llevé a cabo en un volumen de 25 ul empleando un
termociclador Biorad® modelo C100. Los fragmentos
amplificados fueron visualizados en un gel de agarosa
al 0,8% (p/v).

Resultados y discusién

Con el fin de contar con un panorama nacional de
los Begomovirus (Familia Geminiviridae) que estaban
afectando cultivos de tomate en el pais, se realizé una
colecta en los principales departamentos productores
de esta solandcea. Mediante este muestreo en la re-
gion andina de Colombia se evidencié la presencia de
sintomas virales tipicos de la infeccion por geminivirus
en plantas de tomate cultivadas tanto en invernadero
como a cielo abierto de los departamentos de Boyaca,
Cundinamarca, Antioquia, Valle del Cauca y Santander
(figura 1). Asimismo, fue evidente la presencia de mos-
ca blanca Bemisia tabaci en la mayoria de los cultivos
de tomate (figura 2c), asi como el uso indiscriminado
de pesticidas para el control de la misma. Estos dltimos
utilizados con el fin de eliminar la mosca blanca, una
vez que el agricultor observaba sintomas de virus. Es
importante mencionar que en los cultivos de Boyaca

Muestreo de tomate en Colombia N

e Kilometros
0 75150 300 450 600

wd

S

Figura 1. Localizacién geografica de las zonas productoras de tomate en Colombia, donde se recolectaron muestras afectadas
por Begomovirus. Las zonas demarcadas en gris dentro de cada departamento corresponden a los municipios muestreados. SA,
Santander; AN, Antioquia; CU, Cundinamarca; BO, Boyacd y VA, Valle del Cauca. Este mapa se elaboré utilizando el software

ARCMAP®.

Begomovirus que afectan tomate en Colombia

117



Figura 2. Sintomas de Begomovirus observados en muestras de tomate recolectadas en campo. A. Deformaciones de las hojas y presencia de mo-
saicos amarillos. B. Clorosis intervenal. C. Presencia de mosca blanca en las hojas. D. Mosaicos amarillos fluorescentes junto con deformacién en
las hojas.

y Antioquia se observaron sintomas leves de virosis,
en especial no se observaron mosaicos y clorosis ge-
neralizados. La sintomatologia observada en el Valle
fue muy similar a la encontrada en Cundinamarcay en
algunas zonas de Santander (figura 2b). Es importante
mencionar que en algunas localidades de Santander
se observo una sintomatologia acentuada de clorosis
y mosaicos, acompanados de una coloracién amarilla
fluorescente intensa (figura 2d). En total se colectaron
74 muestras prevenientes de 74 fincas o veredas loca-
lizadas en 5 departamentos (Boyacd, Cundinamarca,
Antioquia, Valle del Cauca y Santander), ubicados en-
tre los 655 a 2184 msnm (tabla 1).

Una primera aproximacion para determinar la pre-
sencia de Begomovirus en las muestras recolectadas
en campo fue la implementacién de la técnica de hi-
bridizacion de acidos nucleicos (NAH) tipo Dot Blot.

Esta estrategia permite analizar grandes cantidades de
muestras sospechosas de estar infectadas por un virus
particular empleando una sonda o fragmento de ADN
conservado que permite identificar de manera especi-
fica un dnico género o familia viral particular. En este
caso, la metodologia de NAH permitié evidenciar la
presencia de Begomovirus pertenecientes a la Familia
Geminiviridae en todas las muestras analizadas, encon-
trandose mayor intensidad de la seiial en aquellas pro-
venientes de Valle, Cundinamarca y Santander. Vale
la pena destacar que la técnica Dot Blot se rige por
el principio del todo o nada, es decir, hay o no hay
presencia de una entidad viral particular, dada la alta
sensibilidad de esta prueba (figura 3 y tabla 1).

Para confirmar los resultados obtenidos por medio
NAH tipo Dot blot se implemento la estrategia de PCR
utilizando primers o cebadores degenerados que am-
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Figura 3. Deteccién de Begomovirus mediante hibridacién de 4cidos nucleicos tipo Dot blot. EI ADN de cada muestra se colocé en cada cuadricula
de la membrana y se detect6 la presencia de Begomovirus utilizando como sonda un fragmento del gen de CP de PHYWV (ver metodologia). 1-8 /
14-15, muestras recolectadas en el departamento del Valle del Cauca; 9-13, muestras recolectadas en el departamento de Boyaca; 16-31, muestras
recolectadas en el departamento de Cundinamarca; 32-48, muestras recolectadas en el departamento de Antioquia, y 49-74, muestras recolectadas
en el departamento de Santander. (-) control negativo: (+) control positivo. Ver tabla 1 para descripcién de las localidades analizadas en este estudio.

