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ABSTRACT

The geminivirus viral DNA associated with the tomato
yellow mosaic disease, were detected throughout the
tomato plant one day after inoculation (dai). Viral DNA
titers were higherinthe foliage and the stem, and very low
in the root tip. New leaves became infected rapidly.
Nevertheless, symptoms were considerably delayed.
Although mild mosaics and foliar distortions were observed
at 7 dal, well defined symptoms appeared at 39 dai.
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RESUMEN

El ADN viral de los geminivirus asociados con el mosaico
amarillo del tomate se detecto en todaslaspartesde la
planta de tomate, desde el primer dia después de la
inoculacién (ddi). La concentracién de ADN viral fue
mayor en el foligje y tallo, y baja en el meristemo radical
(cofia). Lashojas nuevasfueroninfectadasrapidamente.
Sinembargo, la apariciénde sintomasse retardd mucho.
Desde los 7 ddi habia mosaicos y distorsiones foliares
muy leves, y los sintormas bien definidos se presentaron a
los 39 ddi.

Palabras claves: Geminivirus, Mosaico amarillo del
tornate, Tomate Translocacién viral, Costa Rica.

INTRODUCCION

En América Central y el Caribe, el tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.) es afectado
severamente por geminivirus fransmitidos por la
mosca blanca Bemisia tabaci (Gennadius) (Hilie
y Arboleda 1993). Se ha caracterizado
parcialmente uno en Costa Rica (ToYMV) y varios
en Guatemala, Hondurasy Nicaragua (Nakhla et
al. 1994, Patel et al. 1993, D.P. Maxwell 1995, com.
pers.).
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De ninguno de éstos se ha estudiado su
movimiento, distribucién y multiplicacién dentro
de la planta, como se ha hecho para el virus del
mosdaico africanodelayuca (ACMV) (Fargette ef
al. 1987) y el de la hoja rizada del tomate (TYLCV)
(Ber et al. 1990, Rom et al. 1993, Michelson et al.
1994), Lo cual es bdasico para entender su
interaccién con elhospedante, asicomo parasu
manejo, especialmente por métodos
fitogenéticos y agricolas.

Elpropésito de este trabajo fue determinaria
distribucién de geminivirus dentro de la plantade
tomate, asi como la concentracion relativa del
ADN viral en varias estructuras vegetativas.

20




Hancis Tntegrads de Plagas Ha. 38

MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del experimento. Se realizé en un
invernadero del CATIE (Turrialba, Costa Rica), asi
como en el laboratorio de Biologia Molecular del
CATIE y en el Centro de Investigacion en Biologia
Celulary Molecular (CIBCM) de la Universidad de
Costa Rica. :

Plantas de prueba. Se utilizaron plantas de
tomate var. Hayslip, sembradas en macetas
plasticasde 12cmde alturay 16 cmde didmetro.
El sustrato fue una mezcla de suelo, granza de
arroz y abono orgdanico (10:2:1) con 20 g/kg de
fertilizante 14-14-14 (N-P-K). Las plantas sanas se
inocularon a los 15 dias de geminadas (ddg).

Transmisién del virus. Se utilizaron adultos
viruliferos de B. fabaci, provenientes de una
colonia mantenida en el invernadero sobre
plantas de tomate infectadas con el mosaico
amarillo deltomate. Para garantizarla adquisicion
de virus, por 48 h se colocaron grupos de tres de
estos adultos sobre una planta infectada, dentro
demicrojaulaspldsticas (2,5cmdealturay 1,5cm
de didmetro). Lasmicrojaulas se adhirieron por 24
h a la hoja 1 (Fig. 3) de las plantas sanas, para
inocularlas. Esto se hizo en cinco plantas, tres de
las cuales se utilizaron enla prueba de hibridaciéon
del ADN viral y el resto se dejo para observar
sintomas.

Andilisis delvector porPCR. Se utilizé un andlisis
delareaccién en cadenadelapolimerasa (PCR)
pdraconfirmarlacondicionvirulifera de losadultos
provenientes de la colonia.

Se prepardé una extraccién cruda de los
dcidos nucleicos de cinco adultos, provenientes
de la colonia mantenida en los invernaderos,
trituréndolos con pistilos Kontes en 50l de STE (0,1
M NaCl, 10 mM TrisHclpH8, 1 mM EDTA pH8).
Despuésdeclarificarse por centrifugaciona 10.000
rom, 10 ul del sobrenadante se utilizaron en una
reaccion de 50 ul de PCR que contenia 10 mM
dNTPs, 2,56 mM MgCl, y 0,4 unidades de la Taq
Polimerasa.

