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Resumen

La mosca blanca, Bemisia tabaci (Gennadius) (Homoptera: Aleroydidae), es una de las
principales plagas que atacan diferentes cultivos en Venezuela y en el mundo entero como to-
mate, melén, patilla, berenjena, caraota, ajonjoli, yucay tabaco, porgue causa extensos dafos
al comer la plantay por la transmision de virus de plantas como geminivurus. Por la importan-
ciade las enfermedades virales transmitidas por la mosca blanca, en este trabajo se revisa la ta-
xonomia molecular de los geminivirus en estudios que envuelven el uso de PCR y se discute el
uso de esta técnica para el control de esta fitopatologia.
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Review of the study for the detection and identification
of the geminivirus transmitted by the whitefly
Bemisia tabaci (Gennadius) using the PCR technique

Abstract

The whitefly Bemisia tabaci (Gennadius) (Homoptera: Aleroydidae) is an economically im-
portant pest in Venezuela and worldwide cultivates like tomato, melon, watermelon, eggplant,
pea, sesame, cassava and tabaco because cause extensive damage by direct feeding and by the
transmission of plant viruses, such as geminivirus. Because of the importance of whitefly-
transmitted geminivirus, we review the molecular taxonomy of the geminivirus by the use of
PCR and discuss the use of this techniques in the control of this phytopatogen.
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Introduccioén

La mosca blanca, Bemisia tabaci (Gen-
nadius), se ha asociado con la agricultura
desde hace mucho tiempo, sin embargo, en
los udltimos afios (1989-1997) ha causado
graves dafos a diferentes especies vegetales
de importancia econémica, constituyéndose
en plaga tanto en cultivos alimenticios de
amplia distribuciéon en las regiones tropi-
cales y subtropicales, como de plantas y ar-
boles ornamentales y forestales en los tropi-
cos y de los invernaderos en la mayor parte
de las regiones templadas (1, 2). Las moscas
blancas (Homoptera: Aleroydidae) son insec-
tos pequefios (0,5-1,2 mm) que se alimentan
de las plantas mediante su aparato bucal del
tipo perforador-chupador el cual les permite
succionar savia. Durante este proceso, algu-
nas especies, entre estas Bemisia tabaci,
pueden transmitir particulas virales princi-
palmente geminivirus, que ocasionan enfer-
medades a cultivos tales como tomate, papa,
caraota, soya, algodon (3-9). Adicionalmente,
pueden ocasionar darfios directos en mas de
20 cultivos registrados en Venezuela y un
numero de plantas hospederas superior a las
80 (10). Hasta el afo 1985 en Venezuela se
citaba a B. tabaci, atacando plantas de
solanéaceas, tales como papa, tabaco y to-
mate (s6lo adultos, no colonizaba), caraota,
otras leguminosas, Euphorbiaceas y algodén
(11). A finales de 1990 y 1991 cambia la situa-
cibn y se comienzan a observar fuertes
ataques a plantas de la familia Cucurbitacea
(meldn, patilla y pepino) que antes no eran
colonizadas por el insecto, se inicia la coloni-
zacion en el tomate y numerosas malezas
(10). Las altas poblaciones del insecto origi-
nan mucha excrecidon azucarada que per-
miten el crecimiento y desarrollo de hongos
negros que recubren las plantas (1, 12).

Existen registros por dafios de B. tabaci
a leguminosas del género Phaseolus en
Suramérica (13); tomates en Norte, Centroy
Suramérica (13), el Mediterraneo (14) y el
sur de Europa (15), el Medio Este ( los paises
del Suroeste del Asia) (16), Asia (17) y Aus-
tralia (18); la yuca en Africa (19) y la India

