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latter 1s a new report of a virus. No Begomovirus was detected in the melon samples
analyzed. In addition, Begomovirus was diagnosed in the wild plants associated with

these crops.
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Deteccién de Begomovirus en los cultivos de sandia (Citrullus lanatus) y melén

(Cucumis melo) en Costa Rica, durante el 2003 al 2005

J.A. MORA, Centro de Investigacion en Biologia Celular y Molecular, Universidad de
Costa Rica, San Jose 2060. E-mail anibalmora@hotmail.com; M.R. ROJAS, Department of
Plant Pathology, University of California, Davis 95616. E-mail mrrojasf@ucdavis edu; F.
MORA-UMANA, Convenio Universidad de Costa Rica—Ministerio de Agricultura y
Ganaderia. E-mail fmora@protecnet.go.cr: J. KARKASHIAN, Centro de Investigacion en
Biologia Celular y Molecular, Universidad de Costa Rica, San José 2060. E-mail
Jamesk@biologia ucrac.cr; P. RAMIREZ, Centro de Investigacion en Biologia Celular y

Molecular, Universidad de Costa Rica, San José 2060. E-mail pramirez@biologia.ucr.ac.cr.

La mayoria de areas productoras de sandia (Citrullus lanatus L.) y melon (Cucumis
melo L.) en Latinoamérica han sido afectadas por Begomovirus (Familia Geminiviridae,
género Begomovirus) desde inicios de los afios 90. Lo anterior ha generado consecuencias
devastadoras para la economia de este sector agroindustrial. Los Begomovirus son patogenos
importantes de cultivos tropicales y subtropicales del hemisferio oeste (Morales y Anderson
2001). Esta epidemia parece estar asociada a factores tales como la aparicién de vectores
mas eficientes, nuevas variantes virales, cambios en los sistemas de cultivos y a la
introduccion de variedades susceptibles a los campos (Varma y Malathi 2003).

Los Begomovirus son transmitidos por las moscas blancas (Bemisia tabaci Genn.).
Los Begomovirus endémicos de América tienen genoma bipartito. El componente A (ADN-

A) v el componente B (ADN-B) son de aproximadamente 2.6kb cada uno y comparten una
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region comun (RC) de ~200nt la cual es 1déntica entre los componentes de la misma especie.
El ADN-A contiene cinco genes o marcos de lectura abiertos (ORF) que se encargan de la
replicacion y la encapsidacion viral. El ADN-B contiene dos genes los cuales codifican para
proteinas relacionadas con el movimiento viral (Hanley-Bowdoin e al. 1999, Fauquet y
Stanley 2003, Gutierrez 2003).

El grupo de los Begomovirus tiene gran diversidad entre los virus de plantas. Esta
posiblemente se generd por eventos de mutacion, recombinacion, rearreglos y adquisicion de
nuevos genes. Las mutaciones puntales y las pequefias inserciones o deleciones
tradicionalmente se han considerado como una fuente importante de diversidad de virus
(Domingo y Holland 1994). Sin embargo, Padidam et al. (1999) sefialan que entre los virus
ADN, la recombinacion interespecifica funge un papel importante en el aumento de la
diversidad de secuencias. Estos eventos pueden haber originado a algunos Begomovirus que
infectan sandia y melon.

En Latinoamérica se han reportado varios Begomovirus que infectan melon y sandia.
En melon se han identificado seis: el virus del enrollamiento de la hoja de cucurbitas
(“cucurbit leaf curl virus” — CuLCuV) (Brown et al. 2002) y el virus del arrugamiento de la
hoja de cucurbitas (“cucurbit leaf crumple virus” — Cul.CrV) (Guzman et al. 2000) los
cuales que se encuentran en el suroeste de los Estados Unidos y en norte de México; entre
tanto ¢l virus del enrollamiento clorético de la hoja del meldn (“melon chlorotic leaf curl
virus” — MCLCuV) se ha reportado en el estado de Zacapa, Guatemala (Brown ef al. 2001);
el virus del mosaico clordtico del melon (“melon chlorotic mosaic virus” — MCMV)
detectado en el 2002 en el estado de Lara, Venezuela (Ramirez ef al. 2004); y el virus del

enrollamiento de la hoja del ayote (“squash leaf curl virus” — SLCV) que se encuentra






(fig. 1). El muestreo se realizé durante la €época seca correspondiente a la cosecha de los
afios 2004 y 2005. En la cosecha del 2006 solamente se colecto tejido vegetal de sandia. Las

muestras foliares se preservaron en silica gel antes de su analisis en el laboratorio.

