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RESUMEN

Se han presentado brotes de enfermedades virales antes desconocidas
en habichuela y en tomate en varios municipios del Valle del Cauca.
Las habichuelas presentan un arrugamiento foliar severo y amarilla-
miento moderado, mientras que el tomate muestra sintomas moderados
de mosaico y deformacion foliar. También se observd una nueva
enfermedad viral en tomate en el municipio de Fusagasugd, Cundina-
marca. Las plantas afectadas muestran un mosaico amarillo y defor-
macion foliar. Pruebas seroldgicas y de amplificacion de acidos nu-
cléicos revelaron la presencia de geminivirus transmitidos por la mos-
ca blanca Bemisia tabaci (begomovirus). Secuencias parciales de
clones seleccionados de los fragmentos amplificados por PCR, mostra-
ron la presencia de dos especies nuevas de begomovirus en habichuela
(Virus del arrugamiento foliar del frijol), y en tomate (Virus del mo-
saico suave del tomate) en el Valle del Cauca. Las secuencias obteni-
das de la muestra de tomate de Fusagasugé, demuestra que el begomo-
virus detectado es el Virus del mosaico amarillo del tomate, original-
mente descrito en Venezuela. En algunas de las muestras de tomate,
también se encontraron potyvirus y un cucumovirus. Se discute la
naturaleza de estos brotes de begomovirus y se hacen recomendacio-

SUMMARY

Previously unknown viral diseases have been observed in past months
in different regions of the Cauca Valley, Colombia, affecting snap
bean and tomato plantings, The affected snap bean plants show severe
leaf malformation (crumpling) and mild variegation. The diseased
tomato plants show moderate degrees of mosaic and leaf malforma-
tion. Some tomato samples were obtained in Fusagasuga, Cundina-
marca, central Colombia. These samples showed foliar yellowing and
moderate leaf malformation. Serological tests and PCR amplification
of viral nucleic acids using begomovirus-specific primers, revealed the
presence of two new begomovirus species in snap bean (Bean leaf
crumple virus) and tomato (Tomato mild mosaic virus). The tomato
samples from central Colombia contained a known begomovirus spe-
cies (Tomato yellow mosaic virus) originally described from Vene-
zuela; and some samples also contained aphid-borne potyviruses. The
unexpected outbreak of these whitefly-borne begomoviruses is dis-
cussed here with a view to adopting effective virus control measures.
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nes para su control a corto y largo plazo.
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hortalizas

INTRODUCCION

Es posible que los geminivirus transmitidos
por la mosca blanca Bemisia tabaci Genn.
(begomovirus) hayan existido en Colombia
por mas de un siglo, pero es a partir de la
década de los 1970s cuando aparece un in-
forme (Galvez et al, 1975) sobre enfermeda-
des causadas por estos virus en una especie
cultivada (frijol comun). Este informe coinci-
de con epidémias causadas por diversos
begomovirus en cultivos como algoddn,
tomate y frijol en Brasil, Venezuela, México,
El Salvador, Cuba y Puerto Rico (Morales y
Anderson, 2001) para citar solo algunos de
los paises mas afectados por estas nuevas
plagas.

En las ultimas décadas, los begomovirus
se han convertido en el principal problema de
‘produccion de cultivos como el frijol, tomate,
pimentdn, chile, tabaco y varias cucurbita-
ceas, en agro-ecosistemas localizados entre el
nivel del mar y los 1.000 metros de altura
sobre el nivel del mar (msnm), especialmente
donde el clima es cdlido y con periodos
secos definidos, lo cual favorece la reproduc-
cién de B. tabaci.

En Colombia, a pesar de que se han regis-

trado en afios recientes brotes en cultivos
como melén y badea, en el norte del pais
(Atlantico y Cordoba, respectivamente);
tabaco en Huila; y frijol y soya en el Valle del
Cauca (Morales et al, 2000), los begomovirus
no se han convertido en problemas endémicos
Esta situacion podria explicarse por la locali-
zacién geografica ecuatorial y andina del
pais, las cuales condicionan una adecuada
distribucion de Iluvias durante el afio, y pisos
térmicos con temperaturas promedio inferio-
res a las requeridas por la mosca blanca B.
tabaci. Sin embargo, existen varias regiones,
como la Costa Atlantica, donde existen culti-
vos susceptibles (e.g., melén y tomate), tem-
peraturas calidas, y periodos prolongados de
sequia, donde B. tabaci existe como plaga
pero no como vector de begomovirus.