(20); algoddén en Pakistan (21) y el Sudan
(22), Centro y Norteamérica (23) y numero-
sas cosechas de leguminosas y vegetales a
través de Asiay el Lejano Oriente.Durante el
periodo 1991-1996 se agrava la situacion
por los dafios causados y las pérdidas cuan-
tiosas en la agricultura. En Cucurbitaceas
como el melon, patillay pepino, los dafios di-
rectos por succidn de savia pueden causar
pérdidas totales cuando ataca durante el
primer cultivo, y con altas poblaciones;
mientras que en el tomate (24), determina-
ron que en las plantas con sintomas de mo-
saico amarillo del tomate (MAT) durante la
primera semana después del transplante re-
ducen su rendimiento hasta un 79%. Algu-
nos autores (25-27), plantean la existencia
de razas, subespecies y ecotipos en B. taba-
ci, citandose en Centroamérica (28, 29) la
existencia de las razas: A, B, C, Dy G. Mas
recientemente, la raza B fue descrita por Be-
llwos et al. (30) como la especie Bemisia ar-
gentifolli Bellows y Perring. En Venezuela no
se ha aclarado qué especies y razas son las
gque estan actuando en los diferentes agroe-
cosistemas.

El repentino ascenso de las moscas
blancas como una plaga ha estado ligada a
la aparicidn de cepas resistentes, altamente
fecundas y portadoras de virus patogenos.
El mismo uso indiscriminado de los pestici-
das, especialmente de los piretroides, se
cree que es el responsable de la alta prolife-
racion de este insecto debido a que esta dis-
minuyendo la poblacidon de su controlador
natural que es un microhimendptero que
parasita los huevos y las ninfas del insecto
1, 2, 12).

Las moscas blancas son insectos pe-
quefios que petenecen al Orden Homoptera
y a la Familia Aleyrodidae. Arnald (31) cita
en Venezuela 19 géneros de moscas blan-
cas, con 20 especies determinadas y 12 no
determinadas. En el género Bemisia, una de
las especies a la que se le ha dado mayor im-
portancia es a Bemisia tabaci (Gennadius), a
la cual se le ha denominado también la mos-
ca del tabaco, de la batata o del algodon,
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esta especie transmite alrededor de 60 virus
vegetales diferentes (16), perteneciente a los
grupos geminivirus, carlavirus, potivirus,
closterovirus, nepovirus y un virus de DNA
en forma de bastén, muchos de los cuales no
estan bien caracterizados y muchos se han
asignado a otros grupos cuando existen mas
datos disponibles. La mayoria de los virus
transmitidos por esta especie pertenecen a
los geminivirus. Para los geminivirus, la in-
teraccion entre el virus y el vector, se descri-
be como circulativa y no propagativa, esto
significa que el virus es adquirido durante la
alimentacion, y pasa a través de células es-
pecificas en el tracto digestivo para entrar en
la hemolinfa antes de salir del insecto du-
rante la alimentacidn, via las glandulas sali-
vales (2).

Los geminivirus son un grupo de virus
vegetales pequefios que se caracterizan por
poseer un viridén isométrico doble o geminado
(20-30 nm) del cual deriva el nombre de este
grupo, y un genoma de DNA circular de una
sola banda (32-39). Los geminivirus de
acuerdo al Comité Internacional de Taxono-
mia de los Virus (International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV)) se subdividen
en tres subgrupos principales en base al in-
secto vector, rango de huéspedes y estructu-
ra genomica (40):

- Subgrupo I: Aquellos que tienen un ge-
noma monopartito, que son transmiti-
dos por “leafhopper”, y que infectan
plantas monocotileddneas.

- Subgrupo II: Aquellos que tienen un
genoma monopartito, que son transmi-
tidos por “leafhopper”, y que infectan
plantas dicotiledoneas.

- Subgrupo I1I: Aquellos que tienen un
genoma bipartito, que son transmiti-
dos por la mosca blanca (Bemisia taba-
ci Gennadius) y que infectan plantas
dicotiled6neas.

Debido a la importancia cada vez ma-
yor de los geminivirus transmitidos por la
mosca blanca, se requieren métodos rapi-

dos y seguros para su deteccion e identifica-
cion. Estos métodos podrian facilitar enor-
memente los estudios de la epidemiologia y
la diversidad genética de este grupo de virus
lo que tendria repercusiones importantes en
el disefio de las estrategias para el control de
las enfermedades. Uno de los principales
problemas, especialmente los asociados con
las moscas blancas es que desarrollan resis-
tencia contra muchos insectidas organofos-
forados y piretroides y, cuando el problema
es la infeccion viral, el control mediante el
uso de estos plaguicidas es limitado (2).