Se ufilizaron “imprimadores” degenerados,
que hibridan con secuencias de la subunidad A
de la mayoria de los geminivirus fransmitidos por

. B. tabaci: PAL1V 1979 (hibrida dentro de la

secuenciacomplementariadelgen AL1)yPARIC

503 (hibrida dentro de la secuencia viral AR1). La
sonda fue donada por el Dr. Douglas P. Maxwell
(Universidad de Wisconsin-Madison). En presencia
de ADN viral, los “imprimddores” amplifican un
fragmento de 1018 pb. La secuencia de éstos es
la siguiente: PALTV 1979
5'GCATCTGCAGGCCCACATYGTCITYCCNGT 3'
y PARIC 503
5'CATGCTIGCAGTACATYGGCCIYTTDACCC3'Los
nucledtidos en las posiciones degeneradas estdn
representados poruna simple letra del cédigo de
ambiguedad IUPAC: D:A,G,T; HEACT, KiGT;
M::A,C; Ni:A,C,G,T; R:A,G; WA T, Y:C.T.

Toma de muestras. Se muestreé alos 1, 2, 3,
4, 5, 10 y 15 dias después de inocular {ddi). En
cada fecha se tomaron del centro de las hojas 1,
2,3, 4,5y 6, dos discos de 5 mm de diGmetro y
0,026 g, en promedio; segun su aparicién, el
numero de cada hoja varié en cada fecha (Fig.
3). En el tallo, se cortaron dos porciones, a nivel
inferior, medio y superior, cada una de 0,01 g. De
laraizse cortaunamuestra de la cofia, de 0,01g.

Preparacién de la muestra. El material se
depositd en tubos Eppendorfde 1,5 ml, a los que
se agregd 135 ul de 10X SSC (500 mi 20XSSC/1)
como amortiguadorde extraccion (Abad y Moyer
1992). Semacerd con pistilos Kontes. Los extractos
se centrifugaron a 10.000 rpm durante 1 min. Del
sobrenadante se tomaron 3 ul y se colocaron
sobre la cuadricularespectivade unamembrana
de nylon (PhotoGene®), humedecida
previamente en 10X SSC durante 5 min. Las
membranasse secaron a temperatura ambiente
sobre papel 3 MM por 15 min. Al secarse, se
hornearon al vacio a 80°C durante 45 min, y
luego se almacenaron en un desecador, parala
hibridacion.

Condiciones de hibridacién. La
prehibridacién se realizé durante dosh a42°C en
250 ul/cm? de una solucién que contenia 50% (v/
v) de formamida, 6X SSPE (0,06 M NaH2P04.H20,
0,9 MNacCl, 0,06 M Na2EDTA.2H20), 5X Denhard’s
(Ficoll 0,1% (p/v) + PVP 0,1% (p/v) + albuminra de
suero de bovino BSA 0,1% (p/v)), 0,5% Sarcosyl y
200 ug/ml de ADN esperma desnaturalizado de
salmaon.
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Fig. 1. Deteccién del geminivirus un dia después de inocular, en las hojas (h1-h3), tallo (ts:
superior, tm: medio, ti: inferior) y raiz (r) de la plante de tomate, en comparacién con el
amortiguador (b). 1,2 y 3 son las repeticiones (Foto:G.G.Rivas y F.Solano).

La hibridacién se realizé durante 18 h a 42°C
en und solucién de hibridacién (50% (v/v) de
formamida, 6X SSPE, 5X Denhard'’s, 20% Sarcosyl,
400 ug/ml ADN de esperma desnaturalizado de
salmén y la sonda biotinilada Virus Chino del
Tomate (CdTV) a razén de 100 a 150 ng.

Las membranas se lavaron a 65°C en una
solucién 5X SSC y a 50°C en 0,1X SSC. Se
mantuvieron a 65°C por 1 h en una solucién
bloqueadora (3% BSA en TBS-Tween 0,75 mi/cm?,
pH7.5). Se anadié elconjugado de estreptavidina
fosfatasa alcalina SA-AP (7 ul/100 cm?) y se lavod
conlasolucién Final Wash PhotoGenef (1 mi/ecm?,
1:10) durante 1 h.

Deteccién de la hibridacién. Se utilizd 0,01
mi/cm? del reactivo de deteccion (4-metoxi-4-(3-
fosfatofenil) espiro [1,2, dioxietano-3,2'-
adamantano]) en 0,76 M de 2-amino-2-metil-1-
propanol y activadores. Las membranas se
incubaron a temperatura ambiente durante 2 h
en un cudarto oscuro. Se utilizé la pelicula Kodak?
T-Mat G. El tiempo de exposicion varié de 30 min
abh.

