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RESUMEN. 

 

Los geminivirus son fitopatógenos que infectan a una amplia variedad de plantas 

silvestres y cultivadas, y provocan anualmente grandes pérdidas económicas en las 

regiones tropicales y subtropicales del mundo. La familia de los geminivirus se divide 

en cuatro géneros, el más diverso de los cuales es el de los begomovirus que, por 

otra parte, es el único que se encuentra representado en nuestro país y el resto de 

Latinoamérica. Estos virus son transmitidos por un insecto considerado una plaga 

mundial, la mosquita blanca (Bemisia tabaci Genn), y poseen un genoma que está 

constituido por una o, más comúnmente, dos moléculas diferentes de DNA circular 

de cadena sencilla. 

Entre los begomovirus del continente americano se distinguen dos subgrupos, uno 

relativamente pequeño pero económicamente importante, denominado “linaje del 

SLCV”, y el más extenso y diversificado linaje de los begomovirus “típicos”. Los 

miembros del primer subgrupo se hayan  distribuidos en Norteamérica y 

Mesoamérica, y se distinguen por las características atípicas del dominio 1-140 de la 

proteína iniciadora de la replicación (Rep) y por el número y arreglo de sus iterones. 

Las técnicas de diagnóstico molecular actualmente utilizadas no permiten distinguir 

entre virus de los dos linajes mencionados, por lo que es usual que los virus del 

subgrupo del SLCV no sean detectados cuando coexisten con otros begomovirus en 

infecciones mixtas. 

El genoma B de los begomovirus codifica proteínas involucradas en el movimiento 

del virus a través de la planta. A pesar de su importancia para la infección, sólo se 

ha publicado a la fecha la secuencia de un par de iniciadores universales capaces de 

amplificar una secuencia parcial del genoma B, lo que ha resultado en la 

acumulación más lenta de datos de secuencia de esos componentes genómicos, en 

comparación con el acelerado crecimiento de las bases de datos para los genomas 

A de begomovirus. 

La incidencia de enfermedades agrícolas causadas por begomovirus ha aumentado 

explosivamente en las últimas dos décadas, debido en gran medida al incremento en 

las poblaciones del insecto vector, a la introducción de nuevos biotipos de mosquita 

blanca a nuestro continente, y a la presencia de cultivos susceptibles durante todo el 

año. La proliferación de enfermedades asociadas a geminivirus demanda, 

naturalmente, el desarrollo de métodos de diagnóstico molecular más rápidos y 
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precisos, y de costo más bajo, que los utilizados de manera rutinaria en la 

actualidad.  

En el presente trabajo hemos desarrollado dos nuevas metodologías moleculares: la 

primera facilita el aislamiento y caracterización genómica de virus pertenecientes al 

linaje del SLCV, para lo cual se diseñaron y probaron experimentalmente 4 nuevos 

iniciadores “universales. Los productos de PCR generados a partir de estos 

oligonucleótidos cubren la totalidad del genoma A de los virus del linaje mencionado, 

y se sobrelapan parcialmente, lo que garantiza la apropiada reconstrucción de las 

secuencias genómicas a partir de los fragmentos virales amplificados. El desarrollo 

de la segunda metodología involucró el diseño de 6 iniciadores presumiblemente 

“universales”, que permiten amplificar en su totalidad el genoma B de begomovirus 

representativos de América, Asia y África, obteniéndose fragmentos de PCR 

parcialmente translapados.  

Utilizando los nuevos iniciadores en combinación con otros previamente diseñados 

en nuestro laboratorio, logramos amplificar y caracterizar, a partir de extractos de 

plantas cultivadas y malezas colectadas en campos agrícolas de San Luís Potosí y 

Sinaloa, los componentes genómicos A y B de 3 nuevas especies de begomovirus, y 

de un número importante de nuevas cepas y variantes de especies virales 

previamente descritas, algunas de las cuales fueron encontradas por primera vez en 

nuestro país. Adicionalmente, pudimos establecer, en el curso del análisis de 

numerosas muestras de campo, que las infecciones mixtas por begomovirus son 

mucho más frecuentes de lo que permitían anticipar los datos derivados de estudios 

previos, basados en métodos moleculares menos versátiles. Considerando la 

abundancia de hallazgos derivados del uso de las metodologías desarrolladas en 

este trabajo, podemos concluir que las mismas representan un avance importante en 

el área del diagnóstico molecular de begomovirus, y en las técnicas para la 

caracterización genómica de los mismos. 
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INTRODUCCIÓN. 

 

Los virus fitopatógenos con genomas compuestos de ácido 

desoxirribonucleico (ADN) se dividen en dos grupos: los que contienen ADN circular 

de doble cadena, como los caulimovirus y badnavirus, y que replican su genoma 

utilizando un mecanismo que involucra intermediarios de ARN y trascripción reversa 

(“para-retrovirus”), y los que contienen ADN circular de cadena sencilla , y que se 

replican por un mecanismo de círculo rodante , como los nanovirus (Gronenborn y 

col., 2002) y los geminivirus (Saunders y col.,  1991).         

          

Los geminivirus son un grupo diversificado y ampliamente distribuido de 

fitopatógenos que producen grandes pérdidas económicas alrededor del mundo. 

Reciben su nombre debido a la morfología de las partículas virales vistas al 

microscopio electrónico, ya que estas se asemejan a dos poliedros idénticos 

fusionados (Gemini = Gemelos) (Bird y Maramorosch., 1978). Su genoma esta 

constituido por una o dos moléculas de ADN circular de cadena sencilla con un 

tamaño de 2.5  a 3.0 Kb (Lazarowitz, 1992). Son transmitidos por insectos del orden 

Homóptera (mosquitas blancas y chicharritas) a una gran variedad de plantas 

monocotiledóneas y dicotiledóneas, produciendo síntomas como mosaicos, 

moteados, rayados, deformaciones foliares, enanismo, amarillamientos y clorosis en 

las plantas infectadas, provocando grandes pérdidas económicas, y contribuyendo a 

incrementar las condiciones de pobreza, principalmente en los países 

subdesarrollados de América, África y Asia. 

 

En 1884 Warburg dio a conocer el primer reporte de enfermedad causada por 

un geminivirus  al Este de continente Africano , el mosaico de la yuca (Harrison, 

1985), enfermedad causada por African Cassava Mosaic Virus (ACMV). 

Posteriormente a principios del siglo XX se dieron a conocer nuevos reportes sobre 

enfermedades posiblemente provocadas por geminivirus: el enchinamiento de la 

remolacha y el estriado del maíz. Posteriormente, Costa (1937) se dió a la tarea de 

investigar la causa de algunos mosaicos observados en plantas de algodón. La 

presencia de mosaicos, amarillamiento, enchinamiento y enanismo en malváceas se 

expandió a otras familias como las Euphorbiaceae (Costa y Caravallo., 1960). 

Tomando como base a las diferencias observadas en los síntomas, se estableció 
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que los agentes causales de estas enfermedades eran diferentes a pesar de que 

eran transmitidos por el mismo vector (Bird y col., 1972). Pero no fue si no hasta 

1977 cuando Goodman inició formalmente los estudios sobre geminivirus, al reportar 

la caracterización de un virus que infectaba fríjol y que estaba compuesto por DNA 

de cadena sencilla y no por RNA como la mayoría de los virus reportados hasta la 

fecha (Goodman, 1977). Mientras tanto en ese mismo año (1977) Harrison y col. 

propusieron el nombre de Geminivirus, aceptado en 1978 por el ICTV. Sin embargo 

no fue si no hasta la década de los 80’s cuando se estableció con claridad la 

morfología de la partícula viral y la naturaleza genómica de los geminivirus . 

 

La clasificación taxonómica de los geminivirus inició basándose en los 

síntomas observados en las plantas enfermas (Costa, 1976). Actualmente el ICTV 

reconoce cuatro géneros (tabla 1) pertenecientes a la familia Geminiviridade 

(Fauquet y col., 2003) tomando como criterios principales la organización genómica 

(monopartita o bipartita), tipo de planta hospedera (monocotiledóneas y/o 

dicotiledóneas) y el insecto vector (chicharritas o mosquitas blancas). También utiliza  

un virus tipo para diferenciarlos y para establecer la momenclatura de los mismos. 

  

Mastrevirus, transmitidos por chicharritas, tienen un genoma monopartita, infectan 

plantas monocotiledóneas  y dicotiledóneas. El virus tipo es Maize streak virus 

(MSV). 

 

Curtovirus, Beet curly top virus (BCTV) es el virus tipo para este género. Son 

transmitidos por chicharritas (“leafhoppers”), tienen un genoma monopartita, e 

infectan plantas dicotiledóneas. 

 

Topocuvirus, cuyo único miembro es Tomato pseudo curly top virus (TPCTV), 

transmitido por chicharritas saltadoras (“treehoppers”), infecta plantas dicotiledóneas, 

y tiene un genoma monopartita. 

 

Begomovirus, que constituyen el género más diversificado y de más amplia 

distribuición a nivel global. Su virus tipo es Bean golden yellow mosaic virus 

(BGYMV). Son transmitidos por la mosquita blanca (Bemisia tabaci) a plantas 

dicotiledoneas, y su genoma puede ser monopartita o bipartita. 
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Grupo Miembro tipo Tipo de 

hospedante 

Vector/Familia Genoma 

(DNAcs) 

Mastrevirus MSV Monocotiledóneas Chicharritas / 

(Cicadellidae) 

Monopartita 

Curtovirus BCTV Dicotiledóneas Chicharritas / 

(Cicadellidae) 

Monopartita 

Begomovirus BGYMV Dicotiledóneas Mosquita 

blanca / 

(Aleyrodidae) 

Bipartita, 

Monopartita 

Topocuvirus TPCTV Dicotiledóneas  Chicharritas 

saltadoras /  

(Membracidae) 

Monopartita 

 

TABLA 1. Clasificación taxonómica establecida por el ICTV para geminivirus basada 

en hospederos naturales, insecto vector y organización genomica. MSV = Maize 

streak virus, BCTV = Beet curly top virus, BGYMV= Bean golden yellow mosaic virus 

y, TPCTV= Tomato pseudo curly top virus. 

 

 

ORGANIZACIÓN GENOMICA DE LOS BEGOMOVIRUS. 

 

Los términos monopartita o bipartita indica que el genoma de los begomovirus 

pertenecientes a este grupo está compuesto por una o dos moléculas de DNA 

respectivamente (Figura 1). En el caso de los bipartitas estas moléculas se conocen 

como genoma A (o “componente A”) y genoma B (“componente B”) cada uno con un 

tamaño de 2.6 a 2.8 Kb.  La transcripción de los genes contenidos en ambos 

genomas se lleva a cabo de manera divergente, en sentido del virión (V) o hacia la 

derecha, y en sentido de la  cadena complementaria (C) o hacia la izquierda. Ambos 

componentes son totalmente diferentes en su secuencia excepto en una región de 

aproximadamente 200 pares de bases (pb) de longitud denominada “región común”, 

localizada en el dominio que contiene todos los elementos en cis necesarios para la 

replicación viral, conocida como región intergénica (Lazarowitz, 1992).  
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La secuencia de la región común es idéntica en los componentes A y B 

siempre y cuando pertenezcan al mismo begomovirus bipartita común, pero es 

diferente a la de cualquier otro virus. La región común contiene una secuencia 

parcialmente palindromica (GGCCA T/A CCGN T/A A/T TAATATTACCGG A/T 

TGGC) presente en todos los geminivirus con la capacidad de formar una estructura 

tallo-asa necesaria para el inicio de la replicación viral (Lazarowitz, 1992; Arguello-

Astorga y col., 1994). 

 

El componente A contiene 5 genes que codifican para las proteínas 

encargadas de la replicación viral y la  encapsidación (revisado por Gutiérrez, 2002). 

En sentido del virión el gen CP codifica para la proteína de la cápside (CP), que 

protege al genoma viral en su paso por el vector, es la proteína mas abundante 

durante la infección y se presume que tiene que ver con la llegada del virión al 

núcleo (Kunik y col., 1999), está involucrada en el movimiento del DNA viral en el 

caso de geminivirus monopartitas (Lazarowitz y col., 1989; Boulton y col., 1993) y 

presenta homología con la proteína BV1 de bipartitas. Utilizando el análisis de 

distancia evolutiva para secuencias, Howarth y Vandemark, en 1989 propusieron 

que la evolución del gen CP esta regida por la especificidad al insecto vector. 

Después se comprobó que si se intercambian los genes de CP entre virus diferentes, 

se altera la especificidad para la transmisión por el insecto vector (Briddon y col., 

1990). 

 

Por otra parte, en la cadena complementaria se localizan cuatro genes: 

 

1. AC1 (o AL1), cuyo producto es la proteína iniciadora de la replicación, Rep. 

Es la única proteína viral indispensable para iniciar la replicación del virus por 

el mecanismo de círculo rodante. Está relacionada con proteínas que 

catalizan el inicio de la replicación en plásmidos que tienen DNA de cadena 

sencilla (Ilyina y Koonin., 1992), tiene actividad de topoisomerasa, ligasa 

(Laufs y col., 1995; Orozco y col., 1996), helicasa (Gorbalenya y Koonin., 

1993; Pant y col., 2001) y reprograma células maduras para inducir la 

replicación del DNA interactuando con la proteína de retinoblastoma 

(Arguello-Astorga y col., 1994). Rep también se une a la proteína   
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potenciadora de la replicación (AL3) y se oligomeriza en solución (Settlage y 

col., 1996; Orozco y Hanley-Bowdoin., 1998). La comparación de secuencias 

entre diferentes proteínas Rep muestra 3 motivos conservados (Ilyina y 

Koonin., 1992). El motivo 1 parece estar involucrado en la unión a DNA, el 

motivo 2  esta relacionado con la unión a iones metálicos (Koonin e Ilyina., 

1992), mientras que el motivo 3 contiene una tirosina conservada implicada 

en el corte de DNA. 

 

2. La proteína TrAP es el producto del gen AL2. Es un factor que actúa en  trans, 

y es capaz de activar la transcripción de los genes virales CP, BC1 y BV1 

(Sunter y Bisaro., 1991; Sunter y Bisaro., 1992).  Tiene además la habilidad 

de suprimir el mecanismo de silenciamiento en las plantas (Voinnet y col., 

1999) lo cual implica que la planta se torna susceptible a otros fitopatógenos. 

Entre los blancos funcionales de la proteína TrAP se han delimitado algunos 

elementos en cis conocidos como Elementos tardíos Conservados (CLEs por 

sus siglas en ingles) que han mostrado ser necesarios y suficientes para 

llevar a cabo la transactivación (Ruiz-Medrano y col., 1999). La proteína  

presenta un domino básico, otro dominio tipo “dedos de zinc” y un tercer 

dominio ácido (Sunter y Bisaro., 1992). 

 

3. El producto de gen AL3 es la proteína potenciadora de la replicación (REn). 

Se desconoce como esta proteína podría afectar la replicación pero se ha 

observado que en mutantes REn (-)  la tasa de replicación disminuye 50 

veces. La proteína REn de TGMV interactúa con Rep (Settlage y col., 1996) y 

con la proteína homóloga a retinoblastoma (PRb) de la planta (Settlage y col., 

2001). También se ha observado que Rep y la proteína retinoblastoma de la 

planta se unen a REn en regiones similares (Settlage y col., 2001). 