Existen evidencias indirectas (41) y di-
rectas (42) de que la cdpsula proteica de los
geminivirus es esencial para el reconoci-
miento del vector, la transmision y determi-
na la especificidad del vector de los gemini-
virus. Esto se puede demostrar cambiando
el gen de la cubierta proteica entre los virus
(42). Las particulas de los geminivirus
transmitidos por B. tabaci que infectan mu-
chas especies de cultivos dicotiledoneos, en
muchas regiones tropicales y subtropicales
estan relacionadas serolégicamente, aun-
que la mayor parte de los virus se pueden
distinguir por sus patrones de reactividad
con paneles de anticuerpos monoclonales
(43-46). Sin embargo, los geminivirus trans-
mitidos por la mosca blanca de diferentes
hospederos en la misma éarea geogréfica
tienden a ser antigénicamente mas simila-
res unos de otros que aquellos que causan la
enfermedad en los mismos hospederos en
otras regiones geografica (43). Este hecho se
podria explicar si la capsula proteica de
cada virus esta adaptada especificamente
para la transmisibilidad por el o los bioti-
po(s) del género Bemisia en su area de ocu-
rrencia (47).

Muchos de los brotes virales nuevos y
recientes, probablemente estan asociados
con geminivirus conocidos que infectan un
huésped alternativo como resultado de la
actividad de un nuevo biotipo identificado
de B. tabaci, el biotipo B que tiene un amplio
rango de hospederos (comparado con otros
biotipos), posiblemente mas de 600 especies
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(2). La aparicion del biotipo B en muchas lo-
calidades diferentes (48, 49, 16) se ha aso-
ciado con el comercio de las plantas orna-
mentales (12). Algunas especies de plantas
ornamentales son, particularmente buenas
plantas hospederas del biotipo B, tales como
poinsettia, begonia y gipsofila. El biotipo B
ahora ha sido identificado en el Medio
Oriente, la Cuenca Caribefia, Centro y Nor-
teamérica, Japdn, Sudafrica, Sur de Europa
y en los invernaderos del Norte del Europa
(49).

Métodos de deteccidén e
identificacion de los geminivirus

La taxonomia de los virus ha mejorado
mucho en la medida que se ha tenido mas
informacion en relacion a la naturaleza fisi-
cay quimica de ellos. Los métodos mas tra-
dicionales para la deteccion y diagnostico se
han basado en la expresion de los sintomas
de la enfermedad en las plantas y la trans-
mision de los virus a las mismas, con fre-
cuencia con la ayuda de un vector especifico
(34), o el rango de hospederos que depende
del genotipo tanto del virus como de la plan-
ta hospedera (50). Incluso se han hecho ob-
servaciones citopatologicas con microscopia
electronica (19, 51-56, 20) pero la mayoria
de ellas se han combinado con otras técni-
cas especialmente con pruebas serolégicas
como se vera mas adelante. Los esquemas
de clasificacion corrientes que se han utili-
zado para distinguir los virus en familias,
géneros o grupos han considerado caracte-
risticas tales como el tipo de acido nucleico,
morfologia de la particulay forma de replica-
cion (37). La diferenciacién de las taxa vira-
les con frecuencia se basan en caracteristi-
cas como el rango de hos pederos y las rela-
ciones serologicas (57). La composicion en
aminoacidos de la capside proteica también
es comunmente usada para determinar las
filogenias de los virus vegetales (58, 59).

Las relaciones virales se pueden detec-
tar mediante varias pruebas seroldgicas ta-
les como la pruebas de inmunodifusion

como la de la precipitina en gel (53, 54, 60,
41, 61, 46). Los estudios citopatolégicos ba-
sados en la técnica de la microscopia elec-
tronica inmunoabsorbente (ISEM del inglés
immunosorbent electron microscopy) ha
sido utilizada en algunos estudios de gemi-
nivirus (43, 41, 61, 46), sin embargo, las
particulas virales se rompen o dafian en al-
gunos buffers y muestran un contraste rela-
tivamente pobre en la mayor parte de la ce-
pas (41,61).

