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Resumen. Sinaloa es uno de los principales productores de
tomate en México, sin embargo, su produccion se ha visto
afectada por enfermedades relacionadas con la presencia de
geminivirus transmitidos por mosca blanca, ocasionando
fuertes pérdidas econdmicas. En el presente trabajo, se
identificaron y caracterizaron los geminivirus presentes en
plantas de tomate, mediante la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) anidada y posterior analisis de
secuenciacion. De 507 muestras de plantas analizadas, 197
presentaron sintomasy 310 no los mostraron; se encontraron
un total de 134 muestras positivas, que corresponden a 99
(73.8%) que presentaron sintomas y 35 (26.2%) que no los
presentaron. De las 134 muestras positivas detectadas por
PCR anidada, 64.2% presento el virus TYLCV, 22.4%
SLCV, 6.7% correspondieron a variantes de otros virus
(STLCV AV, PHYVYV, CuLCrV segmento Ay B) y 3.7%
no se identifico el tipo de geminivirus. La PCR anidada
permitié detectar los geminivirus transmitidos por mosca
presentes en plantas de tomate, tanto con sintomas como sin
ellos, y su posterior secuenciacion permitié determinar los
diferentes tipos de geminivirus presentes, asi como nuevas
variantes de geminivirus y virus que no habian sido
reportados previamente en tomate.

Palabras clave adicionales: Solanum lycopersicum,
diagnostico molecular, reaccion en cadena de la polimerasa.

Los Geminivirus representan un factor limitante en la
produccion mundial de varios cultivos incluyendo maiz,
yuca, frijol, calabaza, cucurbiticeas y tomate, producidos en
las zonas tropicales y subtropicales del mundo (Bisaro,
1996). La amplia distribucion mundial del cultivo de tomate,
asi como la facil adaptacion y la rapida reproduccion de
Bemisia tabaci (mosca blanca), ha ocasionado pérdidas
devastadoras en esta hortaliza (Morales y Anderson, 2001).
En Estados Unidos, la estimacion de las pérdidas causadas
por geminivirus en tomate alcanzan a alrededor del 20% de
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The Geminivirus are a limiting factor in the production of
several crops worldwide, including corn, cassava, beans,
pumpkin, squash and tomatoes produced in tropical and
subtropical areas of the world (Bisaro, 1996). The
worldwide distribution of tomato, as well as the easy
adaptation and fast reproduction of Bemisia tabaci
(witherfly), have easy customization and rapid distribution,
has caused devastating losses in such crop (Morales and
Anderson, 2001). The estimated losses caused by
geminivirus in the United States reach about 20% of
production, but in the Dominican Republic, Cuba, Mexico,
Guatemala, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Venezuela
and Brazil, damage is even greater, ranging from 30 to 100%
yield loss, in additioon to the cost derived from its control
(Czosnek, 2007).
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la produccion, pero en Republica Dominicana, Cuba,
Meéxico, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Costa Rica,
Venezuela y Brasil, los dafios son mayores, oscilando entre
30 y 100% de pérdidas en el rendimiento, ademas de los
costos de control de la mosca blanca (Czosnek, 2007).

La distribucion global de geminivirus esta
directamente relacionada con el vector polifago, Bemisia
tabaci, se estima que esta especie de mosca blanca es capaz
de tomar alrededor de 500 plantas como hospedero
alrededor del mundo (Morales y Anderson, 2001) y se ha
encontrado con una invasividad de hasta 200 km de radio
(Deyingetal.,20006).

En México, a los geminivirus se les ha asociado con
numerosas enfermedades en cultivos de importancia
econémica como frijol (Phaseolus vulgaris), tomate
(Solanum  lycopersicum), chile (Capsicum annuum),
calabaza (Cucurbita spp.), entre otros, y son transmitidos a
través de la mosca blanca. Los dafios por virus se pueden
incrementar rapidamente en los cultivos cuando no se cuenta
con un diagndstico certero, oportuno y confiable, razoén por
la cual los productores en muchos casos no manejan de
manera adecuada las estrategias de control para estas
enfermedades.

Los Geminivirus constituyen la familia mas grande,
diversa y economicamente importante de los virus de ADN
de plantas (Rojas ef al., 2005). La familia Geminiviridae se
clasifica en cuatro géneros definidos con base en el vector
que los transmite, al hospedero que infecta, y a su estructura
gendmica (Mastresvirus, Curtovirus, Topocuvirus 'y
Begomovirus) (Fauquet ef al., 2003). Dentro del grupo mas
ampliamente diversificado y distribuido se encuentran los
Begomovirus, los cuales infectan principalmente plantas
dicotiledoneas y son transmitidos por la mosquita blanca. El
genoma de los Begomovirus es generalmente bipartita a
excepcion del Virus del enrollamiento de la hoja amarilla
del tomate (TYLCV) (Lazarowitz, 1992). Los componentes
gendémicos son denominados como ADN-A y ADN-B con
tamaflo molecular que oscila entre 2.7 y 3.0 kb,
respectivamente (Yadava et al., 2010). Ambos componentes
estan organizados en unidades de transcripcion divergentes
separados por una region intergénica (RI), la cual contiene el
origen de la replicacion del virus y dos promotores que
dirigen la transcripcidén genética en direcciones opuestas,
con excepcion de una secuencia de la RI de
aproximadamente 200 pb, que se encuentra en ambos ADN
virales y es denominada como region comun (RC) (Hanley
et al., 2000). Los dos componentes son completamente
diferentes, el ADN-A contiene toda la informaciéon que se
requiere para la replicacion y formacion de la capside del
virus, mientras que el componente B, codifica para las
proteinas involucradas en el movimiento viral de célula a
célula, en el rango de hospederos y en el desarrollo de los
sintomas en la planta (Hou ez al., 1998). Las técnicas
moleculares basadas en amplificar regiones conservadas de
los componentes gendmicos A y B de los geminivirus, ha
permitido disefiar nuevos  oligonucledtidos que son
utilizados como método de diagnostico como es la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), que permiten la
deteccion cualitativa y semicuantitativa de bajas

