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RESUMEN

En plantaciones de alstroemeria (Alstroemeria L.) de Villa
Guerrero, Estado de México, se han detectado plantas con sin-
tomas similares a los inducidos por geminivirus en otros culti-
vos horticolas. En dichas plantaciones también se ha observado
la presencia de la mosquita blanca, considerada como el vector
mds eficiente de estos virus. El objetivo del presente trabajo fue
detectar la presencia de geminivirus en plantas de alstroemeria.
Mediante PCR, usando los iniciadores MotCP2118/MotCP2123,
se obtuvo un segmento de ~600pb, similar al del control positi-
vo correspondiente a chile infectado con el begomovirus pepper
huasteco yellow vein virus (PHYVV, antes pepper huasteco vi-
rus) en plantas sintomdticas, mientras que en las asintomdticas
la deteccion fue negativa. Plantas de Nicotiana glutinosa, N.
benthamiana, N. rustica, N. tabacum var. xanthi y Datura stra-

monium inoculadas por biobalistica con ADN total obtenido de
alstroemerias con sintomas y positivas a PHYVV mediante PCR,
mostraron mosaicos leves y deformacion de hojas, mientras que
en plantas de Capsicum annuum se observaron mosaicos, ne-
crosis en nervaduras y abultamientos en hojas. Con el ADN de
estas plantas también se obtuvieron bandas correspondientes al
PHYVV, pero en las monocotiledoneas bombardeadas, incluyen-
do alstroemeria, no fue detectado el fragmento. La secuencia
de oligonucledtidos de los productos de PCR mostro 98% de
homologia con el begomovirus PHYVV. Aunque no fue posible
reproducir en alstroemeria los sintomas observados en campo,
si se evidencié mediante PCR la presencia de un geminivirus
similar al PHYVV en tejido de plantas sintomdticas.

Introduccion

La alstroemeria (Alstroe-
meria L.), planta ornamental
monocotiledénea, comenzd a
ser cultivada en México a prin-
cipios de 1990 en Villa Gue-
rrero, Estado de México. Las
enfermedades inducidas por
virus constituyen los problemas
fitopatolgicos mads serios en la
produccién de esta ornamental
(Bellardi y Bertaccini, 1996;
Spence et al., 2000). A la fe-
cha en este cultivo se tienen
consignados 13 virus pertene-
cientes a ocho géneros taxo-
némicos, pero no geminivirus.
Daughtrey et al. (1997) sefialan
que especies de virus pertene-

cientes al género Tospovirus
y la familia Geminiviridae
(Damsteegt, 1999) han impac-
tado de manera significativa a
las principales especies florico-
las desde la década pasada. En
especies ornamentales, se han
reportado nueve geminivirus:
abutilon mosaic virus (AbMYV),
acalypha yellow mosaic virus
(AYMV), ageratum yellow vein
virus (AYVV), croton yellow
vein mosaic virus (CYVMYV),
eupatorium yellow vein virus
(EpYVYV), euphorbia mosaic
virus (EuMV), honeysuckle
yellow vein mosaic mosaic
(HYVMV), tobacco leaf curl
virus (TLCV) y tomato yellow
leaf curl virus (TYLCV) (Al-

bouy y Devergne, 2000). La
familia Geminiviridae com-
prende cuatro géneros (Cur-
tovirus, Mastrevirus, Bego-
movirus 'y Topocovirus) que
se diferencian en base a su
genoma monopartita o biparti-
ta, el tipo de hospedante (mo-
nocotiledénea o dicotileddnea)
e insecto vector involucrado
(de las familias Cicadellidae,
Membracidae o Aleyrodidae)
(Hanley et al., 1999; Pringle,
1999; Hull, 2002). Respecto
a esto dltimo, la cdpside viral
es de fundamental importancia
porque participa en el reco-
nocimiento que determina la
especificidad y adquisicion del
virus. La adquisicién de los

geminivirus requiere del re-
conocimiento de las particulas
viricas a nivel de diferentes
dominios de la proteina de la
capside, situados en la extremi-
dad N-terminal, por receptores
especificos localizados en las
glandulas salivales accesorias
presentes en la mosquita blan-
ca (Liu et al., 1997a). La cap-
side también participa en el
movimiento intra e intercelular,
y en consecuencia influye en
la especificidad para que un
geminivirus pueda infectar a
monocotiledéneas o dicotiled6-
neas (Soto y Gilbertson, 2003);
sin embargo, se ha documenta-
do que el género Mastrevirus
infecta tanto monocotiledéneas
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SUMMARY

