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RESUMEN 

El género Begomovirus es el más diverso de la familia Geminiviridae y se encuentra en 

los cinco continentes infectando plantas dicotiledóneas. Los problemas económicos 

asociados al género han ido en aumento, así como el número de especies virales 

encontradas. Se han desarrollado diversas técnicas moleculares para la detección de los 

mismos, unas se basan en detección de las proteínas virales (técnicas serológicas) mientras 

que otras utilizan los ácidos nucleicos (ADN genómico). La presente investigación desarrolló 

un protocolo de detección para begomovirus utilizando imprimadores degenerados y la 

técnica PCR Tiempo Real (qPCR). Su funcionalidad se comprobó utilizando muestras 

infectadas con diferentes especies de begomovirus denotadas como plantas positivas, y 

plantas no infectadas denotadas como negativas. Tanto las muestras positivas como 

negativas se diagnosticaron por hibridación tipo “Dot blot”. Todas las muestras encontradas 

positivas por Dot blot amplificaron por PCR tiempo real utilizando imprimadores 

degenerados para bemovirus. Dos de las tres muestras negativas reportadas por Dot blot 

fueron reportadas negativas con PCR tiempo real y la única discordancia se dio en una 

muestra la cual fue detectada negativa por Dot blot y positiva por PCR tiempo real. El qPCR 

permitió corroborar los resultados obtenidos en el ensayo por Dot blot, con la ventaja que 

fue capaz de detectar en un solo ensayo diferentes especies de begomovirus. La reacción de 

control interno utilizando el gen la subunidad 1 de la citocromo oxigenasa  (gen Cox1) 

permitió corroborar la calidad del ADN y la capacidad de amplificar en un ensayo de PCR 

tiempo real. El ensayo begomovirus utilizando los imprimadores degenerados para qPCR 

desarrollados en este estudio mostró un alto desempeño y una alta reproducibilidad. A 

futuro, diferentes proyectos pueden utilizar esta técnica para diagnóstico inicial de 

begomovirus. También se podría estandarizar esta técnica para un diagnóstico parcial de 

begomovirus por secuenciación, identificar la especie de begomovirus mediante análisis de 

disociación o realizar cargas virales de begomovirus en diferentes hospederos o tejidos.  
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I. ESTADO ACTUAL DEL CONOCIMIENTO 

 

A. Begomovirus 

El género Begomovirus es el más diverso de la familia Geminiviridae, se 

encuentra distribuido en los cinco continentes infectando plantas dicotiledóneas. La 

transmisión se da por la mosca blanca Bemisia tabaci (Gennadius), reconocida como 

un complejo de especies todavía en estudio, ya que no se pueden distinguir 

morfológicamente (Boykin 2014; Firdaus et al., 2012; Shu-sheng, Colvin, & De-Barro, 

2012). Los síntomas causados por los begomovirus son diversos e incluyen: enanismo, 

mosaicos amarillo brillante, moteados cloróticos, clorosis foliar marginal, enrollamiento 

foliar, deformaciones foliares y arrugamientos de las hojas (Polston & Anderson, 1997; 

Nava, Patte, Hiebert & Polston, 2006) 

A nivel molecular, los begomovirus se caracterizan por un genoma de ADN 

simple banda, que se conforma de dos componentes genómicos nombrados A y B, con 

un tamaño aproximado de 2.5 a 3.0 kb cada uno; sin embargo, existen algunas 

especies que carecen del componente B. El genoma de los begomovirus no codifica 

para una ADN polimerasa, por lo que es alta su dependencia hacia el huésped para 

poder replicarse (King, Adams, Carstens & Lefkowitz, 2012; Rojas, Hagen, Lucas & 

Gilbertson, 2005; Yadava, Suyal & Mukherjee, 2010). Poseen una orientación 

bidireccional de los marcos abiertos de lectura (“ORF”, Open Reading Frame), la 

presencia de una región intergénica que contiene promotores de la transcripción en 

ambas direcciones y el origen de la replicación (ORI), son también característicos del 

grupo (Jeske, 2009; Lazarowitz & Shepherd, 1992; Prajapat, Gaur, Raizada & Gupta, 

2010; Rojas, Kvarnheden, Marcenaro & Valkonen, 2005a; Yadava et al., 2010). 
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Los genes descritos codifican para diferentes proteínas entre las que se 

encuentran: proteína precubierta (PCP, V2/AV2), la proteína de cubierta (CP, 

V1/AV1), proteína potenciadora de la replicación (REn, C3/AC3), proteína asociada a la 

replicación (Rep, C1/AC1) y proteína C4 o AC4 relacionada con la supresión del 

silenciamiento. El componente B codifica para proteínas del movimiento de célula a 

célula (MP, BC1) y del movimiento hacia fuera del núcleo (NSP, BV1) (Gutiérrez, 2002; 

Hanley-Bowdoin, Settlage, Orozco, Nagar & Robertson, 1999; King et al., 2012; Prajapat 

et al., 2010; Rojas et al., 2005; Sunitha, Shanmugapriya, Balamani & Veluthambi, 2013; 

Yadava et al., 2010). 

Cabe resaltar que estos virus se dividen a su vez en dos grandes subgrupos: 

begomovirus de viejo mundo que corresponden a los que se localizan en África, Asia, 

Australia y Europa, y los begomovirus de nuevo mundo que son los encontrados en 

América. Esta diferencia se basa sobre todo en sus similitudes a nivel de la secuencia 

genómica, las cuales coinciden con un arreglo diferente entre los genes, además, se 

consideran los virus con genomas bipartitas como endémicos del nuevo mundo 

(Fauquet et al., 2003; King et al., 2012). 

Entre las zonas más conservadas del genoma se encuentra la secuencia que 

codifica para CP. La misma le permite proteger el genoma y favorecer la interacción 

con el vector para que el mismo pueda realizar la transmisión de planta a planta 

(Harrison, Swanson & Fargette, 2002; Stanley, Boulton & Davies, 2005). Es por esto que 

la cápside presenta una composición de nucleótidos muy específica y conservada a 

nivel evolutivo, ya que tiene que ser muy estable para mantener su conformación en el 

ambiente extracelular, tanto del vector como de la planta huésped, cubriendo el ácido 

nucleico viral, además de mantener la capacidad de poder interactuar con el vector. 

Cabe resaltar que estos diferentes ambientes en los que se desenvuelve esta proteína y 

la capacidad de interactuar con el vector, ejercen probablemente la mayor fuerza 
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selectiva sobre la misma (Carter & Saunders, 2007; Rojas et al., 2005), y por ende, es 

una de las regiones del ADN más utilizadas para realizar diferentes estudios de 

diagnóstico en el género (Bela-ong & Bajet, 2007; Khan, 2000; Wyatt & Brown, 1996).  

 

B. Importancia económica 

Durante las últimas cuatro décadas, los begomovirus han ocasionado severos 

problemas económicos en Latinoamérica y el mundo en diferentes cultivos (Morales, 

2011). La migración del vector, su alta tasa de mutación (entre 10-3 y 10-4 

sustitución/sitio/año) y su capacidad de recombinación, favorecen el incremento de su 

diversidad y adaptabilidad a los hospederos en comparación a otros virus de plantas 

(Duffy & Holmes, 2008; Duffy & Holmes, 2009; Lozano, Trenado, Valverde & Navas-

Castillo, 2009; Navas-Castillo, Fiallo-Olivé & Sanchez-Campos, 2011; Seal, vandenBosch 

& Jeger, 2006). 