The geminivirus global distribution is directly related to the
polyphagous vector Bemisia tabaci. 1t is estimated that this
whitefly species is capable to take about 500 plants as host
around the world (Morales and Anderson, 2001), having
been found within an invasiveness as large as a 200 km
radius (Deying et al., 2006).

Geminiviruses in Mexico have been associated to
numerous diseases in economically important crops, such as
beans (Phaseolus vulgaris), tomato (Solanum
lycopersicum), pepper (Capsicum annuum), and squash
(Cucurbita spp.), among others, and they are transmitted by
whiteflies. Damage by virus can rapidly increase in the
crops when there is not an accurate, timely and reliable
diagnosis, which is why producers often do not adequately
handle the control strategies for this sort of diseases.

The Ggemimiviruses represent the largest, most
diverse and economically important family of plant DNA
virus (Rojas et al., 2005). The Geminiviridae family is
classified into four genera, which are defined based on the
transmitting vector, on the host it infects, and its genomic
structure (Mastresvirus, Curtovirus, Topocuvirus and
Begomovirus) (Fauquet et al., 2003). The Begomoviruses
are included within the most diversified and distributed
group; these primarily infect dicotyledonous plants, and
they are transmitted by whitefly. The Begomovirus genome
is generally bipartite, except for the Tomato yellow leaf curl
virus (TYLCV) (Lazarowitz, 1992). The genomic
components are referred to as DNA-A and DNA-B, with a
molecular size ranging between 2.7 and 3.0 kb, respectively
(Yadava et al., 2010). Both components are organized into
divergent transcription units separated by an intergenic
region (IR), which contains the origin of the virus
replication and two promoters that direct gene transcription
in opposite directions, with the exception of an IR sequence
of approximately 200 bp found in both viral DNA,
denominated as common region (CR) (Hanley et al., 2000).
The two components are completely different; all the
information required for replication and formation of the
capsid virus is contained by the DNA-A, while the B
component encodes for the proteins involved in the viral
movement from cell to cell, in the host range and in
symptoms development in the plant (Hou et al., 1998).
Molecular techniques based on conserved regions to
amplify A and B genomic components of the geminivirus
have allowed to design new oligonucleotides primers that
are utilized as a diagnostic tool, such as the polymerase
chain reaction (PCR) for both qualitative and semi-
quantitative detection of low geminivirus concentrations,
even when crude extracts of plant material are used; thus,
such method has allowed an earlier detection of this type of
viruses, viruses, as well as the identification of its new
variants. This will help to plan new studies to improve
molecular diagnostics.

Therefore, the objetive of the study was to identify
and characterize the presence of whitefly-transmitted
geminiviruses on tomato crops in the Valley of Culiacan,
Sinaloa, during the 2006-2007 agricultural season, by
means of the nested PCR technique, as well as by
sequencing the amplified DNA fragments.
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semicuantitativa de bajas concentraciones de geminivirus,
aun cuando se utilicen extractos crudos de material vegetal,
por lo que el método ha permitido la deteccion mas oportuna
de este tipo de virus, asi como la identificacion de sus nuevas
variantes. Lo que permite encaminar nuevos trabajos para
mejorar el diagnostico molecular.

Por ello, el objetivo del trabajo fue identificar y
caracterizar la presencia de geminivirus transmitidos por
mosca blanca, en cultivos de tomate del Valle de Culiacan,
Sinaloa, durante el ciclo agricola 2006-2007, mediante la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa anidada y la
secuenciacion de los fragmentos de ADN amplificados.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo de plantas de tomate. La toma de
muestra de las plantas de tomate se llevo acabo por barrido
total de dos campos agricolas, ubicados en el Valle de
Culiacan. El campo agricola#1 se encuentra localizado bajo
las coordenadas 24°46°16.42°"-107°31723.49"", el campo
agricola #2 se encuentra localizado bajo las coordenadas
24°46°07.09°°-107°34°17.05"", cada campo se encuentra
seccionado en tablas de aproximadamente 300 m de largo y
90 m de ancho, dichas tablas fueron seccionadas en cuadros
de tal manera que se pudiese observar la forma en que la
mosca blanca infecta a cada campo agricola. La toma de
muestra se realizo en los meses de octubre de 2006 a abril de
2007, con una frecuencia quincenal de tal forma que se
alcanzara a cubrir en su totalidad cada campo, con un total de
507 muestras analizadas, de las cuales 301 correspondieron
al campo agricola #1 y 206 muestras para el campo agricola
#2. La toma de muestra se realizo durante la floracion hasta
la etapa de produccion del cultivo de tomate y consistio en
recolectar aproximadamente 10 g de la parte superior de las
hojas mas jovenes de la planta con sintomatologia y dos
muestras mas de 10 g cada una, de plantas aparentemente
sanas y vecinas a las plantas con sintomas de virus. Las
muestras fueron recolectadas en bolsas de plastico estériles
y transportadas a temperatura ambiente al Laboratorio de
Microbiologia Ambiental y de Alimentos (LMAA) del
Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo
(CIAD), Coordinacion Culiacan.