In alstroemeria (Alstroemeria L.) plantations located in Villa
Guerrero, Mexico State, plants with symptoms similar to those
induced by geminivirus in other horticultural crops have been
detected. In addition, the presence of whiteflies, which are con-
sidered the most efficient vectors of these viruses, has been
observed in these plantations. The goal of this work was to
detect the presence of this geminivirus species in alstroemeria
plants. By means of PCR analysis using primers MotCP2118/
MotCP2123, a fragment of ~600pb similar to the amplicon
obtained from PHYVV-infected positive control was amplified
only from symptomatic plants. Nicotiana glutinosa, N. bentha-
miana, N. rustica, N. tabacum var. xanthi and Datura stramoni-
um plants were inoculated by bombardment with total DNA ob-

tained from symptomatic alstroemerias and positive to PHYVV
by means of PCR. Inoculated plants showed mild mosaics and
deformation of leaves, whereas in the leaves of Capsicum an-
num plants, mosaics, vein necrosis and blisters were observed.
Using DNA from these plants as template in PCR, amplicons
corresponded to PHYVV were also obtained; however, in bom-
barded monocotyledons, including alstroemeria, this fragment
was not detected. The sequence of oligonucleotides from the
PCR products showed 98% homology to PHYVV geminivirus.
Even though symptoms presented by alstroemeria plants in the
field were not reproduced, the presence of a geminivirus simi-
lar to PHYVV in tissue of symptomatic plants was evidenced
through PCR.
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RESUMO

Em plantagées de alstroemeria (Alstroemeria L.) de Villa
Guerrero, Estado do México, se tem detectado plantas com sin-
tomas similares aos induzidos por geminivirus em outros culti-
vos horticolas. Em ditas plantacées também tem sido observa-
da a presenga da mosquinha branca, considerada como o vetor
mais eficiente destes virus. O objetivo do presente trabalho foi
detectar a presenca de geminivirus em plantas de alstroemeria.
Mediante PCR, usando os iniciadores MotCP2118/MotCP2123,
obteve-se um segmento de ~600pb, similar ao do controle po-
sitivo correspondente a chile infectado com o begomovirus pe-
pper huasteco yellow vein virus (PHYVV, antes pepper huaste-
co virus) em plantas sintomdticas, enquanto que nas assinto-
mdticas a detec¢do foi negativa. Plantas de Nicotiana glutino-
sa, N. benthamiana, N. rustica, N. tabacum var. xanthi e Datura

stramonium inoculadas por biobalistica com DNA total obtido
de alstroemerias com sintomas e positivas a PHYVV mediante
PCR, mostraram mosaicos leves e deformacgdo de folhas, en-
quanto que em plantas de Capsicum annuum se observaram
mosaicos, necrose em nervaduras e protuberdncias em folhas.
Com o DNA destas plantas também se obtiveram bandas cor-
respondentes ao PHYVV, mas nas monocotiledoneas bombar-
deadas, incluindo alstroemeria, ndo foi detectado o fragmento.
A sequéncia de oligonucleotideos dos produtos de PCR mostrou
98% de homologia com o begomovirus PHYVV. Embora ndo
foi possivel reproduzir em alstroemeria os sintomas observados
em campo, sim foi evidenciada, mediante PCR, a presenca de
um geminivirus similar ao PHYVV em tecido de plantas sinto-
madticas.

como dicotiledéneas (Morris et
al., 1992; Liu et al., 1997b).
Hasta 1992 no se habia de-
tectado en América la pre-
sencia de geminivirus en
monocotiledéneas (Brown y
Bird, 1992), pero en 2002 se
consigné a la monocotiledd-
nea Sorghun halepense (zacate
johnson), como un hospedante
alterno de los geminivirus pep-
per huasteco yellow vein virus
(PHY VY, antes conocido como
pepper huasteco geminivirus) y
texas pepper tamaulipas strain
(texano del chile variante ta-
maulipas ahora denominado
pepper golden mosaic virus)
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en la regién centro de México
(Garzén et al., 2002).
Sintomas foliares como
abultamientos, enchinamien-
tos y enrollamientos, reduc-
cion del drea foliar, enanismo,
epinastia, mosaico amarillo
brillante, moteado clorético y
clorosis foliar interna o de los
madrgenes, son sintomas fre-
cuentemente asociados con la
infeccién por geminivirus en
diferentes plantas hospedan-
tes (Brown y Bird, 1992; To-
rres et al., 1996). En México,
distintos geminivirus trans-
mitidos por mosquita blanca
(Bemisia tabaci Genn. o B.