Recientemente se ha propuesto que actúa como un multimero potenciando la 

acción de Rep (Hanley-Bowdoin y col., 1999) aunque aun no se entiende bien 

la relevancia funcional de estas interacciones. En el caso de gen C4, este 

codifica la proteína AC4  y no se conoce dato alguno sobre su función.  
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El componente B,  contiene dos genes cuyos productos están implicados en el 

movimiento del virus a través de la planta, en sentido del virión se localiza al gen 

NSP y en sentido de la cadena complementaria al gen MP (Yedidya y Bernard, 

2002).  La proteína NSP es codificada por el gen BV1 (proteína de transporte 

nuclear).Tiene afinidad especifica por DNA viral de cadena  doble y  sencilla 

(Rojas y col., 1998) empaquetándolo y transportándolo del núcleo al citoplasma y 

del citoplasma al núcleo (Hehnle y col., 2004). La proteína se localiza 

principalmente en el núcleo de la célula vegetal (Pascal y col., 1994). El gen BC1 

codifica a la proteína de movimiento, MP (o BC1) la  cual tiene una afinidad 

específica por el ADN de cadena doble y sencilla (Rojas y col., 1998). El 

fraccionamiento de extractos obtenidos a partir de células infectadas muestra que 

BC1 se localiza en las fracciones de la membrana y pared celular (Von-Arnim y 

col., 1993). Interacciona con el complejo “BV1-DNA viral de cadena sencilla” 

presente en el citoplasma y promueve el movimiento célula-célula aumentando el 

limite de exclusión de los  plasmodesmos (Stefan Hehnle y col., 2004). La 

alteración en el sistema de los plasmodesmos provoca un desequilibrio en la 

comunicación intercelular y podría explicar el por qué líneas transgénicas que 

expresan la proteína BC1 en concentraciones adecuadas presentan síntomas de 

virosis. 
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Figura 1. Organización genómica de: (a) un Begomovirus bipartita típico como el 

PHV (b) un monopartita como  el TYLCV. Proteínas codificadas: Rep, proteína de 

replicación; TrAP, proteína activadora de la transcripción; Ren, proteína potenciadora 

de la replicación; proteína de la cápside; MP, proteína de movimiento y NSP, 

proteína de transporte nuclear; RC, región común. La secuencia TAATATTAC  es el 

sitio de inicio de la replicación por círculo rodante. 
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REPLICACIÓN DE LOS GEMINIVIRUS. 

 

Los geminivirus replican su genoma a partir de  intermediarios de DNA de 

doble cadena en los núcleos celulares de las plantas que infectan (Stenger y col., 

1991; revisado por Gutierrez-Crisanto., 2002), por el mecanismo de círculo rodante y 

se realiza en células diferenciadas que carecen de los niveles necesarios de 

polimerasas y factores relacionados con la replicación producidos por el huésped; 

este inconveniente es superado por la expresión de la proteína viral Rep, 

considerada como la única proteína indispensable para iniciar la replicación viral. 

 

La proteína Rep interactúa con la proteína homóloga a Retinoblastoma, a 

través de una región  de aproximadamente 80 a.a. (Kong y col., 2000) que contiene 

al dominio alfa-hélice 4, conservado entre las proteínas Rep de otros geminivirus. La 

proteína homóloga a Rb se encarga de regular el ciclo celular mediante su 

interacción con el factor transcripcional E2F (Sidle y col., 1996) reprimiendo la 

transcripción de genes que codifican proteínas necesarias para entrar a la fase S del 

ciclo celular (Lavia y Jansen-Durr., 1999). Al final de la fase G1  del ciclo celular la 

fosforilación de la proteína Rb por cinasas ciclina-dependientes interrumpe su unión 

al factor E2F y permite la expresión de genes requeridos para entrar en la fase S del 

ciclo celular. La proteína de replicación viral (Rep) interactúa con la proteína Rb, 

evitando la interacción de esta última con el factor de transcripción E2F.  

 

  En el caso del virus TGMV, la proteína Rep contiene un residuo de leucina en 

la posición 148 cuya sustitución por cualquier otro amino acido (excepto la 

metionina)  afecta de manera negativa la interacción entre Rep y la proteína Rb. En 

el caso de Cabbage leaf curl virus (CaLCuV) el residuo importante para la 

interacción con Rb se localiza en la posición 145, y corresponde a un residuo de 

Leucina de tal modo que se establece que la proteína Rep interactúa con Rb por 

medio de motivos conservados (Arguello -Astorga y col., 2004). 
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El origen de replicación (Figura 2) esta formado por la estructura tallo-asa que 

incluye una secuencia nanonucleotidica (TAATATTAC) altamente conservada en 

todos los geminivirus, además de secuencias repetidas de 6 a 8 nucleótidos, 

conocidas como iterones, y que son característicos de la especie viral, pudiendo 

diferir aún entre virus filogenéticamente cercanos (Arguello-Astorga y col., 1994). Los 

iterones funcionan como determinantes de la replicación viral, y en la regulación 

transcripcional del gen Rep. 

 

Después de la formación del intermediario de DNA de doble cadena, la 

proteína Rep reconoce los iterones presentes en la región común de ambos 

componentes e inicia la replicación, generando un corte endonucleolítico en la 

secuencia (AATATT/AC) presente en la horquilla de replicación. La tirosina 103 de la 

proteína Rep corta el enlace fosfodiéster entre las bases 8 y 9 del nonanucleótido 

conservado, produciendo un extremo 3’ OH que sirve como punto de inicio de la 

síntesis de la cadena a partir de la cadena negativa, desplazando la cadena positiva. 

Rep permanece unida covalentemente  al grupo fosfato del nucleótido 8, después 

realiza el corte de la cadena de DNA de cadena sencilla obtenida, y finalmente actúa 

como ligasa circularizando la molécula de DNA de cadena sencilla (Laufs y col., 

1995). 

 

Figura 2.  

Se observan los sitios de unión de las proteínas Rep (iterones) y los sitios de acción 

de diferentes reguladores de la transcripción (motivos, CLE) y la estructura tallo-asa 

y el sitio de corte para el inicio de la replicación. 
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PRIMEROS REPORTES DE GEMINIVIRUS QUE INFECTAN CULTIVOS DE 
INTERES ECONOMICO EN AMERICA. 

 

Algodón (Gossypium hirsutum).- Los primeros reportes sobre la posible 

presencia de geminivirus en América se dieron a conocer en Brasil en 1937 cuando 

Costa publicó una investigación sobre el mosaico del algodón, poco tiempo después 

la mosquita blanca se considero como una plaga, la cual aparte de alimentarse de la 

savia de las plantas, estaba relacionada con la aparición de epidemias 

presumiblemente causadas por agentes virales. La creciente demanda de algodón a 

nivel mundial provocó la expansión de los cultivos de algodón en Guatemala, El 

Salvador y Nicaragua, lugares en donde no se hizo esperar la presencia de grandes 

poblaciones de mosquita blanca y por consiguiente la aparición de infecciones 

geminivirales  provocando grandes perdidas económicas. Como mecanismo de 

control a finales de los 60s se estableció el uso de insecticidas, lo cual ayudo a 

reestablecer la producción de algodón. Pero, el problema se agravo cuando la 

mosquita blanca adquirió resistencia contra los insecticidas originando epidemias 

causadas por geminivirus. De tal forma que para 1990 el área destinada al cultivo del 

algodón se había reducido al 10% con respecto a la cultivada en 1975. 

 

Fríjol (Phaseolus vulgaris).- Nuevamente en el año de 1965, Costa describió 

una nueva  enfermedad presente en el fríjol y relacionada con la presencia de 

mosquita blanca, el mosaico dorado. Para finales de los años 60s el mosaico dorado 

estaba distribuido en El salvador, Guatemala, Nicaragua, Costa Rica, Panamá y las 

principales regiones productoras de fríjol en Brasil. Por el año de 1966 se describió 

una nueva enfermedad conocida como “Bean golden yellow mosaic” causando 

pérdidas totales en los cultivos de fríjol en El Salvador, Guatemala y Nicaragua. 

 

A principios de los años 50s se describió una clorosis infecciosa relacionada 

con la presencia de mosquita blanca que afectaba cultivos de tomate en Brasil 

(Flores y col., 1960). Posteriormente  a principios de los años 60s nuevamente se 

describió una segunda enfermedad afectando tomate en Venezuela, conocida como 

el mosaico amarillo del tomate (Debrot y col., 1963); Posteriormente se caracterizo 

TGMV (Matys y col., 1975) en Brasil.  

 



Tesis Maestría 
Jorge A. Mauricio Castillo 

22 

 

GEMINIVIRUS EN MÉXICO. 

 

A principios de los años 70s  se reporto la presencia de enchinamientos en las 

hojas de las plantas de tomate cultivadas en el estado de Sinaloa (González y 

Cervantes, 1973). La aparición de esta enfermedad se encontraba asociada con la 

presencia de grandes poblaciones de mosquita blanca (Brown y Nelson 1988) 

provocando epidemias desde principios de los años 70s hasta la fecha. En 1984 se 

aíslo y caracterizo el agente causal de este enchinamiento denominado “Virus del 

Chino del Tomate”, CdTV (Brown y Nelson., 1988, Gallegos, 1978). Actualmente se 

ha reportado que CdTV infecta tanto tomate como chile en los estados de Chiapas, 

Morelos y Tamaulipas, con tendencia a diseminarse a través de todo el país debido 

a que su rango de hospederos es amplio (Torres-Pacheco y col., 1996). 

 

Posteriormente a finales de los años 80s se detectaron tres geminivirus 

pertenecientes al linaje del SLCV, el primero fue Squash leaf curl virus SLCV 

observado en 1977 afectando cultivos de calabaza en Arizona, California y el valle 

de Mexicali en México (Flock y Mayhew., 1981), posteriormente se observo en el 

valle del Mayo en Sonora afectando el cultivo de la calabaza (Delgadillo y col., 

1989), el segundo virus se detecto por primera vez en 1990 en Texas y fue conocido 

como Texas pepper virus [(TPV) (Stenger y col., 1990)] nombre que fue más tarde 

cambiado a Pepper golden mosaic virus (PepGMV); se han reportado nuevas 

variantes de PepGMV, tal es el caso del Serrano golden mosaic virus (SGMV) 

presente en México  (Brown y  Poulos, 1990) y el tercer geminivirus perteneciente al 

linaje del SLCV fue Bean calico Mosaic Virus (BCaMV) aislado en el estado de 

Sonora (Brown y col., 1990). 

 

Dentro de la región conocida como la meseta huasteca (Sur de Tamaulipas, 

Norte de Veracruz y el Este de San Luís Potosí) a finales de los años 80s se detecto 

un geminivirus transmitido por la mosquita blanca infectando cultivos de Chile 

serrano, tomate y fríjol (Leal y Quintero., 1989) Este virus fue llamado Pepper 

huasteco virus (PHV) aunque actualmente se conoce como Pepper huasteco yellow 

vein virus (PHYVV) y se encuentra distribuido en los estados de Sinaloa, 

Tamaulipas, Guanajuato y Quintana Roo (Torres-Pacheco y col., 2001).  
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En los cultivos de tomate y chile de Sinaloa se ha detectado a partir de 1989 a 

Tomato leaf curl Sinaloa virus [ToLCSinV (Brown y col., 1993)]; Desde 1977 BGYMV 

infecta cultivos en Veracruz, Tamaulipas, Chiapas y Yucatán (López-Salinas y 

Becerra., 1994) en donde atacan cultivos de tomate, chile, calabaza, y melón, pero 

fue hasta 1994 cuando fue identificado mediante técnicas moleculares. 

 

A finales de los 80s y principios de los 90s se reporto el primer  y único caso 

hasta la fecha de un geminivirus originario del viejo mundo introducido en el 

continente americano. TYLCV es un begomovirus monopartita aislado en Israel 

(Navot y col., 1991) e introducido en la República Dominicana al importar 

transplantes de tomate infectadas de Israel. Recientemente se ha reportado la 

presencia de TYLCV en la península de Yucatán (Ascencio-Ibañez y col., 1999). 

 

Durante los últimos años se ha reportado el aislamiento de Tomato mottle 

virus (ToMoV) a partir de muestras de chile recolectadas en el sureste de México 

(Díaz-Plaza y col., 2002), Pepper golden mosaic virus (PepGMV) en La Paz, Baja 

California Sur (Holguin-Peña y col.,2004) y por último el aislamiento y caracterización 

de 2 nuevas especies geminivirales, Tomato chino La Paz virus (ToChLPV) y 

Tomato chino Baja California Sur virus (ToChBCSV) causantes del enchinamiento 

foliar del tomate y del carrizal respectivamente  (Holguin- Peña y col., 2004). 

 

En algunas regiones del mundo, el monocultivo, el aislamiento geográfico y la 

ausencia de malezas portadoras ocasionan epidemias causadas por un solo 

geminivirus, del cual es un ejemplo TYLCV en Israel, mientras que en las zonas 

tropicales y subtropicales, se presentan infecciones mixtas (Garzon-Tiznado y col., 

1993) que pueden dar lugar, por recombinación, al surgimiento de variantes virales 

altamente agresivas. Adicionalmente, pueden formarse los llamados 

pseudorecombinantes, en los que el genoma A de un virus puede replicar al genoma 

B de un virus diferente.  
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El hecho de encontrar a los geminivirus PHYVV y PepGMV coinfectando 

varios hospederos sugiere que existen ciertas interacciones que favorecen la 

presencia de estas mezclas en la naturaleza. Se ha observado que a nivel de 

síntomas, la mezcla generalmente produce un sinergismo no dependiente del 

huésped, ya que se ha observado en varias especies.  

 

Por otro lado, a nivel de movimiento hay una complementación asimétrica, ya 

que mientras las proteínas codificadas por el componente B de PHYVV pueden 

mover sistemáticamente al componente A de PepGMV, la combinación inversa no 

funciona de manera similar. Igualmente se ha podido determinar que los niveles de 

formas replicativas de ambos virus aumentan en las plantas infectadas por ambos 

virus, en comparación con las plantas infectadas de manera individual (Méndez-

Lozano y col., 2003) 

 

LA MOSQUITA BLANCA, EL VECTOR. 

 

Los efectos negativos de la mosquita blanca son por el daño que ocasiona el 

insecto al succionar la savia del huésped, por la toxicidad de su saliva y por la 

formación de mielecilla que favorece la aparición de hongos (fumagina) que impiden 

una adecuada fotosíntesis. Sin embargo, su impacto más fuerte es por su capacidad 

de transmitir virus a sus hospedantes. La transmisión de los geminivirus por sus 

insectos vectores es del tipo circulativo , involucrando el paso del virus a través del 

cuerpo del insecto después de alimentarse con la savia de una planta infectada en 

un lapso de 15 a 30 minutos, y consiste de dos fases: primero es la adquisición del 

virus, en la cual pasa hasta la hemolinfa vía la pared del tracto digestivo, y segundo, 

la inoculación del virus en la planta, lo cual requiere el paso del virus desde la 

hemolinfa hasta la glándulas salivares (Hunter y col., 1998).  