Extraccion de ADN genémico de plantas. Se
empled la metodologia utilizada por Green y Thompson
(1999), con modificaciones para la obtencion de mejores
resultados. Se trituraron 0.5 g de tejido vegetal en un
mortero, se agrego nitrogeno liquido para facilitar la ruptura
de la célula y la molienda, una vez que se obtuvo un polvo
fino se afiadieron 3 mL de buffer de extraccion de bromuro
de cetil trimetil amonio, CTAB (Tris 100 mM, pH 8; NaCl
1.4 M; EDTA 50 mM, pH 8; CTAB 2.5%; PVP 1%; 2-
mercaptoetanol 0.2%), se homogenizd y se tomd 1 mL del
homogenizado, se incubé a 65°C durante 30 min.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se centrifugd a
16,000 x g por 5 min. Se tomaron 700 puL del sobrenadante
en un tubo Eppendorf y se agregd un volumen igual de
cloroformo alcohol isoamilico (24:1) (SIGMA), se
centrifugd a 16,000 x g por 10 min y se repitié de nuevo. El
sobrenadante obtenido fue colocado en un tubo Eppendorf
estéril, se agregaron 3.5 puL de ARNasa (Promega) y se

MATERIALSAND METHODS

Tomato plants sampling. The sampling of tomato
was carried out by the total scanning of two agricultural
fields, located in the Valley of Culiacan. The agricultural
field #1is located under the 24°46°16.42"-107°3123.49""
coordinates; the agricultural field #2 is located under the
24°46°07.09°-107°34717.05"" coordinates; every farm
field is sectioned approximately into tables of 300 m long
and 90 m wide. The tables were sectioned into squares so
that it could be observed how every field becomes infected
by the whitefly. The sampling was conducted from October,
2006 to April, 2007 every two weeks, looking forward to
cover each agricultural field in full, with a total of 507
samples analyzed, out of which 301 corresponded to the
field #1, having the 206 samples left corresponding to the
field#2. The sampling was performed from flowering, to the
production stage of the tomato crop, consisting in collecting
approximately 10 g from the top of each of the youngest
leaves, from the plants with virus symptoms; plus two more
samples, 10 g each, from apparently healthy plants and
neighboring plants with virus symptoms, as well. Samples
were collected in sterile plastic bags and transported at room
temperature to the Laboratorio de Microbiologia Ambiental
y de Alimentos (LMAA) from the Centro de Investigacion
en Alimentacion y Desarrollo (CIAD), Coordinacion
Culiacan.

Extraction of genomic DNA from plants. The
methodology used by Green and Thompson (1999) with
modifications for better results, was utilized. A total of 0.5 g
plant tissue was ground in a mortar; liquid nitrogen was
added to facilitate cell disruption and grinding. Once turned
into fine powder, 3mL of extraction buffer cetyl trimethyl
ammonium bromide were added, CTAB (Tris 100 mM, pH
8;NaCl 1.4 M; EDTA 50 mM, pH 8; CTAB 2.5%; PVP 1%j;
2-mercaptoethanol 0.2%); it was homogenized afterwards
taking 1 mL of the homogenate, and incubated at 65°C for
30 min. After the incubation period, it was centrifuged at
16,000 x g for 5 min. A total of 700 uL of supernatant were
taken in an Eppendorf tube and added an equal volume of
chloroform isoamyl alcohol (24:1) (SIGMA,); centrifuged
at 16,000 x g for 10 min and repeated again. The supernatant
was placed in a sterile Eppendorf tube, had 3.5 pL of
ARNasa (Promega) added to it and incubated it at 37°C for
30 min. The DNA was precipitated after the incubation time
with 0.8 volumes of isopropanol (Faga-Lab), incubated in
ice for 5 min and centrifuged at 16,000 x g for 10 min. The
supernatant was carefully eliminated to avoid the
miscarriage of the DNA pill; once the pill was obtained, it
was washed with 450 puL of ethanol at 70% (SIGMA),
centrifuged for 2 min and the remaining ethanol was
removed; allowed a period no longer than 15 min to dry it out
and had it re-suspended in 40 pL of nanopure sterile water
injectable grade (Laboratorios Pisa); finally, it was stored at
20°C for future analysis.

