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Articulos

Patogenicidad del virus costarricense del mosaico
dorado de Sida (SiGMCRV) en varias especies
de plantas cultivadas

Juan Jovel!
Esmeralda Ruiz

RESUMEN. Se evalu6 el ambito de hospedantes cultivados del virus costarricense del mosaico dorado de Sida
(SIGMCRYV). Asimismo, se estudié la interaccién del SIGMCRV con el virus africano del mosaico de la yuca
(ACMV), el virus del mosaico del abutiléon (AbMV), el virus del mosaico dorado del tomate (TGMYV, cepa comtn),
y el virus de la hoja rizada de la remolacha (BCTV), en plantas de Nicotiana benthamiana y N. tabacum cv. Samsun
NN. EI ambito de hospedantes del SIGMCRYV incluy6 a todos los cultivos evaluados. La variedad criolla de frijol
(Phaseolus vulgaris) ‘sacapobres rojo’ y una variedad nicaragiiense de grano rojo no identificada presentaron sin-
tomas muy severos, mientras la variedad ‘Talamanca’ y la linea DOR 364 fueron resistentes a la infeccién con el
SiGMCRYV. Los sintomas fueron severos en tabaco (N. tabacum), moderados en tomate (Lycopersicum esculentun) y
practicamente ausentes en chile dulce (Capsicun annuum) y pepino (Cucumis sativus). La incidencia, por otro lado,
fue muy alta en las variedades susceptibles de frijol (80%), nula en la variedad ‘Talamanca’ y la linea DOR 364, baja
en el caso del tomate (35%) y muy baja en pepino (8%). En chile dulce, la incidencia fue del 83% cuando las plan-
tas fueron inoculadas con el método de balistica, pero nula en el caso de agroinoculaciéon. En general, ninguno de los
virus coinoculados con el SIGMCRYV increment¢ la severidad de la infecciéon y mas bien redujeron la severidad y la
incidencia en el caso de tomate y tabaco. En N. benthamiana, las plantas presentaron un fenotipo correspondiente a
uno de los virus coinoculados y algunas plantas con sintomatologia tipica del virus competidor la modificaron para
exhibir claramente los sintomas del SIGMCRY, sugiriendo que este ultimo habia dominado al virus competidor. Se
discuten también las implicaciones que estos hallazgos tienen para el manejo integrado de enfermedades virales.

Palabras clave: Geminivirus, SIGMCRYV, dmbito de hospedantes, epidemiologia.

ABSTRACT. Pathogenicity of Sida golden mosaic Costa Rica virus (SiGMCRY) on several crop plants. The host
range of the Sida golden mosaic Costa Rica virus (SiGMCRV) was explored. In addition, the interaction of the
SiGMCRY with the African cassava mosaic virus (ACMYV), abutilon mosaic virus (AbMV), tomato golden mosaic
virus (TGMYV) and beet curly top virus (BCTV) was studied in Nicotiana benthamiana and N. tabacum cv. Samsun
NN. The host range of the SIGMCRYV included all the crop species evaluated. The creole variety of red bean ‘sacapo-
bres rojo’, as well as an unidentified Nicaraguan variety, exhibited very severe symptoms, whereas the Talamanca vari-
ety and the DOR 364 line were resistant to the infection with SIGMCRV. The symptoms were severe in tobacco (N.
tabacum), but rather mild in tomato (Lycopersicum esculentun) and barely perceivable in pepper (Capsicun annuum)
and cucumber (Cucumis sativus). On the other hand, the incidence was very high in the susceptible varieties of bean
(80%), but low in tomato (35%) and lower still in cucumber (8% ). In pepper, the incidence was 83% when the plants
were inoculated by bombardment of gold particles coated with DNA, but none of the 120 agroinoculated plants
became infected. None of the viruses co-inoculated with the SIGMCRY increased the severity of the infection, rather,
they attenuated both the incidence and severity of SiIGMCRYV in tomato and tobacco plants. In N. benthamiana, the
plants showed a phenotype corresponding to one of the viruses inoculated. However, some plants initially exhibiting
a symptomatic phenotype typical of the competing virus deployed symptoms typical of the SIGMCRYV in later stages
of the disease, thus suggesting that SIGMCRYV predominated over the competing virus. The significance of these find-
ings is discussed in the context of integrated management of viral diseases.

Key words: Geminiviruses, SIGMCRY, host range, epidemiology.
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Introduccion

Al menos dos aspectos de la ecologia de las malezas
del género Sida resultan especialmente llamativos
cuando son consideradas en el contexto de epidemias
virales en campos de cultivos. El primero es su ubicui-
dad: su distribucién geogréfica se extiende a préctica-
mente todas las regiones tropicales y subtropicales del
continente americano, donde se encuentran asociadas
a una gran variedad de cultivos agricolas tradicional-
mente afectados por enfermedades virales, como es el
caso del tomate, frijol, chile dulce, y varias especies de
cucurbitaceas. El segundo aspecto es la frecuencia con
que estas malezas exhiben un fenotipo similar al de
plantas infectadas con virus: enanismo, mosaicos, clo-
rosis y arrugamiento del follaje, entre otros. Ademds,
varios geminivirus han sido aislados y clonados de
plantas de Sida recolectadas en campos de Florida
(Abouzid et al. 1998), Honduras (Frischmuth et al.
1997b), Costa Rica (Hofer et al. 1997b) y Brasil (Jovel
et al. 2003).