Fig. 1. Mapa de Costa Rica. Se resaltan en gris las regiones Pacifico Norte (1) y Pacifico
Central (2).

Para el diagndstico de Begomovirus se utilizo la técnica de hibridacién por “dot blot”
con dos sondas generales. Ademas las muestras se analizaron por medio de PCR con
:niciadores generales. Los productos de PCR se visualizaron por medio de tincion
convencional con bromuro de etidio e hibridacion por “southern blot”. Los virus se

wdentificaron individualmente con hibridaciones por “dot blot™ con seis sondas especificas.



Extraccién de dcidos nucleicos totales. Los acidos nucleicos totales de las muestras fueron

extraidos siguiendo una modificacion del método Dellaporta (Rojas ef al. 1993).

Hibridacién por “dot blot”. Se colocaron tres microlitros de ADN total desnaturalizado en
membranas de nylon tipo A (Pall Corporation, Glen Cove, NY). Las muestras se fijaron con
una fuente de luz UV calibrada a 50m)] y la sefial se detecto con autoradiografias.

El ADN de la sonda sin marcar se utilizd como control positivo, ademas de dos
controles negativos, el primero de agua y el segundo de ADN extraido de una planta sana.
Sonda general. Se utilizaron dos sondas generales: en el primer sistema se utilizo el
extremo tres prima del gen cp correspondiente al virus del mosaico amarillo dorado del frijol
(“Bean golden yellow mosaic virus” BGYMV-[GT]), el cual se amplifico con los
iniciadores especificos PBGGTv647 y PBGGTc1048 (Potter et al. 2003). El amplicén se
marcé e hibridd a baja astringencia (55°C) de acuerdo a las especificaciones del proveedor
del sistema de marcaje y deteccion de genes: “Gene Imagen Alkphos Direct Labeling and
Detection System” (Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ), este sistema se denominé “dot
blot“™. En el segundo sistema se utiliz6 una mezcla de clones completos del ADN-A de los
virus TYLCV, BGYMYV, CuLCrV, PHYVVA y ToMoV, en este caso el sistema se llamé:
“dot blot™“*” (mezcla de componentes A). Esta sonda se marco con [a’°P]-dCTP por
“nick~translation” (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). La hibridacién se llevo a cabo a
2aja astringencia (37°C) de acuerdo a Gilbertson et al. (1991) (Cuadro 1y 2).

Sondas especificas. Las muestras de sandia y OP se analizaron a alta astringencia (42°C)
con seis sondas especificas (Gilbertson er al. 1991). La primera sonda corresponde a un clon