Amplification of viral DNA by nested PCR. The
geminivirus detection was performed by means of nested
PCR with the detection system GoTaq PCR Core Systems 1
(Promega, Corp. Madison WI, USA). The firstamplification
round consisted in using 2 pL of viral DNA, placing them in
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incubo a 37°C por 30 min. Una vez trascurrido el tiempo de
incubacion se precipitdé el ADN con 0.8 volimenes de
isopropanol (Faga-Lab), se incubd en hielo por 5 min y se
centrifugd a 16,000 x g por 10 min. Se elimino el
sobrenadante con cuidado para evitar traerse la pastilla de
ADN, una vez que se obtuvo la pastilla se lavo con 450 ul. de
etanol al 70% (SIGMA), se centrifugd por 2 miny se elimind
el etanol remanente, se dejo secar un tiempo no mayor de 15
min y se resuspendio el ADN en 40 pL de agua nanopura
estéril grado inyectable (Laboratorios PISA), por ultimo, se
almaceno a-20°C para posteriores analisis.

Amplificaciéon de ADN viral por PCR anidada. La
deteccion de geminivirus se realizé mediante PCR anidada,
con el sistema de deteccion GoTaq PCR Core Systems 1
(Promega, Corp. Madison WI, USA). La primera ronda de
amplificacion consistio en usar 2 pL de ADN viral,
colocandolos en una mezcla de PCR (MgCl,3 mM, dNTPs
0.4 mM, buffer GoTaq ADN polimerasa 1X, GoTaq ADN
polimerasa 1 U, oligonucledtidos sentido y antisentido 0.4
UM vy el resto de agua) a un volumen final de 25 L. El
genoma viral fue amplificado por PCR mediante los
oligonucleotidos PALIvI978 (5'-GCATCTGCAGGC C C
ACATYGTCTTYCCNGT-3")yPAR1c715(5-GATTT
CTGCAGTTDATRTTYTCRTCCATCCA-3") que
amplifican una region conservada del componente A de los
virus, amplificando una parte del gen Rep, toda la region
intergénica y una porcion del gen CP, ademas, permite la
amplificacion de dos grandes regiones gendémicas, que
juntas cubren la totalidad del genoma A de los Begomovirus
(Rojas, 1994). La amplificacién se llevd a cabo en un
termociclador de gradiente (Mastercycler, Eppendorf), bajo
las siguientes condiciones: 94°C 2 min, 35 ciclos (94°C 1
min, 55°C 1 miny 72°C 1 min) y un paso final a 72°C por 10
min. Los productos de la amplificacion se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, se
consider6 positiva cuando se observo una banda de 1400 pb
(Figura 1A). La segunda ronda de amplificacion consistio en
utilizar 2 pL de producto de PCR de la primera ronda,
colocandolos en una mezcla de PCR (MgCl,3 mM, dNTPs
0.4 mM, buffer Tag ADN polimerasa 1X, GoTaq ADN
polimerasa 1 U, oligonucledtidos sentido y antisentido 0.4
UM y el resto de agua) a un volumen final de 25 L. Se
utilizaron como oligonucledtidos a RepMot (5°-
GAGTCTAGAGGATANGTRAGGAAATARTTCTTGGC
-3")y CpMot (5-CGCGAATTCGACTGGACCTTA
CATGGNCCTTCAC-3"), los cuales fueron disefiados para
amplificar regiones conservadas de los genes Rep y CP con
una amplificacion directa sobre la region intergénica, la cual
varia de 600 pb para los Begomovirus de Américay 750 pb
(Figura 1B) para los Begomovirus de Europa (De la Torre et
al., 2003) y sus condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: 94°C 2 min, 35 ciclos (94°C 1 min, 65°C l miny
72°C 1 min) y un paso final de 72°C por 10 min. Los
productos de la amplificacion se analizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% y se consideraron
positivas cuando se obtuvo un fragmento de 600 6 750 pb.

Identificacion de TYLCV y SLCYV por PCR. Una
vez detectados los geminivirus, se llevd a cabo la
identificacion de TYLCV y SLCV (Virus del enrollamiento

A
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Figura 1. Analisis electroforético de los productos de PCR
para la deteccion de geminivirus. A. PCR con los
oligonucleétidos PALIvI978 y PARIc715. La flecha indica
el producto de PCR amplificado de 1400 pb. Carril 1,
marcadores de tamafio molecular; carril 2, muestra
analizada; carril 3, control negativo. B. PCR anidada con los
oligonucleétidos RepMot y CpMot. La flecha indica el
producto de PCR amplificado de 650 pb. Carril 1,
marcadores de tamano molecular; carril 2, muestra
analizada; carril 3, control negativo.

Figure 1. Electrophoretic analysis of products PCR for
geminivirus detection. A. PCR with the PALIvI978 and
PARIc715 oligonucleotides. The 1400 bp amplified PCR
product is indicated by the arrow. Lane 1, markers of
molecular size; lane 2, sample analyzed; lane 3, negative
control. B. Nested PCR with the RepMot and CpMot
oligonucleotides. The 650 bp amplified PCR products is
indicated by the arrow; lane 1, markers of molecular size;
lane 2, analyzed sample; lane 3, negative control.