 

Se ha determinado que la proteína de la cápside es la principal determinante 

en la adquisición del virus por el insecto. La proteína de la cápside puede alterar el 

patrón de transmisión para mosquita blanca o para chicharrita cuando es 

intercambiada (Briddon y col., 1996). Se ha establecido la posibilidad de un origen 

entomopatógeno de los geminivirus debido a que se ha observado que TYLCV 

disminuye la capacidad reproductiva y las expectativas de vida de la mosquita  
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blanca (Rubinstein y Czosnek., 1997) aunque hacen falta más trabajos al respecto. 

Existen evidencias sobre la transmisión transovárica del begomovirus monopartita 

TYLCV hasta por dos generaciones (Ghanim y col., 1998).  

      

   

Las poblaciones de mosquitas blancas originarias de América se alimentan y 

reproducen en tomate y chile de manera muy limitada, disminuyendo la transmisión 

de begomovirus desde y hacia plantas de estas hortalizas. Sin embargo, a mediados 

de los años 80s se introdujo al continente un nuevo biotipo de mosquita blanca que, 

aunque no mostraba diferencias morfológicas con respecto a las mosquitas 

endémicas, a nivel biológico las diferencias fueron muy marcadas (Bedford y col., 

1994) y fue nombrada mosquita blanca biotipo B para distinguirla del biotipo A 

endémico. 

 

El biotipo B de mosquita blanca tiene como características fisiológicas, una 

alta tasa de reproducción, un amplio rango de hospederos, gran voracidad y 

capacidad para desarrollar rápidamente resistencia a insecticidas órgano- 

fosforados. El  biotipo B desplaza a las poblaciones de mosquitas blancas 

endémicas, estableciéndose con facilidad en regiones en donde antes no se 

encontraba, de tal forma que para finales de los años 80s se localizaba en todas las 

regiones agrícolas tropicales y subtropicales de América (Brown y col., 1995), y 

provocando en 1991 pérdidas económicas por 200 millones de dólares y por 500 

millones de dólares en 1992 (Teuber y col., 1996). 

 

MALEZAS COMO RESERVORIOS DE GEMINIVIRUS 

 

Cuando un cultivo determinado está presente durante todo el año las mismas 

plantas son potencialmente la fuente de geminivirus. Además, las malezas 

susceptibles a la infección viral pueden actuar como reservorio del virus, 

constituyendo un “puente” de infección entre las estaciones de cultivo. Entre las 

plantas arvenses que han sido reportadas como hospederas sintomáticas de 

geminivirus se encuentran principalmente plantas de las familias de las Solanáceas, 

Malváceas y Euforbiáceas.  
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Algunos virus muestran una alta especificidad por los huéspedes que infectan, 

como es el caso del virus del enrollamiento de la hoja de la calabaza (Squash leaf 

curl virus) con su hospedante natural (Cucurbita pepo L), encontrándose que cepas 

que difieren en 13 nucleótidos de la región intergénica y tres aminoácidos de la 

proteína del movimiento (BV1) colonizan un rango de hospederos diferente (Polston 

y col., 1989). 

 

METODOS DE DIAGNOSTICO. 

 

La diseminación de los geminivirus a través de los campos agrícolas del 

continente Americano se debe a diversos factores, entre ellos la introducción de un 

nuevo biotipo del insecto vector, la comercialización de explantes infectados, 

técnicas de cultivo inapropiadas, aumento en el rango de hospederos susceptibles a 

la infección por geminivirus, el uso inadecuado de insecticidas, etc. La presencia de 

nuevas especies o variantes virales puede deberse algunas veces a la interacción 

entre geminivirus diferentes que coinfectan a la misma planta; esta interacción 

favorece el surgimiento de recombinantes y pseudorecombinantes. 

 

Con base en lo anterior, se hace evidente la necesidad de desarrollar nuevas 

y mejores técnicas de diagnóstico para geminivirus , que hagan factible el aislamiento 

y caracterización genómica de los mismos, aún y cuando se encuentren formando 

parte de una infección mixta.  

 

Las primeras técnicas utilizadas para la identificación de plantas infectadas 

por geminivirus se basaron en observar la sintomatología, esta técnica presentaba 

como obstáculo principal que los síntomas se pueden confundir con los causados 

por otras especies virales o condiciones propias del ambiente. Posteriormente se 

aprovecho de la circunstancia de que los geminivirus forman cuerpos de inclusión 

nucleares, los cuales pueden ser teñidos con el colorante Azur A, y observados al 

microscopio de luz; la principal debilidad de este método es que requiere de la 

capacitación de técnicos, que deben primero adquirir experiencia suficiente para 

manipular adecuadamente las muestras.  
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Hasta hace poco las  técnicas de identificación tradicional de geminivirus han 

estado limitadas básicamente a las técnicas de inmunodetección (ELISA). Sin 

embargo, la producción de antígenos virales específicos para los begomovirus ha 

enfrentado dos problemas técnicos: 1) las propiedades físicas y químicas de la 

partícula las hace difícil de purificar en una forma estable y, 2) los viriones parecen 

ser poco inmunogénicos (Roberts y col, 1984). Existen métodos basados en técnicas 

de hibridación del DNA viral utilizando una sonda de DNA radioactiva que reconoce 

por complementaridad de bases al DNA problema unido a una membrana de Nylon; 

después de una serie de lavados se procede al final a realizar una autorradiografía 

de la membrana, y se establece si la sonda se unió al DNA problema y comprobando 

de ese modo si existe o no una infección causada por geminivirus. 

 

A finales de los años 80s se desarrolló una técnica molecular conocida como 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) capaz de amplificar genomas de ADN a 

partir de pequeñas muestras de tejido fresco, desecado o liofilizado, gracias a su alta 

sensibilidad. La PCR se basa en el diseño de oligonucleótidos que funcionan como 

iniciadores o “primers” para iniciar la replicación del DNA  y en la estandarización de 

variantes como la temperatura, concentración de iones Mg2+, ADN polimerasa 

termo-resistente, y desoxirribonucleótidos, etc.  

 

Para establecer criterios de caracterización viral es importante amplificar la 

región correspondiente a los genes CP, Rep y la región íntergénica presentes en el 

componente A. La técnica de PCR es complementada por técnicas moleculares 

como la clonación y secuenciación, que han sido utilizadas exitosamente con fines 

de detección e identificación, así como para poder inferir sobre la relación entre 

quasi-especies virales (Padidam y col., 1995). Estas técnicas junto con el análisis de 

polimorfismos de la longitud de los fragmento de restricción (RFLP, por sus siglas en 

inglés) son muy útiles para la identificación preliminar de geminivirus y para el 

estudio de la diversidad poblacional. Las técnicas de clonación y secuenciación se 

han consolidado como herramientas necesarias para la detección, identificación y 

caracterización genómica de nuevas especies geminivirales (Czosnek y col., 1990; 

Brown y col., 2001). 
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Entre los métodos de diagnóstico basados en la técnica de la PCR figuran  los 

siguientes: 

 

1) El método de Wyatt y Brown (1996) que consiste en la amplificación de una región 

conservada de 576 pb del gen que codifica la proteína de la cápside; aunque el 

método es comparativamente sencillo, tiene varias limitaciones: 

• La región amplificada está muy conservada entre los begomovirus y por 

consiguiente no proporciona suficiente información sobre la identidad del 

virus. 

• El tamaño del producto de PCR es prácticamente el mismo para todos los 

begomovirus conocidos, sin importar su origen geográfico. Por lo tanto, no se 

obtiene información preliminar de la diversidad viral en muestras de una 

región dada. 

• Todos los productos de PCR deben ser secuenciados para la identificación 

preliminar del virus. 

              

2) Un segundo método fue establecido por Rojas y col. (1993), quienes diseñaron un 

juego de iniciadores universales degenerados, basándose en regiones altamente 

conservadas identificadas en el componente A. Estos oligonucleótidos amplifican un 

fragmento que comprende parte del gen Rep, la IR y una porción del gen CP.  

Además, el uso del juego de iniciadores en antisentido permite la amplificación de 

dos grandes regiones genómicas, que juntas cubren la totalidad del genoma A de los 

begomovirus. Las ventajas de este método son:  

• Tiene una aplicación general para la amplificación del componente A de los 

begomovirus originarios de ambos hemisferios, los cuales se pueden 

distinguir porque los begomovirus del Nuevo Mundo amplifican un fragmento 

de 1.1 kb, en tanto que para los del  Viejo Mundo el tamaño es de 1.3 kb.  

 

• Los productos de PCR obtenidos se pueden someter a un análisis de RFLP, 

lo cual permite la caracterización preliminar de los begomovirus y la 

demostración de infecciones mixtas en una planta sintomática. Sin embargo, 

los autores del método no definieron un conjunto de enzimas de restricción 

apropiadas para obtener patrones característicos para cada begomovirus. 
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Algunas limitaciones del método son las siguientes: 

• El tamaño de la región amplificada no contribuye con información preliminar 

sobre la variabilidad entre los begomovirus originarios de un mismo 

hemisferio. 

• La identidad viral solo se puede establecer por clonación y secuenciación  de 

la región o regiones amplificadas. 

• Las dos grande regiones genómicas amplificadas, no se traslapan, lo cual 

puede dar origen a errores cuando coexisten dos o más begomovirus en una 

planta, ya que puede reconstruirse un genoma A inexistente a partir de 

segmentos genómicos de begomovirus  distintos. 

 

3) El método más reciente establecido por Monreal y col., en el 2005 (manuscrito en 

preparación) presenta las siguientes características: 

• Útil para identificar y caracterizar begomovirus de todos los continentes. 

• Involucra varios pares de iniciadores universales que amplifican segmentos 

traslapados del genoma A de begomovirus coinfectantes. 

• Múltiples posibilidades para el anidamiento de PCRs (mayor sensibilidad). 

• Reduce la necesidad de secuenciar todos los productos de PCR, al 

caracterizarlos por RFLPs. 

 

Algunas limitaciones del método son las siguientes:  
• No es un método eficiente para amplificar begomovirus del linaje del SLCV, 

que son comunes en México (v.gr: Pepper golden mosaic virus, PepGMV). 

 

• No incluye iniciadores para amplificar el genoma B de los virus identificados. 

 

• Aunque su utilidad para identificar begomovirus en infecciones mixtas es 

superior a la de otros métodos, se encuentra todavía debajo del óptimo 

teórico.  

 

De lo expuesto en la sección precedente, se hace evidente la necesidad de 

desarrollar nuevos y mejores métodos moleculares de diagnóstico e identificación de 

begomovirus, los cuales deberán superar o complementar a los ya existentes.            
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OBJETIVOS. 

 

 

 

OBJETIVO GENERAL.  

 

 

Desarrollar una metodología molecular integral para la identificación y 

caracterización genómica de begomovirus, que al mismo tiempo sea altamente 

eficiente para detectar infecciones mixtas. 

 

 

OBJETIVOS ESPECIFICOS. 

 

 

• Diseñar y probar iniciadores para amplificar el genoma A de begomovirus del 

linaje del SLCV. 

 

• Desarrollar un método para amplificar el genoma B de begomovirus de 

diversos continentes. 

 

• Optimizar la técnica establecida por Monreal y col., (2005) para amplificar 

begomovirus coinfectantes. 

 

• Realizar un análisis preliminar de la diversidad de begomovirus en los estados 

de San Luís Potosí y Sinaloa. 
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ll. MATERIALES Y METODOS. 

 

2.1. COLECTA EN CAMPO Y MANEJO DE MUESTRAS.  

  

Los muestreos se realizaron durante el año 2005  en cultivos de soya y 

tomate localizados en el estado de Sinaloa; y cultivos de pepino, tomate y tomatillo 

presentes en el estado de San Luís Potosí  donde se han observado plantas con 

síntomas de virosis asociados con la presencia de mosquitas blancas. En el caso del 

estado de San Luís Potosí  la ciudad de Rió verde y sus alrededores fueron los 

puntos de recolección, mientras que en el caso del estado de Sinaloa, los cultivos 

presentes en el municipio de Guasave cumplieron con el mismo fin. Las muestras 

fueron colectadas, rotuladas y almacenadas en bolsas de plástico a una temperatura 

promedio de 4 ºC, para finalmente ser almacenadas a -80º y así evitar su 

descomposición. Para la recolección de muestras, se realizaron muestreos de 

plantas (incluyendo malezas) presentes en cultivos de interés económico, el criterio 

de selección de muestras infectadas se realizó de acuerdo a la observación de 

sintomatología típica causada por geminivirus (Jones et al, 1991; Blancard, 1996; 

Gabor y Wieve, 1997).  

 

2.2. DISEÑO DE INICIADORES UNIVERSALES 

 

             Los oligonucleótidos (“iniciadores”) universales utilizados en el presente 

trabajo incluyendo los oligonucleótidos YMACFor, YMACRev, DGRSFor y DGRSRev 

utilizados por Monreal y col., (manuscrito en preparación) fueron diseñados en el 

laboratorio de Biología Molecular de Plantas del IPICYT, bajo la asesoría  del Dr. 

Gerardo R. Argüello  Astorga.  

 

Los iniciadores universales utilizados para amplificar el genoma A de 

begomovirus pertenecientes al linaje del SLCV se diseñaron a partir de secuencias 

altamente conservadas en los genomas A de las 10 especies  pertenecientes al 

linaje en cuestión, identificadas por medio del programa MegAlign (DNASTAR 

Software, London). Fueron seleccionadas secuencias nucleotidícas altamente 

conservadas  de 17 a  25 pb. 
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Los iniciadores universales para amplificar el genoma B de Begomovirus 

pertenecientes a ambos hemisferios, se diseñaron a partir de secuencias altamente 

conservadas presentes en los genomas B de 20 begomovirus presentes en el 

continente americano y 15 presentes en el viejo mundo, e identificadas por medio del 

programa MegAling (DNAstar, Inc.) identificando secuencias nucleotídicas  

altamente conservadas de 17 a  25 nucleotidos. 

 

En ambos casos a partir de las secuencias nucleotídicas altamente 

conservadas se definieron las características necesarias de los oligonucleótidos 

susceptibles de uso como iniciadores universales, adicionando a cada uno de ellos 

un sitio de restricción para que los productos amplificados por PCR se pudiesen 

insertar en vectores de clonación convencionales. Todos los oligonucleótidos fueron 

sintetizados por la compañía Sigma (Tabla 4). 

 

2.3. EVALUACIÓN DE LOS INICIADORES UNIVERSALES. 

 

Los oligonucleótidos universales diseñados para amplificar el componente A 

de begomovirus pertenecientes al linaje del SLCV fueron evaluados utilizando el 

genoma A de PepGMV clonado en el Vector pBSK+.  

 

Para evaluar la eficiencia de los iniciadores diseñados para amplificar el 

genoma B de geminivirus se utilizo el genoma B de PHV clonado en el vector pBSK+.    

