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Métodos moleculares para la detección de geminivirus

Se han evaluado tres métodos moleculares para la detección de geminivirus. 
La producción de anticuerpos monoclonales contra el BGMV y el BGYMV 
(Cancino et al., 1995) resultó en la selección de un anticuerpo monoclonal 
para un aislamiento del BGYMV proveniente de Guatemala. Este 
monoclonal resultó específico para reconocer los aislamientos del BGYMV 
mesoamericanos. Otro anticuerpo monoclonal, resultó ser de amplio 
espectro, y detectó todos los begomovirus transmitidos por mosca blanca 
evaluados hasta ahora, con excepción del Tomato yellow leaf curl virus (F.J. 
Morales, comunicación personal). El anticuerpo monoclonal producido para 
el aislamiento del BGMV de Brasil, fué producido a partir de la proteina de 
la cápside, expresada en un vector bacterial (los anticuerpos monoclonales 
para el BGYMV se produjeron a partir de viriones purificados), resultando 
específico para aislamientos del BGMV provenientes de la América del Sur 
(F.J. Morales, comunicación personal). Estos anticuerpos monoclonales 
constituyen la técnica molecular de mayor difusión y de más fácil aplicación 
en laboratorios de países en vías de desarrollo.

La segunda técnica molecular es el uso de iniciadores de replicación o 
“primers”, diseñados para amplificar una región que abarca desde parte del 
gen que codifica por la replicasa (AC1) hasta parte del gen de la cápside del 
virus (AVI) en el DNA-A. Estos primers fueron diseñados por Rojas y 
colaboradores (1993), y ha sido una técnica molecular de gran adopción en 
laboratorios avanzados donde se investigan los begomovirus. La mayor parte 
de las secuencias obtenidas de las regiones amplificadas por estos “primers”, 
han sido la base de la caracterización molecular de un gran número de 
begomovirus. Posteriormente, se diseñaron otros “primers” para amplificar 
la región central del gen (AVI) de la cápside viral (Wyatt y Brown, 1996). 
Estos iniciadores son más prácticos que los anteriores, en el sentido de que
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la región amplificada es de menor tamaño y, por lo tanto, más fácil de 
secuenciar, permitiendo la detección e identificación del virus al mismo 
tiempo. Sin embargo, el gen AV1 es uno de los más conservados en el caso 
de los begomovirus, por lo que se prefieren los iniciadores diseñados por 
Rojas para producir secuencia que permita identificar los begomovirus con 
mayor confiabilidad.

La técnica de “hibridación DNAiDNA” ha sido utilizada para la detección 
de geminivirus (Gilbertson et al., 1991), adaptándola, como en el caso de los 
anticuerpos monoclonales, para la detección de secuencias altamente 
específicas (sondas específicas) o conservadas (sondas universales o de 
amplio espectro). Esta técnica puede ser utilizada con radioisótopos o 
materiales no radiactivos, para hacerlas más prácticas en laboratorios 
convencionales. Recientemente, se diseñó una sonda para la región más 
conservada del gen de la cápside (500 pb), con el fin de detectar los 
geminivirus del Hemisfério Occidental (M.K. Nakhla y D.P. Maxwell, 
información no publicada).

Detección de geminivirus del frijol en malezas

El desarrollo de técnicas moleculares de detección de geminivirus, ha 
permitido confirmar observaciones realizadas anteriormente (Gálvez y 
Morales, 1989) sobre el posible papel que juegan las plantas silvestres en la 
supervivencia y diseminación de los begomovirus que infectan el frijol 
común. Por ejemplo, se han examinado varias malezas que presentaban 
síntomas de mosaico dorado amarillo en zonas de producción de frijol en la 
República Dominicana (Gilbertson et al., 1991b). Las siguientes malezas 
dieron una reacción positiva con una sonda universal (de amplio espectro), 
pero negativa con la sonda específica para el BGYMV: Croton lobatus, 
Jatropha spp., Macroptilium lathyroides, Sida spp., Urena lobata, Bastardía 
bivalvis, y Euphorbia heterophylla. La leguminosa Rhynchosia minima dió 
una reacción positiva con ambas sondas, por lo que se le considera como un 
reservorio del BGYMV.