El sistema ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent essay = ensayo de inmu-
noabsorbancia ligada a enzimas) general-
mente es mas aplicable y ha dado resultados
prometedores con los virus del mosaico
amarillo del enrrollamiento de la hoja de la
auyama (SYLCV del inglés squash yellow
leaf curl virus) (61-64). La tecnologia de los
anticuerpos monoclonales y policlonales ha
suministrado los medios para la produccién
de anticuerpos con diferentes especificida-
des y capacidad discriminatoria que ha per-
mitido la diferenciacion seroldgica de un na-
mero de cepasy variantes virales (43, 60, 20,
65, 66, 45, 56, 46). El limite de deteccion vi-
ral del método ELISA segun Weidemann (67)
esta en el rango de 20-100 ng mientras que
Van Regenmortel (68) encontro que el siste-
ma TAS-ELISA (Triple antibody sandwich
ELISA) daba una sensibilidad entre I-10 ng
por mL de virus.

Las particulas geminivirales se en-
cuentran en las plantas generalmente en
concentraciones moderadas a bajas que no
son adecuadas para la deteccidon por medio
de pruebas seroldgicas (34).

Los ensayos de la mancha de hibridiza-
cion que usan sondas clonadas marcadas
con *P han sido Gtiles en el caso del virus
del mosaico de la yuca africana (41, 69),
para la descriminacién de cepas de gemini-
virus de cucurbitaceas (66), para la diferen-
ciacion de los geniminivirus que infectan la
caraota (52), para el reconocimiento y dife-
renciacion de siete geminivirus de la India 'y
establecer su relacion con los virus del mo-
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saico de layuca africanay el mosaico amari-
llo de la caraota “mung” de Tailandia (70),
incluso en aislados que no parecian produ-
cir particulas virales.

La deteccion puede ser mas simple que
el diagnéstico, que es complicado debido a
las relaciones seroldgicas y las homologias
en la secuencia nucleotidica entre los gemi-
nivirus transmitidos por la mosca blanca.
Actualmente el perfeccionamiento de las
técnicas genéticas mas sofisticadas ha per-
mitido estudios mas confiables para detec-
tar y medir la variacion genética de especies
animales, vegetales y microorganismos, es-
pecialmente las variaciones en el DNA. Es-
tas técnicas son los poliformismos de la lon-
gitud de los fragmentos de restriccion (RFLP
del inglés restriction fragment lenght poli-
morfism), el ndmero variable de polimorfis-
mos por repeticiones en tandem (VNTR del
inglés variable number of tandem repeats),
las amplificaciones del DNA usando la reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR del in-
glés polymerase chain reaction), la secuen-
ciacion del DNA mediante el procedimiento
de la terminacién dideoxynucledtido, la de-
teccion de las mutaciones del DNA mediante
electroforesis en gradiente de gel desnatura-
lizante, entre otras.

Los métodos RFLP y VNTR que depen-
den tipicamente de los procedimientos de
clonacion y de “Southern blot” han mostra-
do su utilidad en muchas aplicaciones, sin
embargo, tienen sus limitaciones debido a
que la clonacién requiere mucho tiempo, a
menudo una semana 0 mas, de trabajo en el
laboratorio y el método estandar de mancha
de “Southern blot” necesita grandes canti-
dades de DNA purificado, en general varios
microgramos (71). Haber et al. (72) mostra-
ron que el analisis del RFLP y el “Southern
blot” eran técnicas Utiles para diferenciar
los geminivirus que infectan varias plantas
colectadas en Puerto Rico. EI RFLP se podria
combinar con hibridaciones con sondas de
geminivirus no radiactivos como una técni-
ca de diagndstico efectiva (73).