 

 2.4. EXTRACCIÓN DE ADN. 

      

              Se adoptó un protocolo de extracción de DNA genómico único para todas 

las muestras de tejido vegetal analizadas. Este se basó en una modificación del 

método de Della Porta, que utiliza nitrógeno líquido y el buffer de extracción ”A” 

compuesto por  Tris 100 mM- pH 8.0, NaCl 50mM- pH 8.0, EDTA 50mM- pH8.0  y 

agua destilada. El protocolo utilizado se muestra  en la tabla 2. 
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Tabla 2.  Protocolo de extracción de ADN genómico a partir de muestras vegetales. 

1. Se pesan 50 mg de tejido vegetal 

2. Hacer molienda en Nitrógeno líquido 

3. Agrgar 480 µl de buffer de extracción A y moler suavemente. 

4. Adicionar 37.5 µl  de SDS al 20% y mezclar invirtiendo los tubos 

5. Calentar a 65ºC por 5 minutos y enfriar a temperatura ambiente. 

6. Agragar 94 µl  de Acetato de sodio  5 Molar y mezclar invirtiendo los 

tubos 

7. Colocar en hielo 5 minutos 

8. Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos 

9. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo 

10. Adicionar 600 µl  de Fenol-Cloroformo y mezclar con vortex por 10 

segundos 

11. Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos 

12. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo 

13. Agragar 600 µl  de cloroformo-Alcohol isoamilico y centrifugar a 13rpm 

por 5 minutos 

14. Agregar 600 µl  de Isopropanol e incubar en hielo 5 minutos 

15. Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos y eliminar el sobrenadante 

16. Lavar pastilla con 400 µl  de Etanol al 70% 

17. Centrifugar a 13000rpm por 3 minutos 

18. Eliminar el sobrenadante y secar en servitoallas 

19. Resuspender en 40 µl  de TE 

 

 

2.5.  REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 

 

             Para todos los juegos de oligonucleótidos, la composición de la mezcla de 

reacción para PCR (50 µL volumen total) fue la misma y consistió en lo siguiente: 

Buffer Taq DNA polimerasa 1X, MgCl2 1.5 mM, dNTPs 0.2mM, oligonucleótidos 1µM,  

Taq polimerasa 2.5 UT, DNA 1µg. Con excepción del juego de oligonucleótidos 

YMACFor / YMACRev, las condiciones para la amplificación del ADN viral fueron: 

desnaturalización inicial a 94°C/2min, y 35 ciclos conformados por 94°C/1min, 
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55°C/1min, 72°C/1min, con  una extensión final de 72°C/5 min. Los productos 

amplificados fueron analizados por movilidad electroforetica en geles de agarosa al 

1.0 %.   

 

2.6. CARACTERIZACIÓN DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS Y CLONAS 

OBTENIDAS  POR PATRÓN DE RESTRICCIÓN (RFLP) 

 

Los productos de PCR y sus clonas, obtenidos a partir de extractos de ADN 

de plantas con probables síntomas de virosis, fueron sometidos a análisis de RFLP 

(Restriction Fragment Large Polimorphism) utilizando las enzimas Msp1 y Hha 1 

(New England BioLabsTM) establecidas previamente por Monreal y col., (manuscrito 

en proceso). Los productos digeridos se analizaron por movilidad electroforética en 

geles de agarosa al 1.0 %.   

. 

2.7. CLONACIÓN Y SECUENCIACIÓN 

 

             Los productos de PCR obtenidos de las muestras de campo se clonaron 

directamente en el plásmido PGEM-TEasy (Promega, Madison, WI), según las 

indicaciones del proveedor. La transformación de células competentes de 

Escherichia coli Top 10 se realizó por los métodos de electroporación y/o choque 

térmico (tabla4), facilitando la selección de transformantes en base al color de las 

colonias crecidas (blancas / azules) en medio LB conteniendo ampicilina, IPTG y X-

gal. Los protocolos de transformación se describen en las tablas 3 (a) y 3 (b). 

 

La extracción del ADN plasmídico se realizó de acuerdo al procedimiento 

modificado de Birnboim (Sambrook y Russell, 2001). Los productos clonados fueron 

secuenciados en la Unidad de Secuenciación del CINVESTAV, Irapuato, y la 

secuencia nucleotídica obtenida en cada caso se comparó con secuencias 

disponibles en la base de datos del GenBank, utilizando el programa BLAST y el 

método Clustal (MegAlign, DNASTAR software, London). 
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Tabla 3 (a). Protocolo para la Transformación de células competentes (E. coli Top 

10) por el método de choque térmico (CaCl2). 

Descongelar las células competentes Top 10 en hielo (33 µl por tubo). 

Agregar 1 µl de de ligación (100 ng de ADN/µl). 

Colocar los tubos en hielo de 20 a 30 minutos. 

Colocar los tubos en año Maria a 42oC por 1.5 minutos 

Reposar los tubos en hielo por 10 minutos 

Sacar los tubos del hielo y adicionar en campana 250 µl de medio LB 

Incubar a 37oC durante 45 minutos con agitación constante 

Sembrar 100µl de las células transformadas en una placa con medio LB sólido 

Incubar de 18 a 24 horas a 37oC. 

 

Tabla 3 (b). Protocolo para la Transformación de células competentes (E. coli Top 

10) por el método de electroporación. 

1. Descongelar en hielo las células competentes. 

2. Enfriar las celdas de electroporación 

3. Una vez que las células competentes estén descongeladas adicionar  

      2 µl de la ligación. 

4. Pasar la mezcla a la celda de electroporación evitando la formación de  

5. Electroporar a 25 µFaradays; 200 homs y 2.5 Kvolts. 

6. Recuperar las células en un tubo eppendorf y agregar 450 µl de medio 

LB. 

7. Poner en agitación de 30 a 40 minutos a 37oC 

8. Plaquear 25 y 50 µl en placas de medio LB sólido adicionado con 

Antibiótico, Xgal e IPTG  

9. Incubar de 18 a 24oC horas. 

 

Tabla 3.- Protocolos utilizados para transformar células competentes Top 10 de 

E. coli mediante las técnicas de: (a) Choque térmico (CaCl2) y (b) Electroporación. 
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lll. RESULTADOS. 

 

3.1. DISEÑO Y  EVALUACIÓN DE LOS INICIADORES UNIVERSALES. 

 

Se diseñaron 4 oligonucleótidos degenerados, flanqueados por diferentes 

sitios de restricción, para amplificar el genoma A de begomovirus pertenecientes al 

linaje del SLCV. Estos iniciadores hibridan con secuencias conservadas en el primer 

tercio del gen Rep, región que codifica los primeros 120 aa de la proteína de 

replicación, y que diferencia a los virus del linaje SLCV de otros geminivirus. 

  

Los iniciadores fueron designados por conveniencia como prSL, añadiendo un 

número que los diferencia y que indica la posición dentro del genoma viral del 

segmento nucleotídico con el cual hibridan, así como un indicador de la orientación 

del iniciador con respecto a la dirección de replicación del virus, que se indica con 

los identificadores “For” y “Rev” (Tabla 4). El dominio “DGRS” se ubica en el gen Rep 

y el “YMAC” en el gen que codifica para la proteína de la cápside.   

     

  En la tabla 4 se describen los iniciadores universales que fueron diseñados y 

utilizados en este estudio, indicando además los sitios de restricción introducidos en 

cada uno de ellos. Con el uso de estos oligonucleótidos degenerados se pueden 

amplificar dos regiones, una que incluye la totalidad de la región intergénica y una 

parte de los genes Rep y CP, mientras que la segunda incluye las secuencias 

restantes de los dos genes mencionados, así como las secuencias totales de los 

genes TrAP y REn., de modo tal que el genoma A es amplificado en su totalidad.  
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Iniciadores orientados en 

el sentido del virión  

(Sitio de restricción). 

 

Secuencia 

prRep-WAR-for     (Xho1)* AGAGCTCGAGCCCACATYGTCTTYCCNGT 

prYMAC-for         (EcoR1)* CGTGAATTCTTATTGTAYATGGCRTGTACDCATGC 

prSL-2060-for          CGGCGTTRTRRTARACGTCGTC 

prSL-2150-for      (Eco R1) 

 

TGGAATTCTKGACGGCRTTGGYGTCTTTGGC 

prRep-DGRS-for    (Xba 1)* GAGTCTAGATGCTGACCTCCTCTAGCWGATCTGCC

GTC 

Iniciadores orientados en 

sentido complementario.  

(Sitio de restricción). 

 

Secuencia  

prSL-2200-rev      (EcoR1 ) CAGAATTCGACMTYACTCACCC 

prSL-2150-rev  GCWGCCAAAGACACCAAYGCCGT 

prRep-DGRS-rev   (Xba 1)* GAGTCTAGACGGCAGATCWGCTAGAGGAGG 

prYMAC-rev           (Xba 1)* GAGTCTAGACGGCAGATCWGCTAGAGGAGG 

prRep-WAR-rev     (Xba1)* GAGTCTAGACNGGRAAGACRATGTGGGC 

Tabla 4. Oligonucleótidos diseñados y utilizados como iniciadores universales para 
amplificar el ADN-A de Begomovirus pertenecientes al linaje del SLCV. Las regiones 
subrayadas corresponden al sitio de restricción presente en cada oligonucleótido. 
*Oligonucleotidos diseñados y/o utilizados por Monreal y col., (Manuscrito en 
proceso). 
 

Los fragmentos de ADN amplificados utilizando los iniciadores prSL 2060-for y 

prSL2150-for en combinación con prYMACRev son importantes debido a que 

comprenden segmentos de 132 y 102 codones del gen Rep respectivamente, la 

región intergénica que es la región genómica más variable en secuencia nucleótidica 

(Padidam y col., 1995), y fragmentos de 216 codones del gen CP, que en conjunto 

proporcionan información suficiente  para establecer la identidad de los Begomovirus  

cuyas secuencias fueron amplificadas. Por otra parte, los segmentos de ADN que se 

amplifican con los iniciadores prSL2200-rev y prSL2150-rev en combinación con 

prYMAC-for  incluyen las regiones genómicas faltantes para completar los genes 

Rep y CP, así como las secuencias completas de los genes TrAP y REn.  
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Cabe destacar que, dependiendo de las combinaciones utilizadas, dos 

fragmentos amplificados abarcan la totalidad del genoma A y se translapan a lo largo 

de una  longitud de 50  a 140 nucleótidos (figura 3). 

Figura 3. Componente A mostrando las regiones complementarias a los iniciadores 
universales diseñados en el presente estudio. Las flechas indican el sentido del 
iniciador con respecto a la dirección de replicación del virus, “For” (en sentido de las 
manecillas del reloj) y “Rev” (en sentido contrario a las manecillas del reloj). 

 

La evaluación inicial de los iniciadores universales prSL diseñados se realizó 

amplificando el genoma A de PepGMV clonado en el vector pBSK+ , el cual se utilizó 

además como una entidad de referencia para establecer el tamaño de los productos 

de PCR obtenidos con cada combinación de iniciadores. Todas las combinaciones 

evaluadas mostraron ser efectivas para amplificar secuencias del componente A de 

PepGMV (Figura 3). La combinación  prSL2200-rev / prYMAC-for amplificó un 

fragmento de 1323 pb; la combinación prSL2150-rev /prYMAC-for  amplificó una 

región de 1273 pb; ambos fragmentos incluyen la secuencia completa de los genes 

TrAP, REn y una parte del extremo 3´ de los genes Rep y CP. Con la combinación 

prSL2150-for/ prYMAC-rev se amplificó un fragmento de 1327 pb, mientras que la 

combinación prSL2060-for / prYMAC-rev amplificó un fragmento de 1417 pb; en 

ambos casos los productos de PCR incluyen a la secuencia completa de la región 

intergenica y una parte importante de los genes Rep y CP.  

 

 

CR 

A 

2600 bp 

YMAC 

AR1 

AL2 

AL3 

AL1 

 SL2200 

SL2060 

SL2150 
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Seleccionamos las combinaciones prSL2200-rev / prYMAC-for y prSL2060-

For / prYMAC-rev porque los productos de PCR obtenidos a partir de estas 

combinaciones comprenden la totalidad del genoma A de begomovirus 

pertenecientes al linaje del SLCV, y se traslapan en una región de 140 pb, lo cual 

facilita el ensamble correcto de los genomas A completos en el caso de infecciones 

mixtas. 

 

 
 
 

 
Figura 4. Productos de  PCR derivados de PepGMV con las diferentes 
combinaciones de oligonucleóotidos. 1) Control negativo SL-2200Rev / YMACFor, 2) 
SL-2200Rev /  YMACFor, 3) SL2150Rev / YMACFor, 4) Control negativo SL2150Rev 
/ YMACFor, 5) MPM (1Kb), 6) Control negativo SL-2150For / YMACRev,  7) SL-
2150For / YMACRev, 8) SL-2060For / YMACRev, 9) Control negativo SL-2060For / 
YMACRev.  
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3.1.2-AMPLIFICACIÓN DE SECUENCIAS DEL GENOMA B. 

 

Para amplificar el genoma B de geminivirus se diseñaron 4 oligonucleótidos 

degenerados flanqueados por distintos sitios de restricción (Tabla 5). Estos 

iniciadores hibridan principalmente  en el extremo 3’ de regiones genómicas 

conservadas presentes en los genes que codifican para las proteínas BC1 y BV1 

encargadas del movimiento viral a través de la planta. 

   

Los iniciadores fueron designados como BC1 y BV1 dependiendo del gen a 

partir del cual se obtuvieron las secuencias conservadas utilizadas para su diseño y 

un número que indica la posición dentro del genoma viral con la cual hibridan, así 

como por el sentido del iniciador con respecto a la dirección de replicación del virus, 

“for” (en sentido del virión) y “rev” (en sentido de la cadena complementaria). 

 

 Iniciadores con orientación 

en sentido del virión  

(Sitio de restricción).       

 

Secuencia 

 

prBV1310-for          (Xba1) GGTCTAGAGGWACNGTNAARATYGARCGTGT 

prBC1290-for          (Bgl II) GAGAARTAGTGGAGATCTATGTTRCAYCT 

Iniciadores con orientación 

en sentido complementario 

(Sitio de restricción). 

 

Secuencia 

 

prBV1-310rev CGTTCAATYTTNACNGTWCCYTTRAAACG 

prBC1-80rev   (Xba1) GGTCTAGAGAYGARTATCARYTDTCNCATGA 

 
Tabla 5. Oligonucleótidos degenerados diseñados y utilizados como iniciadores 
universales para amplificar el ADN-B de geminivirus. Las regiones subrayadas 
corresponden al sitio de restricción presente en cada oligonucleótido. 
 

Con la combinación de iniciadores prBC1-80rev y prBC1-310for se obtienen 

productos de PCR que incluyen una porción del gen BC1 y otra del gen BV1. 

Mientras que con el par de oligonucleotidos BC1-290For y BR1-310Rev se amplificó 

un fragmento que incluye la parte restante de los genes BL1 y BR1, así como la 

región intergénica  que incluye el origen de replicación (Figura 5). 
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Figura 5. Componente B mostrando las regiones complementarias a los iniciadores 
universales diseñados en el presente estudio.  Las flechas indican el sentido del 
iniciador con respecto a la dirección de replicación del virus, que se indica con los 
identificadores “For” (en sentido de las manecillas del reloj) y “Rev” (en sentido 
contrario a las manecillas del reloj). 
 