Su ámbito de hospederos varía de acuerdo a la especie viral, se sabe que 

pueden encontrarse en diversas especies de plantas, tales como cultivos de importancia 

económica y malezas asociadas a los mismos, estas últimas podrían funcionar como 

reservorio viral (Chen et al., 2013; Mouhanna, Langen & Schlösser, 2008). Su 

sintomatología y severidad varían según cultivo, localidad, especie de begomovirus, 

entre otros (Agrios, 2005; Varma & Malathi, 2003). Este daño sobre el hospedero evita 

la correcta comercialización de los cultivos y puede producir pérdidas millonarias 

(Jones, 2009; Morales & Anderson, 2001; Nawaz-ul-Rehman & Fauquet, 2009). Entre las 

plantas cultivadas donde se ha reportado infecciones severas de este grupo de virus 

está: el tomate (Solanum lycopersicum), yuca (Manihot esculenta), soja (Glycine max), 

frijol (Phaseolus vulgaris), calabazas (Cucurbita pepo), algodón (Gossypium barbadense), 
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sandía (Citrullus lanatus), pepino (Cucumis sativus), camote (Ipomoea batatas) (Agrios, 

2005; Varma & Malathi, 2003). 

Un ejemplo de la problemática económica que pueden producir estos virus son 

los daños reportados en Centroamérica. En 1975 se destruyeron 7000 hectáreas (ha) de 

algodón, siendo la producción de Nicaragua la más afectada (Morales & Anderson, 

2001). Para 1990 el área de cultivo del algodón en Centro América se había reducido a 

un 10 % del total plantado en 1975, dado los altos costos que presentaba la producción 

de algodón debido a la presencia de begomovirus. Además, la enfermedad del moteado 

amarillo en frijol, ocasionada por varios begomovirus no identificados causó la pérdida 

total de cultivos de frijol en El Salvador, Guatemala y Nicaragua en la década de 1960. 

Para el 2001 se estimó que un poco más de 5 millones de hectáreas destinadas a 

agricultura primaria en Latinoamérica estaban bajo el ataque de 30 begomovirus 

distintos.  (Morales & Anderson, 2001; Polston & Anderson, 1997; Quiros, Calvo & 

Ramírez, 1995; Varma & Malathi, 2003). 

En la última década, no se han cuantificado las pérdidas económicas que ha 

ocasionado la presencia de estos patógenos en la región. Sin embargo, Hilje (2001) 

reportó que las medidas fitosanitarias y los diferentes plaguicidas no permiten el 

control real del problema generado por la mosca blanca, ya que se sigue encontrando 

infecciones virales. Por lo cual, las pérdidas económica se siguen dando en algún 

porcentaje sobre los cultivos y consecuentemente afectando a los productores. 

 

C. Métodos para detectar begomovirus: 

Existen diferentes técnicas para detectar virus en plantas, algunas se basan en la 

identificación de proteínas virales (técnicas serológicas), como las pruebas de ELISA y sus 

variantes. Mientras otras detectan sus ácidos nucleicos (técnicas basadas en ADN 
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genómico o ARN), que incluyen los diferentes tipos de hibridación, reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR) y PCR en tiempo real (qPCR) (Viet, 2007). 

 

i. Técnicas serológicas 

El Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas (por sus siglas en inglés 

“ELISA”) detecta mediante una acción enzimática la unión de un antígeno a un 

anticuerpo específico. En el caso de la detección viral se utilizan las propiedades 

antigénicas de la proteína de la cubierta del virus como antígeno (Kumari, Makkouk & 

Attar, 2006; Peterschmitt, Reynaud, Sommermeyer & Baudin, 1991; Pinner, Markham, 

Rybicki & Greber, 1992). En relación a los begomovirus, esta técnica no ha sido muy 

utilizada, ya que sus partículas virales son muy poco immunogénicas, la purificación de 

las mismas a partir de plantas es muy difícil y puede suceder que la infección se 

presente en un grado moderado a leve en un tejido en específico (Harrison & Robinson, 

1999; Harrison et al., 2002). Algunos de los resultados no deseados se han solucionado 

produciendo anticuerpos monoclonales, los cuales permitieron detectar diferentes 

begomovirus como lo fueron el Indian cassava mosaic virus (ICMV) y el Okra leaf curl 

virus (OLCV) (Harrison et al., 2002; Swanson & Harrison, 1993; Thomas, Massalski & 

Harrison, 1986). 

Otra variante de esta técnica que también ha dado buenos resultados es la 

Microscopia Electrónica Immunoabsorbente o ISEM (en inglés: “Immunosorbent 

Electron Microscopy”), que detecta un antisuero viral en la muestra. Se ha utilizado 

para el rastreo del African cassava mosaic virus (ACMV), Bean golden mosaic virus 

(BGMV), Euphorbia mosaic virus (EuMV), Squash leaf curl virus (SLCV) y el Tomato 

golden mosaic virus (TGMV) (Harrison et al., 2002; Picó, Díez & Nuez, 1996; Roberts, 

Robinson & Harrison, 1984). Por otro lado, el doble sándwich-anticuerpo y el triple 
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sándwich-anticuerpo son tipos de ELISA y también se han utilizado con éxito para la 

detección de virus como lo es el SLCV, ACMV, Tobacco leaf curl virus (TbLCV), Croton 

yellow vein mosaic virus (CYVMV) y Macroptilium golden mosaic virus (MacGMV) 

(Araujo, Queiroz, Oliveira, Radaelli & Torres, 2012; Cohen, Duffus, Larsen, Liu & Flock, 

1983; Swanson, Valand, Muniyappa & Harrison, 1998; Thomas et al., 1986). También se 

han desarrollado antígenos recombinantes utilizando Escherichia coli para la detección 

de BGMV-Brazil, Cabbage leaf curl virus (CabLCV), Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) 

y Tomato mottle virus (ToMoV). En este caso, una vez obtenido los antígenos, la técnica 

se hace económica y simple para detectar los virus (Abouzid et al., 2002). 

Las técnicas serológicas presentan una gran especificidad en los pocos casos que 

se han podido desarrollar, lo cual le permite distinguir entre diferentes virus que 

presentan la misma sintomatología. A su vez, se puede cuantificar la multiplicación viral 

en un organismo durante diferentes lapsos. Sin embargo, también presentan varios 

inconvenientes. El principal problema es que no es útil para todos los begomovirus, 

como anteriormente se mencionó. Por otro lado, también necesita de un conocimiento 

previo del virus o que este tenga una similitud con virus previamente descritos (Abouzid 

et al., 2002; Harrison et al., 2002; Viet, 2007).  

 

ii. Técnicas basadas en ADN genómico 

Es necesario realizar una extracción de ácidos nucleicos totales (ANt) para poder 

corroborar la presencia del ADN viral. Varios métodos de extracción de ANt se han 

desarrollado entre los que se destaca el CTAB de Doyle y Doyle (1990), la extracción 

según Dellaporta, Wood, y Hicks (1983). Es necesario un buen rendimiento del ANt en 

esta etapa, ya que esto determinará el éxito durante la técnica que detecta el ácido 

nucleico viral (Rouhibakhsh, Priya, Periasamy, Haq & Malathi, 2008; Viet, 2007). 
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1. Hibridaciones 

El Southern Blot es una técnica donde el ADN es separado por electroforesis 

y luego es transferido a una membrana de nylon cargada positivamente, posteriormente 

se hibrida con una secuencia complementaria al ADN viral que se encuentra marcado 

para la detección. Esta técnica se ha utilizado para detectar virus como el Sweet potato 

leaf curl virus (SPLCV) (SPLCV-US) o Althea rosea enation virus (AREV). Así mismo, 

también se utiliza para investigar la presencia del virus en el vector y estudiar las 

funciones específicas de ciertos genes, entre otras más (Bigarre´l et al., 2001; 

Lotrakul, Valverde, Clark, Sim & De La Torr, 1998). 