La PCR es un método nuevo para efec-
tuar copias de DNA que ha incrementado la
eficiencia de la deteccién de la variacion ge-
nética a nivel del DNA. Es un medio artificial
de replicacidn de una secuencia corta de
DNA (varias kilobases 0 menos) con rapidez,
de tal manera que pueden hacerse millones
de copias de la secuencia. La PCR presenta
una serie de ventajas sobre otras técnicas
menos modernas (71):

1. Puede utilizarse con cantidades muy
pequefias de DNA, del orden de los na-
nogramos o picogramos.

2. El procedimiento es mucho mas rapido
gue las técnicas antiguas ya que no ne-
cesita clonacion genética.

3. La PCR puede generar grandes canti-
dades de DNA muy puro, por lo que no
suele ser necesario emplear sondas ra-
diactivas (como es el caso de RFLP y
VNTR) para detectar mutaciones o sen-
cuencias de DNA especificas, en su lu-
gar se pueden utilizar sustancias mar-
cadas no radiactivas, mas seguras,
como la biotina.

Sin embargo, la PCR tiene dos inconve-
nientes: 1) La sintesis del cebador requiere
el conocimiento de la secuencia de DNA que
flanquea al DNA investigado. Cuando no se
dispone de la informacion de la secuencia,
deben emplearse otras técnicas. 2) La extre-
ma sensibilidad de la PCR la hace suscepti-
ble para la contaminacion en el laboratorio
(7).

Actualmente se dispone de las secuen-
cias publicadas de los genomas de varios ge-
minivirus transmitidos por la mosca blanca
determinadas mediante técnicas de clona-
cion y secuenciacion por el método de la ter-
minacidon de dideoxynucleotidos lo que ha
permitido establecer algunas relaciones filo-
genéticas entre los geminivirus transmiti-
dos por este insecto (74-90, 72, 18, 44,17)y
en algunos casos utilizar las técnicas de la
PCR para clasificar e identificar los gemini-
virus (73, 80, 91-98).
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Padidam et al. (44) compararon los ge-
nomas de 36 geminivirus (previamente se-
cuenciados) y determinaron que la compa-
racion de las secuencias se podia utilizar
para clasificarlos, clonando y secuenciando
regiones gendmicas cortas mediante pri-
mers altamente conservados de la PCR.

La PCR debido a su potenciay versatili-
dad se le estd empleando extensamente en
la actualidad, sustituyendo al método
“Southern blot” en muchas aplicaciones y
en algunos casos se utiliza para generar
RFLP y VNTR (71).

La técnica de la PCR aplicada a la
detecciodn e identificacion de
geminivirus

Los otros métodos para la caracteriza-
cion de los geminivirus transmitidos por la
mosca blanca involucran una extraccién del
DNA y procedimientos de clonacion laborio-
sos (81). La PCR es una técnica extremada-
mente sensible y especifica (99, 100) para la
deteccion e identificacion de patdogenos ve-
getales, y se puede usar para investigar as-
pectos precisos sobre la composiciéon de las
poblaciones de patégenos y la diversidad ge-
nética de los virus (91, 96) asi como para es-
tablecer relaciones filogenéticas entre ellos.
La especificidad de la PCR se basa en el uso
de cebadores oligonucledtidos que son com-
plementarios con la regiones que flanquean
la secuencia de DNA a ser amplificada. Debi-
do a que la PCR amplifica los 4cidos nuclei-
cos, la técnica podria ser util para superar
muchas de las dificultades actuales asocia-
das con los métodos de deteccién serolégi-
cos, empleados tradicionalmente en los es-
tudios epidemioldgicos de los virus vegeta-
les, como por ejemplo, la baja concentracion
del antigeno, las reacciones cruzadas de an-
ticuerpos con antigenos heterdlogos, y desa-
rrollo o regulacion ambiental de la produc-
cion de antigenos. Ademas, pueden utilizar-
se pequefias cantidades de muestras vege-
tales frescas, congeladas o secas (73).

Las técnicas de la PCR se han emplea-
do en la deteccion y determinacion de la va-
riabilidad genética de los virus vegetales ta-
les como luteovirus (101, 96), potivirus (92,
98), geminivirus transmitidos por “leaf-
hopper” que infectan plantas monocotiledé-
neas (97), y los geminivirus transmitidos por
la mosca blanca, virus del mosaico amarillo
de la caraota (91) y el geminivirus del mosai-
co amarillo del enrrollamiento de la hoja del
tomate (94).