Los geminivirus son patégenos de plantas que se
han convertido en una seria amenaza para la agricul-
tura en diversas regiones tropicales y subtropicales
alrededor del mundo (Moffat 1999), debido a una se-
rie de factores que incluyen el transporte interregio-
nal de material vegetal, el incremento y la diversifica-
cién de las poblaciones de insectos vectores (Polston
y Anderson 1997) y, posiblemente, la recombinacion
entre diferentes geminivirus que coinfectan las mis-
mas plantas hospedantes (Padidam ez al. 1999). La fa-
milia Geminiviridae ha sido dividida en tres géneros:
Mastrevirus, Curtovirus,y Begomovirus (Rybicki et al.
2000). Los begomovirus son transmitidos por un com-
plejo de biotipos de moscas blancas (Bemisia tabaci
Genn.), infectan plantas dicotiledoneas y, en su gran
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mayoria, poseen genomas bipartitas, cuyos componen-
tes son designados ADN A y ADN B (Fig. 1). ElADN
A codifica las proteinas requeridas para la replicacion
(AC1 y AC3), regulacién de la transcripcion (ACI,
AC2), y encapsidacién del ADN viral monocatenario
(AV1); mientras que las proteinas del ADN B (BCly
BV1) participan en el movimiento del virus dentro de
la planta (Hanley-Bowdoin et al. 1999).

Por otro lado, se conocen mas de 500 especies de
plantas con las cuales se asocia B. tabaci (Greathed
1986), especie que no parece exhibir especificidad o
preferencias para la transmision de diferentes bego-
movirus (Bedford et al. 1994), lo cual promueve la
convergencia de diferentes virus en una misma planta,
sea cultivada o silvestre. En regiones horticolas de
América Latina, muchos cultivos susceptibles a bego-
movirus se intercalan espacial y temporalmente, lo
cual potencia su coexistencia con malezas perennes
que podrian fungir como hospedantes alternos de
estos virus o que inclusive podrian albergar virus pro-
pios. Los intentos por dilucidar el papel que estas
malezas juegan en el contexto de las epidemias virales
no han arrojado hasta ahora resultados concluyentes.
Por ejemplo, en Costa Rica, para el caso del virus del
moteado amarillo del tomate (ToYMoV), se realizaron
muestreos extensivos en diferentes épocas del afio para
determinar si las malezas desempefan un papel como
hospedantes alternos de este virus (Jovel et al. 1999).
Los resultados mostraron, en contraposicién a lo esper-
ado, que las malezas no fueron reservorios importantes
del ToYMoV, en analogia con la situacién reportada
para el virus del mosaico dorado amarillo del frijol
(BGYMYV), en Costa Rica, del virus del moteado del
tomate (ToMoV-[FL]), en Florida, y del virus del
mosaico africano de la yuca (ACMV) (Hilje et al. 2001).
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Figura 1. Mapa del genoma del SIGMCRV. Aparecen indicados la region comun (RC) entre am-
bos componentes gendémicos (la cual contiene elementos genéticos necesarios para
la transreplicacion e inicio de la transcripcion), y los genes codificados por cada com-
ponente, asi como los cebadores utilizados para la preparacion de las sondas para

hibridacion.
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El presente estudio explora la patogenicidad del
virus costarricense del mosaico dorado de la Sida
(SIGMCRYV;, Hofer et al. 1997b) en diferentes especies
de plantas cultivadas, y su posible interaccion con otros
begomovirus (virus del mosaico del Abutilon, AbMV;
virus del mosaico dorado del tomate, TGMYV; virus
africano de la yuca, ACMV) y un curtovirus (virus del
enrollamiento de la hoja de remolacha, BCTV).

Materiales y métodos
Plantas y virus
Los experimentos de infeccion de plantas se llevaron a
cabo en un invernadero de la Universidad de Stuttgart,
Alemania, donde se simularon condiciones climaticas
tropicales (temperatura de 20-25°C, humedad relativa
de 40-50%). Los experimentos de determinacion del
ambito de hospedantes del virus incluyeron las si-
guientes especies: tomate (L. esculentum), chile dulce
(C. annuum), pepino (C. sativus), frijol (P. vulgaris), y
tabaco (N. tabacum). Los experimentos de infecciones
mixtas fueron realizados en tabaco y en N. benthamiana.
Los clones agroinfectivos utilizados para la infec-
cion de plantas han sido previamente descritos
(BCTV: Frischmuth et al. 1997a; SIGMCRYV: Hofer et
al. 1997b; AbMV, ACMV, TGMV: Wege et al. 2001).
Las bacterias que contienen los plasmidos virales fue-
ron multiplicadas en cajas de Petri con medio de cre-
cimiento LB (Luria-Bertani; Sambrook y Russell
2001). Se utilizaron rifampicilina (50 mg/ml) y kana-
micina (50 mg/ml) como agentes selectivos. La sus-
pension bacterial correspondiente a cada geminivirus,
asi como a sus ADN A y ADN B, fue ajustada a la mis-
ma densidad 6ptica (OD600) mediante un espectrofo-
tometro (Ultrospec II, LKB, Biochrom).