La hibridación al estilo Dot Blot es una variante de la hibridación molecular, 

donde el ADN extraído se coloca directamente sobre una membrana de nylon o 

nitrocelulosa. Se ha utilizado con anterioridad para detectar BGMV, Bean calico 

mosaic virus (BCaMV), Bean golden yellow mosaic virus (BGYMV), TYLCV y SLCV 

(Gilbertson, Hidayat & Martinez, 1991; Harper & Creamer, 1995; Potter, Nakhla, Mejía 

& Maxwell, 2003; Stonor, Hart, Grunther, DeBarro & Rezaian, 2003). 

Otra variante es el Squash Blot, donde el tejido es macerado directamente sobre 

la membrana de nylon para hibridarse, por lo que no se necesita una extracción de 

ADN previa. Esta técnica se ha utilizado para detectar el BGMV, TYLCV, y otros más 

(Dalmon, Cailly & David, 2000; King et al., 2012; Picó et al., 1996). También se puede 

colocar la savia directamente, lo cual se conoce como Sap Blot o Tissue Print, y se ha 

utilizado para detectar el Tomato leaf curl New Delhi Virus (ToLCNDV), entre otras 

funciones (Sohrab, Mandal & Varma, 2006). 

Entre las ventajas que presentan estas técnicas están: la detección inmediata de 

una hebra de ADN simple banda (ADNsb) y de varias muestras a la vez, la posibilidad de 

identificar especies y que económicamente no son muy costosas (Dalmon et al., 2000; 

King et al., 2012; Picó et al., 1996). Por otro lado, el Squash blot y el Sap blot son muy 
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rápidos, eficientes y confiables de trabajar; sin embargo, son susceptibles a generar 

falsos positivos y pueden requerir una gran cantidad de muestra. Lo anterior es una 

limitante para especies que se caracterizan por tener poca savia (Czosnek & Laterrot, 

1997; Gilbertson et al., 1991; Sohrab et al., 2006). Otra desventaja de estos análisis 

es la preparación, la cual es más laboriosa que la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR) y se debe esperar más de un día para obtener el resultado (Dalmon et al., 2000; 

Sohrab et al., 2006). 

 

2. Reacción en cadena de la polimerasa 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) fue 

diseñada por Mullis et al. (1986) y amplifica una secuencia específica de ácidos 

nucléicos a partir de unas secuencias cortas, conocidas como imprimadores y la acción 

de una polimerasa. Esta técnica se utiliza por su rapidez, sensibilidad, especificidad y 

certeza, teniendo como única desventaja la gran sensibilidad a contaminantes (Henson & 

French, 1993; Martin, James & Levesque, 2000). También ha permitido la detección de 

grupos de virus en un solo muestreo a partir del uso de imprimadores degenerados, es 

decir que poseen variantes en pocos nucleótidos, lo cual permite amplificar el mismo 

sitio genómico en diferentes organismos que presentan una diferencia de reducida 

nucleótidos (Dalmon et al., 2000; Viet, 2007; Rojas, Gilbertson & Maxwell, 1993). El uso 

de imprimadores degenerados para la detección de begomovirus es bastante común 

entre los diferentes grupos de investigación de todo el mundo (Lugo, Uriarte, García & 

León, 2011; Nakhla, Sorensen, Mejía, Ramírez, Karkashian, & Maxwell, 2004; Ramírez, 

Chicas, Salas, Maxwell & Karkahian, 2004; Rojas et al., 1993; Van, Persley, Geering, 

Campbell & Thomas, 2010). 

El PCR tiempo real (qPCR) es una variación del PCR convencional, el cual es muy 

utilizado debido a su rapidez, certeza y sensibilidad en comparación de las pruebas 
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serológicas, hibridaciones y el PCR convencional (Péréfarres et al., 2011). Permite la 

cuantificación de la carga viral, lo cual es sumamente importante, ya que dependiendo 

del virus puede ser que una infección más severa esté asociada a una mayor 

concentración y distribución del virus en la planta (Alves-Júnior et al., 2009). La 

técnica fue introducida por Higuchi, Dollinger, Walsh y Griffith (1992), y su fundamento 

sigue los principios del PCR convencional, sin embargo se le agrega un factor de 

fluorescencia para la detección. La f luorescencia emite la señal en cada ciclo, lo 

cual es detectado por un sensor, utilizando un equipo para qPCR. Esto permite tener 

un resultado sobre la amplificación en tiempo real y la cuantificación bajo condiciones 

estandarizadas (Fraga, Meulia & Fenster, 2014). 

Los tipos de detección más utilizados en PCR tiempo real son SYBR Green y 

TaqMan®. SYBR Green se considera una fluorescencia no específica que se intercala 

entre la doble hebra de ADN. SYBR es el más utilizado en las investigaciones, debido a 

que es barato, accesible y fácil de optimizar inclusive para cuantificación (Fraga et al., 

2014; Ponchel et al., 2003; Ramakers, Ruijter, Lekanne & Moorman, 2003). La principal 

desventaja que presenta es su sensibilidad a contaminantes. Por otro lado, la sonda 

TaqMan utiliza un sistema de transferencia de energía de resonancia (FRET), el cual se 

alinea a un sitio en específico dentro del amplicón y libera la señal cada ciclo (Fraga et 

al., 2014; Heid, Stevens, Livak & Williams, 1996). 

El PCR tiempo real también tiene la gran ventaja de eliminar la visualización del 

resultado mediante electroforesis y tinción, aparte de brindar una cuantificación fiable 

de la carga viral (Péréfarres et al., 2011; Mason, Caciagli, Accotto & Noris, 2008; 

Papayiannis, Iacovides, Katis & Brownc, 2010). En la actualidad, el PCR se ha utilizado 

para detectar begomovirus utilizando imprimadores específicos que permiten 

discriminar entre otros miembros del género. Algunas de las especies para las que se 

han desarrollado imprimadores específicos se encuentran: Tomato yellow leaf curl 
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Sardinia virus (TYLCSV), TYLCV, Tomato yellow leaf curl virus-Israel (TYLCV-IL), Tomato 

rugose mosaic virus (ToRMV), Tomato yellow spot virus (ToYSV), Cotton leaf curl Multan 

virus (CLCuMuV), SLCV, Sweet potato leaf curl Uganda virus (SPLCUV), entre otros 

(Abrahamian & Abou-Jawdah, 2013; Alves-Júnior et al., 2009; Azhar et al., 2010; Mason 

et al., 2008; Papayiannis et al., 2010; van-Brunschot et al., 2013; Wasswa et al., 2011). 

También se ha utilizado esta técnica por su alta sensibilidad para detectar los viriones 

en extractos de mosca blanca (Abrahamian & Abou-Jawdah, 2013; Mason et al., 2008; 

van-Brunschot, 2013). Sin embargo, no se han desarrollado imprimadores que permitan 

realizar una detección de las distintas especies del género en un solo ensayo. 
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II. JUSTIFICACIÓN 

Poco después del año 1960, se realizaron las primeras observaciones de 

begomovirus en Centroamérica. Fue hasta después de 1987 que los geminivirus 

tomaron importancia económica por los daños ocasionados a cultivos de arroz, tomate, 

papa, melón, entre otros (Morales & Anderson, 2001). 