Los geminivirus son organismos apro-
piados para la deteccion e identificacién por
la PCR debido a que ellos se replican via un
DNA circular intermedio de dos bandas, lo
que se ha denominado la forma replicativa
(39) que puede servir como un patrén para
la amplificacion por la PCR. El genoma de
muchos geminivirus transmitidos por la
mosca blanca, en los que se ha logrado una
buena caracterizacion, estd compuesto de
dos componentes de DNA que se han desig-
nado como DNA-A y DNA-B. Basandose en
métodos diferentes a la PCR han sido obte-
nidas las secuencias completas de los nu-
cléotidos de cinco geminivirus bipartitos
transmitidos por la mosca blanca del He-
misferio Oeste (75, 102, 78, 81, 83, 103) y el
geminivirus del mosaico de la yuca de Africa
mas distintamente relacionado del Hemisfe-
rio Este (87). Actualmente la disponibilidad
de lainformacion sobre las secuencias geno-
micas obtenida a partir de los métodos de
clonacion del DNA ha facilitado la aplicacion
de técnicas moleculares para detectar y ca-
racterizar lo geminivirus. Rojas et al. (datos
no publicados) determinaron la secuencia
de otros cuatro geminivirus bipartitos que
infectan la caraota aislados del Hemisferio
Oeste, y las utilizaron para el disefio de ce-
badores degenerados de la PCR para detec-
tar y diferenciar los geminivirus transmiti-
dos por la mosca blanca de las Américas, la
Cuenca del Caribe y Africa (73).

Nickolai et al. (95) le dieron aplicacion a
la técnica de la PCR para determinar las
fuentes de resistencia natural de especies
silvestres de tomate (Lycopersicon) al virus
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del mosaico amarillo del tomate (ToYMV del
inglés tomato yellow mosaic virus) con la fi-
nalidad de utilizarles para mejorar las espe-
cies de tomate cultivadas. Las fuentes de ob-
tencion de las muestras para el analisis son
de origen vegetal, el DNA total se extrajo de
las plantas y se amplificé mediante la utili-
zacion de cebadores o “primers” degenera-
dos. Para caracterizar mejor la resistencia y
tolerancia al virus se us6 la PCR en combi-
nacién con ensayos tradicionales de trans-
misién por inoculacién mecéanica (“back-i-
noculation”), y con el insecto B. tabaci. El
analisis de la PCR mostré que el DNA viral
esta presente en plantas infectadas y ausen-
te en las resistentes mientras que la trans-
mision mecanica a través del insecto di6 re-
sultados diferentes en algunas especies o
cultivos. Esta diferencia en la respuesta a la
infeccion basada en el método de inocula-
cion sugirié un mecanismo para la resisten-
ciaque puede ser la evasion a la transmision
por el insecto vector o inhibicion de la entra-
dainicialmente del virus en las células vege-
tales.

Rojas et al. (73) emplearon cebadores
degenerados de la PCR para detectar y dife-
renciar geminivirus transmitidos por la
mosca blanca de varias regiones de Améri-
ca, la Cuenca del Caribe y Africa. Los virus
con los cuales trabajaron fueron el virus del
mosaico dorado de la caraota (BGMV del in-
glés bean golden mosaic virus) de Guatema-
lay Republica dominacanay el virus del mo-
saico enano de la caraota (BDMV del inglés
bean dwarf mosaic virus) que fueron mante-
nidos en Phaseolus vulgaris L. cv “Topcrop”
mediante inoculacion de savia (52); se ino-
cularon caraotas con DNA clonado de
BGMV de Brasil usando el método de la ace-
leracién de particulas por descarga eléctrica
(52); los virus que infectan el tomate de Flo-
rida, México y Costa Rica se mantuvieron en
Nicotiana benthamiana Domin. por inocula-
cion de savia. El DNA viral a ser amplificado
por la PCR se obtuvo de estas fuentes vege-
tales mediante extraccion con los métodos
referidos por los autores. Segun estos auto-

res los métodos utilizados por ellos facilita-
ron la caracterizacion molecular del grupo
de geminivirus estudiados, sin embargo, la
PCR se us6 en combinacion con RFLP, un
método también facil para caracterizar los
fragmentos amplificados de la PCR lo que
permitié distinguir los geminivirus ya cono-
cidos de otros no caracterizados y que da
buenos resultados en los casos de infeccion
de virus mezclados.