La evaluación preliminar de los iniciadores universales diseñados para 

amplificar el genoma B de geminivirus se basó en su capacidad para amplificar el 

genoma B clonado de un geminivirus de amplia distribución en México, PHV, a partir 

del cual se estableció el tamaño aproximado de los productos de PCR obtenidos con 

cada combinación de oligonucleótidos. 

 

El par de combinaciones utilizadas mostraron ser altamente efectivas al 

momento de amplificar el genoma B de PHV. La combinación BC1-290For / BR1-

310Rev amplifico un fragmento de 1480 pb que incluye 97 codones del gen BC1, la 

secuencia completa de la región intergenica y 103 codones del gen BV1. La 

combinación BC1-80Rev/ BV1-310For amplificó un fragmento de 1300pb que incluye 

las secuencias restantes de los genes BC1 y BV1 (Figura 6). 

 

Un aspecto importante de este procedimiento es que los productos de PCR 

obtenidos con estos pares de iniciadores comprenden en su totalidad al genoma B 

de Begomovirus , y comparten una región traslapada de 210 pb lo cual resulta 

efectivo para identificar geminivirus coexistentes en infecciones mixtas o inclusive la 

presencia de pseudorecombinantes. 

B 

BL1 BR1 

CR 

2589 bp 
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BV1-310 
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BC1-80 
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Figura 6. Productos de amplificación por PCR derivados del componente B de PHV 
con las diferentes combinaciones de oligonucleotidos. 1) Combinación BL1-290For / 
BR1-310Rev, 2) Control negativo BL1-290For / BR1-310Rev   3) MPM (1Kb), 4) 
Control negativo BC1-80Rev / BV1-310For, 5) Combinación BC1-80Rev / BV1-
310For. 
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3.2. CARACTERIZACIÓN GENOMICA DE BEGOMOVIRUS PERTENECIENTES AL 

LINAJE DEL SLCV A PARTIR DE MUESTRAS DE CAMPO. 

 
Para  aislar y caracterizar Begomovirus  pertenecientes al linaje del SLCV utilizamos 

principalmente los pares prSL2200-rev / prYMAC-for y prSL2060-for / prYMAC-rev 

(tabla 5). Las reacciones de PCR se realizaron utilizando extractos de ADN 

obtenidos a partir de plantas de “tomatillo” (Physalis ixocarpa), pepino (Cucumis 

sativus L.), tomate (Lycopersicon esculentum) y, una maleza conocida como 

“frijolillo ” (Rhynchosia minima) con síntomas característicos de infección por 

begomovirus (figura 7). Las mayoría de las muestras analizadas (excepto 

Rhynchosia minima) fueron colectadas en áreas de cultivo pertenecientes al 

Municipio de Río verde, S.L.P.  

 

Figura 7. A) Planta de tomatillo con síntomas de virosis (Río verde, SLP). B) Planta 

de Rhynchosia mínima con mosaico (Sinaloa). C) Planta de pepino (sin síntomas). 

D) Enrollamiento  foliar y clorosis en plantas de tomate (Río verde, SLP).   
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Se obtuvieron extractos de ADN total a partir de las plantas colectadas y, 

mediante la técnica de la PCR, se amplificaron los fragmentos correspondientes a 

las combinaciones SL-2200Rev / YMACFor (1323 pb) y SL-2060For / YMACRev 

[(1417 pb) Figura 8]. Los fragmentos de ADN amplificados comparten una región 

traslapada de aproximadamente 140 pb, que permite verificar que ambos productos 

han sido amplificados a partir de la misma secuencia viral, y facilita la reconstrucción 

de los genomas A aislados. 

 

Como parte del protocolo hicimos mezclas para la PCR utilizando como 

iniciadores universales las combinaciones WARFor / YMACRev (1685 pb) y 

DGRSRev / YMACFor (1200 pb) utilizadas por Monreal y Col., (manuscrito en 

proceso). Los fragmentos de PCR amplificados con este par de combinaciones 

abarcan en su tota lidad el genoma A de Begomovirus típicos y comparten una región 

traslapada de aproximadamente 300 pb dependiendo del tamaño del virus 

amplificado. Después de obtener clonas que contenían los fragmentos de ADN de 

nuestro interés y liberar estos últimos mediante el uso de enzimas de restricción, se 

observaron patrones de restricción diferentes inclusive entre clonas que 

aparentemente eran iguales, sugiriendo por tanto la existencia de una infección 

mixta. 
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Figura 8.- Regiones del genoma A viral amplificadas con cada combinación de 
iniciadores. A) La región SL-2060For / YMACRev facilita la identificación de las 
especies virales debido a que incluye 132 codones del gen Rep, la secuencia 
completa de la región intergénica  y 216 codones del gen CP. B) La región SL-
2200Rev / YMACFor complementa la caracterización genómica viral. Incluye 258 
codones del gen Rep, la secuencia completa de los genes AL2 y AL3, y 36 codones 
del gen CP.  

 

Posteriormente al aislamiento y caracterización del genoma A de los 

begomovirus obtenidos de las muestras problema, nos dimos a la tarea de aislar el 

genoma B que corresponde a cada uno de ellos mediante el uso de los iniciadores 

universales BC1-80Rev / BV1-310For (1300 pb) y BC1-290For / BV1-310Rev [(1480 

pb) Figura 9]. Los productos de PCR obtenidos se traslapan en un segmento de 220 

pb, permitiendo la reconstrucción de la secuencia genómica global.  

 

 

 

 

(B) 
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Figura 9.- Regiones del ADN B viral amplificadas para cada combinación de 
oligonucleotidos utilizada. A) La región BC1-290For / BV1-310Rev facilita la 
identificación del begomovirus al que pertenece el genoma B en cuestión ya que 
contiene 97 codones del gen BC1, la secuencia completa de la región intergenica 
que incluye la región común y 103 codones del gen BV1. B) La región BC1-80Rev / 
BV1-310For completa la caracterización genomica viral. Incluye 267 codones del gen 
BC1 y 153 codones del gen BV1. 
 

Los genomas A obtenidos a partir de los extractos de tomatillo y pepino se 

compararon con las secuencias disponibles en la base de datos del GenBank, y 

encontramos que correspondían a variantes del PepGMV, con un 97 y 98% de 

similitud global respectivamente . Hasta la fecha solo se habían reportado infecciones 

causadas por PepGMV en Solanáceas, por lo que los resultados obtenidos amplían 

el rango de huéspedes naturales para esta especie viral.  

 

En el caso del extracto obtenido a partir de una planta de tomate colectada en 

Río verde, en primera instancia se reconstruyeron un par de genomas A completos. 

El primer genoma A (2588 pb) mostró una similitud del 97.1 % con el Tomato severe 

leaf curl virus-GT94 (ToSLCV-GT94), un virus que solo se había encontrado hasta 

ahora en Centroamérica; a esta nueva variante se le otorgo provisionalmente el 

(A) 

(B) 
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nombre de ToSLCV-SLP1. Una segunda secuencia viral de 2614 pb resulto 93.9 % 

similar en secuencia al Tomato golden mottle virus-GT94-R2 (ToGMoV-GT94-R2), 

que al igual que el virus anterior, solo se había registrado en países 

centroamericanos.  

 

A partir del mismo extracto se logro amplificar y reconstruir un genoma B 

completo de 2588 pb que correspondió al ToGMoV para el cual no existía reportada 

más que una secuencia parcial (Nakhla y col., 2005). Las marcadas diferencias entre 

las secuencias iterativas presentes en ToSLCV y ToGMoV y la baja similitud entre 

las secuencias presentes en la base de datos del GenBank y secuencia parcial 

(1300 pb) de un segundo genoma B presente en la misma muestra, indica que 

probablemente esta última sea el primer indicio sobre la existencia del genoma B de 

la especie ToSLCV. En base a los resultados obtenidos se logro la caracterización 

genómica total de ToGMoV y parcial de ToSLCV, significándose como el primer 

reporte de la presencia en México de estos dos virus.   

 

Por otra parte, se proceso una muestra proveniente de una región cercana a 

Guasave, Sinaloa, correspondiente a una maleza conocida como “frijolillo” 

(Rhynchosia minima), y se realizó el análisis de los extractos por PCR con el uso de 

los iniciadores WARFor / YMACRev y  DGRSRev / YMACFor (Monreal y col., no 

publicado) y se logró amplificar un genoma A completo de 2605 pb. La secuencia 

obtenida se comparo con las presentes en la base de datos del GenBank y 

obtuvimos una similitud del 90.6 % con Rhynchosia golden mosaic virus (RhGMV) 

aislado en Honduras y un  90.2% con respecto a RhGMV-Chiapas.  

 

Los criterios taxonómicos actuales establecen que las variantes de un 

begomovirus cuyo genoma A presenta una identidad global del 89 al 93% se 

consideran cepas (“strains”) de la misma especie (Fauquet & Stanley, 2005). Por lo 

tanto, este primer virus aislado de Rhynchosia sp corresponde a una nueva cepa de 

la especie RhGMV denominada tentativamente: Rhynchosia golden mosaic virus- 

Sinaloa (RhGMV-Sinaloa) y amplía notablemente la distribución geográfica de esta 

especie viral (Figura 10). 
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Se trabajó con el mismo extracto con la finalidad de determinar la presencia 

de begomovirus pertenecientes al linaje del SLCV, para lo que se utilizaron las 

siguientes combinaciones: SL-2200Rev / YMACFor (1323 pb) y SL-2060For / 

YMACRev (1417 pb). Esta nueva reacción de PCR puso en evidencia la existencia 

de un virus diferente a RhGMV, y los productos de amplificación obtenidos 

permitieron reconstruir un genoma A de 2578 pb, cuya secuencia fue analizada y 

comparada con las secuencias disponibles en el banco de datos del GenBank 

mostrando un 86.3% de similitud con CaLCuV-Jamaicapcrfa4, su pariente más 

cercano (Figura 9). En base a los resultados obtenidos del análisis de secuencias y 

los criterios establecidos por el comité internacional para la taxonomía de virus (ICTV 

por sus siglas en ingles), que indican que un geminivirus se considera una especie 

separada si su genoma A completo presenta una similitud global menor al 89% con 

su pariente mas cercano (Fauquet y Stanley, 2005), se estableció que el segundo 

virus aislado de la planta Rhynchosia minima corresponde a una nueva especie de 

geminivirus. Para confirmar esto por otro criterio, nos dimos a la tarea de analizar el 

origen de replicación del nuevo virus y como resultado observamos que contiene 

iterones cuya secuencia es única entre las 120 especies conocidas de begomovirus 

(figura 11). En base en los criterios taxonómicos actuales (Fauquet y Stanley., 2005) 

el nombre tentativo para este nuevo geminivirus fue: Rhynchosia Mosaic Sinaloa 

Virus (RhMSinV). 
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Figura 10. Árbol filogenético que representa la relación entre el genoma A de 

RhMSinV (nueva especie de Begomovirus) y las 10 especies virales conocidas 

pertenecientes al linaje del SLCV.  La escala representa el número de substituciones 

por cada 100 nucleótidos. 

 

Utilizando el mismo extracto logramos aislar y reconstruir un genoma B 

completo de 2525 pb. Para comprobar que la secuencia obtenida corresponde a 

RhMSinV comparamos la región común presente en ambos genomas (A y B), y 

determinamos que ambas regiones son prácticamente idénticas. Con los resultados 

obtenidos logramos la caracterización genómica total de esta nueva especie de 

begomovirus. 
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Figura 11. La secuencia repetida (iterones) presente en el origen de replicación de 
Rhynchosia mosaic Sinaloa virus (RhMSinV) es única entre las especies conocidas 
de geminivirus. Los iterones presentes en Rhynchosia mosaic Sinaloa virus se 
comparó con los iterones presentes en begomovirus del viejo mundo (Tomato yellow 
leaf curl virus-Thailandia), begomovirus típicos del nuevo mundo (Tomato chino La 
Paz virus) y begomovirus pertenecientes al linaje del SLCV (Cabbage leaf curl virus). 
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3.3. CARACTERIZACIÓN GENÓMICA DE BEGOMOVIRUS TÍPICOS PRESENTES 

EN INFECCIONES MIXTAS.  

Para  amplificar secuencias de Begomovirus típicos, mucho más abundantes en la 

naturaleza, el procedimiento fue similar al usado con las muestras de plantas 

infectadas por begomovirus pertenecientes al linaje del SLCV, pero con diferentes 

iniciadores. Las reacciones de PCR se realizaron con extractos de ADN obtenidos a 

partir de plantas de soya (Glycine max, Merr.) y de 3 malezas con síntomas de 

virosis, conocidas como “mala mujer” (Solanum rostratum), Sida (Sida sp), y una 

planta herbácea de la familia de las Compuestas (Asteraceae) que no pudo ser 

identificada a nivel de Género, y que llamamos simplemente “girasol silvestre” 

(Figura 12). Las muestras de Soya, “girasol silvestre” y Sida sp fueron colectadas en 

áreas de cultivo pertenecientes al municipio de Guasave, Sinaloa, mientras que las 

muestras de Mala mujer fueron colectadas en áreas agrícolas del Municipio de Río 

verde, S.L.P. 

Figura 12.  A) Enrollamiento foliar severo que expresaba la planta de “mala mujer” 
que designamos MM4. B) Planta de “mala mujer”  con clorosis difusa. C) Planta de 
soya asintomática. D) Mosaico severo expresado en plantas de Sida sp. 
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Para descartar o establecer la existencia de infecciones mixtas, utilizamos la 

técnica de RFLP (patrones de restricción) para diferenciar unas clonas de otras 

mediante los patrones de restricción observados. Por último aplicamos la 

metodología desarrollada en este estudio para amplificar el genoma B 

correspondiente a cada uno de los virus aislados. 

 

Las primeras muestras en ser analizadas fueron una proveniente de Soya 

(SO-1068) y otra derivada de una maleza conocida como “girasol silvestre” (especie 

no identificada). Después de comprobar la ausencia de begomovirus  pertenecientes 

al linaje del SLCV proseguimos a utilizar los iniciadores utilizados por Monreal en 

combinación con los patrones de restricción utilizando las enzimas Hha1 y Msp 1 

(Monreal y col., en proceso) a partir de los cuales logramos aislar y reconstruir un par 

de componentes A en el caso de soya 1068 y uno solo en el girasol silvestre.  

 

El análisis de la secuencia contenida en el primer genoma A (2636pb) aislado 

de SO-1068 con las secuencias presentes en la base de datos del GenBank, mostró 

un 92.6% de similitud con el Chino del tomate virus-(IC)  [CdTV-(IC) y un poco menor 

con otros genomas de CdTV publicados. En base a los criterios taxonómicos 

actuales (Fauquet y Stanley, 2005) el aislado de Soya 1068 corresponde a una 

nueva cepa de la especie CdTV que denominamos provisionalmente CdTV-

Soybean. El hallazgo también amplio el rango de huéspedes naturales conocidos 

para este virus, limitado hasta ahora a solanáceas. A la fecha hemos caracterizado 

además un fragmento (1300 pb) del genoma B de CdTV-Soybean correspondiente a 

la región BC1-80Rev / BV1-310For. El segundo virus aislado del extracto de Soya 

1068 tiene un 98% de similitud con la cepa RhGMV-Sinaloa aislado de Rhynchosia 

minima durante este trabajo (Figura 13). 