Costa Rica no ha sido la excepción, el BGYMV en frijol se detectó en el Valle 

Central desde los años 60 (Gámez, 1970). Además, se ha identificado el Melon chlorotic 

leaf curl virus (MCLCuV) (anteriormente conocido en el país como Squash yellow 

mild mottle virus (SYMMoV)  en papaya (Carica papaya), sandía y Cucurbita moschata 

(Karkashian, Maxwell & Ramírez, 2002). ToLCSiV, ToYMV y  TYLCV infectando  tomate 

(Barboza, Blanco-Meneses, Hallwass, Moriones & Inoue-Nagata, 2014; Idris, Rivas-

Platero, Torres-Jerez & Brown, 1999; Nakhla et al., 1994), PepGMV en Capsicum 

frutescens y Capsicum chinense (Lotrakul, Valverde, De La Torre, Sim & Gomez, 2000), el 

Sida golden mosaic virus (SiGMV-Co) en Sida rhombifolia (Engel, Jeske & Frischmuth, 

1997), entre otros. 

Los virus citados, fueron detectados con diferentes técnicas moleculares; sin 

embargo, ninguna de ellas utilizó un único protocolo, con todas las ventajas 

anteriormente mencionadas del qPCR, como lo son una mayor rapidez, sensibilidad y 

especificidad. Esta investigación desarrolló y validó imprimadores degenerados para 

qPCR que permitieron la detección de diferentes especies de begomovirus en un sólo 

ensayo. La implementación de este protocolo no sólo podría beneficiar la detección de 

virus a partir de su alta sensibilidad, sino que también podría permitir posteriormente 

la cuantificación de la carga viral de una forma precisa. 

Por otro lado, la implementación de esta técnica también trae consigo una 

ganancia económica. Actualmente, una detección robusta en Laboratorios del CIBCM 

implica una hibridación y un PCR, lo cual tiene un valor de $47 por prueba y $6.50 por 
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muestra extra (Datos sin publicar). En el caso de utilizar qPCR + Power SYBR ® Green el 

costo de la prueba podría ser de $40.85 por la primera muestra y $2 por 

muestra adicional.  
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III. OBJETIVOS 

Objetivo general 

Desarrollar un protocolo de detección para begomovirus (Fam. Geminiviridae) 

utilizando la técnica PCR Tiempo Real (qPCR) que permita diagnosticar la presencia de 

las principales especies presentes en Costa Rica de estos virus de manera general, 

rápida y eficiente. 

 

Objetivos específicos 

Diseñar y evaluar imprimadores degenerados para PCR Tiempo Real que permitan 

detectar begomovirus. 

 

Estandarizar el método de detección de begomovirus en PCR tiempo real utilizando los 

imprimadores degenerados 
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IV. METODOLOGÍA 

 

1. Extracción de los ácidos nucleicos totales (ANt): 

Los experimentos se realizaron en el Laboratorio 6 del Centro de Investigación 

en Biología Celular y Molecular (CIBCM). Se realizaron extracciones de ANt a 37 plantas 

con sintomatología de virus, que fueron recolectadas previamente en diferentes lugares 

del país. Las mismas se encontraban liofilizadas y almacenadas a 4 °C (Anexo I). Seis de 

estas muestras ya contaban con un diagnóstico y se conocía la especie del 

begomovirus presente mediante secuenciación del componente A, por lo cual se 

utilizaron como controles positivos durante el Dot blot con imprimadores específicos 

(Barboza et al. datos sin publicar). Adicionalmente se incluyó una muestra de una 

planta arvense sin sintomatología y diagnosticada como negativa para begomovirus 

mediante varias técnicas, esta muestra fue el control negativo en los diferentes 

ensayos. Las 30 plantas restantes se utilizaron como muestras incógnitas para las 

hibridaciones por dot blot. Para realizar estas extracciones de ANt se utilizó el método 

de Dellaporta et al. (1983), con las modificaciones descritas por Hernández, Mora-Umaña, 

Albertazzi, Karkashian, y Ramírez (2012). Adicionalmente, se cuantificó la cantidad de ANt 

extraídos y se determinó la calidad de extracción a partir de las métricas 260/280 y 

260/230 con una Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc, Delaware, Wilmington). 

 

2. Hibridaciones por dot blot: 

Las hibridaciones se realizaron mediante “dot blot”. Se colocaron 3 µl de ANt 

totales, que fueron previamente desnaturalizados (5 min a 95 °C). Los mismos fueron 

cargados en membranas de nylon Biodyne A (Pall Corporation, Glen Cove, NY). Las 

muestras positivas, negativa e incógnitas se fijaron covalentemente a la membrana con 
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una fuente de luz ultravioleta (UV) por 1 min, calibrada a 50mJ y la señal se detectó con 

autoradiografías. El ADN de la sonda sin marcar se utilizó como control positivo de 

sensibilidad colocándose 1 µl del mismo en la membrana a tres diferentes 

concentraciones: 10 nanogramos por microlitros (ng/µl), 1 ng/µl y 0,1 ng/µl; que 

corresponden a 2,28 X 1010, 2,28 X 109 y 2,28 X 108 copias de ADN, respectivamente. 

Aparte del control negativo, también se incluyó un control sin molde (por siglas en 

inglés, NTC), el cual corresponde a agua desionizada.  

Las sondas utilizadas son específicas para los virus: Bean golden yellow mosaic 

virus (BGYMV), Pepper golden mosaic virus (PepGMV), Squash yellow mild mottle virus 

(SYMMoV), Tomato yellow mottle virus (ToYMV), Tomato leaf curl Sinaloa virus (ToLCSiV) 

y Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV). Para el desarrollo de sondas se utilizaron los 

imprimadores descritos por Barboza et al. (datos sin publicar). El amplicón de la región 

hipervariable del componente A (aproximadamente 300 pb) se marcó e hibridó a alta 

astringencia (75 ºC) de acuerdo a las especificaciones del proveedor del sistema de 

marcado y detección de genes: “Gene Imagen Alkphos Direct Labeling and Detection 

System” (Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ). Adicionalmente, se estimó el límite de 

sensibilidad de la prueba por sonda específica en copias virales. Para ello se utilizó la 

siguiente fórmula: 

�ú����	��		�
��
 =
��� ∗ 6.0221�10�����é	��� 
 ���⁄

�� × 660� ���⁄  ∗ 1 × 10! �� �⁄
 

 

Donde “X” es la cantidad de ng del control de sensibilidad de más baja 

concentración que logró amplificar, “N” es el tamaño en pares de bases de la sonda, 

660 g/mol es el promedio de masa de una base de ADN doble hebra, 6.022x1023 es el 

número de Avogadro y 1x109 convierte de ng a gramos (g) (Barczak, Suchorska, Rubiś & 

Kulcenty, 2015). 
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3. Diseño de imprimadores para PCR tiempo real: 

Para diseñar los imprimadores se utilizaron secuencias de distintos begomovirus 

que se encontraron disponibles en la base de datos del GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) (Cuadro I). La elección de begomovirus para descargar 

su secuencia se realizó escogiendo aleatoriamente un representante por clado utilizando 

el árbol filogenético la familia Geminiviridae propuestos por King et al. (2012), esto con el 

fin de contar en el estudio con ejemplares de begomovirus que tuvieran diferentes 

niveles de tiempo de separación evolutiva. 