sitivas por estrategia de NAH tipo Dot blot. Esto puede
estar relacionado con la concentracion del virus en la

plifican regiones conservadas presentes en todos los
Begomovirus bipartitas del hemisferio occidental (Ro-

jas et al.,, 1993). Los iniciadores utilizados amplificaron
productos de PCR de los tamafos esperados de 1200
y 500 pb, correspondientes a los genomas begomovi-
rales A y B respectivamente (figura 4). Mediante este
enfoque se confirmé la presencia de Begomovirus bi-
partitas en muestras vegetales de tomate recolectadas
en campo en los departamentos de Valle (municipios
de Palmira, Pradera, Tulua, Caicedonia y Barragan),
Cundinamarca (municipios de Silvania y Pasca) y San-
tander (municipios de Pie de Cuesta, Girdn, Cepita,
San Gil, Berlin y Socorro) (tabla 1). Antioquia y Boyaca
no presentaron muestras positivas para Begomovirus
por esta técnica (PCR), sin embargo, estas si fueron po-

planta en el momento en que se realizé la recoleccion,
hecho que a su vez esta intimamente relacionado con
el estado del ciclo infectivo del geminivirus. Es decir,
la sensibilidad del NAH tipo Dot Blot es mayor e inde-
pendiente del estado del ciclo infectivo del virus, pues
detecta el geminivirus esté replicindose o no. Mientras
que la PCR requiere que haya abundantes copias del
genoma viral que permitan amplificar un fragmento de
ADN de un tamano esperado (Potter et al., 2003).

Asimismo, se pudo evidenciar que hubo una relacion
directa entre aquellas muestras de tomate recolecta-
das en campo que presentaban sintomatologia tipica,
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Tabla 1. Sitios de recoleccién de material vegetal de tomate distribuidos en las principales zonas productoras de tomate en
Colombia y resultados positivos para Begomovirus obtenidos por Dot blot y PCR. Los andlisis moleculares de Dot blot y PCR se

realizaron como se describe en la metodologia.

Resultado
Departamento Localidad Altitud (msnm) No. fincas
Dot Blot PCR
Lebrija 1031-1119 6 6 0
Pie de Cuesta 1151-1632 9 9 5
Girén 1151 2 2 1
Santander Cepita 655 1 1 1
San Gil 1163 1 1 1
Berlin 1037 1 1 1
Socorro 1029 1164 6 6 6
Penol 2172-2178 6 6 0
Antioquia Carmen de Viboral 2182 1 1 0
Jerico 1822 -1988 10 10 0
Sutamarchan 2110 2 2 0
Boyaca
Santa Sofia 2160-2386 3 3 0
Fomeque 2000 -2096 10 10 0
Cundinamarca Silvania 1845-2184 5 5 5
Pasca 1945 1 1 1
Guacarf 1002 1 1 0
Darién-Calima 1510 1 1 0
Darién 1610 1 1 0
Cerrito 1038 1 1 0
Valle Pradera 1146 1 1 1
Tulda 978 1 1 1
Caicedonia 1200 1 1 1
Barragan 1157 1 1 1
Palmira 978 2 2 2
5 departamentos 24 localidades 655 -2184 msnm 74 fincas 74 27
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Figura 4. Identificacién de Begomovirus mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Se utilizaron primers universales
degenerados que amplifican los componentes ADN-A y ADN-B (Rojas et al., 1992). El ADN-A amplifica un fragmento de ~1,2 kb, y
el ADN-B amplifica un fragmento de 0,5 kb. M, Marcador de peso molecular 1 Kb; 1-11 ADN genémico purificado de muestras de
Valle, Cundinamarca y Santander (el asterisco indica la presencia de exceso de primers en la reaccién).

con aquellas que fueron positivas para la presencia de
Begomovirus, diagnosticadas empleando estrategias
moleculares (Dot Blot y PCR). Es decir, que en aque-
llas zonas del pais en que hubo pocas evidencias de
sintomatologia viral, como lo fueron las muestras de
Antioquia y Boyacd, se detectaron algunas muestras
positivas, mientras que en Santander, en donde se
evidencié una alta presencia de sintomas virales, fue
donde mayor ndmero de muestras positivas se diag-
nosticaron.