 

Una segunda muestra de Soya marcada como SO-1045 fue ana lizada de la 

misma manera que soya 1068, se amplificaron y reconstruyeron un par de genomas 

A, el primer genoma fue sometido a un análisis comparativo con las secuencias 

presentes en la base de datos del GenBank y como resultado se obtuvo que era 

idéntico al CdTV-Soybean aislado de la muestra de Soya 1068. El análisis 

comparativo de las 2604 pb contenidas en el segundo genoma A aislado de Soya 

1045 mostró un 89.9 y un 90.5% de similitud con respecto a los RhGMV aislados en 
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Honduras y Chiapas respectivamente , y mostró ser solo un 92% similar a los 

aislados de RhGMV-Sinaloa aislados de girasol, soya y “frijolillo”, por lo que 

constituye una nueva cepa de la especie RhGMV que también tiene a soya como 

huésped natural, y cuyo nombre tentativo es RhGMV-Soybean (Figura 13). 

 

Por otra parte, se amplifico el genoma B completo de RhGMV-Soybean 

(2551pb) y RhGMV-Sinaloa (2570pb), aislados de SO-1045 y SO-1068, 

respectivamente. Se compararon las secuencias obtenidas con otros genomas B 

depositados en el GenBank. El componente B de PHYVV fue el que mostró una 

mayor similitud con un 69.4% para el caso de RhGMV-Sinaloa, mientras que con 

respecto al componente B de RhGMV-Soybean mostró un 69% de similitud; estos 

fueron sus parientes más cercanos, ya que los genomas B correspondientes a los 

RhGMV identificados en Honduras y Chiapas no han sido aislados todavía. 

Consecuentemente, los genomas B de los aislados de Soya son los primeros 

reportados para esta especie viral.  La comparación de los genomas B de RhGMV-

Sinaloa y RhGMV-Soybean reveló una similitud del 92.2% entre sí, lo que apoya la 

noción de que estos virus aislados de soya representan cepas diferentes. 

 

 

Figura 13. Árbol filogenético de los genomas A completos correspondientes a las 

variantes y nuevas cepas de la especie RhGMV, aisladas durante este trabajo. 
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Como parte de otro lote de muestras colectadas se identificó una maleza 

conocida como Sida (Sida sp) y se trato de amplificar ADN viral utilizando  la 

combinación de iniciadores prSL, sin obtener resultados favorables; después, se 

utilizaron los iniciadores diseñados por Monreal y col., con las siguientes 

combinaciones: DGRS-for / YMAC-rev y DGRS-rev / YMAC-for amplificando los 

fragmentos de ADN viral esperados. 

 

Con la finalidad de comprobar la presencia de una infección mixta se  sometió 

a un análisis de RFLP con las enzimas Hha1 y Msp1 al producto de PCR obtenido a 

partir de la combinación DGRSFor / YMACRev (1500 pb) y resultó que la suma de 

los pesos moleculares de las bandas observadas en el patrón de restricción es 

superior al tamaño del producto de PCR digerido. Basándonos en el método de 

RFLPs logramos identificar 2 genomas virales diferentes, los cuales no fueron 

reconstruídos con la certeza necesaria debido a que las combinaciones de 

oligonucleótidos utilizadas no comparten regiones traslapadas y a que los 

fragmentos amplificados con el par de iniciadores DGRS-Rev / YMAC-For (parte 

inferior del genoma) eran muy  similares. 

 

Para solucionar este problema utilizamos la combinación WAR-for/ YMACRev 

(Monreal y col., manuscrito en proceso) para lograr obtener una secuencia de ADN 

que se traslape con alguno de los fragmentos amplificados con anterioridad y así 

reconstruir los genomas A correspondientes a cada virus. 

 

La secuencia del primer genoma A obtenido se comparo con las secuencias 

presentes en la base de datos del GenBank y presento una similitud mayor al 94% 

con respecto a su pariente mas cercano, el CdTV. Con base en lo anterior y a los 

criterios taxonómicos actuales el primer aislado de Sida sp correspondió a una 

variante del CdTV que amplia el rango de hospederos naturales para esta especie 

viral. El segundo genoma A reconstruido tenia una longitud de 2605 pb y después de 

llevar a cabo el análisis de comparación de secuencias determinamos que era en un 

87.2% similar a CdTV-(IC), su pariente mas cercano (Figura 14). 
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Figura 14. Árbol filogenetico que representa la relación entre el genoma A de 

SiMSinV (nueva especie geminiviral) y el genoma A de Begomovirus representativos 

de ambos hemisferios. La escala representa el número de substituciones 

nucleotidicas por 100. 

 

El análisis de los iterones presentes en el origen de replicación mostró que son 

idénticos a los presentes de otros geminivirus lejanamente relacionados, PYMV de 

Venezuela, TYLCSV de Europa y SACMV de África (Figura 15). Con base en las 

observaciones anteriores, determinamos que el segundo virus de la planta de Sida 

sp. corresponde a una nueva especie de begomovirus, que denominamos 

provisionalmente Sida mosaic Sinaloa virus (SiMSinV). Procedimos luego a 

amplificar el genoma B de esta nueva especie, lo que logramos utilizando nuestros 

iniciadores, y reconstruimos a partir de dos productos de PCR la secuencia completa 

(2577pb) del genoma B de SiMSinV, que se confirmó mediante el análisis de la 

región común presente en ambos genomas.  
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Figura 15. La secuencias repetidas (iterones) presentes en el origen de replicación 
de SiMSinV son diferentes a las presentes en la mayoría de los geminivirus del viejo 
mundo (Tomato Yellow Leaf Curl Virus-Sicilia) y del nuevo mundo (Chino del Tomate 
Virus) pero idénticas a las presentes en el origen de replicación de Tomato Yellow 
Leaf Curl Virus-Sardinia y South Africam Cassava MosaicVirus. 
 

Okra yellow mottle México virus (OYMoMV) es un begomovirus bipartita cuyo 

genoma A fue aislado de cultivos de Okra (Abelmoschus esculentus L. Moench) 

presentes en los estados de Guerrero y Morelos (De la Torre- Almaraz y col., 2006). 

Durante el presente trabajo se recibieron extractos de plantas de Okra de las cuales 

se aisló y caracterizo originalmente el genoma A de OYMoMV y con las 

combinaciones de iniciadores BC1-80Rev / BV1-310For y BC1-290For / BV1-310Rev 

se amplificó un genoma B completo correspondiente a OYMoMV, logrando con esto 

la caracterización genómica completa de esta nueva especie viral. 
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En cada una de las colectas realizadas en el Municipio de Río verde, S.L.P. 

se observo con frecuencia a una maleza conocida como “mala mujer” (Solanum 

rostratum). Se colectaron diferentes muestras de esta maleza, se rotularon (MM1, 

MM2, etc.), se les extrajo el ADN y se analizaron por medio de la técnica de la PCR 

utilizando por separado los iniciadores universales diseñados en este estudio para 

amplificar el genoma A de begomovirus pertenecientes al linaje SLCV y los 

diseñados por Monreal (manuscrito en proceso) que amplifican el genoma homólogo 

de los Begomovirus típicos, y así comprobar o descartar la presencia de 

begomovirus coinfectantes en las muestras. Las secuencias de ADN aisladas fueron 

comparadas con las secuencias presentes en la base de datos del GenBank. 

 

En el caso de la planta de mala mujer rotulada como MM1 se amplificó una 

secuencia parcial de 1417 pb similar al genoma A de PepGMV usando los 

iniciadores SL-2060For / YMACRev, mientras que con la combinación WARFor / 

YMACRev se caracterizó una secuencia de 1685 pb que correspondió al genoma A 

de PHYVV. 

 

A partir del extracto de la planta MM2 y con la combinación SL-2060For / 

YMACRev se aislaron un par de fragmentos virales, el primero correspondió al 

genoma A de una nueva cepa perteneciente a la especie ToSLCV y, cuyo nombre 

tentativo es ToSLCV-SLP2. El segundo fragmento fue idéntico en secuencia al 

ToGMoV aislado de tomate durante este estudio. Hasta la fecha ToGMoV había sido 

considerado un Begomovirus  endémico de Guatemala, siendo esta la primera 

observación de su presencia en México; en el caso de ToSLCV, se amplia el rango 

de huéspedes naturales para esta especie viral. 

 

El extracto proveniente de la muestra MM3 se analizó con la combinación de 

iniciadores SL-2060For / YMACRev aislando una secuencia de 1417 pb que 

corresponde al ToSLCV. Posteriormente con el uso de la combinación WARFor / 

YMACRev se identifico una segunda secuencia de 1685 pb correspondiente a 

ToChLPV, un begomovirus recientemente descrito por Holguín (Holguín y col., 

2005). Los resultados obtenidos expanden el rango conocido de huéspedes y la 

distribución geográfica del ToChLPV. 
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3.4. UN CASO EXCEPCIONAL DE INFECCIÓN MÚLTIPLE. 

 

Como producto de una de las colectas realizadas en el Municipio de Río 

verde, S.L.P. obtuvimos una planta (Solanum rostratum) rotulada como MM4 con 

síntomas virales característicos de infección por begomovirus. Después de obtener 

el extracto de ADN, se aplico la técnica de la PCR utilizando como iniciadores la 

combinación: SL2200Rev / YMACFor que amplifica una secuencia de 1320 pb de 

begomovirus típicos. 

 

Se obtuvieron ocho clonas que fueron digeridas con la enzima de restricción 

Eco R1 para comprobar la presencia de los fragmentos de PCR de 1320 pb, 

aparentemente todas las clonas eran idénticas ya que todas liberaron un fragmento 

del tamaño esperado. Para comprobar lo anterior, aplicamos la técnica de RFLP 

sobre la clonas obtenidas utilizando la enzima Msp 1 y como resultado observamos 

tres patrones de restricción diferentes (figura 16). Las secuencias aisladas se 

compararon con las presentes en la base de datos del Gen Bank, dos de las 

secuencias correspondieron a variantes de ToSLCV (ToSLCV-SLP1 y ToSLCV-

SLP2), mientras que la tercera secuencia estaba relacionada con PepGMV. 

 

El mismo extracto MM4 se analizó utilizando los iniciadores para Begomovirus 

típicos. Con la combinación DGRSFor / YMACRev se amplifico un fragmento de 

1500 pb y se obtuvieron siete clonas que fueron digeridas con la enzima Eco R1 

para liberar y comprobar la presencia del producto de PCR amplificado. Nuevamente 

se observo la presencia de tres patrones de restricción diferentes con Msp1  (Figura 

17). El análisis de comparación de secuencias mostró que la primera secuencia 

corresponde a una variante de PHYVV, la segunda secuencia fue muy similar a 

ToChLPV y la tercera secuencia pertenecía a ToGMoV. En total aislamos segmentos 

parciales del genoma A de cinco begomovirus diferentes (ToSLCV, PepGMV, 

PHYVV, ToChLPV  y ToGMoV), un hecho sin precedente en la literatura sobre 

geminivirus. 
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Por ultimo se amplificaron secuencias del genoma B de Begomovirus  y a 

pesar de realizar múltiples pruebas de escrutinio solo hemos logrado aislar y 

amplificar el genoma B completo de PHYVV y una secuencia de 1485 pb 

correspondiente ToGMoV. 

 

Con base en lo anterior podemos establecer que muy probablemente el par 

de genomas B aislados del extracto MM4 son los encargados del movimiento a 

través de la planta de todos los genomas A virales aislados. 

 
Figura 16.- Análisis RFLP de las clonas conteniendo la región SL-2200Rev / 
YMACFor obtenido con la enzima Eco R1, el cual se caracteriza por la presencia de 
tres patrones de restricción diferentes. Los carriles 1-3,5 y 6 muestran el patrón de 
restricción correspondiente a una variante de la especie ToSLCV; Los carriles 4 y 8 
comparten un segundo patrón de restricción que pertenece a una segunda variante 
de ToSLCV y el carril 7 presenta el patrón de restricción de PepGMV. El carril 9 
corresponde al Marcador de peso molecular (1 Kb).  
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Figura 17.- Análisis RFLP de las clonas conteniendo la región DGRSFor / YMACRev 

utilizando la enzima Msp 1. Se aprecian tres patrones de restricción diferentes. El 

primero, correspondió a PHYVV en los carriles 1-5; el segundo a ToChLPV en el 

carril 6 y tercer patrón a ToGMV en el carril 7. El carril 8 corresponde al Marcador de 

peso molecular (1 Kb). 
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DISCUSIÓN. 

 

En el presente trabajo hemos desarrollado dos nuevos métodos de diagnóstico 

molecular, el primero presenta características que lo hacen más apropiado para el 

diagnostico y el descubrimiento de nuevas especies virales pertenecientes al linaje 

del SLCV que los métodos existentes. Mientras que las características presentadas 

por el segundo método favorecen la amplificación del genoma B completo de 

cualquier Begomovirus, sin importar su origen geográfico, superando en esto a los 

demás métodos publicados. 

 

En primera instancia, se diseñaron 6 diferentes oligonucleotidos universales 

flanqueados por sitios de restricción que facilitan su clonación en plásmidos de uso 

general como pK19 o pBSK+ y con los cuales se puede amplificar el componente A 

completo de cualquier  begomovirus perteneciente al linaje del SLCV. La versatilidad 

de los oligonucleotidos se demostró experimentalmente amplificando con éxito las 

regiones genómicas correspondientes de begomovirus representativos del linaje 

SLCV.  

 

Lo anterior contrasta con los resultados obtenidos por Wyatt y Brown (1996) cuyos 

iniciadores AV494/AC1048 amplifican el mismo tamaño de banda (570 pb) del gen 

que codifica para la proteína de la cápside (CP) de begomovirus de diferentes 

continentes sin embargo la información obtenida solo es parcial y no permite la 

caracterización taxonómica completa del virus en cuestión. 

 

Mientras que con los oligonucleotidos universales diseñados por  Rojas y col., (1993) 

y los iniciadores diseñados por Monreal  col., (Manuscrito en proceso) a pesar de 

amplificar el genoma A completo de los begomovirus típicos sin importar su origen 

geográfico muestran claras deficiencias al momento de amplificar begomovirus  

pertenecientes al linaje SLCV. 
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Con los oligonucleotidos universales SL2150For y SL2200For en combinación con el 

oligonucleotido YMACRev se amplifican las regiones SL2200For / YMACRev y 

SL2150For / YMACRev con las que se pueden diagnosticar e identificar tanto a virus 

conocidos como a nuevas especies virales pertenecientes al linaje SLCV debido a 

que incluye la región intergénica y parte de los genes Rep y CP. 