Métodos de inoculaciéon

Agroinfeccion. Se inocularon las plantas de cada una
de las especies analizadas en el estadio de 1-2 hojas
verdaderas, colocando 5 pl de suspension bacterial y
pinchando tres veces el pedicelo de dichas hojas con
una aguja para agroinoculaciéon. Se inocularon las
plantas control con agrobacteria (Agrobacterium
tumefaciens) sin virus.

Balistica. Se lavaron 60 mg de oro pulverizado (1 pm
de diametro, Bio-Rad) dos veces en EtOH 70% y una
vez en agua destilada, bajo agitacion vigorosa, durante
10 min y precipitados por centrifugacién (10 segun-
dos, 14000 rpm). Las particulas de oro fueron resus-
pendidas en 0,5 ml de glicerol 98% y 0,5 pl de agua
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bidestilada. Cada 10 pl [1 pg/pl] de ADN viral (5 pg
ADN A y 5 pg ADN B, en el caso de genomas bipar-
titas) fueron mezclados con 50 pl de suspension de oro
y vigorosamente agitados durante 3 min. Se agregaron
10 pl de 0,1 M espermidina a la pared del tubo de
reaccion, previamente colocado en posicién horizon-
tal, y 50 ul de 2,5 M CaCl, fueron adicionados al tubo,
en agitacion durante 4 min. La suspension se centrifu-
g6 (6 segundos, 14000 rpm; temperatura ambiente,
TA), se descartd el sobrenadante y se lavo el precipi-
tado dos veces en 250 pl de EtOH 70%, disolviéndolo
con un agitador y centrifugdndolo como se describié
anteriormente. Finalmente, el precipitado fue resus-
pendido en 72 pl de EtOH y se distribuyeron 6 pl so-
bre cada uno de los 10 discos portadores. Los micro-
proyectiles fueron disparados con un equipo de
balistica (PDS-1000/He; Bio-Rad) sobre plantas de
chile dulce con 4-5 hojas verdaderas, utilizando para
ello discos de ruptura de 450 psi y una presién de va-
cio de 26 in/Hg. Las plantas control fueron bom-
bardeadas con microproyectiles con ADN del vector
de clonacion BlueScript II KS(+) (Stratagene), el cual
no es patogénico en plantas.

Aislamiento e identificacion de formas replicativas
virales

Extraccién de dcidos nucleicos totales. Debido al ele-
vado numero de plantas utilizadas en cada experimen-
to, un analisis de tissue-blot fue realizado para discrim-
inar plantas sanas de infectadas. Este método consiste
en cortar una hoja del dpice de la planta e impregnar
la savia que emana del peciolo en una membrana de
nylon. Posteriormente, se realiza la hibridacién de 4ci-
dos nucleicos (ver descripcion mas abajo). Las mues-
tras que resultaron positivas fueron seleccionadas para
andlisis posteriores. Para la extraccion de los dcidos
nucleicos totales de plantas infectadas, una pequefia
hoja (aprox. 0,5 cm de longitud), dentro de un tubo
Eppendorf, fue congelada en nitrégeno liquido y pul-
verizada con un pistilo de vidrio. Se agregaron 1 ml de
solucion de extraccion (100 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1
mM EDTA; 100 mM NaCl; 0,6% SDS; 100 mM DTT)
mas un volumen de fenol-cloroformo (FC, 9:1), y la
suspension fue agitada vigorosamente (15 min, TA).
Después de la centrifugacion (5 min, 14000 rpm, TA),
500 pl del sobrenadante fueron transferidos a un
nuevo tubo con un volumen de FC (1:1), agitado y cen-
trifugado como ya se describi6. Se transfirieron 400 pl
del sobrenadante a un nuevo tubo con 40 pl de 3 M
NaAc (pH 4,8) y se agregaron dos volimenes de
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EtOH para facilitar la precipitaciéon del ADN, durante
30 min, a -20°C. La suspension fue centrifugada (30
min, 14000 rpm, 4°C), el sobrenadante descartado, el
precipitado lavado con 500 pl de EtOH 70% (5 min,
TA), nuevamente centrifugado (10 min, 14000 rpm,
TA), secado al vacio, y finalmente resuspendido en
50 pl 1x TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM Na-EDTA, pH
7,5).