Andilisis de la pelicula de diagnéstico. La
cantidad de ADN viralen cada muestra se estimé
a través de un densitdbmetro con el software
Image 1.10 h (Version 2 para Mcintosh).

RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis del vector por PCR. La reaccidén de
PCR amplificé moléculas de ADN de un peso
molecular de 1018 pb. Estas moléculas resultaron
positivas cuando se sometieron a la hibridacion
molecularcon una sonda generalquereconoce
geminivirus. Es decir, los adultos de B. tabaci
utiizados en el experimento eran viruliferos.

Distribucién del ADN viral en la planta. Los
geminivirus se detectaron desde el primer dia
despuesde lainoculacién, en todaslas partesde
la planta (Figs. 1, 3) lo cual demuestra su
capacidad de translocacion. Estos resultados
coinciden con Michelson et al. (1994), quienes
detectaronal TYLCV alos2 ddi, enun experimento
andlogo.

Hubo diferencias (p <0,05) enla cantidad de
ADN viral detectada a través del tiempo. Su
concentracién difirié (p < 0,05) en cada parte
vegetativa (Fig. 2), resultando mayor en el follaje
y tallo. La hoja 1 (punto de inoculacion) presenté
una tendencia casiconstante desde el2ddi, con
130-150 unidades de densidad (UD). En las hojas
2 y 3 (su posicién varié durante el experimento),
asicomo en lastrespartesdel tallo, hubo altibajos.
Esto quizds se debid a un error operativo, ya que
en la pelicula de diagndstico aparecieron dreas
sombreadas, que interfirieron con la lecturaen el
densitobmetro. La raizmostré menor acumulacion
de ADN viral hasta el 10 ddi, cuando tuvo un pico
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Fig. 2. Cuantificacién del ADN viral enlashojas (h1-hé), tallo (ts:
superior, tm; medio, ti: inferior) y raiz (r) deld planta de tomate.
La altura de la barra es proporcional a la sefial de hibridacién,
El nimero de cada hoja varié en cada fecha, segin su
aparicion.

alto (Fig. 2); a los 15 ddi descendié
marcadamente, pero en esta fecha se hizo solo
unalectura, por elexceso de sombraenla pelicula
de diagnéstico.

Los geminivirus, después de inoculados, se
desplazan por el floema (Lastra y Gil 1981). Esto
explica que los agui analizados descendieran al
tallo, donde alcanzaron concenfraciones
superiores a las del follaje, para llegar luego a
otras hojas (Figs. 2 y 3). Sin embargo, el meristemo
radical (cofia) casi nunca mostrd altas
concentraciones, lo cual podria obedeceraque
en él no hay reproduccién del virus (Ber et al.
1990), sino solamente transporte hacia las partes
superiores de la planta. Conforme brotaron hojas
nuevas, fueron infectadas radpidamente (Figs. 2,
3). Enlashojas conmayor concentracionde ADN
viralalos 5 ddi, alos 10 ddi ésta disminuyd, lo cual
sugiere que existe un gradiente de replicaciony
transporte en la planta, que permite a los virus
desplazarse hacia los tejidos nuevos (Ber et al.
1990). Este patron de distribucion coincide con el
del TYLCV (Ber et al. 1990, Michelson ef al. 1994).

A pesar de la rdpida distribucién de los virus
en la planta, la aparicién de sintomas se retardé
bastante. Estos (clorosis, encrespamiento y
reduccion del follaje) resultan de la disminucion
de la fotosintesis, el incremento en la respiracién
celular, ylareduccién en elcontenido de clorofila,
proteinas y nitrdgeno (Leal y Lastra 1984). Desde
los 7 ddihabia mosaicosy distorsiones foliares casi
imperceptibles. Los sinfomas bien definidos y
faciimente detectables se presentaron a los 39
ddi, en 20 plantas trasladadas al campo. Este
dato se aproxima bastante alo que sucedeenlos
campos agricolas, donde los sinfomas
comuinmente se perciben a los 38-43 dias desde
la germinacién (Hilie et al. 1993).
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DIAS DESPUES DE INOCULAR

Fig. 3. Distribucién del ADN viral del geminivirus en las hojas (h1-hé), tallo (ts: superior, tm: medio, ti: inferior) y raiz (r) de la planta de
tomate. La escala de la concentracién del virus (A: alta, B: media, C: baja) depende de la sefial de deteccién en la pelicula de

diagndstico.
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