Hong et al. (79) también utilizaron pri-
mers degenerados de la PCR para diferen-
ciar tres geminivirus distintos transmitidos
por la mosca blanca en la yuca (N. bentha-
miana). Estos virus eran el virus del mosaico
delayucade laIndia (ICMV del inglés Indian
cassava mosaic virus) obtenido de una plan-
ta de yuca propagada vegetativamente deri-
vada de una estaca y transmitido por inocu-
lacién de savia a N. benthamiana y manteni-
daen ella por inoculaciéon mecanica; el virus
del mosaico de la yuca de Africa de Malawi
(ACMV-M del inglés African cassava mosaic
virus - Malawi) obtenido de una planta de
yuca y propagada vegetativamente en el in-
vernadero; y el virus de ACMV de Kenia (AC-
MV-K). El DNA viral se extrajo de particulas
purificadas del virus y de las hojas de N.
benthamiana. La PCR junto con técnicas de
clonacidon permitieron establecer diferen-
cias considerables entre estos tres geminivi-
rus para justificar su separacion como tres
aislados virales distintos.

Nakhla et al. (92) caracterizaron mole-
cularmente el virus TYLCV (Tomato yellow
leaf curl virus) de Egipto (TYLVC-EG1) me-
diante amplificacion de un fragmento del
DNA viral por la PCR. Colectaron un aislado
que fue transmitido experimentalmente a
plantas de tomate por la mosca blanca B. ta-
baci (Gennadius) y a N. benthamiana L. me-
diante injerto. Los resultados y comparacio-
nes permitieron establecer que el TYLVC-
EG1 no esta estrechamente relacionado con
el TYLVC de Tailandia y es casi idéntico al
TYLVC de Israel.
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La mayoria de los estudios para la de-
teccion e identificacion de los geminivirus
parten de muestras vegetales o particulas
virales puras. Para fines experimentales los
geminivirus son aislados de sus fuentes ve-
getales naturales o de plantas previamente
inoculadas para la propagacion y manteni-
miento del virus. Sin embargo, Navot et al.
(93) utilizaron la PCR para amplificar el DNA
de un aislado israeli del “tomato yellow leaf
curl virus” (TYLCV) de moscas blancas. Am-
plificaron el DNA a partir de los extractos to-
tales de DNA de plantas de tomate (Lycoper-
sicon esculentum) infectadas con este virus,
y también de los extractos de acido nucleico
de individuos de mosca blanca. Ensayaron
la aplicabilidad del método para estudios
epidemioldgicos experimentando con mos-
cas blancas de campos cultivados con ca-
raota en la Planicie Costera de Israel en las
cuales se sospechaba la presencia de
TYLCV. ElI DNA de TYLVC se amplificé de un
extracto total de acidos nucleicos de insec-
tos individuales aislandose un fragmento de
DNA con el mismo ndmero de pares de bases
(440) y lamisma movilidad como el fragmen-
to amplificado de las moscas blancas que se
alimentaban en plantas de tomate infecta-
das con TYLVC. La identidad de los frag-
mentos de DNA amplificado de TYLVC se
confirmaron utilizando las técnicas de hibri-
dacion con sondas de DNA de TYLVC y ana-
lisis con enzimas de restriccion.

Navot et al. (93) determinaron el nivel
de deteccion del DNA viral en las moscas
blancas, mezclando el DNA de una sola
mosca blanca virulifera con el DNA de mos-
cas blancas criadas en plantas no infecta-
das con el virus para alcanzar diluciones
1710 del DNA del insecto portador del virus.
Después de una diluciéon 1/1000, se obtenian
resultados de la PCR. De forma alternativa,
el DNA de una sola mosca blanca viruliferay
de una planta de tomate infectada se some-
tieron a una serie de diluciones seriadas en
agua, el DNA de TYLVC fue amplificado a
partir de estas diluciones en una dilucion
hasta 10 no obteniéndose sefial de la PCR

con diluciones mayores. EI DNA de TYLVC
puede ser detectado por el método de hibri-
dacion de “Southern blot” con un nivel de
deteccion en el rango de 0.5 pg de DNA o lo
que es lo mismo 300.000 copias de genoma
viral (104) mientras que las secuencias vira-
les amplificadas por la PCR detecta niveles
de DNA de una sola mosca blanca diluida
hasta 107°. La amplificacion por la PCR del
TYLVC en una sola mosca blanca ha permi-
tido identificar la infeccion de caraotas por
este virus en campos abiertos.