Transferencia de Southern e hibridacion de acidos
nucleicos. Se cargd 1 mg de 4cidos nucleicos totales de
plantas en un gel de agarosa (1%) con 0,4 mg/ml de
EtBr y 0,5x tampén TBE y corrido en un aparato de
electroforesis en presencia del mismo tampdn, bajo una
corriente eléctrica de 4 voltios/cm (distancia entre elec-
trodos). El gel fue agitado suavemente durante 20 min
en una solucién alcalina de transferencia y el ADN se
transfirid a una membrana de nylon (Hybond N+)
mediante el método de Southern, en presencia de la
misma solucién de transferencia. La membrana fue
incubada durante 3 h en una solucién de pre-hibri-
dacion a 42°C y finalmente hibridada (16 h,42°C). Para
el ADN A, un fragmento comprendido entre los genes
AC1 y AV1 fue amplificado mediante PCR a partir de
los plasmidos con el ADN A de SiGMCRYV (cebadores
SmAIR-V:5’-TTAGCTCCCTGAATGTTCGG-3’ y
SmAIR-C:5’-GGGCTTCCTGTACATGGGCC-3’).
Para el ADN B, se utiliz6 un fragmento del gen BV1
(cebadores BV1s-V 5-TGCGTTTCAAAGGCACT-
GTG-3' y BV1s-C 5-GATACAAATGTAGATGC-
CTT-3’) (Fig. 1). Dichos fragmentos fueron marcados
con digoxigenina-11-(d)UTP (Roche, Mannheim,
Alemania) y detectados como se indica en las instruc-
ciones suministradas por el proveedor?.

Resultados

Ambito de hospedantes del SiGMCRYV

En un esfuerzo preliminar por determinar el dmbito
de hospedantes del SIGMCRYV, se demostré que dicho
virus induce sintomas moderados en plantas de
tomate y tabaco, y severos en una variedad no identi-
ficada de frijol (Hofer et al. 1997b). En este estudio, el
nimero de especies evaluadas se incrementd vy,
ademads, se incluyeron diferentes variedades de frijol
que predominan entre los agricultores centroameri-
canos. Las plantas de diferentes especies cultivadas se
infectaron a través del método de agroinoculacién y

en cada uno de los experimentos se incluyeron como
control 30 plantas de N. benthamiana, la cual es una
especie altamente susceptible a dicho virus (Fig. 4B).
Sin excepciones, el 100% de las plantas control pre-
sentaron sintomas severos tipicos del SIGMCRYV, lo
cual indica que el indculo viral era capaz de inducir
una infecciéon en cada uno de los experimentos. Sin
embargo, la patogenicidad del virus fue muy variable
en diferentes especies de plantas cultivadas.

La Fig. 2 presenta un resumen de los resultados
de la deteccion de formas replicativas del SIGMCRV
en las diferentes especies evaluadas. A manera de
ejemplo, se presentan tres plantas de cada una de las
especies o variedades que resultaron positivas en el
anélisis de tissue blot. Debido a que las plantas fueron
muestreadas en las hojas del 4pice, tres semanas des-
pués de la inoculacién, el ADN viral detectado corres-
ponde a aquel sintetizado in planta,y excluye el ADN
viral utilizado como inéculo. Un control adicional es
el ADN de plantas de S. rhombifolia (de las cuales se
aislo el SIGMCRV), y sirve como referencia para
identificar el tamaiio de las formas replicativas corres-
pondientes a geminivirus. Un resultado llamativo en
este andlisis fue la ausencia de ADN de una sola cade-
na (ADNsc) —la forma viral que es encapsidada— en
las muestras de frijol (pozos 1-6); sin embargo, no se
llevaron a cabo anélisis més detallados para discernir
si dicha ausencia se debié a la pérdida de ADNsc
durante la extracciéon de acidos nucleicos o a la com-
posicion de ADN viral en las plantas. La acumulaciéon
de ADN viral en tomate fue muy elevada (pozos 7-9),
intermedia en chile dulce (pozos 10-12) y muy baja en
pepino (pozos 13-15).

Sintomatologia inducida por el SiGMCRV

L. esculentum var. ‘Money Maker’. A partir de estu-
dios previos realizados en el laboratorio del Instituto
de Biologia Molecular y Virologia de Plantas de la
Universidad de Stuttgart, se sabe que esta variedad de
tomate es susceptible a la infeccién por geminivirus.
Sin embargo, la proporciéon de plantas de tomate
infectadas con el SIGMCRYV en este estudio fue baja
(3/40 y 4/20; Cuadro 1) y los sintomas fueron modera-
dos: enanismo y mosaico clorético leve. Sin embargo,
la reduccion en la distancia entre nudos del tallo prin-
cipal fue notoria. Las plantas fueron reinoculadas tres
veces, a intervalos semanales, para delimitar un posi-

2 Se puede solicitar protocolos detallados de los métodos utilizados en este estudio directamente al primer autor mediante correo electrénico.
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Figura 2. Analisis de hibridacién de ADN viral. Tres plantas de cada una de las especies que resultaron infectadas fueron
incluidas en el andlisis a manera de ejemplo. Las sondas utilizadas en cada caso aparecen descritas en la Fig. 1.
La posicion del ADN superenrollado (se; indicativo de la replicacion de geminivirus) y de una sola cadena (sc; la
forma de ADN viral que se encapsida y se transmite a otras plantas) aparecen indicadas en el borde derecho.

ble periodo critico de susceptibilidad. Ninguna planta
adicional result6 infectada, lo cual sugiere que las eta-
pas iniciales de desarrollo del cultivo son las de mayor
susceptibilidad.