argentifolli Bellows y Perring)
son reportados como agentes
causales de estos sintomas en
diferentes zonas productoras
de chile, frijol, jitomate, okra,
tomatillo, tabaco y calabaza
(Torres et al., 1996; Anaya
et al., 2003). Actualmente no
se tienen registros de gemini-
virus infectando alstroemeria
en México y en el mundo;
no obstante, no se descarta la
posibilidad de que alguno de
ellos esté presente en plantas
sintomaticas de alstroemeria
en la regién de Villa Gue-
rrero, Estado de México. Los
sintomas observados desde

1999 en este cultivo consisten
en deformacién (enrollamien-
tos) y clorosis en los marge-
nes o en la parte interna de
las hojas y mosaicos amarillos
brillantes. Asimismo, la pre-
sencia de mosca blanca, sien-
do las especies Bemisia tabaci
y B. argentifolli consideradas
como vectores eficientes de
estos virus (Brown y Bird,
1992; Wisler et al., 1998),
es comun en el cultivo. El
objetivo del presente trabajo
fue detectar la presencia de
geminivirus en ejemplares de
esta planta ornamental con los
sintomas mencionados.
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Materiales y Métodos
Material vegetal

Se recolectaron muestras
de tejido (~100g de hojas y
tallos obtenidos de los estratos
inferior, medio y superior) de
plantas de alstroemeria, tanto
asintomadticas como con sinto-
mas, en el municipio de Villa
Guerrero, Estado de México.
Las recolecciones se realiza-
ron en enero, marzo, abril,
junio, septiembre, noviembre
y diciembre de 2002 y men-
sualmente de enero a mayo
2003 y de enero a noviembre
2004. Las muestras fueron
almacenadas a -20°C hasta su
procesamiento.

Transmision por injerto

En los meses de marzo,
abril y mayo de 2004, 15 plan-
tulas de alstroemeria y chile
(Capsicum annum L.), de dos
meses de edad y provenientes
de semilla, fueron injertadas
con 4pices de tallos (3-5cm
de longitud) de alstroemeria
con sintomas. Las pldntulas se
mantuvieron aisladas dentro
de una jaula entomoldgica en
invernadero, a 27 +3°C. Como
testigos negativos se tuvieron
cinco plantas de cada especie
sin injertar. Las plantas injerta-
das que mostraron sintomas de
origen viral se utilizaron para
injertar a un segundo grupo
de 15 plantas de alstroemeria
provenientes de semilla y de
cuatro meses de edad. A los
45 dias después de realizado
este injerto las plantas fueron
analizadas mediante PCR para
confirmar la presencia de ge-
minivirus.

Identificacion de mosquitas
blancas y reproduccion de
sintomas en invernadero

En los meses de marzo y
agosto de 2002 a 2004 se co-
lectaron hojas e inflorescen-
cias de alstroemeria con sin-
tomas y que tenfan ninfas de
mosquitas blancas. La identifi-
cacion de las especies de mos-
quita blanca se realiz6 con las
claves de Martin (1987) y su
identidad fue confirmada por
Laura Delia Ortega Arenas,

del Instituto de Fitosanidad,
Colegio de Postgraduados,
Meéxico. Para las pruebas de
transmisién, en 15 plantas de
alstroemeria y chile obtenidas
a partir de semillas, se colo-
caron 10 adultos de mosquitas
blancas de las colectadas en
campo, y cada pldntula se
colocé individualmente en una
jaula. Un total de 300 insec-
tos, confinados en grupos de
10 por jaula, se alimentaron
por siete dias sobre las plantu-
las sanas con el fin de trans-
mitir a posibles geminivirus.
Después de este periodo, los
insectos de cada planta fueron
capturados y ~80% de ellos
fueron analizados mediante
PCR para detectar la presen-
cia de geminivirus. El resto se
utilizé para la identificacion
de la especie. Las plantas se
mantuvieron en observacién
en invernadero (27 £3°C) en
una jaula entomoldgica y a las
12 semanas fueron analizados
mediante PCR.