e la regién hipervariable del SYMMoV (SYMMoV™). Otras se hicieron marcando los












chlorotic leaf curl virus” — MCLCuV); U57457, virus del mosaico dorado del chile-
Tamaulipas (“pepper golden mosaic virus—Tamaulipas” — PepGMV-TAM); X70418, virus
de la vena amarilla en Huasteco del chile (“pepper Huasteco yellow vein virus” — PHYVV);
D00940, virus del mosaico amarillo de la papa-Venezuela (“potato yellow mosaic virus—
Venezuela” - PYMV-[VE]); AF039031, virus del mosaico amarillo de la papa—Trinidad y
Tobago (“potato yellow mosaic virus-Trinidad y Tobago” — PYMV-[TT]); AF408199,
virus del mosaico dorado de la Rhynchosia (“Rhynchosia golden mosaic virus” — RhGMV);
AF049336, virus del mosaico dorado de la Sida (“Sida golden mosaic virus” — SiGMV),
X99550, virus del mosaico dorado de la Sida de Costa Rica (“Sida golden mosaic Costa
Rica virus” — SIGMCRV);, M38183, virus del enrollamiento de la hoja del ayote (“squash
leaf curl virus-E” — SLCV-E); AF421552, virus del enrollamiento leve de la hoja del ayote
(“squash mild leaf curl virus-Imperial Valley” — SMLCV-[IV]); AY064391, virus del
moteado leve amarillo del ayote (“squash yellow mild monle virus” — SYMMoV), NC
001507, virus del mosaico dorado del tomate (“tomato golden mosaic virus” — TGMV);
AF608286, virus del enrollamiento de la hoja del tomate de Sinaloa—Nicaragua (“tomato
leaf curl Sinaloa virus—Nicaragua” - ToLCSinV—[Nic]); NC 003830, virus del
corrugamiento de la hoja del tomate (“fomato leaf crumple virus” — TLCrV);, AY029750,
virus rugoso severo del tomate (“fomato severe rugose virus ” — ToSRV); NC: 004642, virus
del corrugamiento severo de la hoja del tomate (“fomato severe leaf curl virus” — ToSLCV);
AJ245650, virus del enanismo clotérico de la sandia—Sudan (“watermelon chlorotic stunt

virus—Sudan” - WmCSV-SD).
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sandia. Una situacién similar se observé con las OP, donde la sonda MCA mostré mayor

sensibilidad (Cuadro 2).

Cuadro 1. Deteccién de Begomovirus utilizando una sonda general®, entre el total de
muestras analizadas por especie y por afios de cosecha.

Cosecha
Especie Total
2004 2005 2006
Cucumis melo 0/144 0/97 0/241
Citrullus lanatus 26/33 20/29 731780 119/142
Otras plantas
Cucumis sativus 0/3 0/4 0/7
Cucurbita foetidissima 0/2 0/2
Capsicum annuum 0/4 0/4
Nicandra physalodes 1/1 1/1
Sida sp. 2/2 1/1 3/3
Malva sp. 2/2 3/3 5/5
Gossypium herbaceum 0/2 0/2
Euphorbia sp. 2/3 2/2 4/5
Carica papaya 212 212
No identificadas 5/17 4/5 9/12
Total General 38/195 32/151 73/80 143 / 426

a= Las muestras positivas se determinaron por medio de *dot blot” con la sonda MCA.
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Se detectaron Begomovirus en el 66% de las muestras de sandia y el 51% de las OP,
cuando se utilizo la técnica de PCR con iniciadores generales. Al analizar los productos de
PCR por hibridacidn por “Southemn blot” con la sonda MCA, no se registraron cambios en el
numero de muestras positivas de sandia con respecto a la técnica de PCR. En el caso
particular de las OP, se obtuvo mayor sensibilidad con la hibridacion por “Southern blot™.
Con ninguno de los cuatro métodos de diagndstico se detectd la presencia de Begomovirus

en las muestras de melon (Cuadro 2)

Cuadro 2. Deteccidon de Begomovirus en sandia, meldn y “otras plantas” colectadas en la
region Pacifico Norte y Pacifico Central de Costa Rica durante los afios 2003-2006

mediante los cuatro sistemas de diagndstico .

Muestra Dot Blot ™~ Dot Blot ™ PCR T
Electroforesis Southern Blot M4
Sandia 119/ 142 11/142 94 /142 94 /142
Melon 0/241 07241 0/40 0/40
Otras plantas 24 /43 13/43 15743 17/43

a. Los resultados se muestran como niimero de plantas detectadas positivas sobre total de muestras analizadas.
CP: Sonda general CP marcada con el sistema Alkphos Direct. MCA: Sonda general MCA marcada por nick~
Tanslation. 494—-1048: iniciadores generales PAV1v494 y PAV1c1048.

Identificacion de Begomovirus que infectan sandia y OP. Del total de muestras
Ziagnosticadas positivas para Begomovirus, se 1dentificd el virus presente en el 26% de las

=uestras (Cuadro 3).
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Se determino la presencia del SYMMoV en cinco muestras de sandia. Once muestras
fueron consistentemente positivas con las sondas especificas TLCrV#®, WmLCuV*® y
WmLCuV™ y en tres muestras se detectd sefial con la sonda 05-2599™P. Al analizar el
grupo de OP no de determind la presencia de SYMMoV, 18 muestras fueron positivas con la
sonda TLCrV#, en nueve de estas se obtuvo sefial con la sonda TLCrV® y en siete con las

sondas WmLCuV*™™ y WmLCuV™ (Cuadro 3).