C. annuum var. ‘Agronomic’. Debido a que la trans-
formacién de plantas de chile dulce mediante
agrobacteria no aparece en la literatura, se utiliz6
también el método de balistica para la inoculacién del
SiGMCRYV en dicha especie. Ninguna de las 120 plan-
tas agroinoculadas (40 en cada uno de tres experi-
mentos) resulté infectada. Sin embargo, el 100% vy el
65% (20/20 y 13/20) de plantas “bombardeadas” resul-
taron infectadas (Cuadro 1). Al inicio de la infeccidn,
las plantas presentaron un enanismo leve, pero poste-
riormente fueron visualmente indistinguibles de las

plantas control, y no se pudo detectar ADN viral ocho
semanas después de la inoculacién. La misma
situacion ha sido observada para el TYLCV?.

N. tabacum var. ‘Samsun’ NN. El porcentaje de plan-
tas de tabaco infectadas con el SIGMCRYV fue de 35%
y 70% (7/20 y 14/20; Cuadro 1) y los sintomas fueron
severos: deformacién de la ldmina foliar, enanismo y
mosaicos cloréticos.

P, vulgaris var. ‘Sacapobres rojo’ (SPR). En consisten-
cia con lo expresado por Hofer et al. (1997b) para una
variedad desconocida de frijol, el SiIGMCRV fue
extremadamente severo en plantas de la variedad
SPR, tanto en la incidencia (58/70, 18/20; Cuadro 1)
como en la severidad de los sintomas inducidos:

Cuadro 1. Numero de plantas infectadas por el SIGMCRV en cada especie y experimento.

Especies de plantas

Experimento

1 2 3
Tomate 3/40 4/20 —
Tomate (reinoculaciones) 3/40 4/20 —
Chile dulce (agroinoculadas) 0/40 0/40 0/40
Chile dulce (balistica) 20/20 13/20 —
Tabaco 7/20 14/20 —
Frijol (SPR) 58/70 18/20 —
Frijol (nicaragliense) 35/50 15/20 —
Frijol (Talamanca) 0/50 — —
Frijol (DOR 364) 0/43 — —
Pepino 5/60 3/37 —

*# plantas infectadas/#plantas inoculadas

3 Morilla, G. 2003. Espafia, Universidad de Mdlaga (Comunicacion personal).
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enanismo, deformacién de hojas jévenes producto del
desarrollo reducido de las nervaduras y, en etapas pos-
teriores, proliferacion excesiva de hojas en el dpice de
la planta, las cuales nunca completaron su desarrollo
(Fig. 3A-C). En forma eventual, una de las yemas late-
rales asumio el crecimiento ortotrdpico tipico de esta
variedad de guia larga. Diez semanas después de la
inoculacién, ni flores ni vainas fueron observadas en la
mayoria de las plantas infectadas.

Figura 3. Patogenicidad del SiIGMCRYV en la variedad de
frijol ‘sacapobres rojo’. Al inicio de la infeccion
las plantas detienen abruptamente su creci-
miento (A). Posteriormente se inicia una prolife-
racion de hojas muy pequefas (B), que final-
mente conduce a plantas en forma de roseta
(C). Estos sintomas son muy similares, si no
idénticos, a los reportados por Costa (1975) en
plantas de frijol infectadas con el virus del mo-
saico enano del frijol.
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Adicionalmente, en una variedad nicaragiiense
no identificada de frijol de grano rojo y guia larga, la
incidencia y severidad del SiIGMCRYV fueron compa-
rables con las obtenidas en el caso de la variedad SPR
(Cuadro 1).

P. vulgaris var. ‘Talamanca’ y linea DOR 364. Estos
dos genotipos se destacan por su resistencia a la infec-
cién por el virus del mosaico dorado amarillo del fri-
jol (BGYMYV). En forma consistente, ninguna de 50 y
43 plantas inoculadas con el SIGMCRY, de la variedad
‘Talamanca’ y la linea DOR 364, respectivamente,
resulté infectada.

C. sativus var. ‘Poinsset’. La incidencia del SIGMCRV
en esta variedad de pepino fue muy baja (5/60 y 3/37)
y las plantas permanecieron libres de sintomas hasta
el final del periodo de observaciéon (ocho semanas
después de la inoculacion).

Infecciones mixtas
Como el SIGMCRY es transmitido por la mosca blan-
ca (Hohnle et al. 2001), existe la posibilidad de que
dicho virus concurra en forma natural, en la misma
planta, con otros virus cuyo ambito de hospedantes
traslape con el del SIGMCRV. Con el objetivo de
estudiar las posibles interacciones de diferentes gemi-
nivirus que comparten las mismas plantas infectadas,
se llevaron a cabo experimentos de coinoculacion del
SiGMCRYV con otros geminivirus; en tomate, tabaco, y
N. benthamiana, con la raza comin del TGMV, y en
tabaco y N. benthamiana con el TGMYV, el AbMYV, el
ACMV,y el BCTV. En general, el SiGMCRYV fue més
virulento cuando se inoculé solo que cuando fue
coinoculado con cualquiera de los otros virus. El
TGMV redujo la virulencia del SiIGMCRYV en cada
caso. Ninguna de las 40 y 20 plantas de tomate y taba-
co, respectivamente, resulté infectada por el
SiGMCRYV cuando este fue coinoculado con el
TGMYV. Una situacién similar fue observada para el
AbMV, ACMV y BCTYV, en tabaco (Cuadro 2).