Se alineó la secuencia que codifica para el gen de la proteína de la cubierta (CP) 

del BGMV con la secuencias completas del componente A de los demás begomovirus y 

se obtuvo una secuencia consenso utilizando el algoritmo Clustal W en BioEdit versión 

7.2.5 (Hall, 1999). Se generó un contig y el mismo fue utilizado para el diseño de 

imprimadores degenerados utilizando la herramienta Primer3 

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Se permitieron cinco nucleótidos inespecíficos y 

una temperatura de fusión de 55 °C (Versión: 2.3.6; Untergasser et al., 2012).  

 

 

Cuadro I. Nombre del begomovirus y número de accesión de las secuencias 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/) utilizadas en el estudio para el diseño de los 

imprimadores. 

Nombre de Virus Número de Accesión 

Bean golden mosaic virus coat protein (BGMV) AF068644 

Corchorus golden mosaic virus (CoGMV) FJ463902 

Rhynchosia golden mosaic virus (RhGMV) DQ347950 

Tobacco yellow crinkle virus (TbYCV) FJ213931 
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Tomato severe leaf curl virus (ToSLCV) AF130415 

Rhynchosia mosaic Sinaloa virus (RhGMV-MX) DQ406672 

Bean calico mosaic virus (BCaMV) AF110189 

Euphorbia mosaic virus (EuMV) FJ807782 

Cucurbit leaf crumple virus (CuLCuV) AF256200 

Boerhavia yellow spot virus (BoYSV) EF121755 

Tomato yellow margin leaf curl virus (TOYMLCV) AY508993 

Bean golden yellow mosaic virus (BGYMV) L01635 

Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) EF417915 

Bean golden mosaic virus (BGMV) M88686 

Okra mottle virus (OMoV) EU914817 

Potato yellow mosaic Panama virus(PYMV) Y15034 

Malvastrum yellow mosaic Jamaica virus (MaYMJV) FJ601917 

Tomato mottle Taino virus (ToMoTaV) AF012300 

Tomato yellow leaf distortion virus (ToYLDV) FJ174698 

Corchorus yellow spot virus (CoYSV) DQ875868 

Dolichos yellow mosaic virus (DoYMV) KJ481204 

Kudzu mosaic virus (KuMV) FJ539014 

Rhynchosia yellow mosaic virus (RhYMV) AM999981 

Velvet bean severe mosaic virus (VBSMV) FN543425 

Horsegram yellow mosaic virus (HgYMV) AM932427 

Pepper yellow leaf curl Indonesia virus (PepYLCIV) AB267834 

Tomato yellow leaf curl Indonesia virus (TYLCIDV) AF189018 
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4. PCR tiempo real (qPCR): 

Se utilizaron las muestras detectadas como positivas para begomovirus, así 

como algunas de donde no se obtuvo ninguna señal (negativas), de acuerdo a lo 

descrito en el apartado 2. Hibridación por dot blot. Las mismas fueron empleadas para 

evaluar la capacidad de detección de begomovirus utilizando los imprimadores 

diseñados en este trabajo. Adicionalmente, para eliminar la posibilidad de falsos 

negativos se amplificó el gen de la subunidad 1 de la citocromo oxigenasa o Cox1 

como control interno (Weller, Elphinstone, Smith, Boonham & Stead, 2000). Para los dos 

tipos de ensayos se utilizó el kit “Power SYBR ® Green” (Applied Biosystems®, 

California, Carlsbad) de acuerdo a las especificaciones del proveedor. Se utilizaron 

para ambas reacciones un volumen total de 25 uL que contenían: 0,4 µM de los 

imprimadores, 30 ng de DNA y 1 µM de SYBR® Green PCR Master Mix. Las condiciones 

de termociclaje de ambos ensayos se resumen en el Cuadro II. Adicionalmente, se 

utilizó una NTC en cada corrida para descartar contaminaciones.  

Además, se evaluaron tres muestras escogidas al azar en tres diferentes 

momentos con los imprimadores para begomovirus, esto con la finalidad de evaluar la 

respetabilidad del ensayo. 
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5. Análisis de resultados 

Las gráficas de qPCR se analizaron utilizando el programa 7500 versión 2.0.6; 

(Applied Biosystems). El umbral que se estableció para el ensayo de begomovorius es 

0,025 y el umbral establecido para la amplificación de Cox1 es 0,047. Se realizó un 

análisis de la temperatura de fusión (Tm) para confirmar la ausencia de amplificaciones 

inespecíficas. Los resultados obtenidos en el ensayo fueron comparados con los 

resultados obtenidos por Dot Blot mediante la prueba chi cuadrado (x2). 

Adicionalmente se evaluó la repetibilidad del ensayo mediante la prueba Kruskal & Wallis 

Cuadro II. Condiciones de PCR para la detección de begomovirus y del gen Citocromo oxigenasa 1 

(Cox1) 

 Begomovirus Gen COX1 

Paso Temperatura 

(°C) 

Duración 

(min:seg) 

Número 

de ciclos 

Temperatura 

(°C) 

Duración 

(min:seg) 

Número 

de ciclos 

1. Activación de la 

polimerasa 94 10:00 1 95 10:00 1 

2. 

Desnaturalización 
94 1:00 

30 ciclos 

95 0:15 

40 ciclos 3. Unión de 

imprimador 
56,5 0:25 

60 
 

1:00 
4.Extensión 60 0:45 

5. Paso de 

disociación 

95 0:15 

1 

95 0:15 

1 60 1:00 60 1:00 

95 0:15 95 0:15 
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(Kruskal & Wallis, 1952). Los CT y Tm obtenidos se graficaron con un intervalo de 

confianza, este intervalo se obtuvo con un nivel de probabilidad de 1 - α (α = 0.2) de 

encontrar los valores de CT y Tm dentro de cada grupo de virus u hospedero. El intervalo 

se estimó multiplicando la τ asociada (grados de libertad = n-p) por la variancia de esa 

distribución, esto se realizó en el programa RStudio Version 0.99.903 (RStudio 2016). La 

variancia se estimó según la fórmula descrita en Neter, Kutner, Nachsheim & Wasserman 

(1996):   
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V. RESULTADOS 

 

1. Características de las muestras analizadas 

Todas las muestras extraídas presentaron una concentración de ANt por encima de 

los 100 ng/µl. La calidad 260/280 fue superior a 1,8 en todas las muestras exceptuando en 

la muestra 1 que tuvo un valor de 1,39. La calidad 260/230 fue superior a 1,8 en la 

mayoría de las muestras, exceptuando 13 muestras que mostraron una calidad entre 1,3 - 

1,8 (muestras 2, 14, 15, 16, 20, 21, 26, 27, 28, 30, 31, 34 y 35) y la muestra uno cuya 

calidad fue de 0,72 (Cuadro II; Anexo I).  