Teniendo en cuenta que los Geminivirus no son trans-
mitidos por semilla, su deteccion en pisos altitudinales
superiores a los 1300 msnm (limite superior reporta-
do en Colombia para Bemisia tabaci) puede explicar-
se por dos hechos: primero, porque este insecto esta
colonizando en altura nuevos nichos agroecolégicos,
situacion posiblemente asociada al fenémeno del ca-
lentamiento global que en este momento esta sufrien-
do el planeta. Por otra parte, puede explicarse por
actividades derivadas de la plantulacion del material
vegetal de tomate, practica que puede contribuir sin
saberlo a diseminar material contaminado con estos
virus a zonas en altura en donde estas entidades vira-
les no se encontraban antes. Si a eso le agregamos la
colonizacion en altura que las poblaciones de mosca
blanca parecen estar logrando en este momento en
Colombia, la situacion se agrava, pues se podrian es-
tar dando las condiciones para que los Begomovirus,
con el concurso de su ampliamente polifago vector
biolégico (la mosca blanca) se disemine y afecte no
solo al tomate sino a otros cultivos cercanos que estan
presentes en ese piso altitudinal particular. No sobra
recordar que los Geminivirus son considerados hoy en
dia como la principal amenaza viral de los cultivos de

interés econémico ubicados en zonas tropicales y sub-
tropicales del planeta (Seal et al., 2006).

Es interesante resaltar que algunos materiales de tomate
recolectados en campo y que aparentemente eran asin-
tomaticos para enfermedad viral arrojaron resultados
positivos a Begomovirus al ser analizados por medio de
las estrategias moleculares. Este hecho pone de relieve
la importancia creciente que el diagndstico molecular
de virus vegetales tiene hoy en dia a nivel mundial. El
caso concreto del diagnostico de entidades begomovi-
rales empleando un enfoque molecular es un excelente
ejemplo de esta tendencia. Durante muchos afos se
usé la proteina de la capside de los geminivirus para
desarrollar anticuerpos monoclonales, los cuales eran
utilizados para diagnosticar la presencia de este tipo de
virus en plantas, empleando enfoques seroldgicos tales
como la técnica Elisa. Sin embargo, la gran cantidad de
motivos de aminodcidos comunes que comparten las
proteinas de las capsides de los geminivirus condujo en
muchas ocasiones a reacciones cruzadas que impedian
al investigador determinar con certeza qué geminivirus
era el agente causal de una patologia vegetal particular;
asimismo, se dieron casos en que, dada la baja concen-
tracion del virus en un tejido vegetal particular, era im-
posible detectarlo con este tipo de estrategia (Harrison
et al., 2002). Por esta razon, en los ultimos anos se hizo
necesario que el diagnéstico de geminivirus fundamen-
tado en estrategias seroldgicas diera paso a un sistema
basado en las caracteristicas intimas del propio genoma
del virus, es decir, al diagnéstico molecular, el cual es
mas sensible, confiable y ademas permite establecer no
solo la identidad viral exacta sino también posibilita el
establecimiento de las relaciones filogenéticas del virus
con otros ya reportados previamente.

Begomovirus que afectan tomate en Colombia

121



Conclusiones

Los resultados obtenidos demuestran que hay Bego-
movirus pertenecientes a la Familia Geminiviridae
que afectan los cultivos de tomate en diferentes zo-
nas geograficas de Colombia ubicadas entre los 655
a 2184 msnm. Con la excepcién de un reporte previo
de Begomovirus en el Valle del Cauca (Martinez et al.,
2008), esta es la primera vez que se diagnostica la pre-
sencia de Begomovirus afectando el cultivo de tomate
en Antioquia, Santander, Boyacd y Cundinamarca. Asi-
mismo, en todas las zonas en donde se recolecté6 ma-
terial vegetal de tomate se evidencié la presencia de la
mosca blanca (Bemisia tabaci), el vector biolégico de
los Begomovirus. Para los cultivadores de tomate en
Colombia este hecho es preocupante, si se tiene en
cuenta que las muestras vegetales fueron recolectadas
en sitios ubicados por encima de los 1300 msnm, limi-
te superior reportado para este insecto (por ejemplo, a
2184 msnm en el municipio de Silvania, Cundinamar-
ca). Es posible que el cambio climatico mundial esté
facilitando de alguna manera la conquista de nuevos
nichos por Bemisia tabaci lo conllevaria que los Bego-
movirus que estos transmiten logren afectar a su vez
nuevos cultivos ubicados en esos pisos altitudinales.
Esta circunstancia es preocupante por la carencia total
de material de tomate resistente al ataque de los Be-
gomovirus en el pais. El diagnéstico molecular de Ge-
minivirus es una estrategia que ademas de sensible y
confiable permite establecer no solo la identidad viral
exacta sino también posibilita el establecimiento de las
relaciones filogenéticas del virus con otros ya reporta-
dos previamente. En este sentido, nuestro equipo de
trabajo esta llevando a cabo estudios adicionales a ni-
vel molecular tendientes a determinar especificamente
la identidad molecular de los Begomovirus endémicos
que estan afectando el cultivo de tomate en Colombia,
asi como sus relaciones evolutivas con otros que estan
afectando al tomate en otras latitudes del mundo.
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