Sin embargo, el escenario fue mas interesante en
N. benthamiana, el cual es un hospedante susceptible
a todos los virus incluidos. El SIGMCRYV induce sin-
tomas muy severos en N. benthamiana, los cuales
incluyen enanismo, arrugamiento foliar, y disrupcion
de la dominancia apical que resulta en plantas enanas
con muchas hojas pequenas (Fig. 4B). Cuando este
virus fue coinoculado con el AbMYV, el porcentaje de
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Cuadro 2. Coinfeccion de diferentes especies de plantas con el SIGMCRV y otros geminivirus.

No. de plantas inoculadas / no. de plantas infectadas**

Virus coinoculados L. esculentum

N. tabacum NN N. benthamiana

TGMV 0/40***
AbMV —
ACMV —
BCTV —
SiGMC/CR 5/40
SiGMC/CR + TGMV 0/40
+ AbMV —
+ ACMV —
+ BCTV —

0/20 23/30
6/20 22/30
8/20 28/30
5/20 16/30
10/20 30/30
0/20 12/30
2/20 15/30
3/20 17/30
0/20 6/30

* No. de plantas infectadas / no. de plantas inoculadas.
** Las cifras corresponden al promedio de dos experimentos independientes.

*** Los clones infectivos del TGMV infectan e inducen sintomas severos en N. benthamiana, pero no infectan tomate.

plantas infectadas descendié ligeramente, al igual que
en el caso de los otros virus “competidores” (Cuadro
2), pero el efecto més notable fue la atenuacién de la
severidad de los sintomas (Fig. 4D). En etapas ini-
ciales de la infeccion, las plantas coinoculadas fueron
mas grandes que aquellas infectadas solo con
SiGMCRV vy las hojas completaron un desarrollo casi
normal, exceptuando un arrugamiento moderado. Sin
embargo, semanas mds tarde, los sintomas tipicos del
SiGMCRYV aparecieron en la mayoria, aunque no en
todas, las plantas infectadas y permanecieron hasta el
final del periodo de observaciéon (ocho semanas
después de la coinoculacion). El AbMV induce sin-
tomas moderados en N. benthamiana, similares a los
observados en etapas tempranas de estos experimen-
tos de coinoculaciéon con SIGMCRV.

De forma andloga, la coinoculaciéon del
SiGMCRY con el TGMYV o el ACMY, resulto en sin-
tomas iniciales tipicos del virus competidor. La
coinoculacién del SiGMCRV + TGMV result6 en
hojas cloréticas con bordes arrugados (Fig. 4C), como
correspondié a plantas inoculadas solo con el TGMV.
Plantas coinoculadas con SIGMCRV + ACMV pre-
sentaron enanismo severo, clorosis intensa, y hojas
lanceoladas (Fig. 4E), comparables a los sintomas de
plantas incoculadas sélo con el ACMV. Sin embargo,
aquellas coinoculadas con SIGMCRV+BCTV pre-
sentaron sintomas hibridos, parcialmente tipicos de
ambos virus (Fig. 4F): las hojas inicialmente infec-
tadas presentaron un arrugamiento tipico del
BCTYV, pero las hojas que emergieron posterior-
mente presentaban sintomas tipicos del SIGMCRWV.
En general, en etapas tardias, algunas de las plantas
coinoculadas presentaron sintomas tipicos del
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SiGMCRY, pero este fenotipo fue més frecuente en
el caso del AbMV y del BCTV que en el caso del
ACMYV o del TGMV. En ninguno de los casos se
observé un incremento en la severidad de la infec-
cién con respecto a las plantas infectadas con cada
uno de los virus por separado, lo cual sefiala que la
relacion de los diferentes geminivirus con el
SiGMCRY fue de competencia.

SiGMCRY: un pariente cercano del virus del mosaico
enano del frijol (BDMYV)
Anadlisis filogenéticos demuestran que el SIGMCRV
es un pariente cercano, posiblemente ancestral, del
BDMYV (Fig.5A, B). Esto explica la patogenicidad del
SiGMCRYV en las variedades SPR y nicaragiiense de
frijol. EIADN A del SiGMCRY presenta una secuen-
cia de nucle6tidos muy similar a la correspondiente en
el BDMV (homologia = 89%; segtin Fauquet et al.
(2003), el limite para considerar dos begomovirus
como de la misma especie es de 90%). Para el caso del
ADN B, la variacién fue mayor que en el ADN A,
pero el grupo de begomovirus de la Sida también
incluyé el BDMV como vecino mas cercano (Fig. 5B).
Con el objetivo de explorar mds detalladamente
la relacion filogenética del SIGMCRYV con otros bego-
movirus, las secuencias presentadas en la Fig. 5 fueron
sometidas a un anélisis de recombinacion mediante el
programa GENECONY, el cual determina la proba-
bilidad de que fragmentos similares en dos secuencias
de ADN se hayan originado por recombinacion. El
programa fue gentilmente provisto por su autor, el Dr.
Stanley Sawyer, de la Universidad de Washington y
estd, ademds, disponible gratuitamente en Internet
(http://www.math.wustl.edu/~sawyer/geneconv). Las
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Cortrol