Secuenciacién de los clones. Las secuencias de los clones WmLCuV™ y WmLCuV™
raslapan en 43nt con un 100% de identidad. A partir de estas se ensambld la secuencia
completa del ADN-A del WmLCuV, el cual tiene una longitud de 2 662nt y presenta los
<inco genes u encuadres de lectura reportados para los Begomovirus del hemisferio oeste:
cp. rep, trap, ren y ac4. La RC posee los seis elementos cis involucrados con la regulacion
Je la replicacién y de la transcripcion: motivo-CA, sitio de unidn a REP, caja-TATA,
motivo—AQG, caja-G y la secuencia de asa de nueve nucleétidos (Orozco er al. 1998 vy
Hanley-Bowdoin et al. 1999).

El WmLCuV tiene mayor identidad con el SYMMoV (83%) y con el MCLCuV
80%) (Cuadro 4). La RC del ADN-A tiene menos del 84% de identidad nucleotidica
comparada con otras RC de virus conocidos.

La secuencia del clon 05-2599™" tiene una identidad baja al compararlo con otros
virus reportados en GenBank. La mayor identidad la presenta con el SYMMoV (57%). La
RC del ADN-B posee los seis elementos cis descritos anteriormente. La identidad entre las

dos RC secuenciadas es del 82%.
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=voiucrados. Estos resultados se comprobaron por medio de PCR-RFLP con el segmento

~ecombinante del virus (Figura 4).
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Fig. 2. Analisis filogenético que indica la relacion entre la secuencia nucleotidica de ADN—
A del WmLCuV y otros Begomovirus. Se utilizé método de maxima parsimonia (MEGA)
con 1 000 “bootstraps”. El numero en cada rama indica el porcentaje de “bootstrap”, se

eliminaron los valores menores a 50. Las ramas horizontales y verticales son arbitrarias.
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Fig. 3. Analisis filogenético que indica la relacidén entre la secuencia nucleotidica del gen ¢p
(A) y rep (B) del WmLCuV y otros Begomovirus. El arbol fue hecho por el método de
maxima parsimonia (MEGA) con 1 000 “bootstraps”. Las ramas horizontales y verticales
son arbitrarias. El nimero en cada rama indica el porcentaje de “bootstrap”, se eliminaron

los valores menores a 50.

Las plantas de melon evaluadas mostraban algun tipo de sintomatologia relacionada
con virus. Considerando los datos obtenidos se puede inferir que estos pueden ser causados

20r otros virus o factores de indole abiético (Hull 2002)
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Condiciones como la presencia de mosca blanca, baja precipitacion, baja humedad
relativa y altas temperaturas, favorecen el desarrollo de poblaciones del insecto Bemisia
tabaci y por ende de la dispersién del virus. Estas condiciones predominan en los estados de
Zacapa en Guatemala y Lara en Venezuela en donde se han reportado severas infecciones
con Begomovirus en plantaciones de melon (Brown er al., 2001, Ramirez et al., 2004).
Condiciones similares se presentan en las dos regiones evaluadas en Costa Rica. Surge la
interrogante: ;Por qué no se detectan Begomovirus en melon en Costa Rica? Pueden existir
dos.causas: (1) si hay Begomovirus que infectan melon. No obstante, el grado de sensibilidad
de las técnicas utilizadas no detectan los niveles virales presentes en los tejidos, debido a las
bajas concentraciones presentes. Factores propios de las interacciones entre plantas y/o virus
-pueden afectar la concentracion viral en los tejidos vegetales. En Guatemala se han
diagnosticado infecciones mixtas causadas por Crinivirus y Begomovirus transmitidos por
moscas blancas en ¢l cultivo del melén, En Costa Rica no se han reportado infecciones
causadas por Crinivirus en este cultivo, pero si se ha diagnosticado la presencia de Potyvirus
y del virus del mosaico en pepino (“Cucumber mosaic virus” - CMV) en plantaciones de
melon. Lo anterior sugiere que la interaccion entre virus en una misma planta puede afectar
las concentraciones de ambos virus (Hull 2002). (i) No hay Begomovirus que infectan
melon en Costa Rica. El SYMMoV y el MCLCV presentan un 90% de identidad
nucleotidica. El segundo se ha reportado como agente causal de importantes infecciones
virales en plantaciones comerciales de melén en Guatemala. El SYMMoV se ha encontrado
en cultivos de sandia, ayote (Cucurbita moschata), papaya (Karkashian et al. 2002) y frijol
(Ramos-Reinoso 2004) en Costa Rica, pero no se ha diagnosticado en melon. Debido en