 

2. Frecuencia de virus presente en las muestras de estudio 

De un total de 38 muestras analizadas, 35 fueron detectadas positivas utilizando Dot 

blot e imprimadores específicos, se detectaron tres virus distintos en tomate: ToLCSiV se 

encontró en cuatro muestras (Fig. S1), el ToYMV se encontró en 10 muestras (Fig. S2) y 

TYLCV se encontró en dos muestras (Fig. S3). Dos plantas de tomate presentaron una 

coinfección de ToLCSiV y ToYMV. El BGYMV fue detectado en una maleza (Fig. S4). Por 

otro lado, el SYMMoV se detectó en dos malezas y cinco muestras de ayote (C. moschata) 

(Fig. S5). Las nueve muestras de chile dulce analizadas presentaron PepGMV (Fig. S6). Tres 

muestras fueron negativas para los virus analizados, dos procedían de arvenses y una de 

tomate (Cuadro IV). Estos resultados se obtuvieron con una sensibidad de 2,28 x 109 

copias virales para los ensayos de ToLCSiV y PepGMV, y 2,28 x 108 copias virales para los 

ensayos ToYMV, TYLCV, BGYMV y SYMMoV. 
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3. Detección de virus mediante PCR tiempo real 

Las secuencias obtenidas de los imprimadores que permitieron detectar 

begomovirus por PCR tiempo real son: 5´-GNTGTGARGGNCCNTGYAA-3´ (sentido) y 

3´TCRTCCATCCANAYYTTNCC-5´ (anti-sentido). Las figuras suplementarias S7-S15 

incluyen todas las curvas de amplificación y análisis de disociación encontrados en las 

muestras estudiadas por PCR tiempo real y estos imprimadores degenerados. Las figuras 

suplementarias S16-S17 incorporan las curvas de amplificación y análisis de disociación de 

las mismas muestras utilizando PCR tiempo real e imprimadores degenerados para Cox1. 

Los mismos resultados se resumen en el Cuadro IV. 

Los resultados de qPCR no presentan diferencia a los reportados en la prueba de Dot 

blot utilizando sondas específicas (Cuadro IV; p = 0,644; x2 = 0,214; g.l.= 1). Todas las 

muestras encontradas positivas por Dot blot amplificaron por PCR tiempo real utilizando 

imprimadores degenerados para begomovirus (Cuadro IV; Fig. S7 – S15). Dos de las tres 

muestras negativas reportadas por Dot blot fueron reportadas negativas con PCR tiempo 

real e imprimadores degenerados para begomovirus (Cuadro IV; Fig. S7 y S8). La única 

discordancia se dio en la muestra No.26, la cual fue detectada negativa por Dot blot y 

positiva por PCR tiempo real (Cuadro IV). La reacción de control interno utilizando el gen 

citocromo oxigenasa 1 (Cox1) permitió corroborar la calidad del ADN que se utilizó para 

esta investigación, ya que todas las muestras utilizadas en la investigación mostraron una 

amplificación (Cuadro IV; Fig. S16 y S17). 
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Cuadro IV. Comparación de resultados entre Dot blot y qPCR según el hospedero, ciclo 

umbral (por sus siglas en inglés “CT”) y temperatura de disociación (por sus siglas en inglés 

“Tm”) para la detección de begomovirus y el gen Citocromo oxigenasa 1 (Gen Cox1) 

Número de 

muestra 
Hospedero Dot blot 

qPCR para Begomovirus qPCR para el gen Cox1 

CT   Tm (°C) CT   Tm (°C) 

1 - Control 

negativo 
arvenses Negativa Negativa  25,26 75,30 

2 -  Control 

negativo 
arvenses Negativa Negativo  20,87 75,15 

3 - Control 

positivo 
arvenses BGYMV 17,95 77,45 17,33 74,71 

4 - Control 

positivo 
Chile dulce PepGMV 16,23 80,56 16,15 75,15 

5 
Chile  

dulce 
PepGMV 20,50 80,56 17,86 74,89 

6 
Chile  

dulce 
PepGMV 16,39 80,17 17,46 75,34 

7 
Chile  

dulce 
PepGMV 17,31 80,36 18,70 75,52 

8 
Chile  

dulce 
PepGMV 15,74 80,75 16,98 75,34 

9 
Chile  

dulce 
PepGMV 16,85 80,56 18,60 75,34 

10 Chile  PepGMV 16,65 80,56 19,81 75,15 
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dulce 

11 
Chile  

dulce 
PepGMV 18,65 80,94 19,35 74,58 

12 
Chile  

dulce 
PepGMV 16,06 80,36 19,00 74,77 

13 - Control 

positivo 
Ayote SYMMoV 11,40 78,62 19,19 75,15 

14 Ayote SYMMoV 13,71 78,42 19,82 75,08 

15 Ayote SYMMoV 14,32 78,42 20,30 75,34 

16 Ayote SYMMoV 12,14 78,23 21,59 74,96 

17 Ayote SYMMoV 11,73 77,65 19,45 75,34 

18 arvenses SYMMoV 11,12 77,65 19,25 75,08 

19 arvenses SYMMoV 11,04 77,84 20,75 75,52 

20 - Control 

positivo 
Tomate ToLCSiV 19,32 80,36 22,64 75,34 

21 Tomate ToLCSiV 20,65 80,56 21,51 74,71 

22 Tomate ToLCSiV 20,33 80,56 21,85 75,34 

23 Tomate ToLCSiV 17,53 80,75 20,35 75,15 

24 Tomate 
ToLCSiV / 

ToYMV 
16,67 79,78 22,18 75,15 

25 Tomate 
ToLCSiV / 

ToYMV 
19,79 80,17 21,45 75,34 

26 Tomate Negativa 26,69 77,28 21,51 74,89 

27 Tomate TYLCV 20,11 77,09 20,50 74,96 

28 - Control 

positivo 
Tomate TYLCV 20,29 77,07 19,99 74,96 
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Las figuras suplementarias S18 y S19 resumen los valores de ciclo umbral (por sus 

siglas en inglés “CT”) y temperatura de disociación según virus encontrados por PCR 

tiempo real e imprimadores degenerados para begomovirus. Los CT y la temperatura de 

disociación de cada muestra varían según el tipo de virus presente, sin embargo, todos los 

29 Tomate ToYMV 18,77 79,39 21,06 75,15 

30 - Control 

positivo 
Tomate ToYMV 21,70 79,97 18,90 75,52 

31 Tomate ToYMV 21,58 80,17 18,80 75,34 

32 Tomate ToYMV 19,53 80,17 19,12 75,34 

33 Tomate ToYMV 18,64 80,17 20,29 75,15 

34 Tomate ToYMV 19,29 80,17 20,12 74,96 

35 Tomate ToYMV 19,98 80,17 19,81 74,58 

36 Tomate ToYMV 16,08 79,97 19,62 74,77 

37 Tomate ToYMV 20,37 79,97 20,50 74,96 

38 Tomate ToYMV 23,45 79,78 21,07 75,15 

Número de 

muestras 

positivas 

 35 36 38 

Número de 

muestras sin 

señal 

 3 2 0 

Total  38 38 38 
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grupos traslapan entre sí según los límites de confianza obtenidos para CT. (Cuadro IV; Fig. 

S18 y S19).  

Las muestras infectadas con ToLCSiV (promedio CT ± Desviación estándar (sd) = 

19,46 ± 4,89) y ToYMV (promedio CT ± sd = 19,94 ± 4,58) presentan un comportamiento 

semejante. Las muestras positivas para el TYLCV por dot blot, presentaron las 

amplificaciones más tardías en comparación al resto de begomovirus (promedio CT ± sd = 

22,36 ± 5,05). Por otro lado, aquellas muestras con coinfección de ToLCSiV y ToYMV se 

intercalan con la de las muestras que presentaban sólo uno de los virus (promedio CT ± sd 

= 18,23 ± 5,35). La muestra positiva para BGYMV tuvo un CT de 17,95 (sd = 6,18) mientras 

que las muestras positivas para SYMMoV presentaron las amplificaciones más tempranas 

en el estudio, donde su promedio de CT fue de 12,21 (sd = 4,67). Por último, las muestras 

positivas para PepGMV presentaron una amplificación semejante a ToLCSiV y ToYMV 

(promedio CT ± sd = 17,15 ± 4,61).  