Función genómica y estratégias antivirales

Desde la primera descripción de la organización genómica del BGYMV 
(Howarth et al., 1985), muchas investigaciones posteriores han contribuido
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al conocimiento de las funciones genómicas, la organización y función de la 
region orí, y de la organización de la región “promotora” (ver revisión hecha 
por Hanley-Bowdoin et a l, 1999; Karkashian, 1998; y Timmermans et al,
1994) . Los begomovirus nativos del Hemisfério Occidental son bipartitas; 
las funciones asociadas a su replicación y producción de la cápside protéica 
son codificadas por el DNA-A, mientras que el movimiento del virus en la 
planta, es determinado por genes que se encuentran en el DNA-B (Noueiry 
et al, 1994). La disponibilidad de clones infecciosos de los begomovirus 
(Gilbertson et a l, 1991a), ha facilitado grandemente el estudio de estos 
geminivirus que infectan al frijol común. Ahora sabemos que el gen ac2 
(trap) del BGYMV, produce una proteína íram-activadora de la cápside 
viral (Karkashian, 1998). La cápside viral del BGYMV es esencial para la 
transmisión del virus por Bemisia tabaci, pero no es necesaria para 
completar el proceso de infección (Azzam et al, 1994). Las características 
de la cápside del virus determina el agente vector, sea la mosca blanca, o 
cicadélidos en el caso de otros geminivirus (Bridón et al, 1990).

Los geminivirus se replican a través del sistema de “círculo rodante”, el cual 
involucra la fijación específica de la replicasa (rep) a la región orí (Hanley- 
Bawdoin et al, 1999). Experimentos conducidos con el BGYMV y el 
begomovirus del mosaico del tomate, determinaron que la fijación de la 
proteina rep a las repeticiones del extremo 5’ de la secuencia 
compartimentalizada TATA del gen rep, es específica para cada 
geminivirus. Por consiguiente, una proteina rep no puede replicar 
geminivirus heterólogos. Basados en esta observación, se propuso una 
estratégia antiviral que busca producir una proteina rep no-funcional, la cual 
interferiría con la fijación de la proteina del virus (Hanson et al, 1991). Un 
análisis mutacional de la proteina Rep del BGYMV, mostró que cambios de 
codones sencillos en los “motivos” (secuencia tridimensional en una 
molécula que permite la fijación de otra, nota del editor) DNA-corte (DNA- 
nicking) o en el NTP-fijación (NTP-binding) son letales (Hanson et al,
1995) . Estos dos “motivos” son conservados en el genoma de los 
geminivirus y, por lo tanto, son un blanco potencial para su mutación en 
construcciones de ingeniería genética que involucren el gen rep trans- 
dominante.

Un ensayo de replicación del DNA-A transitorio, utilizando suspensiones de 
células de tabaco NT-1, fué utilizado para medir la replicación viral (Hanson 
et al, 1995). Genes rep mutados írans-expresados, con cambios de codón 
para Y103 a F o D262 a R, previno la replicación del DNA-A del BGYMV
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homólogo, pero no de begomovirus heterólogos, como el BGMV y el 
BDMV (Hanson y Maxwell, información no publicada). De interés, 
construcciones del gen rep/trap/ac3 con los mismos “motivos” (DNA- 
binding y nicking) mutados, interfirieron la replicación del DNA-A de 
aislamientos homólogos de la República Dominicana y de Guatemala, al 
igual que dos virus heterólogos, como el BDMV y el BGMV (Hanson y 
Maxwell, 1999). Mutaciones similares al gen rep del Virus del moteado del 
tomate en tomate, confirieron resistencia a este virus transmitido tanto por 
agro-inoculación como por la mosca blanca B. tabaci (Sout et al., 1997). 
Actualmente, se intenta producir plantas de frijol transgénicas con 
construcciones letales írans-dominantes del gen rep (Aragao y 
colaboradores, comunicación personal).

Otras estratégias de ingeniería genética para geminivirus, involucran 
construcciones del gen cp de la cápside, y estratégias “anti-sentido”. Las 
primeras plantas transgénicas de frijol, contenían el gen cp del BGYMV, el 
gen bar de resistencia a herbicidas, y el gen GUS (Russel et al., 1993). 
Desafortunadamente, estas plantas no expresaron el cp ni mostraron niveles 
de resistencia adecuados (Azzam et al., 1996). Resultados más prometedores 
han sido obtenidos siguiendo la estratégia “anti-sentido” de la construcción 
rep/trap/ac3 y del gen bel, donde las plantas transgénicas de frijol 
mostraron un retardo y atenuación de síntomas al ser expuestas al BGYMV 
transmitido por mosca blanca (Aragao et al., 1998).
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