parte a esta diferencia entre hospederos se propone que el SYMMoV y el MCLCV se
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consideren dos especies de virus diferentes y no una sola, tal como lo proponen Fauquet y

Stanley (2005).

Identificacion de los Begomovirus presentes en sandia y otras plantas: En el cuadro 3 se
observa que cinco muestras de sandia son positivas para SYMMoV, lo cual corrobora los
datos obtenidos por Karkashian et a/ (2002). En 11 muestras se detecté la presencia del
WmLCuV, el cual se caracterizo por primera vez en esta investigacion. En las mismas 11
muestras se detectd secuencia complementaria al TLCrV-A; sin embargo, al no detectar el
ADN-B se puede afirmar la presencia del virus TLCrV en sandia. La evidencia de secuencia
indica que la sonda TLCrV* hibrida con una region del WmLCuV-A, ademas todas las
muestras positivas para TLCrV? lo fueron con las sondas WmLCuV**® y WmLCuV™, o
cual evidencia que la sonda TLCrV* hibrida con el WmLCuV.

Se detecté SYMMoV y WmLCuV en muestras de sandia, ambos virus con baja
incidencia (3 y 7% del total de muestras analizadas, respectivamente). Lo anterior se puede
deber a que durante esa €poca existiera poco indculo viral en la zona o que estos virus
presenten alguna limitante que impida infectar de forma eficiente las plantas de sandia (Hull
2002). Con las sondas especificas utilizadas no se identifico el virus presente en el 90% de
las muestras que mostraron ser positivas para Begomovirus. Es posible que existan otros
Begomovirus que infecten sandia en el Pacifico Norte y Pacifico Central de Costa Rica y que
aun no se hayan caracterizado.

Cuando se analizaron las OP con las sondas especificas, se diagnostico la presencia
del TLCrV en Sida sp. y Malva sp., y otras dos OP no identificadas, lo cual constituye el

primer reporte del TLCrV en Costa Rica. Este virus fue descrito y caracterizado en el norte
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de Meéxico y sur de EE.UU,, en donde se ha diagnosticado en tomate, chile y Malva
parviflora (Paplomatas et al. 1994, Brown et al. 2000). La diseminacion del TLCrV podria
ser un ejemplo de movimiento de virus a larga distancia producida por actividad humana, ya
que este no se habia reportado para la region mesoamericana. En Costa Rica se han
reportado el virus del moteado amarillo del tomate (“tomato yellow mosaic virus” -
ToYMoV, Nakhla et al. 2005), el virus del chile de Texas (“Texas peper virus” - TPV,
Lotrakul er al. 2000) y el virus de la vena amarilla del chile de Huasteco (“pepper Husteco
yellow vein virus” - PHYVV (M. Rojas datos no publicados) Begomovirus infectando
tomate. El TLCrV constituye el cuarto virus perteneciente a este género, que infecta este
cultivo de importancia agronémica en nuestro pais.

Con respecto a las OP, dos muestras de papaya (Carica papaya) y cuatro de
Euphorbia sp. se diagnosticaron con el WmLCuV. Los resultados anteriores indica que estas
plantas son hospederos alternos del virus, constituyéndose en reservorios de inoculo viral
(Salati er al. 2002).