a PCR mixture (MgCl,3 mM, dNTPs 0.4 mM, buffer GoTaq
ADN polymerase 1X, GoTag DNA polymerase 1 U, sense
and antisense oligonucleotides 0.4 uM and the rest in water)
ata final volume of 25 L. The viral genome was amplified by
PCR throughout the PALIvI978 (5-GCATCTGCAGG
CCCACATYGTCTTYCCNGT-3") and PARIc715 (5'-G
ATT T CTGCAGTTDATRTTYTCRTCCATCCA-3")
oligonucleotides, which amplifies a conserved region of the
Aviral component, amplifying a portion of the Rep gene, the
entire intergenic region and a portion of the CP gene;
moreover, it allowed the amplification of two genomic
regions, which together covered the Begomovirus genome
A, in full (Rojas, 1994). The amplification was performed in
a gradient thermal cycler (Master cycler, Eppendorf), under
the following conditions: 94°C 2 min, 35 cycles (94°C 1
min, 55°C 1 min and 72°C 1 min), and a final step at 72°C for
10 min. The amplification products were analyzed by means
of agarose gel electrophoresis at 1%; it was considered
positive when there was a band of 1400 bp (FigurelA). The
second round of amplification consisted of using 2 puL of the
PCR product of the first round, placing them in a PCR
mixture (MgCl, 3 mM, dNTPs 0.4 mM, buffer Taq ADN
polymerase 1X, GoTaq ADN polymerase 1 U, sense and
antisense oligonucleotides 0.4 uM and the rest in water) at a
final volume of 25 L. The RepMot (5'-GAGTCTAGAG
G A TANGTRAGGAAATARTTCTTGGC-3) and CpMot
(5>-CGCGAATTCGACTGGACCTTACATGGN
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de la hoja de calabaza) con el sistema de deteccion GoTaq
PCRCore Systems | (Promega, Corp. Madison WI, USA).
Laronda de amplificacion para TYLCV consistio en utilizar
2 pL de ADN viral, colocandolos en una mezcla de PCR
(MgCl, 3 Mm, dNTPs 0.4 mM, buffer GoTaq ADN
polimerasa 1X, GoTaq ADN polimerasa 1 U,
oligonucleotidos sentido y antisentido 0.4 uM y el resto de
agua) a un volumen final de 25 L. El juego de
oligonucleotidos utilizados fue Rep-DGSAR (5'-GAGTCT
AGATGCTGACCTCCTCTAGCWG
ATCTGCCGTC-3")y YMAC-Rev(5'-GAGTCTAGAGG
RTTAGARGCATGHGTA CATGCCAT-3"), que
amplifican la mitad superior de TYLCV y sus condiciones
de amplificacion fueron las siguientes: 94°C 2 min, 35 ciclos
(94°C 1 min, 65°C 1 min y 72°C 1 min) y un paso final de
72°C por 10 min. Los productos de la amplificacion se
analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%
y se consideraron positivas cuando se obtuvo un fragmento
1560 pb. En el caso de la amplificacion para SLCV se
utilizaron las mismas cantidades de la mezcla maestra y las
mismas condiciones utilizadas para la identificacion de
TYLCYV, variando solo en el tipo de oligonucleodtidos que se
utilizaron, REP-SL2150-for (5"TGGAATTCTKGAC
GCGRTTGGYGTCTTTGGC-3")y YMAC-Rev (5'-G
AGTC TAGAGGRTTAGARGCAT
GHGTACATGCCAT-3") la cual amplifica la mitad superior
del genoma de SLCV observandose un fragmento de
1400pb (Argiiello et al.,2004).

Analisis de secuencias de ADN. Las muestras
positivas para geminivirus restantes que no resultaron
positivas para TYLCV ni para SLCV se secuenciaron en el
Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de
Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico (UNAM). El fragmento que se secuencio fue aquel
que amplificaba regiones conservadas de los genes Rep y CP
con tamafios de 600 pb para los Begomovirus de América y
750 pb para los Begomovirus de Europa (De la Torre ef al.,
2003). Las 12 secuencias obtenidas se compararon en la
base de datos del National Center for Biolotechnology
Information (NCBI), utilizando el programa BLAST. Las
secuencias obtenidas se compararon con las referidas por el
programa BLAST y para obtener el porcentaje de identidad
se utilizo el programa MEGAA4.

RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccion de geminivirus por PCR anidada. Se
analizaron 507 muestras de plantas de tomate para
geminivirus, colectadas de dos diferentes campos agricolas
localizados en el Valle de Culiacan, Sinaloa. De ellas 197
presentaron la sintomatologia caracteristica de dafios
relacionados con la presencia de virus y 310 estaban
ausentes de sintomas visuales (Cuadro 1). Del total de las
muestras analizadas, 134 resultaron positivas, el 73.9% de la
muestras positivas presentaban la sintomatologia
caracteristica para TYLCV, mientras que el 26.1% de las
muestras positivas carecian de sintomas (Cuadro 2). Morilla
et al. (2005) reportan que no existe una correlacion entre la
presencia del virus y el desarrollo del sintoma, pero que
puede existiruna relacion entre la concentracion viral en los

Cuadro 1. Muestras de plantas de tomate analizadas para la
presencia de geminivirus de dos campos agricolas de Valle
de Culiacan, Sinaloa.

Table 1. Samples of tomato plants analyzed for geminivirus
presence from two agricultural fields from the Valley of
Culiacan, Sinaloa.