Transmision por biobalistica

Cinco plantas (con 6-8 ho-
jas verdaderas) de 11 especies
(Capsicum annuum, Nico-
tiana tabacum var. xanthi,
N. rustica, N. glutinosa y N.
benthamiana, Datura stramo-
nium, Chenopodium quinoa,
Ch. amaranticolor, Zea maiz,
Allium sativum y Alstroemeria
sp.) fueron inoculadas por
biobalistica con un acelerador
Du Pont (PDS-1000), usando
50ul de microparticulas de
tungsteno (Tungsten M-10,
BIORAD) mezcladas con Sul
de ADN total (1ul-1"), obte-
nido a partir de plantas de
alstroemeria con sintomas y
en las que mediante PCR se
habia evidenciado la presen-
cia de geminivirus. En cada
planta el bombardeo se realizé
en la parte apical, a una dis-
tancia de 2cm y 57kg-cm? de
presién (Garzon et al., 1993).
Los controles consistieron de
dos plantas de cada especie
inoculadas con agua o con
ADN extraido de plantas de
alstroemerias asintométicas en
las que la amplificacién por
PCR fue negativa. Las plantas
bombardeadas, se mantuvieron
en una camara bioclimadtica a
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28 £1°C y luz blanca hasta
observar la expresién de sin-
tomas. El ensayo se realizé en
los meses de agosto y noviem-
bre de 2004 y enero de 2005.
Las plantas que presentaron
sintomas fueron analizadas
mediante PCR para detectar
la presencia de geminivirus.

Deteccion de TSWV y AIMV

Debido a que los virus
tomato spotted wilt virus
(TSWYV) y alstroemeria mo-
saic virus (AIMV) fueron
reportados previamente en
México en la planta orna-
mental motivo de este estudio
(Gutiérrez et al., 2000), de
enero a noviembre 2004 se
recolectaron mensualmente
en campo muestras de tejido
de alstroemeria con sintomas,
para detectar su presencia me-
diante ELISA-DAS (Clark y
Adams, 1977). También se
realiz6 la deteccién en plan-
tas inoculadas por injerto y
por biobalistica. Se emplearon
antisueros obtenidos de Agdia
Inc., para TSWV (Lote 1476)
y AIMV (Lote 0008).

Extraccion del dcido
nucleico viral y deteccion de
geminivirus mediante PCR

A partir de hojas y tallos
de cada una de las muestras
de alstroemeria recolectadas
en el campo, asi como de las
plantas sometidas a pruebas
de transmisién por injerto
y por biobalistica, y de los
testigos negativos, se llevo a
cabo la extraccién de ADN
segtn la técnica descrita por
Dellaporta et al. (1983). La
concentraciéon y calidad de
ADN se determind con un es-
pectrofotémetro (Lambda Bio
10, Perkin Elmer) a 260nm
y promedio de absorbancia a
260/280nm, respectivamen-
te. Se utilizaron los inicia-
dores MotCP2118 (CC GAA
TTC GAC TGG ACCTTA
CAT GGN CCTTCA C) y
MotCP2123 (GAG TCT AGA
GGS TAN GTG/AAG/G
AAA TAA/G TTC TTG GC)
que amplifican un segmento
de 0,65kb del componente A
de geminivirus, y que incluye
la regién comin y parte del

gen de la proteina de la cépsi-
de (Ascencio et al., 2002). La
mezcla de reaccion final para
PCR consistié de 120ng del
ADN molde, 250uM de cada
trifosfato de deoxinucledtido,
ImM de cada iniciador, 10ul
de buffer de reaccién para
PCR (10X), MgCl, 5SmM y
2.5u/ml de ADN polimerasa
(Amplificasa®, Biotecnologias
Universitarias). La PCR se
realizé en un termociclador
automadtico (GeneAmp 2400,
Perkin-Elmer). Como testi-
go negativo se utiliz6 ADN
proveniente de plantas de
alstroemeria asintomdticas y
como testigo positivo ADN
amplificado de plantas de chi-
le infectadas con el pepper
huasteco yellow vein virus
(PHYVYV), proporcionado por
Rafael Rivera Bustamante, del
CINVESTAV-IPN, Unidad
Irapuato, México.