EIGMOCEV
+ ACHY

SEGMCRY

SIGMERY
& b

Figura 4. Plantas de N. benthamiana sana (A), infectada con: SiGMCRV (B),

SIGMCRV+TGMV (C),
SIGMCRV+BCTV (F).

corridas se efectuaron utilizando la siguiente linea de
comando:GENECONVnombre_archivo.asf/c/gl/sp/w
123. Se puede encontrar mds informacion sobre el fun-
cionamiento de este programa en la pagina web
referida arriba. Entre otros, GENECONYV identificé
un fragmento recombinante entre los ADN A del
SiGMCRYV y del BDMYV, en la region 5° de la proteina
de replicacién (AC1), 1a cual es una region altamente
propensa a recombinar (Jovel et al. 2003).

Discusion

Los resultados de este estudio demuestran que el
SiGMCRV presenta un &mbito amplio de
hospedantes que incluye, preferiblemente, variedades
susceptibles de frijol y tabaco. Sin embargo, otros cul-
tivos menos susceptibles, como tomate y chile dulce,
permiten la replicaciéon abundante de este virus y

SIGMCRV+AbMV (D),
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SIGMCRV+ACMV  (E),

podrian fungir como hospedantes alternos. Desde el
punto de vista practico, estos hallazgos plantean la
necesidad de considerar el control de malezas como
una medida profildctica que puede contribuir a
reducir la incidencia de enfermedades virales, depen-
diendo de las caracteristicas particulares de cada sis-
tema de cultivo.

De manera similar, Galvez y Morales (1989)
reportan que el geminivirus del mosaico de
Rhynchosia, proveniente de la maleza Rhynchosia
minima, fue transmitido experimentalmente hacia
plantas de frijol, las cuales presentaron mosaicos
cloréticos, enanismo, y deformacion foliar. El
SiGMCRYV no induce mosaicos cloréticos en el frijol
(como si es tipico del BGYMV), pero otros desor-
denes fenotipicos también pueden ser el resultado de
infecciones por este virus (Fig. 3A-C). Los sintomas
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inducidos por el SIGMCRY en las variedades suscep-
tibles de frijol no fueron tan severos en todos los casos
como los presentados en la Fig. 3C; lo que si es cierto
es que todas las plantas infectadas mostraron una
reduccidn drastica en la produccion de flores y vainas,
indicando que la reduccién de la productividad del fri-
jol podria ser el resultado de una infeccién viral.

La cercania filogenética del SIGMCRV con el
BDMV (Fig. 5) y la patogenicidad severa del
SiGMCRYV en variedades susceptibles de frijol sugie-
ren que el BDMYV probablemente evolucioné a partir
de este u otro virus cercanamente emparentado. Ha-
ce mas de un cuarto de siglo, el Dr. Alvaro Santos Cos-
ta publicé un desorden fisiolégico en plantas de frijol,
al cual denominé “mosaico enano del frijol” y lo atri-
buy6 a una cepa del AbMV, encontrado en malvéceas
nativas de Brasil (Costa 1975). Dichas plantas presen-
taron sintomas muy similares (visualmente idénticos)
a los de las plantas infectadas con el SIGMCRYV en es-
te estudio (Fig. 3A-C). Hoy se sabe que varios virus
que entonces eran considerados como cepas del
AbMYV pertenecen en realidad al complejo de bego-
movirus que afectan diferentes especies de Sida (Jovel
et al. 2003). Ademas, bajo condiciones experimen-
tales, plantas de Sida spp. fueron susceptibles a la
infeccion con el BDMV (Morales et al. 1990). Rojas
et al. (2000) reportaron la presencia de dos geminivi-
rus en campos de tomate en Nicaragua, filogenética-
mente muy cercanos a los virus del mosaico dorado
de la Sida de Honduras (SiGMHV) y Costa Rica
(SiGMCRYV). En resumen, estos resultados indican
que las malezas perennes, especialmente aquellas del
género Sida, parecen estar estrechamente ligadas a la
evolucién de los begomovirus y haber servido como
puentes evolutivos que propiciaron el paso de estos
patégenos hacia plantas cultivadas.

El caso del tabaco es una situacién que requiere ser
analizada cuidadosamente, puesto que es una planta
altamente susceptible a infecciones virales y, ademads, un
hospedante apetecido de la mosca blanca. El SiIGMCRV
indujo sintomas severos en tabaco, y el area foliar
promedio se redujo a aproximadamente la mitad en
plantas infectadas (datos no presentados), lo cual tendria
repercusiones econdmicas importantes en este caso.