Campo Numero de Con Sin
agricola muestras sintomas sintomas
#1 301 140 161
#2 206 571 149
Total 507 197 310

CCTTCAC-3’) were used as oligonucleotides, which were

designed to amplify both Rep and CP gene conserved
regions, with a direct amplification of the intergenic region,
which ranged from 600 bp for the Begomovirus from
America and 750 bp (Figure 1B) for the Begomovirus from
Europe (De la Torre et al., 2003); its amplification
conditions were as follows: 94°C 2 min, 35 cycles (94°C 1
min, 65°C I minand 72°C 1 min) and a final step of 72°C for
10 min. The amplification products were analyzed by
agarose gel electrophoresis at 1% and they were considered
positive when a fragment ranging from 600 to 750 bp, was
obtained.

Identification of TYLCYV and SLCV by PCR. The
proper identification of TYLCV (Tomato yellow leaf curling
virus) and SLCV (Squash leaf curling virus) was carried out
once the geminiviruses had been detected by means of the
detection system GoTaq PCR Core Systems 1 (Promega,
Corp. Madison, WI, USA). The amplification round for
TYLCV consisted onusing 2 pL of viral DNA, placing them
in a PCR mixture (MgCl, 3 Mm, dNTPs 0.4 mM, buffer
GoTaq ADN polymerase 1X, GoTaqg DNA polymerase 1 U,
sense and antisense oligonucleotides 0.4 uM and the rest in
water) at a final volume of 25 L. The set of oligonucleotides
used was Rep-DGSAR (5-GAGTCTAGATGCTGA
CCTCCTCTAGCWGATCTGCCGTC-3") and YMAC-Rev
(5“GAGTCTAGAGGRTTAGARGCATGHGTA
C ATGCCAT-3"), which amplify the upper half of TYLCV;
its amplification conditions were as follows: 94°C 2 min, 35
cycles (94°C 1 min, 65°C 1 min and 72°C 1 min) and a final
step of 72°C for 10 min. The amplification products were
analyzed by agarose gel electrophoresis, and 2% were
considered positive when a fragment reached 1560 bp. The
same amount of master mix and the same conditions used for
TYCLV identification were used for the SLCV

Cuadro 2. Porcentaje de muestras de plantas de tomate
positivas y negativas para geminivirus con y sin
sintomatologia.

Table 2. Positive and negative tomato plant sampling
percentage for geminivirus with and without symptoms.

Resultado  Total Con sintomas  Sin sintomas

(%) (%)
Positivas 134 99 (73.9) 35 (26.1)
Negativas 373 98 (26.2) 275 (73.8)
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tejidos de la planta con la ausencia de sintomas en el caso de
plantas de chiles. Esto indica que esta técnica tiene la
sensibilidad suficiente para detectar los virus antes de que
presenten la sintomatologia.

El 26.3% de las plantas con sintomas resultaron
negativas (Cuadro 2), lo que sugiere que estas plantas
pudieran presentar alguna fitotoxicidad ocasionada por
mosca blanca ya que se caracteriza por causar este tipo de
dafio o bien por potenciar la dispersion de los geminivirus
propiciando la aparicién de infecciones mixtas (Bedford et
al., 1994; Polson y Anderson, 1997; Jones, 2003). Otra de las
causas que pudieran haberse presentado es que las plantas
con sintomas pero negativos, se encontraban infectadas con
virus que causan sintomas parecidos a los geminivirus
transmitidos por B. tabaci pero que no pertenecen a este
grupo, como lo son: Carlavirus, Luteovirus, Nepovirus,
Potyvirus, Closterovirus, por lo que es recomendable hacer
el diagnostico de laboratorio para determinar con exactitud
el tipo de virus que ocasiona el dafio a las plantas (Dardon et
al.,1994).

Identificacion de TYLCV y SLCV. De las muestras
positivas para geminivirus, se identifico la presencia de dos
distintas especies de geminivirus pertenecientes al género
Begomovirus, el Virus del enrollamiento de la hoja amarilla
del tomate (TYLCV, por sus siglas en inglés) y el Virus del
enrollamiento de la hoja de calabaza (SLCV). Se encontrd
que el 64.2% de las muestras positivas pertenecian al virus
TYLCV, el 22.4% pertenecian al virus SLCV y el 6.7%
presentaron coinfeccion con ambos virus (Cuadro 3). Este
tipo de infecciones mixtas son comunes en regiones
tropicales y subtropicales, ademas la coinfeccion entre dos
virus en algunos casos es un prerrequisito para que la
recombinacion pueda ocurrir. Tales infecciones han sido
reportadas frecuentemente en cultivos como el tomate en
diferentes regiones (Torres et al., 1996; Sanchez et al., 1999;
Accotto et al., 2003; Méndez et al., 2003; Ribeiro et al.,
2003; Xie y Zhou, 2003; Jovel et al., 2004; Chowda et al.,
2005).

El TYLCV es una amenaza a nivel mundial para el
tomate y otros cultivos agricolas (Khan et al., 2007).
Recientemente el TYLCV fue reportado en el estado de
Sinaloa ocasionando pérdidas importantes en tomate
durante la temporada otoflo-invierno 2006-2007 (Gamez et
al., 2006). Mientras el SLCV se ha encontrado distribuido
principalmente en EUA (Arizona, Texas y California) y ha

Cuadro 3. Porcentaje de muestras de plantas de tomate
positivas infectadas con TYLCV, SLCV y otros
geminivirus.

Table 3. Percentage of tomato plant samplings positively
infected with TYLCV, SLCV and other geminivirus.