Los productos de PCR
(10ul) fueron separados por
electroforesis en gel de aga-
rosa al 1,2%, se tifié con bro-
muro de etidio (0,5ug-ml") y
se visualizé en un transilu-
minador UV (Gel-Doc 2000,
BIORAD). La longitud de los
fragmentos obtenidos se com-
par6 con el marcador de peso
molecular 1kb ADN (GIBCO
BRL).

Secuenciacion

El producto de PCR fue pu-
rificado (Qiagen Co., Hilden,
Alemania) y la secuenciacion
de nucledtidos se realizé en
el laboratorio de Bioquimica
Molecular, Unidad de Biologia
y Prototipos, FES-Iztacala,
de la Universidad Nacional
Auténoma de México. Las
secuencias obtenidas se com-
pararon con informacién dis-
ponible en la base de datos
GenBank y con el paquete
BLAST (http//:WWW.INCB.
BLAST).

Resultados

Deteccion de geminivirus
mediante PCR

Con los iniciadores
MotCP2118/MotCP2123 se
amplific6 un segmento de
~600pb (Figura 1, carriles 2
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y 3) similar al control po-
sitivo (Figura 1, carriles 14
y 15) correspondiente a chi-
le infectado con PHYVV.
La deteccién fue positiva
tanto en plantas sintomé-
ticas colectadas en campo
como en las dicotiledéneas
inoculadas por biobalistica
(C. annuum, N. tabacum
var. xanthi, N. rustica, N.
glutinosa, N. benthamiana
y D. stramonium; Figura
1, carriles 4-9), pero no en
las monocotileddneas, inclu-
yendo alstroemeria (carril
10). Cabe aclarar que no en
todas las plantas con sinto-
mas se logré amplificar el
fragmento correspondiente
(Tabla I) y que tampoco
en las plantas injertadas se
detectd el fragmento del
geminivirus. También se de-
tecté una banda del mismo
peso en solo un grupo (de
10 individuos) de mosquita
blanca utilizado en las pruebas
de transmision (Figura 1, carril
12), pero la planta que sirvid
de hospedante no desarrolld
sintomas ni presentd reaccion
positiva con PCR (carril 11).

Secuenciacion

El fragmento de ADN am-
plificado con los iniciadores
MotCP2118/MotCP2123 (nu-
mero de acceso: AY044162.1)
al ser comparados con las se-
cuencias registradas en el GEN-
BANK, mostraron 98% de ho-
mologia con parte de la regién
comiin y del gen de la proteina
de la céapside del
PHYVV. Tales resul-
tados sugieren que el
aislamiento de gemi-
nivirus detectado en
alstroemeria se rela-

a1 R _ R

Transmision

En el 60% (27/45) de las
plantas de alstroemeria injer-
tadas se observé mosaico y
moteado amarillo a las cin-
co semanas de realizadas las
pruebas. En chile, el 100% de
las plantas presentd mosaicos
y deformacién de hojas a las
cuatro semanas. Las plantas
de ambas especies utilizadas
como testigo no desarrolla-
ron sintomas ni fueron posi-
tivas para los virus TSWV y
AIMV (prueba de ELISA) y
geminivirus (PCR). Los sinto-

T B B

Figura 1. Fragmentos de ~600pb amplificados mediante PCR con el par de iniciado-
res MotCP2118/MotCP2123. Carriles: 1) marcador 1Kb ADN (GIBCO BRL®); 2 y
3) plantas de alstroemerias con sintomas colectadas en campo; 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10)
plantas de Capsicum annuum, Nicotiana tabacum var. xanthi, N. ristica, N. glutinosa,
N. benthamiana, D. stramonium y Alstroemeria, respectivamente, inoculadas por bio-
balistica con ADN total obtenido de plantas de alstroemeria con sintomas en las cuales
se obtuvo mediante PCR un fragmento de ADN de 600pb; 11) alstroemeria utilizada
para transmision con insectos; 12) mosquitas blancas utilizadas para las pruebas de
transmision; 13) alstroemeria (control negativo); 14 y 15) testigo positivo (chile infec-
tado con pepper huasteco yellow vein virus, PHYVV).