En esta investigacion informamos sobre
nuevos brotes de begomovirus en zonas
agricolas andinas, y discutimos los factores
ambientales que podrian estar condicionando
el resurgimiento de estos virus en mayor
escala.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras procesadas en esta investigacion
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consistieron en plantas de diversas varieda-
des e hibridos de tomate (Lycopersicon escu-
lentum Mill.) afectadas por un mosaico y
deformacion foliar moderados (Figura 1la)
procedentes de Buga, Guacari, Robledo,
Roldanillo, Rozo, Toro, Tulud y Vijes. Algu-
nas plantas con sintomas avanzados de la
enfermedad, presentaban amarillamiento
foliar. En el caso de la habichuela (Phaseolus
vulgaris L.), las muestras recolectadas en
diferentes lotes de los municipios de Bugala-
grande, Pradera, Rozo y Roldanillo, Valle del
Cauca, consistian en hojas con un arruga-
miento severo (Figura 1b) y variegacién
moderada (Figura 1d).

Posteriormente llegd una muestra de to-
mate procedente de Fusagasugd, Cundina-
marca, con sintomas de mosaico amarillo y
deformacion foliar (Figura 1c).

Las muestras de tomate y habichuela del
Valle del Cauca fueron recolectadas por el
Ing. Agronomo José Miguel Pacheco, el
autor principal, y personal del laboratorio de
entomologia de frijol del CIAT, coordinado
por el Dr. Cesar Cardona. Las muestras de
tomate de Fusagasugé fueron enviadas por el
Ing. Orlando Arguello. La incidencia de estas
enfermedades en el campo era superior al
80%.




Figura 1. Sintomas de begomovirus en tomate y habichuela | ademas de
otros disturbios en tomate:

a Sintomas de mosaico y deformacion foliar moderados observados et uni
plantade tomate procedente de Guacari. Vatle del Cauea,

b. Arrugamiento foliar severo en una planta de habichoels observada en ¢l
munivipiode Rozo, Vatle del Cauca.

€ Anriltamiento y deformacion foliar observados oo una planta de tomate
procedente de Fusagasugi, Cundinamarca

d.Variegacion moderada (derechay observada on una planta de habichuela
observada en ol municipio de Rozo. Valle del Canen, Arrugamiento {bliar
severod lzguierda)

€. Maduracion irregular del tomte (areo 1’y causada por fa alimentacion

Serologia

Las muestras foliares se procesaron mediante
maceracion en una solucién salina de tampén
fosfato (PBS) segin el método de ELISA por
captura de anticuerpo. Para este ensayo, se
selecciond el anticuerpo monoclonal 3F7 de
amplio espectro, el cual detecta todos los
begomovirus originarios del Nuevo Mundo
(Cancino et al, 1995). También se usaron
anticuerpos monoclonales contra potyvirus
(AGDIA, Inc.USA) y cucumovirus (producido
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de Lomosca blanen Bemisia tabact, biotipo 13

en el CIAT) utilizando la técnica de ELISA-
indirecta (Voller et al, 1979). En el caso de una
muestra de tomate de Fusagasuga, se realizé
una prueba serologica a los frutos. El lector de
ELISA se calibro a una densidad éptica (DO)
de 405 nm.

Amplificacién, clonacién y secuenciacién
parcial del AND viral

Para todas las muestras se hizo extraccion del
ADN total segiin el método de Gilbertson et al
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(1991). Para la amplificacion por PCR de
secuencias seleccionadas del genoma de los
begomovirus, se utilizd el par de primers
PARIC 715 y PALIV 1978 (Rojas y
Gilbertson, 1993), los cuales amplifican un
fragmento de aproximadamente 1500 pb. La
mezcla de reaccidn para la amplificacion se
hizo a un volumen final de 25 uL con las
siguientes concentraciones finales de los
reactivos:




Tampén 1X, MgCI2 1,5 mM, dNTPs (total)
0,2 mM, cebadores 0,2 pM, 0,2 pL de taq
polimerasa y SuL. de ADN concentrado. Para
todas las pruebas de amplificacién se incluy6
un control positivo de begomovirus y un
control negativo donde el ADN era reempla-
zado por agua estéril.
El programa de amplificacién consiste de
un ciclo inicial de denaturacién a 94 °C por 1
min, 29 ciclos de “annealing” a 52 °C por
1:30 min, extensién a 72 °C por 1 min, de-
naturacién a 94 °C por 30 s, “annealing” a 52
°C por 1 min y extensién a 72 °C por 1min.; y
finalmente una extensién de 5 min a 72 °C.
Los fragmentos amplificados del ADN
viral se clonaron utilizando el Kit de “T.A.
Cloning de Invitrogen”. Se utilizé para cada
reaccion 1yl de una solucién tampén, el
Vector 2uL, T4 DNA ligasa y se variaron las
cantidades de ADN y agua estéril segin la
concentraciéon del fragmento amplificado.
Previo montaje de la ligacién, el producto de
amplificacién se purificé con el Kit Wizard
PCR preps (Promega). La ligacién se hizo a
14 °C durante toda la noche y se almacend a -
20 °C hasta el momento de la transformacion.
La transformacién se hizo por choque térmico
con células competentes DH50., elaboradas
en el laboratorio. En este proceso, las células
se incubaron inicialmente en hielo por 30 min
y luego 45 s en un bafio Maria a 42 °C. Pasa-
do este proceso, las células transformadas son
recuperadas adiciondndoles medio SOC y
agitando a 37 °C por una hora.
Posteriormente las células son plateadas
en cajas con medio selectivo de LB agar mds
ampicilina, X-gal e IPTG. Las cajas selladas
se incubaron durante toda la noche a 37 °C.
Las colonias blancas resultantes fueron
evaluadas por PCR para determinar si estas
contenfan el inserto del tamafio esperado. La
amplificaciéon se hizo seglin las siguientes
condiciones para un volumen final de 50 pL:
tampén 1X, MgCI2 1,5mM, dNTPs (total)
0,05 uM, primers M13 y T7 0,1uM, taq
polimerasa 0,2uM y agua bidestilada estéril.
El programa de amplificacién consta de los
siguientes ciclos: denaturacién inicial a 94 °C
por 3 min; denaturacién a 94 °C 30 s, “an-
nealing” a 55 °C 30 s, extensién a 72 °C 2
min, 29 veces; extensi6n final a 72 °C por 5
min. Las colonias que tenian el inserto del
tamafio esperado, se pusieron a crecer a 37 °C
toda la noche en medio LB liquido con ampi-
cilina para posteriormente poder purificar el
ADN plasmidico con la ayuda del Kit Wizard
plus Minipreps (Promega). Los plasmidos
obtenidos fueron secuenciados automética-
mente primero con uno de los dos primers
M13 o T7 para comprobar si los clones obte-
nidos eran reales. La autenticidad del clon se
verifica, una vez editada la secuencia con el
programa SEQUENCHER 4.0, comparado,
por medio del algoritmo de BLAST, la se-
cuencia obtenida con las secuencias ya intro-
ducidas en el banco de genes. Los clones que
resultaron reales se secuenciaron con el pri-

mer complementario correspondiente.
RESULTADOS

Las muestras de tomate procedentes de los
municipios de Buga, Guacari, Roldanillo,
Rozo y Vijes en el Valle del Cauca, reaccio-
naron positivamente (DO405nm 0,11-0,56)
en pruebas de ELISA con el monoclonal de
amplio espectro para detectar begomovirus.
Los valores para el control negativo (tomate
libre de virus) variaron entre DO405nm de
0,004 a 0,01.

Las muestras de tomate procedentes de
Fusagasugd, Cundinamarca, también reac-
cionaron positivamente al mismo antisuero
(DO405nm 0,12-0,56). Algunas de las mues-
tras de tomate de Roldanillo y Rozo, reaccio-
naron positivamente (DO405nm 0,16-2,68)
con el monoclonal para potyvirus. El control
negativo tuvo una lectura DO405nm de 0,02.
Las muestras de tomate de Fusagasugd reac-
cionaron fuertemente al monoclonal de po-
tyvirus (DO405nm >2,0). El control negativo
mostré una lectura DO405nm de 0,01. En la
muestra de esta localidad donde se examina-
ron frutos de tomate, las lecturas DO405 nm
para potyvirus fueron positivas (> 3,0), pero
negativas para begomovirus a pesar de que
los frutos pertenecian a una planta sero-
positiva por los dos tipos de virus. Solo una
muestra de tomate procedente de Vijes (Va-
lle), resulté positiva (DO405nm 0,3) para
cucumovirus (el control negativo presentd
una DO405nm de 0,02).

En el caso de habichuela, las muestras de
Pradera, Roldanillo y Rozo (Valle) reacciona-
ron positivamente (DO405nm 0,28-0,74) con
el antisuero monoclonal para begomovirus.
Ninguna de las muestras de habichuela reac-
ciond en estos ensayos contra los antisueros
para potyvirus o cucumovirus.