Geminivirus (%)" Numero de muestras (%) con’

TYLCV SLCV Otros virus
86 (64.2) 30 (22.4) 9(6.7)

134 (26.4)

*507 muestras de plantas de tomate analizadas para la deteccion de
geminivirus.
’134 muestras de plantas de tomate positivas para geminivirus.

amplification case, differing only in the type of
oligonucleotides used, REP-SL2150-for (5-TGGAATT
CTKGACGCGRTTGGY GTCTTTGGC-3") and
YMAC-Rev (5'-GAGTCTAGAGGRTTAGARGCA
T GHGTACATGCCAT-3"), which amplifies half of the
upper SLCV genome, having a fragment observed at 1400
pb (Argiiello et al.,2004).

Analysis of DNA sequence. The remaining
geminiviruses samples that had not been positive for neither
TYLCYV nor SLCV were sequenced at the Laboratorio de
Biologia Molecular Del Instituto de Fisiologia Celular de la
Universidad Nacional Autonoma de Mexico (UNAM). The
sequenced fragment was the one fragment that had the
conserved regions of both the Rep and CP genes amplified,
with sizes of 600 bp for the Begomovirus from America and
750 bp for the Begomovirus from Europe (De la Torre et al.,
2003). The 12 obtained sequences were compared in the
National Center for Biotechnology Information (NCBI)
database, by means of the BLAST program. The sequences
obtained were compared with those referred by the BLAST,
aiming to get the identity percentage used in the MEGA4
program.

RESULTS AND DISCUSSION

Geminivirus detection by nested PCR. A total of
507 tomato plant samples were analyzed for geminivirus,
collected from two different agricultural fields located in the
Valley of Culiacan, Sinaloa. The characteristic symptoms of
damage related to the presence of the virus were shown by
197 samples; 310 had no visual symptoms (Table 1). A total
of 134 were positive out of the total analyzed samples; the
73.9 % of the positive samples presented the TYLCV
characteristic symptoms, whereas 26.1% of the positive
samples had no symptoms at all (Table 2). It has been
reported by Morilla et al. (2005) that there is no relation
between the virus and symptom development, but there may
be a relation between the titer or and the viral concentration
in the plant tissues with a lack of symptoms in the case of
pepper plants. It is indicated by this technique that it is
sensitive enough to detect the virus before symptoms are
expressed.

The 26.3 % of plants with symptoms resulted
negative (Table 2), suggesting thus that such plants could
present some phytotoxicity caused by whitefly, since it is
characterized for causing this sort of damage or by
enhancing the geminivirus dispersion, encouraging the
occurrence of mixed infections (Bedford ez al., 1994; Polson
and Anderson, 1997; Jones, 2003). Another possible causes
is that may have been revealed is that plants with negative
symptoms of infection were infected indeed, but by viruses
causing similar symptoms to those caused by geminivirus
transmitted by B. fabaci, but which do not belong to this
group, such as Carlavirus, Luteovirus, Nepovirus,
Potyvirus, Closterovirus. Consequently, it is advisable to
perform a laboratory diagnosis, looking forward to
determine exactly the type of virus causing damage to plants
(Dardon ez al. 1994).

Identification of TYLCYV and SLV. The presence
of two different geminivirus species corresponding to the
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sido reportado en otros paises como Guatemala, Honduras,
México (Sinaloa y Sonora), Nicaragua y Panama4,
infectando distintos hospederos naturales como sandia,
melon, azafran y diferentes especies de calabaza (Schuster,
2004). Sin embargo, no existen reportes que describan el
hallazgo en plantas de tomate, por lo que el presente trabajo
constituye el primer reporte de este virus infectando un
nuevo hospedero; el hallazgo coincide con el hecho de que
en la misma region agricola se siembra también calabaza.

Analisis de secuencias de ADN y su relacion con
otros geminivirus. Doce de las muestras que amplificaron
para geminivirus, pero no amplificaron para TYLCV ni para
SLCV, fueron secuenciadas y comparadas con otras
secuencias de geminivirus reportadas en el GenBank del
NCBI, mediante BLASTn para identificar a qué tipo de
geminivirus corresponden. Las secuencias denominadas
GEM#CIADCLN fueron las obtenidas de este trabajo. Las
secuencias GEM301CIADCLN, GEM78CIADCLN vy
GEM298CIADCLN mostraron una similitud del 100% con
el Virus del enrollamiento de la hoja amarilla del tomate
(TYLCV Guasave y TYLCV Sinaloa), este grupo de
secuencias presentan un 99% de similitud con
GEM71CIADCLN y con el segmento A del Virus de la hoja
enrollada de las cucurbitaceas (Curcubit leaf curl virus,
CuLCrV). Las secuencias GEMI13CIADCLN,
GEMI2CIADCLN, GEM35CIADCLN,
GEM23CIADCLN y GEMIS5SCIADCLN presentan una
similitud del 99.9% con el Virus chino del tomate de Sinaloa
(Chino del tomate virus isolate Sinaloa, CdTV)y del 99.1%
con el grupo de secuencias GEM301CIADCLN,
GEM78CIADCLN y GEM298CIADCLN. Las secuencias
GEM34CIADCLN y GEM48CIADCLN presentan una
similitud del 99.9% con la del Virus de la vena amarilla del
chile huasteco de Sinaloa (Pepper huasteco yellow vein
virus, PHYVV). La secuencia GEM22CIADCLN presenta
una similitud del 99.7% con el Virus de la hoja enrollada de
la calabaza (Squash leaf curl virus, SQLCV) y del 97.4%
comparado con los otros grupos de secuencias (Figura 2). El
analisis de secuencias muestra una relacion cercana con
algunos Begomovirus que han sido reportados
anteriormente en plantas de tomate, entre ellos, TYLCV y
CdTV, dichos virus han sido reportados recientemente por
coinfectar no solamente plantas de tomate sino también
plantas de chile (Cardenas et al., 2010). Por lo que es
importante continuar con el monitoreo de estos virus ya que
pueden infectar uno o varios cultivos y ocasionar pérdidas
en éstos.