mas de enrollamiento, clorosis
interna o en margenes de las
hojas y mosaico amarillo bri-
llante, presentes en los tallos
enfermos que se injertaron
como fuente de indculo y que
se mantuvieron vivos sobre
el portainjerto durante cinco
dias, no se presentaron en
ninguna de las plantas injer-
tadas. El 20% de las plantas
de alstroemeria provenientes
de semilla y que fueron in-
jertadas con segmentos de
plantas de alstroemeria o chile
que expresaron sintomas en la
primera prueba de transmisién

TABLA 1

DETECCION DE GEMINIVIRUS MEDIANTE PCR EN PLANTAS
INOCULADAS POR BIOBALISTICA CON ADN TOTAL EXTRAIDO
DE PLANTAS DE ALSTROEMERIA CON SINTOMAS Y QUE PRESENTARON

RESPUESTA POSITIVA A GEMINIVIRUS MEDIANTE PCR

por injerto, desarrollaron
mosaicos y ligera deforma-
cién en hojas apicales, pero
ninguna dio respuesta po-
sitiva por ELISA o PCR.
Los resultados sugieren que
los sintomas pudieron haber
sido inducidos por otro pa-
tégeno.

La inoculacién por bio-
balistica no indujo sintomas
en plantas de Ch. amaran-
ticolor, Ch. quinoa, Als-
troemeria sp., A. cepa 'y Z.
maiz (Tabla I). En cambio,
a las seis semanas de rea-
lizada la inoculacién, en D.
stramonium, N. glutinosa,
N. benthamiana, N. taba-
cum var. xanthi y N. rustica
se observaron sintomas de
mosaicos leves y deforma-
cién ligera en las nuevas
hojas emergentes (Figura 2,
a y b), mientras que en las
plantas de chile fue solo a
las ocho semanas que se
desarrollaron sintomas tipi-
cos inducidos por geminivirus
como mosaicos, aclaracién
o0 necrosamiento de venas,
abultamientos severos en hojas
y acortamiento de entrenu-
dos con deformacién de hojas
(Figura 2c, d y e). Como se
menciond antes, en estas plan-
tas la deteccién de geminivi-
rus por PCR fue positiva. En
cambio, en las plantas testigo
no se desarrollaron sintomas
ni se detectd la presencia de
los virus TSWV y AIMV con
la técnica de ELISA o gemi-
nivirus mediante PCR.

Identificacion de
mosquitas blancas
y transmision

de sintomas en
invernadero

ciona probablemente
con el PHYVV. La

Especie inoculada

N° plantas con sintomas/ Resultados de PCR*

N° plantas inoculadas

secuencia de nucleé-

tidos de un fragmen-
to obtenido con los
mismos iniciadores
a partir de ADN
de mosquitas blan-
cas provenientes de
campo y utilizadas
en las pruebas de
transmision, también
mostré una homolo-
gia del 98% con el
PHYVV.
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Capsicum annuum
Nicotiana tabacum var. xanthi
N. rustica

N. glutinosa

N. benthamiana
Datura stramonium
Chenopodium quinoa
Ch. Amaranticolor
Zea mayz

Allium sativum
Alstroemeria sp.

6/15
3/15
3/15
1/15
1/15
1/15
0/15
0/15
0/15
0/15
0/15

6/6
2/3
1/3
1/1
1/1
1/1
0/1
0/1
0/1
0/1
0/1

Sintoma En el cultivo de
observado®  alstroemeria se en-
contrd unicamente
M’NII\ILN’D‘?JSH a la especie Tria-
ML, DL leurodes vapora-
ML. DL  riorum (West), la
ML, DL cual hasta la fecha
ML, DL no ha sido consig-
SS nada como vector

SS del PHYVV. Los

gg insectos utilizados

SS para las pruebas

¢ Plantas positivas a geminivirus con iniciadores MotCP2118/ MotCP2123)/total de plantas procesadas.
s M: mosaico, NN: necrosamiento de nervaduras, ASH: abultamiento severo en hojas, ML: mosaico leve,
DL: deformacion ligera, SS: sin sintomas.

de transmisién en
invernadero corres-
pondieron a la mis-
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Figura 2. Sintomas inducidos por geminivirus transmitidos por biobalistica en plantas
diferenciales. Mosaico y deformacién en hojas (indicada por flechas) en Nicotiana taba-
cum cv. Xanthi (a) y N. rustica (b); mosaico y necrosamiento de nervaduras y moteado
necrético y abultamiento en hojas (indicados por flechas) en Capsicum annuum (c 'y d).
En e se muestran dos plantas de C. annuum; la de la izquierda presenta acortamiento de
entrenudos con deformacién en hojas apicales (indicado por flecha), y la de la derecha es

una planta testigo asintomdtica, inoculada con ADN de alstroemeria.

ma especie. No obstante, no
se descarta la posibilidad de
que otras especies de mosquita
blanca puedan estar presentes
en otras plantas ornamentales,
arboles frutales o maleza no
muestreadas, o en los meses
en los que no se recolectaron
insectos.