Las muestras positivas para ToLCSiV (promedio Tm ± sd = 80,56 ± 0,74) presentaron 

temperaturas de disociación semejantes a las que presentó ToYMV (promedio Tm ± sd = 

79,99 ± 0,70). Las muestras positivas para TYLCV presentaron temperaturas de disociación 

menor de todos (promedio Tm ± sd = 77,63 ± 0,77). Las plantas coinfectadas con ToLCSiV y 

ToYMV (promedio Tm ± sd = 79,48 ± 0,81) presentaron una temperatura de disociación 

que se traslapa con las muestras infectadas de manera individual con ToYMV o ToLCSiV. La 

muestra positiva para BGYMV obtuvo una temperatura de disociación de 77,45 (sd = 

0,94). Las muestras positivas para SYMMoV (promedio Tm ± sd = 78,12 ± 0,71) 

presentaron temperaturas de disociación que traslapa con TYLCV y BGYMV. Por último, las 

muestras con PepGMV (promedio Tm ± sd = 80,54 ± 0,70) presentaron un distribución de 

temperaturas de disociación que traslapan con ToLCSiV y ToYMV, así como con el grupo 

de coinfección de las mismas. A nivel general se pueden hacer dos grandes grupos, un 
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primer grupo donde se encuentran los virus PepGMV, ToLCSiV, ToYMV y coinfecciones. Y 

un segundo grupo que incluye: BGYMV, SYMMoV y TYLCV.  

El CT y la temperatura de disociación entre las diferentes plantas no varían de 

manera importante en el ensayo donde se utilizaron los imprimadores para el gen 

citocromo oxigenasa 1 o Cox1 (Cuadro IV; Fig. S20-S21). Los CT de las muestras de tomate 

(promedio CT ± sd = 20,59 ± 3,91), arvenses (promedio CT ± sd = 20,69 ± 4,17), ayote 

(promedio CT ± sd = 20,07 ± 4,17) y chile dulce (promedio CT ± sd = 18,21 ± 4,01) 

traslaparon entre sí. La muestra 1 es un valor extremo al presentar un CT de 25,26. Así 

mismo, no se encontró diferencia entre las temperaturas de disociación de las plantas de 

tomate (promedio Tm ± sd = 75,09 ± 0,55), arvense (promedio Tm ± sd = 75,15 ± 0,59), 

ayote (promedio Tm ± sd = 75,17 ± 0,59) y chile dulce (promedio Tm ± sd = 75,12 ± 0,57). 

Las tres muestras analizadas por repetición no presentaron diferencias significativas (p > 

0.05), ya que no se observan fluctuaciones importantes entre los diferentes valores de CT 

(Cuadro V; Fig. S22-S24) y las temperaturas de fusión (p > 0.05) (Cuadro V) entre los 

diferentes ensayos.  

 

Cuadro V. Valores de ciclo umbral (por sus siglas en inglés “CT”) y temperaturas de disociación 

(por sus siglas en inglés “Tm”) de tres muestras evaluadas, su promedio y desviación estándar 

(± s; por sus siglas en inglés). 

Número de ensayo 
Muestra 15 Muestra 19 Muestra 23 

CT Tm CT Tm CT Tm 

1 13,8 77,6 11,7 77,3 18,9 80,0 

2 13,4 78,4 11,5 77,8 18,7 80,6 

3 14,3 78,4 11,0 77,8 17,5 80,8 

Promedio ± sd 13,8 ± 0,47 78,2 ± 0,45 11,4 ± 0,35 77,6 ± 0,34 18,4 ± 0,73 80,4 ± 0,40 
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DISCUSIÓN 

En esta investigación fue posible detectar diferentes begomovirus utilizando sondas 

específicas por dot blot, entre los que se encontraron: ToLCSiV, ToYMV y TYLCV en 

tomate, mientras que el SYMMoV fue detectado en ayote y el PepGMV en chile dulce. La 

presencia de ToLCSiV, ToYMV y TYLCV en tomate se ha reportado con anterioridad en 

Costa Rica, al igual que la presencia de SYMMoV en ayote y PepGMV en chile dulce 

descrito como Texas pepper virus (Idris et al., 1999; Jovel, Kleinn, Hilje & Ramírez, 2000; 

Karkashian et al., 2002; Lotrakul et al., 2000). Así mismo, se encontró BGYMV y SYMMoV 

en arvenses. Anteriormente se ha reportado la presencia de los mismos virus en 

diferentes especies de plantas aledañas a cultivos en Centro América y el Caribe (Castro et 

al., 2013; Sanpedro, González, Pérez & Pérez, 2002). Esto ha llevado a que diferentes 

autores consideren a las arvenses como reservorios de begomovirus (Inoue-Nagata, Lima 

& Gilbertson, 2016; Potter et al., 2003; Prajapat, Marwal & Gaur, 2014). 

Los imprimadores específicos utilizados para amplificar las secuencias que se 

marcaron como sondas en Dot blot permitieron detectar la presencia de dos virus en una 

sola muestra de tomate, el ToLCSiV y ToYMV. Infecciones mixtas se han reportado antes, 

como por ejemplo en tomate y chile dulce se ha encontrado PepGMV con ToLCSiV y 

ToSLCVNI, y en zapallo (Cucurbita argyrosperma) se ha detectado SYMMoV y PepGMV, los 

cuales se encontraron en Nicaragua y fueron detectadas utilizando las técnicas PCR con 

imprimadores degenerados y secuenciación (Ala-Poikela et al., 2005). Las infecciones 

mixtas son de importancia a nivel evolutivo ya que en cierto tiempo alcanzan un equilibrio 

permitiendo que surjan especies recombinantes (Davino et al., 2012). 

La sensibilidad en el dot blot varía según el ensayo y la sonda del virus utilizado. La 

mayor sensibilidad en los diferentes ensayos fue de 2,28 x 108 copias de ADN viral para 

poder detectar el virus. En el caso de ToLCSiV y PepGMV esta sensibilidad se eleva a 2,28 x 

109 copias. Cabe resaltar que este valor limita el diagnóstico a un tipo de muestra donde la 
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carga viral es superior a límite de detección (Maule, Hull & Donson, 1983). Es importante 

mencionar que este punto de detección puede llegar a variar dependiendo de la precisión 

con la que se ejecute la técnica, por lo cual se hace necesario determinar la 

reproducibilidad de este límite de detección y así comparar la oportunidad de reportar 

una falso negativo versus otras técnicas que aseguran ser más sensibles con menos 

oportunidad de cometer errores (Dalmon et al., 2000; Sohrab et al., 2006). Entre las 

técnicas que se prefieren en la actualidad se encuentra el PCR tiempo real, ya que muchos 

aseguran tener el mejor límite de detección a nivel molecular, mejor tiempo de respuesta 

y menor oportunidad de error (Hu, Li, Barry, Wang & Jordan, 1995; Malinen, Kassinen, 

Rinttilä & Palva, 2003).  