 

 La región intérgenica contiene el origen de replicación del genoma viral y los dos 

promotores divergentes. Los productos de PCR que corresponden a las regiones 

SL2200For / YMACRev y SL2150For / YMACRev se pueden clonar  para analizar 

experimentalmente la organización funcional del origen de replicación en 

begomovirus pertenecientes al linaje SLCV, lo anterior implica el análisis de los 

elementos en Cis implicados de forma directa en la replicación viral sino también los 

elementos reguladores de la transcripción de genes tempranos y tardíos. La 

información obtenida es actualmente utilizada en el diseño de vectores virales que 

faciliten la expresión de genes foráneos en plantas, y establecer la bases 

moleculares obtener líneas transgénicas resistentes a mas de un begomovirus 

basándonos en los resultados obtenidos por Yang y col. (2004) los cuales indican 

que las plantas de tomate que expresan una formas mutantes o truncadas de la 

proteína Rep exhiben mayor resistencia a geminivirus. Además, con la región 

intergénica se pueden realizar estudios evolutivos utilizando las secuencias itericas 

presentes en el origen de replicación  debido a que el número y arreglo de estas 

secuencias es conservado entre grupos geminivirales relacionados evolutivamente 

(Arguello-Astorga y col., 1994). 

 

 

 En caso de algún indicio sobre la presencia de infecciones mixtas se aprovecho la 

alta variabilidad genómica presente en la región intergénica de los geminivirus y se 

recurrió a la técnica de RFLPs utilizando las enzimas Hha1 y Msp1 utilizadas por 

Monreal y Col., (Manuscrito en proceso) para confirmar la presencia de una infección 

mixta y posteriormente establecer diferencias entre los productos de PCR 

correspondientes a cada begomovirus  implicado en la coinfección. 
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Nuestro método consta de 4 probables combinaciones de oligonucleotidos 

universales con los cuales se puede amplificar el componente A completo de 

begomovirus pertenecientes al linaje del SLCV, y a diferencia de los fragmentos 

amplificados con los oligonucleotidos diseñados por Rojas y col., (1993), los 

fragmentos genómicos amplificados con nuestros oligos  se sobrelapan y por lo tanto 

se elimina la posibilidad de obtener secuencias begomovirales erróneas al momento 

de reconstruir los genomas. 

 

Posteriormente diseñamos seis diferentes oligonucleotidos universales  flanqueados 

por sitios de restricción ,con los cueles se pueden amplificar diferentes regiones del 

componente B de begomovirus bipartitas, y clonarse en plásmidos de uso general 

(pK19 o pBSK+).La versatilidad de los iniciadores para amplificar el componente B 

completo de cualquier begomovirus bipartita independientemente de su origen 

geográfico se demostró experimentalmente amplificando con éxito las regiones 

genómicas correspondientes de begomovirus representativos presentes en el 

continente Americano. Esto contrasta con los resultados obtenidos por Rojas y col. 

(1993) cuyos oligonucleotidos PBL1v2040 y PCRc1 amplifican un fragmento de 

aproximadamente 600pb que incluye  una porción del gen BL1 pero no la región 

común, evitando con esto la caracterización genómica total del virus en cuestión. 

 

Con los oligonucleotidos BC1-80For y BC1-290For en combinación con el 

oligonucleotido BV1-310Rev se amplifican las regiones BC1-80For / BV1-310Rev y 

BC1-290For / BV1-310Rev  que pueden ser utilizadas para identificar el begomovirus  

bipartita al cual pertenece el genoma B amplificado debido a que incluye la región 

intergérnica y  parte de los genes BL1 y BR1. La región intergénica contiene el 

origen de replicación del genoma, la región común y los dos promotores divergentes, 

es por eso que los productos de PCR se pueden clonar  y utilizar para evaluar 

experimentalmente  la organización funcional del origen de replicación de diversos 

begomovirus. El análisis de las secuencias iterativas presentes en el origen de 

replicación (Arguello-Astorga y col., 1994) proporciona información sobre la 

evolución viral de algún begomovirus en particular y nos ayudan a predecir entre que 

especies begomovirales existe mayor probabilidad de llevar a cabo fenómenos de 

recombinación y/o pseudorecombinación. 
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La variabilidad de secuencia presente en las regiones BC1-80For / BV1-310Rev y 

BC1-290For / BV1-310Rev  permito al igual que con las regiones WARFor / 

YMACRev y DGRSFor / YMACRev establecer patrones de restricción característicos 

utilizando las enzimas Msp1 y Hha1 (Monreal y col., Manuscrito en proceso), con 

este método se puede evaluar rápidamente la diversidad de begomovirus  presentes 

en un agroecosistema determinado, identificar a los begomovirus que participan en 

infecciones mixtas, y la presencia de pseudorecombinantes. 

 

 La combinación de los diferentes oligonucleotidos diseñados en este estudio 

permite obtener la secuencia del genoma B completo de cualquier begomovirus  

bipartita sin importar su origen geográfico. El hecho de que los productos de PCR 

amplificados se traslapen elimina la posibilidad de amplificar fragmentos de dos o 

más begomovirus presentes en una infección mixta y obtener secuencias que 

erróneamente se consideren nuevas especies.    

 

Las técnicas diseñadas y probadas experimentalmente durante el presente estudio 

pueden ser utilizadas para la identificación y caracterización genómica del 

componente A de begomovirus pertenecientes al linaje SLCV y del componente B de 

cualquier begomovirus  sin importar su origen geográfico o rango de hospederos, 

establecer e identificar el rango de hospederos de cada begomovirus presente en 

una región geográfica determinada, debido a que la mosquita blanca en múltiples 

ocasiones se alimenta de plantas infectadas con varios begomovirus, se puede 

estudiar la interacción entre estos últimos y su insecto vector así como su capacidad 

para transmitirlos  de malezas a cultivos de interés económico y viceversa, de tal 

forma que al combinar nuestro método con los métodos ya existentes se podría 

establecer un sinergismo que facilite el aislamiento tanto de los begomovirus  

pertenecientes al linaje del SLCV como de los begomovirus típicos presentes en 

infecciones mixtas, desde el punto de vista fitosanitario se puede evaluar el material 

vegetal de importación para evitar la introducción de begomovirus de una región o 

país a otro, como sucedió con el PHYVV detectado inicialmente en Tamaulipas y 

posteriormente identificado en todas las regiones tomateras del estado de Sinaloa 

(Torres-Pacheco y col., 1996) o lo acontecido en Republica Dominicana (Polston y 

col., 1994) y Francia (Delatte y col., 2003) en donde TYLCV se disemino debido a la 
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falta de métodos de diagnostico molecular eficientes y de una legislación fitosanitaria 

adecuada. 

 

 En relación a los begomovirus identificados durante este ensayo cabe resaltar el 

hecho de que solo dos de las muestras vegetales analizadas fueron infectadas por 

un solo begomovirus , tal fue el caso del PepGMV identificado por secuenciación en 

las muestras de Tomatillo y Pepino recolectadas en Río verde S.L.P. Por el 

porcentaje de similitud obtenido (97 y 98% para Tomatillo y Pepino respectivamente)  

con el genoma A de PepGMV se estableció que este aislamiento corresponde al 

PepGMV. El aislado en Río verde; S.L.P. amplia el rango de hospederos antes 

restringido a solanáceas y la distribución geográfica para esta especie viral. Los 

síntomas provocados por PepGMV cuando infecta una planta por si solo son mucho 

mas agresivos que cuando esta involucrado en infecciones mixtas de tal forma que 

la presencia de PepGMV infectando Tomatillo y pepino en el estado de S.L.P. nos 

advierte sobre la posibilidad de sufrir epidemias como las observadas rutinariamente 

en cultivos de tomate y chile presentes en el estado de Tamaulipas, México (Torres-

Pacheco y col., 1996). 

  

El ToSLCV se caracteriza principalmente por presentarse en la naturaleza 

produciendo infecciones mixtas (Nakhla y col., 2005) o pseudorecombinantes debido 

a que no había sido posible amplificar su genoma B (Nakhla y col., 2005), y el 

aislado de una muestra de tomate de Río verde, S.L.P. fue la excepción, se 

caracterizo el genoma A completo (GenBank acc. No. DQ347946) y un fragmento de 

1330 pb correspondiente al genoma B de ToSLCV; Un segundo genoma B 

correspondiente a  ToGMoV (GenBank acc. No. DQ406674)  fue aislado y 

caracterizado. El análisis de comparación de las secuencias entre los aislados de 

Tomate en Río Verde, S.L.P. y las secuencias presentes en el GenBank estableció 

la identidad de cada una de ellas, un 97.1 % de similitud para el genoma A de 

ToSLCV en comparación con ToSLCV-GT94 (GenBank acc. No. AF130415), 

mientras que la región común presente en el componente A del ToGMoV-[GT94-R2] 

(GenBank acc. No. AF32852) Aislado en Centroamérica es idéntica a la presente en 

el genoma B del aislado en Río verde, S.L.P. La distribución geográfica tanto de 

ToSLCV como de ToGMoV  estaba restringida solo a Centroamérica de tal forma 

que este es el primer reporte sobre su presencia en nuestro país. 
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 Aunado a lo anterior se confirma la caracterización parcial del componente B 

de ToSLCV y total del componente B de ToGMoV (GenBank acc. No. DQ406674) 

para los cuales no existía reporte alguno. 

 

Con la caracterización de RhGMV en Honduras (Potter y col., 2000) y el reporte de 

su presencia infectando cultivos de tabaco en Chiapas, México (Ascencio-Ibañez y 

col., 2002) se comenzó a pensar que esta especie viral a la larga podría diseminarse 

e infectar cultivos de interés económico en nuestro país.   

 

Se confirmo la caracterización total de una nueva cepa begomoviral aislada de una 

muestra de soya colectada en Sinaloa rotulada como Soya-1068, cepa que 

correspondió a la especie RhGMV denominada RhGMV-Sinaloa (GenBank acc. No. 

DQ347950). Una segunda cepa denominada CdTV-Soybean (GenBank acc. No. 

DQ347945) perteneciente a la especie CdTV se caracterizo parcialmente. El análisis 

de comparación entre las secuencias aisladas de Soya y las presentes en el 

GenBank mostró un 88.6% de similitud entre el genoma A de RhGMV-Sinaloa y el 

genoma A de RhGMV-Honduras (GenBank acc. No. AF239671); Un 89.2% de 

similitud entre los genomas A de RhGMV-Sinaloa  y  RhGMV-Chiapas (GenBank 

acc. No. AF408199), mientras que el genoma B de RhGMV-Sinaloa fue un 85% 

similar al genoma B de RhGMV-Soybean (GenBank acc. No. DQ356429). El genoma 

A completo de CdTV-Soybean (GenBank acc. No. DQ347945) mostró un 92.6% de 

similitud con el genoma A de CdTV-[IC] (GenBank acc. No. AF101476) y, se 

identifico una secuencia parcial (1330pb) perteneciente al genoma B de CdTV-

soybean  

 

La cepa RhGMV-Sinaloa amplia la distribución geográfica, el rango de hospederos y 

además, constituye el primer reporte del genoma B para esta especie viral. El CdTV-

Soybean amplia su rango de hospederos naturales, que no incluía Leguminosas y se 

reporta por primera ocasión el genoma B parcial correspondiente a esta cepa viral. 

 

La incidencia de RhGMV y CdTV sobre cultivos de Soya en Sinaloa se comprobó al 

caracterizar los genomas A y B de dos Begomovirus aislados a partir de una muestra 

de soya rotulada como Soya-1045, colectada en Sinaloa. El primer Begomovirus fue 

idéntico a CdTV-Soybean mientras que el segundo Begomovirus caracterizado 
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mostró ser divergente tanto de los RhGMVs aislados de Centroamérica como de 

RhGMV-Sinaloa en un 89% de similitud consolidándose como una nueva cepa 

denominada RhGMV-Soybean.  

 

En las muestras de Soya se observo que no tiene que pasar mucho tiempo entre el 

descubrimiento y caracterización de una especie geminiviral presente en una maleza 

y su posterior aislamiento en plantas de interés económico, mientras que CdTV-

Soybean pone de manifiesto el hecho de que una especie restringida a cierta maleza 

o cultivo puede encontrar en cualquier momento las condiciones favorables  para 

ampliar su rango de hospederos.  

 

El constante análisis de muestras sin discriminar entre malezas o cultivos de interés 

económico nos llevo a analizar una maleza conocida como Rhynchosia minima 

presente alrededor de un sembradío de Soya en Sinaloa y reconocida como un 

importante reservorio de begomovirus presente en múltiples ecosistemas de 

Latinoamérica. Identificamos y caracterizamos en su totalidad los genomas A y B 

pertenecientes a dos  Begomovirus , el primero correspondía a RhGMV-Sinaloa 

(aislado con anterioridad de Soya-1068), mientras que el genoma A completo del 

segundo begomovirus mostró un 86.4% de similitud en secuencia con el genoma A 

de CaLCuJamV clona pCRFA13, su pariente más cercano (GenBank acc.No. 

DQ178612). El segundo begomovirus aislado de Rhynchosia minima se considera 

una nueva especie begomoviral tomando en cuenta los criterios taxonómicos 

actuales establecidos por el ICTV (Fauquet y Stanley, 2003, 2005) y a que el análisis 

de las secuencias itericas del nuevo virus  (Arguello -Astorga et al., 1994) mostró que 

estas son únicas entre las especies de begomovirus conocidas, con lo que se 

confirma que el virus aislado en segunda instancia corresponde a una nueva especie 

perteneciente al linaje del SLCV denominada Rhynchosia Mosaic Sinaloa Virus 

(RhMSinV; GenBank acc. No. DQ406672). 

 

Tomando en cuenta lo obtenido a partir de la muestra de Rhynchosia sp adquirimos  

un interés especial por analizar malezas presentes en cultivos de soya en Sinaloa y 

logramos identificar una maleza perteneciente a la familia de las Malváceas 

denominada Sida sp. En primera instancia se aisló un begomovirus  cuyo genoma A 

completo mostró una similitud mayor al 94% con el genoma A de CdTV resultando 
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una variante perteneciente de la especie CdTV que amplia el rango de hospederos 

naturales para esta especie viral. Posteriormente se realizo la caracterización 

genómica total de un segundo begomovirus considerado como una nueva especie 

debido a que su genoma A mostró un 87.2% de similitud con respecto al genoma A 

de CdTV-[IC] (GenBank acc. No. AF101476), su pariente más cercano. El análisis de 

los iterones de esta nueva especie denominada SiMsinV (GenBank acc. No. 

NC008059) Indico que son idénticos en secuencia a los presentados por otros virus 

lejanamente relacionados desde un punto de vista evolutivo, como ToMoTV (Cuba), 

TYLCSV (Europa) y SACMV (África). El descubrimiento de una nueva especie 

presente en una planta de Sida sp es un hecho que se correlaciona con su gran 

capacidad para actuar como un reservorio natural de begomovirus y con el hecho de 

que a partir de plantas de Sida sp se han aislado 10 nuevas especies begomovirales 

(Fauquet y stanley., 2005). 