CONCLUSIONES

Mediante la técnica de PCR anidada se detecto la
presencia de geminivirus en muestras de plantas de tomate
con o sin sintomas en los campos agricolas del Valle de
Culiacan, durante el ciclo agricola 2006-2007. Los
geminivirus identificados corresponden al Virus del
enchinamiento de la hoja amarilla del tomate (Tomato
yellow leaf curl virus, TYLCV) y Virus del enchinamiento
dela hoja de calabaza (Squash leaf curl virus, SLCV).

El SLCYV, no se ha reportado en plantas de tomate.
Mediante PCR anidada y posterior secuenciacion se

Begomovirus genus, the TYLCV and SLCV, were
identified from the positive samples for geminivirus. It was
showed that 64.2% of the positive samples were TYLCV;
22.4% SLCV and 6.7% were co-infected with both viruses
(Table 3). Such type of mixed infections is rather common in
tropical and subtropical regions; in addition, the co-
infection between two viruses is a pre-requisite, in some
cases, for recombination to take place. These infections have
been frequently reported in crops, such as tomato, in
different regions (Torres ef al., 1996; Sanchez et al., 1999;
Accotto et al., 2003; Méndez et al., 2003; Ribeiro et al.,
2003; Xie and Zhou, 2003; Jovel et al., 2004; Chowda et al.,
2005).

The TYLCYV is a global threat for tomato and other
crops (Khan et al., 2007). Such virus has been recently
reported in the state of Sinaloa, causing important losses for
tomato during the autumn-winter 2006-2007 seaso (Gamez
et al., 2006), while the SLCV has been found distributed
mainly in the USA (Arizona, Texas and California), and it
has been reported in other countries such as Guatemala,
Honduras, Mexico (Sinaloa and Sonora), Nicaragua and
Panama, infecting different natural host, such as
watermelon, cantaloupe, saffron and different squash
species (Schuster, 2004). Nevertheless, there are no reports
describing the findings in tomato plants, which is why the
present study represents the first report of this virus having a
new infected host. This particular finding is consistent with
the fact that in the same agricultural region squash is also
sown.

Analysis of DNA sequence and how it is related to
other geminiviruses. Twelve of the geminivirus amplified
samples, but not amplified for neither TYLCV nor SLCV,
were sequenced and compared to other geminivirus
sequences reported at the NCBI GenBank through BLAST,
looking forward to identify what type of geminivirus they
belong to. The sequences denominated GEM#CIADCLN
were obtained from the study hereby. The
GEM301CIADCLN, GEM78CIADCLN and
GEM298CIADCLN sequences showed a 100% similarity
with the TYLCV Guasave and TYLCV Sinaloa; a 99%
similarity with GEM71CIADCLN and with the A segment
of'the Curcubit leaf curl virus, CuLCrV was revealed by this
sequence group. A 99% similarity with the Chino de tomate
virus isolate Sinaloa, CdTV and a 99.1% similarity with the
G EM301CIADCLN, GEM78CIADCLN and
GEM298CIADCLN sequence group was shown by the
GEMI1I3CIADCLN, GEMI12CIADCLN,
GEM35CIADCLN, GEM23CIADCLN and
GEMI15CIADCLN sequences. A 99.9% similarity with the
Pepper huasteco yellow vein virus, PHYVV was shown by
the GEM34CIADCLN and GEM48CIADCLN sequences.
A 99.7% similarity with the Squash leaf curl virus, SLCV
and with a 97.3 % similarity if compared with the other
sequence groups was revealed by the GEM22CIADCLN
sequence (Figure 2). A close relationship to some
Begomovirus that have been previously reported in tomato
plants, being TYLCV and CdTV among them, is shown by
the analysis of the sequences; these viruses have been
recently reported for co-infecting not only tomato plants,
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Figura 2. Analisis de las secuencias de los fragmentos de ADN de geminivirus amplificados por PCR anidada. Porcentajes
de homologia entre las secuencias, utilizando el programa MEGA 4.
Figure 2. Analysis of the geminivirus DNA fragments sequence amplified by nested PCR. Homology percentages among

sequences using the MEGA 4 program.

identificaron los virus TYLCV Guasave, TYLCV
Sinaloa,CuLCrV segmento A, y variantes de los virus
STLCVAV1,PHYVVyCuLCrV segmento B. La presencia
de mas de un virus infectando a las plantas de tomate,
complica la identificacion basado solo en sintomas visuales,
por lo que es de gran importancia contar con metodologias
como la PCR para dar diagnosticos precisos, que permitan
tomar las acciones pertinentes a cada problema.
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