Las pruebas de PCR para begomovirus
resultaron en la amplificacién de un frag-
mento esperado de aproximadamente 1500 pb
(Figura 2), tanto para las muestras sero-
positivas de tomate como de habichuela. La
secuenciacién de un clon de 550 bases obte-
nido del fragmento amplificado de una
muestra de tomate enfermo procedente de
Guacari, Valle, demostr6 una identidad a
nivel de nucleétidos del 85% con el gen de la
proteina putativa de la replicasa (AL1) del
Virus del mosaico enano del frijol (BDMV).
El porcentaje de identidad a nivel de aminod-
cidos subi6 a 87% para la misma regién del
virus de tomate y del BDMV. En el caso de la
muestra de tomate procedente de Fusagasuga,
se secuencié un clon de 500 bases, el cual
mostré una identidad en la secuencia de
nucledtidos del 91% con parte del gen de la
cépside del Virus del mosaico amarillo del
tomate (ToYMV). La identidad a nivel de
aminodcidos aumenté a 95% para este clon en
relacién al ToYMV.

La secuenciacién de un clon de 627 bases
obtenido del fragmento amplificado para el
begomovirus detectado en una muestra de
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Figura 2. Gel de agarosa 1,2 % mostrando ampli-
ficacién para Geminivirus con primers especificos
PARIC715 y PAL1V1978. a. Marcador de peso
1Kb1Kb ADN Ladder ( GIBCO, BRL). b. Tomate
empire. ¢. Habichuela d. Control positivo (Alysi-
carpus rugosus) y e. Control de reaccién. Los
fragmentos amplificados por PCR  tienen un
tamafio aproximado de 1500 pb en tomate y
habichuela

habichuela procedente de Rozo, Valle, mostré
una identidad a nivel de nucleétidos del 85%
cou la cépside del Virus del mosaico dorado
amarillo del frijol (BGYMYV). Este porcentaje
de identidad descendié al 71% cuando la
comparacién con el BGYMYV se hizo a nivel
de aminoécidos.

DISCUSION

Esta investigacién demuestra que los bego-
movirus pueden cobrar una mayor importan-
cia socioeconémica en Colombia. Los brotes
descritos aqui ocurren a menos de tres afios
de aparecer un informe preliminar sobre la
diseminacién de estos patégenos en diferen-
tes departamentos del pafs (Morales et al,
2000). La alta incidencia de estos virus en las
plantaciones de tomate y habichuela visitadas
en el Valle del Cauca, pone de manifiesto el
gran potencial epidemioldgico que estos virus
han demostrado poseer en otras regiones
tropicales y subtropicales del mundo. La
ocurrencia de epidemias de begomovirus en
el Valle del Cauca estd estrechamente rela-
cionada con la aparicién del biotipo B de B.
tabaci en esta regi6n a finales de la década de
los 1990s (Quintero et al, 1998). Este biotipo
es mds agresivo que el biotipo original, en
términos del nimero de especies vegetales
atacadas y su mayor capacidad reproductiva y
de dafio directo (Perring, 1995).
Adicionalmente, se viene presentando en
los tltimos afios en el Valle del Cauca y otras
regiones agricolas del pafs, incluyendo Fusa-
gasugd, una tendencia al incremento de los
periodos de sequia, acompaifiados por mayo-
res temperaturas diurnas. Estos factores cli-
méticos son importantes debido a que favore-
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cen la reproduccion de la mosca blanca B.
tabaci.

En condiciones climaticas normales, en el
Valle del Cauca y Fusagasugd (>1000
msnm), predomina la especie de mosca blan-
ca Trialeurodes vaporariorum (Quintero et
al, 2001), la cual no transmite begomovirus.
Evidencia directa de la presencia del biotipo
B de B. tabaci en el Valle del Cauca, es el
dafio fisiologico conocido vulgarmente como
‘arco iris’ (maduracion irregular) del tomate,
el cual va en incremento desde hace un afio
en este valle (Figura le). Este dafio al fruto
del tomate es causado por la alimentacién del
biotipo B de B. tabaci en tomate (Maynard y
Cantliffe, 1989) y no por efecto de virus
transmitidos por mosca blanca.

Los ataques del biotipo B en el Valle del
Cauca, también se han manifestado en el
cultivo de la habichuela en afios recientes.
Estos nuevos problemas han obligado a los
agricultores a usar més pesticidas para prote-
ger los cultivos susceptibles. Desafortunada-
mente, el uso intensivo de insecticidas es otro
de los factores que mas agrava el problema de
mosca blanca, ya que elimina el control bio-
légico natural y crea rdpidamente resistencia
a los agroquimicos en la mosca blanca (Pra-
bhaker et al, 1985).