Los cultivos tolerantes, como la variedad de chile
dulce evaluada en este estudio, podrian ser eslabones
criticos en la diseminacién temporal de enfermedades.
Si bien es cierto que ninguna epidemia viral causada
por geminivirus ha sido atribuida formalmente al
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AbMV-A
SiIGMV-[FL]-A
ToMoV-A
TMoTV-A

BDMV-A
SiGMCRV-A
SiYVV-A
SiGMHV-A
PYMPV-A

BGMV-[BZ]-A
ToRMV-A
BGMV-[DOJ-A

EBGMV—[G"H—A

BGMV-[PR]-A

PHYVV-A

SLCV-A

SiMoV-A

{ SIYMV-A

AbMV-B

_|

ToMoV-B

BGMV-[BZ]-B
ToRMV-B

_ﬁ

PHYVV-B
BGMV-[DO]-B
_|: BGMV-[GT]-B
BGMV-[PR]-B
SLCV-B

PYMPV-B

BDMV-B

SiYVV-B1

lSiYVV-BZ

SiYVV-B3
SiGMHV-B

SiGMCRV-B
SIGMV-[FL]-A

Figura 5. Arbol filogenético, incluyendo geminivirus del he-
misferio occidental, calculado a partir de las se-
cuencias completas del ADN A (A) o del ADN B (B).
La nomenclatura utilizada es acorde con Fauquet
et al. (2003).

SiGMCRY, también es cierto que, en la mayoria de los
casos, el diagndstico correspondiente no se lleva a
cabo o se realiza mediante métodos parcialmente
ambiguos. Una complicaciéon adicional se deriva del
hecho de que las epidemias virales podrian ser el
resultado de infecciones mixtas e incluir virus de
malezas y aquellos que tipicamente inducen determi-
nada sintomatologia en un cultivo en particular. Por
tanto, la importancia que los virus de malezas tienen
con relacion al brote de epidemias virales debe tam-
bién considerarse en un contexto evolutivo. La evolu-
cién de un virus de plantas cultivadas a partir de uno
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de plantas silvestres, y su posterior renombramiento,
enmascara la contribucién de los virus de malezas al
brote de epidemias. No deberfamos esperar que dicha
evolucién involucre inicamente cambios menores en
la secuencia de nucleétidos, puesto que pueden surgir
genomas hibridos como producto de eventos de
recombinacion molecular entre diferentes virus, o
bien la adaptacion de un virus de malezas en un culti-
vo podria requerir cierto grado de modificacién en la
estructura y funcién de sus proteinas, favoreciendo la
predominancia de ciertas formas mutantes mejor
adaptadas al nuevo ambiente celular. Con esto en
mente, la interpretacién de los andlisis filogenéticos
debe ser realizada cuidadosamente.

¢Es el SiIGMCRV un virus insociable?

El aparente antagonismo que el SIGMCRYV exhibid,
en etapas iniciales de la infeccion, con respecto a los
otros geminivirus con los cuales fue coinoculado, es
consecuente con la naturaleza especifica de los gemi-
nivirus. Esta situacion es consistente con un escenario
general, en el cual el vector de begomovirus (B.
tabaci) potencia la convergencia de diferentes bego-
movirus en las mismas plantas infectadas, dado su
ambito ampliado de hospedantes (Greathead 1986).
De tal modo,¢ la presion de seleccién, probablemente
determinada por la eficiencia de las proteinas de cada
virus para interactuar con factores de la planta nece-
sarios para el éxito de la infeccién, determina si un
virus prevalece o es atenuado.

El método de agroinoculacién utilizado en este
estudio excluye el efecto que la coexistencia temporal
de diferentes begomovirus dentro del vector (B.
tabaci) tiene sobre la predominancia de un virus que
forma parte de un complejo viral. En este estudio se
estudiaron detalladamente las interacciones planta-
virus, y estas reflejan claramente la naturaleza com-
petitiva de los geminivirus utilizados en los experi-
mentos. Dicha situacion, sin embargo, no es suficiente
para especular acerca de la interaccion de diferentes
geminivirus en condiciones naturales. Existen
numerosos reportes que evidencian que los bego-
movirus son capaces de intercambiar sus compo-
nentes gendémicos en un fendmeno que se conoce
como “pseudorrecombinacién” (Frischmuth ez al.
1997b, Hofer et al. 1997a, Unseld et al. 2000). La
recombinacién molecular de diferentes begomovirus
ha sido también reportada bajo condiciones experi-
mentales (Hou y Gilbertson 1996) y naturales (Berrie
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et al. 2001, Monci et al. 2003, Jovel et al. 2003).
Ademads, un efecto sinérgico ha sido reportado en la
interaccion de begomovirus infectando yuca (Manihot
esculenta) en Africa (Fondong et al. 2000).

El hecho de que no se haya encontrado una interac-
cion de sinergismo entre el SIGMCRYV vy el resto de
geminivirus evaluados es, probablemente, consecuencia
del corto periodo de tiempo en el cual dichos virus
pueden coexistir en un hospedante como N.
benthamiana, el cual escasamente sobrevive veinte
semanas. En la naturaleza, por otro lado, los procesos
de adaptacion —mediante la recombinacién, la muta-
cién, o las interacciones sinérgicas con otros virus pa-
ra formar complejos virales—, o de seleccion —me-
diante la competencia entre virus o la incompatibili-
dad con factores de la planta—, posiblemente ocurren
a lo largo de prolongados periodos de tiempo y han
conducido a la variabilidad genética y a la evolucion
dindmica que hoy observamos en los geminivirus.
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