En ninguna de las plantas
de alstroemeria y chile utiliza-
das para las pruebas de trans-
misién con mosquita blanca
se manifestaron sintomas, y
tampoco se detectdé mediante
PCR la presencia de gemi-
nivirus a las 12 semanas de
realizadas las pruebas. De los
30 grupos de mosquita blanca

(10 por grupo) utilizados para
las pruebas de transmision,
solo en uno (3%) se obtuvie-
ron por PCR fragmentos de
~600pb, idénticos al control
positivo.

Deteccion de TSWV y AIMV

La deteccion de ambos virus
mediante DAS-ELISA en plan-
tas de alstroemeria con sinto-
mas fue negativa en todos los
muestreos realizados de 2002 a
2004. Tampoco en las plantas
hospedantes utilizadas en las
pruebas de transmision por in-
jerto y biobalistica se detecté la
presencia de estos virus.

INVERDIENDIA pIC 2000, VOL. 34 N° 12

Discusion

A partir de ADN
obtenido de plantas
sintomdticas de als-
troemeria recolecta-
das en campo se am-
plificaron segmentos
de ADN que aparen-
temente correspon-
den al geminivirus
PHYVV. El PHYVV
ha sido reportado
desde 1993 en Méxi-
co (Garzén et al.,
1993) y en la actuali-
dad se encuentra dis-
tribuido ampliamente
en distintos estados
de México (Torres et
al., 1996; Guevara et
al., 1999; Idris et al.,
1999).

Los resultados nega-
tivos para geminivirus
y los virus TSWV y
AIMYV obtenidos me-
diante PCR y ELISA,
respectivamente, en
plantas de alstroeme-
ria inoculadas por in-
jerto y que mostraron
sintomas, sugieren que
los sintomas observa-
dos podrian deberse a
la presencia de otros
virus de ARN previa-
mente detectados en
la misma zona de es-
tudio (Gutiérrez et al.,
2000). También De
la Torre et al. (2002)
al realizar, median-
te injerto a distintos
hospedantes, la carac-
terizacion de un ge-
minivirus en plantas
de tomate de céscara (Physallis
ixocarpa B), solo detectaron la
presencia de los virus mosaico
del pepino (CMYV), del tabaco
(TMV), jaspeado del tabaco
(TEV), marchitez manchado
del tomate (TSWV) y mancha
anular del tabaco (TRSV), pero
no de geminivirus. Se menciona
que la multiplicacion y distribu-
cién de los virus de ARN es
competitivamente mds exitosa
que la de los que presentan
genomas de ADN (Hull, 2002).
Los virus con genoma de ARN
se multiplican inicialmente en
el citoplasma de las células del
mesoéfilo de las hojas y después
en casi cualquier tipo de célula,

al dispersarse por el resto de la
planta; en cambio, los geminivi-
rus se multiplican en el nicleo
y después se ubican solo en cé-
lulas del floema (Hanley et al.,
1999; Rosell et al., 1999).

En ninguna de las plantas
monocotiledéneas, incluyen-
do alstroemeria, inoculadas
por biobalistica se observé el
desarrollo de sintomas; éstos
fueron evidentes solamente en
las plantas de chile y tabaco,
aunque su expresion requirid
de varias semanas, atin cuando
ambas especies son las princi-
pales hospedantes naturales de
este género de virus (Anaya et
al., 2003). El reducido nime-
ro de plantas inoculadas que
desarrollaron sintomas y que
por PCR resultaron positivas
para el geminivirus, pudo de-
berse a que se utilizé6 ADN
total procedente de plantas
de alstroemerias infectadas,
en lugar de ADN viral infec-
tivo clonado en un plasmido;
esto ultimo garantiza que se
inoculan al mismo tiempo los
componentes virales A 'y B
para que se lleve a cabo el
proceso infectivo. Garzén et
al. (1993), reportan que plantas
de chile bombardeadas con
solo uno de los componentes
(A o B) clonados del geminivi-
rus PHYVYV, no desarrollaron
sintomas, ni tampoco pudieron
detectar al virus en sus teji-
dos por métodos moleculares
(PCR o hibridacién). Para el
caso de geminivirus biparti-
tas, una parte de su genoma
(componente B) codifica para
proteinas involucradas en la
traslocacién del virus a partir
del sitio de inoculacién al resto
de las células. En cambio en
los geminivirus monopartitas,
todos los genes involucrados
en la infeccién (replicacién y
traslocacion) se localizan en
una sola molécula de ADN
(Palmer y Rybicki, 1998; Han-
ley et al., 1999).