El frijol comin, ya sea para consumo
como grano seco o habichuela, es muy sus-
ceptible a virus transmitidos por mosca blan-
ca (Morales y Anderson, 2001). En Colombia
y especificamente en el Valle del Cauca, se
conocia ya la presencia de los begomovirus
del mosaico enano (BDMV) y del mosaico
dorado amarillo (BGYMV) del frijol (Mora-
les et al, 1990; Morales et al, 2000). Sin
embargo, se encontrdé aqui un begomovirus
relacionado al BDMV infectando tomate, lo
cual no es del todo sorprendente, ya que el
BDMV proviene de malezas (malviceas)
hospederas de varios begomovirus pertene-
cientes al grupo del Virus del mosaico del
abutilén (AbMV), capaces de infectar diver-
sas especies vegetales. De hecho, el BDMV
es estrechamente relacionado a un begomovi-
rus que ataca el tomate en la Florida, Estados
Unidos: el Virus del moteado del tomate
(Gilbertson et al, 1993). Otros begomovirus
del tomate relacionados al BDMYV, son el
Virus del tomate de la Habana, descrito en
Cuba (Martinez et al, 1998) y el Virus del
achinamiento del tomate (TLCrV) de México
(Brown et al, 2000). Sin embargo, la secuen-
cia parcial obtenida en esta investigacién
sugiere que el begomovirus encontrado en el
Valle del Cauca es una nueva especie, a la
que tentativamente damos el nombre de Virus
del mosaico suave del tomate (Tomato mild
mosaic virus). Este es el primer begomovirus
descrito en tomate en Colombia.

Por el contrario, el begomovirus encon-
trado en Fusagasugd, Cundinamarca, es una
especie conocida, originalmente descrita en
Venezuela (Debrot et al, 1963). Este virus ha
sido ampliamente diseminado en la region del
Caribe, posiblemente, mediante el trafico de
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material vegetativo infectado. La presencia de
este. virus en Fusagasugé sugiere también que
ha ocurrido trafico de plantulas de tomate
infectadas entre Venezuela y Colombia. Lo
que es mds sorprendente, es que este virus se
haya diseminado en el municipio de Fusaga-
suga, dado que las condiciones climéaticas alli,
son mds propicias para Trialeurodes vapora-
riorum que para B. tabaci. Segin informes
del IDEAM (www.ideam.gov.co), el munici-
pio de Fusagasugé ha sufrido condiciones de
sequia desde finales del afio pasado, lo que
explicaria la mayor presencia de B. tabaci en
esa region del pais. Los potyvirus encontra-
dos en las muestras de tomate procedentes de
Fusagasugéd, sugieren que las condiciones
secas han favorecido también el desarrollo de
poblaciones de afidos vectores de estos virus.

El begomovirus aislado de habichuela en
el Valle del Cauca esta relacionado estrecha-
mente con el Virus del mosaico dorado ama-
rillo del frijol (BGYMYV), pero parece ser una
nueva especie. Estos dos virus también se
diferencian por los sintomas que causan en
frijol. Como su nombre lo indica, el BGYMV
induce generalmente un amarillamiento nota-
ble en las hojas de las plantas de frijol, mien-
tras que el nuevo begomovirus descrito aqui
induce un arrugamiento foliar severo, con
poco amarillamiento. Mientras se caracteriza
este virus mas a fondo, lo llamaremos tentati-
vamente el Virus del arrugamiento foliar del
frijol (Bean leaf crumple virus).

La emergencia de begomovirus capaces de
infectar tomate en Colombia es de gran im-
portancia econdmica, dado el gran potencial
patogénico de estos virus y 1a falta de varie-
dades o hibridos resistentes en la América
Latina, La {inica esperanza para su manejo a
mediano plazo, es que las condiciones clima-
ticas se normalicen y las poblaciones de B.
tabaci en el Valle y Cundinamarca vuelvan a
los niveles bajos que tenian. De persistir esta
plaga, se deben proteger los semilleros de
tomate con malla contra la mosca blanca, asi
como el cultivo hasta la etapa de formacion
de frutos mediante el uso de insecticidas
sistémicos aprobados para este cultivo, El uso
de insecticidas de contacto cuando se observa
la mosca blanca en el tomate, no contribuye
al control de virus transmitidos por mosca
blanca.

A pesar de que existen fuentes de resis-
tencia a begomovirus en frijol comiin, estas
no han sido suficientemente usadas para
mejorar variedades de habichuela como la
que los productores del Valle estin cultivan-
do actualmente. Se requiere entonces iniciar
un programa de mejoramiento genético rapi-
damente. A corto plazo, el uso de insecticidas
sistémicos al momento de la siembra, y evitar
sembrar en meses secos, ayudaria a reducir la
incidencia y dafio causado por estos virus en
habichuela.
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