En el caso especifico de Nicandra physalodes se diagnostico la presencia de los virus
TLCrV y WmLCuV de forma simultanea en una sola muestra. Lo anterior es indicativo de
que en esta se presenta una infeccion mixta con dos Begomovirus. Padidam e al. (1999)
sefiala que las infecciones mixtas son importantes en la evolucion de los virus, ya que
proveen una condicion para la recombinacion, la cual puede contribuir a la aparicion de
variantes mas severas o nuevas especies virales. No obstante, las infecciones mixtas han sido

poco estudiadas en Centroamérica (Rojas er al. 2005).
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WmLCuV es una nueva especie de Begomovirus del grupo del SLCV. La secuencia del
WmLCuV comparte menos del 83% de identidad nucleotidica del ADN-A con otros
Begomovirus descritos. Este valor se encuentra por debajo del umbral establecido por el
Comité¢ Internacional de Taxonomia de Virus (90%) para distinguir especies de
Begomovirus, por ello el virus del enrollamiento de la hoja de sandia (“watermelon leaf curl
virus” - WmLCuV) debe ser considerado como una nueva especie nueva de virus..

Al comparar las secuencias de la RC del ADN-A y ADN-B de la muestra 05-2599
se determiné que presentaban una identidad nucleotidica del 82%, por lo que se deduce que
' la secuencia del ADN-B no pertenece al WmLCuV, lo cual es indicativo que la muestra en
mencion presenta una infeccion mixta causada por al menos dos virus.

El ADN-B del WmLCuV no se detecto en la muestra 05-2599, se puede deber a dos
causas: (i) se secuenci¢ la RC de un virus diferente al WmLCuV, lo cual podria ser posible
dado que la muestra 05-2599 presenta una infeccion mixta. (i1) EI WmLCuV podria ser un
virus pseudorecombinante y no presentar ADN-B. En este caso las funciones del ADN-B
son suministradas por otro virus. Se ha demostrado que virus diferentes con baja identidad
en la RC (hasta un 60%) pueden formar pseudorecombinantes (Pita et al. 2001).

El grupo filogenético de Begomovirus del SLCV esta conformado por virus que
infectan cucurbitaceas como SLCV-E, SMLCV-[IV], SYMMoV, MCLCV, CuLCuV,
CuLCrV vy algunos que infectan otros cultivos como: BCaMV, CaLCV y PepGMV. El
analisis filogenético del ADN-A del WmLCuV, indica que este se encuentra en una
posicion basal del grupo, lo cual es de esperarse ya que el virus presenta un segmento
recombinante. Al analizar los genes cp, trap y ren, el WmLCuV se ubica en una rama

cercana al SYMMoV. Sin embargo, con los genes rep y ac4, muestra mayor afinidad con



23

otros virus pertenecientes al grupo del AbMV, lo cual es de esperarse ya que en esta region
es donde se presenta el segmento recombinante. Al realizarse los andlisis filogenéticos
concernientes a este virus, se observo que el mismo ocupa una posicién diferente al utilizar
distintos genes del ADN-A, lo anterior sugiere que se originé por medio de un evento de
recombinacion (Padidam et al. 1999, Martin et al 2005b).

Es de importancia sefialar que el WmLCuV se diagnostico en sandia y en dos
hospederos alternos que no pertenecen a la familia Cucurbitaceae (Euphorbiaceae y
Caricaceae). Este virus al igual que el SYMMoV, presenta mayor ambito de hospederos,
que otros pertenecientes al mismo grupo y que infectan Unicamente cucurbitaceas (SLCV-E,

SMLCV-[IV], MCLCV, CuLCuV y CuLCrV).
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Fig. 4. Analisis por PCR~-RFLP de cinco muestras de sandia positivas para el WmLCuV. Se
amplificé la porcién superior del ADN-A con los iniciadores generales pACv1978 y
pAVc715 y se digind con diferentes enzimas de restriccion. Se presenta €l mapa de
restriccion del segmento amplificado (A) v los resultados de las digestiones con EcoR I (B),
EcoR V (C) y BamH I (D), evaluados en geles de agarosa al 1% en solucion TAE.
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