La amplificacién de partes de
la regién intergénica y del gen
de la proteina de la capside de
geminivirus con los iniciadores
MotCP2118/MotCP2123, ge-
neré un fragmento de 600pb
y la secuencia de nucleétidos
de este fragmento indicé un
porcentaje de identidad del 98%
con parte de la regién comiin
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y del gen de la proteina de la
capside (AR1) del PHYVV.
Estos resultados indican que el
begomovirus PHYVV podria
estar presente en las plantas
de alstroemeria. Tal gemini-
virus ha sido frecuentemente
reportado como el causante de
infecciones en casi todas las
zonas productoras de hortalizas
en México (Torres et al., 1996;
Anaya et al., 2003).

La mosquita blanca que se
colect6 en los cultivos de als-
troemeria correspondié a la es-
pecie T. vaporariorum, la cual
no se ha reportado como vec-
tora del PHYVV (Hull, 2002).
Lo anterior podria explicar la
ausencia de sintomas y el resul-
tado negativo de las pruebas de
PCR en las plantas utilizadas
para las pruebas de transmision
por insectos. Por otro lado, el
hecho de haber amplificado un
fragmento de 600pb a partir de
un solo grupo (de 10 individuos)
de mosquita blanca utilizado
en las mismas pruebas, sugiere
que T. vaporariorum podria
adquirir el virus al alimentar-
se en alstroemeria, pero esto
no garantiza que sea capaz de
transmitirlo. Se ha reportado que
la adquisicién de geminivirus
por B. tabaci no es especifica y
que otras especies de mosquitas
blancas los pueden adquirir pero
no transmitirlos (Cohen et al.,
1989); en cambio, la inoculacién
al hospedante s es una relacion
virus-vector especifica (Hanley
et al., 1999). Por otra parte, en
ninguno de los muestreos se co-
lectaron individuos de la especie
B. tabaci, que es el principal
vector del PHYVV. Se menciona
que la presencia de esta especie
se limita a altitudes no mayores
de 1000msnm (Morales y Jones,
2004), mientras que la zona
donde se realizé el presente es-
tudio se ubica a 2095msnm.

Hasta 1992 no se habia con-
signado la presencia de gemi-
nivirus en monocotiledéneas en
América o el Caribe (Brown y
Bird, 1992). Una década des-
pués Garzon et al. (2002) con-
signaron a la monocotiled6-
nea Sorghun halepense (zacate
johnson) como un hospedan-
te alterno de los geminivirus
PHYVV y del pepper golden
mosaic virus, en la region cen-
tral de México. Las especies de
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geminivirus del género Mas-
trevirus generalmente infectan
plantas monocotiledéneas (Pal-
mer y Rybicki, 1998); sin em-
bargo, los mastrevirus fabacco
yelow dwarf virus en Australia
(Morris et al., 1992) y el bean
vellow dwarf virus en Suréfri-
ca (Liu et al., 1997a) infectan
dicotiledéneas. Esto sugiere
que el PHYVYV, perteneciente
al género Begomovirus, ge-
neralmente asociado solo con
plantas dicotiledéneas, también
podria tener como hospedantes
a monocotiledéneas.

Conclusion

Aunque no fue posible re-
producir en alstroemeria los
sintomas observados en campo,
si se evidencié mediante PCR
la presencia de un geminivirus
similar al PHYVV en tejido
de plantas con sintomas re-
colectadas en campo. Futuros
estudios enfocados en comple-
tar la caracterizacion molecular
de aislamientos de geminivirus
detectados en alstreomeria son
necesarios para conocer la re-
lacién planta-patégeno, como
hospedantes alternos para este
género de virus de importancia
ecoldgica y econdmica.
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