Gilbertson et al. (90) utilizaron una va-
riante de la PCR, la PCR asimétrica (A-PCR)
junto con la secuenciacion del DNA para de-
terminar la variabilidad genética de los ge-
minivirus del mosaico dorado de la caraota
en la Republica Dominicana (BGMV-DR). El
DNA se extrajo del tejido foliar de las carao-
tas infectadas con el virus en cinco localida-
des diferentes del campo de ese pais, se am-
plié la region hipervariable mediante la PCR
y se produjo el DNA de una sola banda
(ssDNA single-strand DNA) usando la A-
PCR, y se determiné la secuencia nucleotidi-
ca parcial. Un paso importante en la pro-
duccion de ADN patron de alta calidad por la
A-PCR era la amplificacion inicial del frag-
mento “target” por la PCR y su posterior ais-
lamiento en gel de agarosa, de esta forma se
tienen mas DNA parala A-PCRy se eliminan
ademas, algunos factores del medio del DNA
y contaminantes que pueden interferir con
las reacciones de la A-PCR y/0 de la secuen-
ciacion. Estos autores encontraron que la
técnica de la PCR implementada por ellos se
puede desarrollar para determinar mezclas
del infecciones producidas por varios gemi-
nivirus en el campo y asi detectar e identifi-
car los geminivirus en general. El procedi-
miento utilizado para aislar el DNA por la
amplicacion de la PCR es muy simple y se
puede aplicar para analizar un namero alto
de muestras en poco tiempo y en varias con-
diciones, es decir, muestras frescas, secas o
congeladas. Los autores utilizaron tejidos
secados al aire que habian sido almacena-
dos por aproximadamente cuatro meses
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permitiendo de esta forma mayor flexibili-
dad en el manejo del material. Por otro lado,
el método se puede utilizar para determinar
la secuencia de una determinada region del
genoma viral, que permita la identificacion
especifica de un aislado viral.

Rybicki y Hughes (97) utilizaron la am-
plificacion de la PCR mediante el uso de pri-
mers degenerados para detectar y tipificar el
geminivirus “maize streak” (MSV) y otros ge-
minivirus distantemente relacionados en el
Sur de Africa. El DNA se extrajo de plantas
infectadas por los virus utilizados. En este
trabajo los autores también utilizaron la téc-
nica de hibridizacion (Southern blot). Los re-
sultados mostraron que el PCR puede ser
usada para la amplificacion y deteccion de
las secuencias de los segmentos de los geno-
mas virales que no hibridizan bajo condicio-
nes de deteccidon normales. Una vez genera-
dos los fragmentos de DNA se pueden tipifi-
car por los analisis de hibridizacién y se-
cuenciacion como se hizo en este trabajo y
en el de Puchta y Sanger (105) que suminis-
tra datos que pueden ser usados directa-
mente con fines de clasificacion.

El mejoramiento de las técnicas para la
detecciodn e identificacion de los geminivirus
se hace necesario para determinar las estra-
tegias de control de éstos que estan repre-
sentando un serio problema para el desarro-
llo de ciertos renglones agricolas y que ha
traido pérdidas econdmicas importantes en
muchas regiones de América, Asia, Africa'y
Europa. Una de estas estrategias seria la
transformacion de las plantas con partes del
genoma viral lo que puede ser Util para com-
batir la infeccion del virus en la plantay la
replicacion de éste (106). Los geminivirus se
encuentran entre los virus conocidos mas
pequefios que se replican automaticamente
(35) por lo que estan entre los virus mas es-
tudiados debido a su utilidad potencial en
ingenieria genética vegetal (107).
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