 

El aislamiento y caracterización del genoma A de un begomovirus típico presente el 

cultivos de Okra (De la Torre-Almaraz y col., 2006) cuya  similitud en secuencia con 

su pariente mas cercano (SiYVV; GenBank acc.No. Y11099) fue del 85.4%. El 

análisis de las secuencias itericas presentes en el origen de replicación muestra que 

estas son únicas en comparación con las presentes en los begomovirus hasta la 

fecha descritos, es por eso que con base en lo anterior se considera al begomovirus  

aislado de cultivos de Okra (Abelmoschus esculentus L. Moench) presentes en los 

estados de Guerrero y Morelos como una nueva especie denominada Okra Yellow 

Mosaic México Virus (OYMMV; GenBank acc. No. DQ022611). Posteriormente como 

uno de los objetivos planteados para este estudio se logro la caracterización del 

genoma B correspondiente a OYMMV, completando con esto su caracterización 

genómica. 

 

 El descubrimiento de nuevas especies begomovirales es producto del esfuerzo por 

establecer un registro sobre las poblaciones geminivirales presentes en nuestro país. 

La caracterización de estas nuevas especies virales puede aportar nuevas ideas 

sobre la evolución de estos patógenos así como establecer nuevos modelos de 

estudio que en un futuro nos permita identificar elementos genéticos con potencial 

biotecnológico.  
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Continuando con la recolección de malezas, pero ahora localizadas en sembradíos 

de Tomatillo, Tomate y Pepino localizados en Río verde, S.L.P. nos encontramos 

con una maleza denominada Mala Mujer (Solanum rostratum) cuya persistencia y 

prevalencia sobre otras malezas presentes en la región es superior. Como parte del 

lote de plantas de Mala Mujer analizado se identificaron 3 plantas afectadas por 

infecciones mixtas: 

 

De la planta de mala mujer rotulada como MM1 se aislaron dos fragmentos 

correspondientes al genoma A de dos begomovirus. El primero corresponde a la 

región SL2060For / YMACRev que muestra una similitud del 93% con respecto a la 

misma porción correspondiente al genoma A de PepGMV (GenBank acc. No. 

AY368336) Mientras que el fragmento perteneciente al segundo begomovirus y que 

incluye la región WARFor / YMACRev fue un 91% similar con respecto a su región 

homologa presente en el genoma A de PHYVV (GenBank acc. No. X70418). El 

hecho de encontrar esta mezcla de begomovirus infectando Solanum rostratum 

confirma que las infecciones mixtas provocadas por PepGMV y PHYVV son las mas 

comunes en nuestro país llegando inclusive a infectar cultivos de importancia 

económica, tal es el caso de chile, Tomate, Tomatillo y Tabaco (Ascencio-Ibañez y 

col., 2002; Torres-Pacheco y col., 1996). 

 

A partir de la planta MM2 en primera instancia se aisló un fragmento de 1417 pb 

similar a la región SL2060For / YMACRev perteneciente al genoma A de ToSLCV 

(GenBank acc. No. AF130415) Confirmando la presencia de esta especie 

begomoviral en nuestro país y ampliando su rango de hospederos naturales. Una 

segundo fragmento que incluía la región WARFor / YMACRev fue caracterizado 

mostrando un 98% de similitud con la secuencia equivalente presente en ToGMoV 

(GenBank acc. No. DQ520943) Un begomovirus  restringido a Centroamérica. Como 

parte de este estudio ya se había identificado a ToGMoV  en Tomate de Río Verde 

S.L.P. confirmando con esto su presencia en México y ampliando el rango de 

huéspedes naturales para esta especie viral. 

 

En el caso del extracto proveniente de la muestra MM3 se analizo un fragmento de  

1417pb que correspondió a la región SL2060For / YMACRev similar con su región 

equivalente presente en ToSLCV (GenBank acc. No. AF130415). Posteriormente 
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aislamos una segunda secuencia parcial de 1685 pb similar en un 94% con la región 

WARFor / YMACRev presente en el ToChLPV (Holguin y col., 2005). Se expandió el 

rango conocido de huéspedes y la distribución geografica del ToChLPV.  

 

El reporte sobre la presencia de una variante perteneciente a la especie ToChLPV 

en el estado de S.L.P. al poco tiempo de su descubrimiento en La Paz, B.C.S. 

(Holguín-Peña y col., 2005) indica que probablemente este begomovirus  ya se 

encontraba en el estado de S.L.P. como una especie ampliamente distribuida entre 

malezas y que tal vez aun no ha encontrado las condiciones favorables para infectar 

tomate como lo hace en el estado de B.C.S. resaltando con esto la importancia de 

establecer un programa integral de diagnostico no solo con nuevos y mejores 

métodos moleculares si no con brigadas de recolección cada vez mas extensas. 

 

La muestra rotulada como MM4 fue analizada de manera rutinaria y después de 

obtener clonas de los productos de PCR amplificados con la combinación DGRSFor 

/ YMACRev el análisis de restricción con las enzimas Hha1 y Msp1 indico la 

presencia de tres begomovirus diferentes, una variante denominada PHYVV-SLP1 

cuyo genoma A completo mostró una similitud del 96% con PHYVV-Sinaloa 

(GenBank acc. No. AY044162), el genoma A del segundo begomovirus fue 99% 

similar a ToGMoV-SLP2 (GenBank acc. No. EF501976) y el tercer begomovirus  

resulto ser una variante (95% de similitud) de la especie ToChLPV denominada 

ToChLPV-SLP2. Posteriormente se obtuvieron clonas conteniendo fragmentos del 

genoma A amplificados con la combinación SL-2200Rev / YMACFor, los patrones de 

restricción indicaron la presencia de al menos 3 begomovirus, dos de ellos variantes 

de la especie ToSLCV [ GenBank acc. No. AF130415 (ToSLCV-SLP1 con un 97% 

de similitud y ToSLCV-SLP2 con un 97% de similitud)] Mientras que el tercer 

begomovirus correspondió a PepGMV (GenBank acc. No. AF136404). 

 

A pesar de que se ha resaltado la alta capacidad de las malezas para servir como 

reservorios naturales de begomovirus  hasta la fecha no existen reportes sobre 

infecciones mixtas causadas por más de dos geminivirus, consolidando este caso en 

especial como un hecho sin precedentes en la literatura sobre geminivirus. En el 

caso planta MM4 es una clara muestra de que tan complicados pueden llegar a ser 
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el diagnostico molecular y el descubrimiento de las interacciones entre los 

geminivirus presentes en infecciones mixtas.  

 

La planta MM4 puede ser considerado como un nuevo modelo que nos ayude a 

comprender de una mejor manera la interacción entre estos virus y sus plantas 

hospederas. El hecho de haber encontrado solo el genoma B de dos de las cinco 

especies virales identificadas indica  que aunque no hay presencia de 

pseudorecombinantes las proteínas codificadas por el componente B de PHYVV y 

ToGMoV son capaces de mover a través de la planta al componente A de PepGMV, 

ToChLPV-SLP2,  de las dos variantes de ToSLCV (ToSLCV-SLP1 y ToSLCV-SLP2). 

 

La alta incidencia de infecciones mixtas diagnosticadas en plantas colectadas en los 

estados de Sinaloa y S.L.P. durante este estudio se debe en gran parte a la 

presencia de una amplia variedad de plantas arvenses portadoras de begomovirus , 

al aumento en las poblaciones de Mosquita Blanca biotipo B y a la diversidad de 

cultivos presentes en las zonas tropicales y subtropicales (Harrison y col., 1997; 

Sanz y col., 2000 y Torres-Pacheco y col., 1996)  de tal forma que la presencia de 

PepGMV infectando por si solo cultivos de Tomatillo y Pepino constituye la 

excepción a la regla. 

 

Desde el punto de vista fitopatológico el aspecto más importante de las infecciones 

mixtas es su capacidad para alterar la expresión de síntomas. Se ha demostrado 

que esta alteración es dependiente del huésped, por ejemplo cuando PepGMV y 

PHYVV coinfectan plantas de chile se observa un  efecto antagónico en el cual la 

agresividad de PepGMV se ve reducida produciendo hasta cierto punto un efecto 

benéfico pero cuando se encuentran presentes en Tabaco se observa un sinergismo 

que desencadena en síntomas devastadores (Méndez-Lozano et al., 2002)  de tal 

modo que los estudios epidemiologicos representan una alternativa para entender de 

una mejor manera los mecanismos moleculares implicados en la interacción entre 

begomovirus coinfectantes y, entre estos últimos con sus hospederos naturales.  

 

La constante incidencia del CdTV-Soybean, RhGMV-Soybean y RhGMV-Sinaloa en 

cultivos de soya presentes en Sinaloa así como de otras variantes y nuevas cepas 

es el mas claro ejemplo sobre como los begomovirus aprovechan su genoma 
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bipartita y mediante los mecanismos de recombinación y pseudorecombinación  

evolucionan emergiendo como begomovirus con una alta capacidad de infección 

(Hou y Gilbertson., 1996) que inclusive les facilita ampliar sus rango de hospederos 

naturales. Esta varibilidad genica observada en los miembros de la familia 

geminiviridae es generada por tres mecanismos: 

 

1. Las mutaciones puntuales, pequeñas deleciones o inserciones son 

consideradas  la principal fuente de diversidad genómica (Harrison y 

Robinson., 1999). Para el caso del CdTV se ha demostrado que pequeñas 

mutaciones puntuales en uno o dos nucleótidos dentro de la secuencia del 

gen que codifica para la proteína Rep  aumentan o reducen significativamente 

la expresión de síntomas en plantas infectadas (Brown et al., 2000). 

 

2. La Pseudorecombinación, se lleva a cabo por el rearreglo del ADN del 

componente A y B de aislamientos del mismo virus e inclusive entre especies  

geminivirales poco relacionadas (Hou y Gilberson., 1996). Los 

pseudorecombinantes estables son begomovirus bipartitas compuestos por el 

genoma A de un Begomovirus  bipartita y el genoma B de otro begomovirus 

con el que se encuentra relacionado de una manera cercana o distante y 

pueden provocar síntomas en plantas infectadas.  

 

3. La recombinación es un proceso favorecido por la presencia de infecciones 

mixtas (Umaharan y col., 1998), los altos niveles de replicación viral (Accotto 

et al; 1993) y la capacidad del biotipo B de Bemisia tabaci para alimentarse de 

una gran cantidad de plantas convirtiéndolas en hospederos potenciales para 

geminivirus. Existen dos  tipos de recombinación: 

 

• La recombinación homologa, factible entre aislados pertenecientes a 

una misma especie viral de tal forma que si esta se da entre dos cepas 

defectuosas se puede producir una nueva cepa viral viable. 

 

• La recombinación no homologa es el mecanismo clave para la 

aparición de nuevas formas de virus debido a que facilita el rearreglo y 

la inserción de genes pertenecientes a otros virus y/o células, 
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facilitando la adaptabilidad biológica  de pseudorecombinantes 

derivadas de especies íntimamente relacionadas y así mantener el flujo 

de material genético entre los diferentes begomovirus presentes en una 

misma región. 

 

Actualmente, el riesgo de sufrir epidemias devastadoras en el continente Americano 

como las reportadas en algodón en pakistan (Harrison y col; 1997), tomate en 

Trinidad y Tobago (Umaharan y col; 1998), España e Italia (Noris y col; 1994), 

Cassava en Uganda (Deng y col; 1997) y Tanzania (Ndunguru y col; 2005), etc. 

producidas por virus recombinantes se ha incrementado por la presencia del TYLCV, 

un begomovirus monopartita,  aislado en Israel (Navot y col., 1991) de manera que 

su probable interacción con begomovirus endémicos puede dar lugar al surgimiento 

de variantes virales altamente virulentas. 

 

El método de diagnostico e identificación de begomovirus desarrollado durante este 

ensayo, posee varias características que superan algunas de las limitaciones 

presentadas por los métodos de rojas y col, (1993), wyatt y Brown (1996) y Monreal 

y col, (En proceso); y son las siguientes: 

 

Cuenta con varios juegos de oligonucleótidos universales degenerados con los que 

se puede amplificar el genoma A de todos los begomovirus pertenecientes al linaje 

del SLCV. Las secuencias amplificadas nos proporcionan información suficiente 

sobre la identidad del begomovirus en cuestión. Principalmente las regiones SL2200-

for / YMAC-rev, 2150For / YMAC-rev para el componente A y las regiones BC180-for 

/ BV1-310Rev y BC1-290For / BV1-310Rev para el componente B. Estas regiones 

nos ayudan a identificar la diversidad de especies en una región geográfica 

determinada, identificar los hospederos naturales, diagnosticar infecciones mixtas 

causadas por begomovirus y evaluar la capacidad del insecto vector para 

transmitirlos. 

 

Los productos de PCR amplificados con los iniciadores “SL” se sobrelapan 

facilitando la caracterización de genoma A de cada uno de los begomovirus  

pertenecientes al linaje del SLCV presentes en infecciones mixtas. 
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Es un método altamente eficiente para amplificar begomovirus  pertenecientes al 

linaje del SLCV, muy comunes en Centroamérica, México y el sur de los Estados 

Unidos. 

 

Incluye 6 iniciadores universales capaces de amplificar el genoma B completo de 

cualquier begomovirus bipartita. Los productos de PCR obtenidos se sobrelapan 

evitando con esto incertidumbre al momento de reconstruir el genoma B de 

begomovirus presentes en infecciones mixtas.   

 

 

La interacción de nuestro método con el método diseñado por Monreal col, (En 

proceso) resulta en un sinergismo que facilita el diagnostico y la caracterización 

genómica tanto de los begomovirus típicos como de los begomovirus pertenecientes 

al linaje del SLCV. 

 

Con base en lo anterior concluimos que la metodología desarrollada durante este 

trabajo constituye un poderosa herramienta, sencilla, segura, rápida y económica 

para el diagnostico y la caracterización del genoma A de begomovirus  

pertenecientes al linaje del SLCV y del genoma B de cualquier begomovirus bipartita 

sin importar su origen geográfico. 
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CONCLUSIONES. 

 

Se desarrolló una metodología molecular para la caracterización genómica de 

begomovirus, que mostró ser una herramienta poderosa para descubrir nuevas 

especies virales y detectar infecciones mixtas. 

 

Se caracterizaron tres nuevas especies de begomovirus, dos de ellas con iterones 

que no se encuentran en ningún otro begomovirus conocido, cinco nuevas cepas y 

siete variantes (figura 18). 

 

Se amplió el rango de hospederos naturales para cinco nuevas especies 

begomovirales dentro de las que destacan PepGMV infectando Tomatillo y Pepino, 

mientras que RhGMV y CdTV fueron encontradas infectando soya. 

  

Se incremento la distribución geográfica de cinco especies begomovirales 

destacando la presencia de ToSLCV y ToGMV en nuestro país. 

 

Se obtuvo la secuencia (nueve totales y una parcial) del genoma B de 10 

begomovirus para los cuales no existía dato alguno. 

 

El estudio reveló que las infecciones múltiples por begomovirus son 

extraordinariamente frecuentes en la naturaleza, y quizás sean más bien la regla que 

la excepción. 

 

Se realizó el hallazgo en una maleza de una infección mixta que involucra 5 

genomas A y 2 genomas B diferentes, una observación sin precedente en la 

literatura sobre geminivirus. 
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Figura 18.- Árbol filogenético que resume los resultados obtenidos durante este 

trabajo. Rojo nueva especie; Amarillo nueva cepa, azul nueva variante. 
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