El ensayo para begomovirus utilizando los imprimadores degenerados para qPCR 

desarrollados en este estudio mostró un alto desempeño y una alta reproducibilidad. Por 

lo que esta podría considerarse como una nueva opción para la detección de 

begomovirus. El qPCR permitió corroborar los resultados obtenidos en el ensayo por dot 

blot en un menor tiempo de análisis. Cabe resaltar la presencia de una muestra positiva 

por qPCR, cuya señal no pudo ser detectada utilizando dot blot. Este resultado podría 

explicarse por la posible infección por una especie de virus diferente a las analizadas en el 

estudio o a una mayor sensibilidad del qPCR. Sin embargo, para lograr esclarecer esta 

situación se deberá determinar la secuencia del patógeno presente. A la vez, se considera 

oportuno determinar el límite de sensibilidad del qPCR utilizando los imprimadores 

diseñados en este estudio, que permita establecer la diferencia en sensibilidad de ambas 

técnicas.  

La distribución en los valores de CT utilizando los imprimadores de qPCR diseñados 

en este estudio varía de acuerdo a la especie viral. Diferentes valores de CT se pueden 

atribuir a diferente carga viral, ya que a mayor cantidad de ADN molde, menor el valor de 

CT (Arya et al., 2014). Sin embargo, para poder asegurar cargas virales diferentes es 
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necesario corroborar primero con estándares conocidos de cuantificación para determinar 

que un menor CT corresponden a una mayor carga viral cuando se utiliza estos 

imprimadores degenerados para begomovirus. También es necesario llevar a cabo una 

normalización de los datos según cantidad de muestra analizada. Un ejemplo es el estudio 

de Urbino, Thébaud, Granier, Blanc y Peterschmitt (2008), el cual utiliza la química SYBR 

Green para determinar carga viral en begomovirus, para ello crean estándares de 

cuantificación y normalizan con un control interno el cual es una amplificación del gen de 

la Actina 2.  

Todas las muestras amplificaron correctamente para el gen Cox1, el cual permitió 

determinar que se contaba con una calidad de muestra suficiente para realizar la 

detección de begomovirus utilizando qPCR (Cuadro IV; Fig. S16-S17). El uso de ensayos 

control es altamente utilizado en esta clase de pruebas con la finalidad de evaluar la 

calidad de la extracción de ADN. Este ensayo permitió descartar la posibilidad de un falso 

negativo, en los ensayos realizados para probar los imprimadores diseñados en este 

estudio para el qPCR (Hoorfar et al., 2004; Menzel, Jelkmann & Maiss, 2002). Cabe resaltar 

que los CT en el ensayo del gen Cox1 se mantienen relativamente homogéneos en las 

diferentes plantas. La única muestra cuyo CT  se desplaza tres ciclos más es la muestra 

control No. 1. Esto se puede deber a una posible presencia de contaminantes proteicos ya 

que la muestra no cuenta con una relación 260/280 inferior a las demás muestras 

(Muestra 1; Cuadro III) (Demeke & Jenkins, 2010).  

El análisis de curvas de disociación permite determinar la ausencia de 

amplificaciones inespecíficas y diversidad de ampliaciones entre muestras (Herrmann, 

Durtschi, Wittwer & Voelkerding, 2007; Rasmussen, Morrison, Herrmann & Wittwer, 

1998). En el presente ensayo los resultados muestran un Tm muy variante en cuanto al 

ensayo con imprimadores para begomovirus, mientras que el ensayo utilizando los 

imprimadores para amplificar el control interno, Cox1, presentó un Tm similar para todas 
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las muestras analizadas. Las variaciones en los Tm para las distintas especies virales, se 

debe a variaciones en las secuencias de nucleótidos del gen de la cápside, que a pesar de 

ser una secuencia muy conservada entre los distintos miembros del género, presenta 

variantes en la secuencia nucleotídica, que pueden darse por las interacciones con el 

hospedero (Acosta-Leal, Duffy, Xiong, Hammond & Elena, 2011). Diversas publicaciones 

han utilizado la diferencia entre las amplificaciones de Tm, para realizar un diagnóstico 

parcial de especies (Winder et al., 2011; Yvon, Monsion, Martin, Gutiérrez & Blanc, 2009). 

Aunque en este estudio esto no fue validado, es probable que estos valores se puedan 

utilizar para determinar la presencia de un begomovirus específico en ensayos futuros, sin 

embargo, sería necesaria la estandarización rigurosa con muchas muestras y distintas 

especies virales.  

En la actualidad, existen diferentes instrumentos que permiten realizar una curva de 

disociación de alta resolución, esto ha permitido estandarizar procesos de genotipeo sin 

necesidad de secuenciar. Los imprimadores diseñados en este estudio también se podrían 

utilizar en esta clase de equipos, para con ello estandarizar un Tm más específico por 

virus, esto permitiría realizar en un solo ensayo la determinación y diagnóstico parcial del 

virus presente, además de emplear un menor tiempo y costo. También, podría ser un 

indicativo de variantes o virus no detectados previamente en los ensayos de diagnóstico 

(Demeke & Jenkins, 2010; Holysz, Bialas, Migdalski, Kmieciak & Trzeciak, 2015; Renz, 

Cheetham & Walkden-Brown, 2013). Al contrario, la poca variación entre los valores de 

Tm reportados en ensayo utilizando los marcadores internos Cox1, reflejan muy poca 

variación genética en esta zona, lo cual se ha reportado con anterioridad, ya que es gen 

importante a nivel evolutivo (Fig. S21; Adams, Qiu, Stoutemyer & Palmer, 2002; Chase et 

al., 2005).  

En conclusión, existen gran diversidad de técnicas que se pueden utilizar para el 

diagnóstico de begomovirus, entre ellas se encuentran dot blot, PCR, PCR tiempo real y 
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otras (Lotrakul et al., 1998; Stonor et al., 2003; Ramírez et al., 2004; Alves-Júnior et al., 

2009). En el presente estudio se diagnosticaron diferentes begomovirus y hospederos 

utilizando imprimadores degenerados y PCR tiempo real, teniendo como resultado la 

misma eficacia que la técnica dot blot. Futuros proyectos pueden utilizar esta técnica para 

diagnóstico inicial de begomovirus en diferentes muestras. Cabe resaltar, la posibilidad de 

complementar el resultado con una posterior secuenciación del amplicón, para con ello 

realizar un diagnóstico parcial de la especie de begomovirus (Paximadis, Muniyappa & 

Rey, 2001). Así mismo, se podría estandarizar a futuro esta técnica para identificar 

begomovirus mediante análisis de disociación o realizar cargas virales de begomovirus en 

diferentes hospederos y tejidos.  
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Número de 

muestra 

Fecha de 

recolección 
Procedencia Hospedero 

Concentración de 

ácidos nucleicos (ng/µl) 

Calidad 

260/280 

Calidad 

260/230 

1 – Control 

Negativo 
13/04/2011 San Vito Coop Victoria Arvense 2588,1 1,39 0,72 

2 25/02/2011 Puntarenas 2888 ICE 
Arvenses, asociado a 

cultivos de tempate 
141,6 1,82 1,37 

3 - Control 

Positivo BGYMV 
26/07/2011 Cachí, Campo abierto 

Arvense, asociado a 

cultivos de chile 
843,9 1,97 2,1 

4 - Control 

Positivo PepGMV 
09/12/2012 Cervantes Chile dulce 325,7 1,95 1,9 

5 09/12/2012 Cervantes Chile dulce 322,2 1,92 1,99 

6 09/12/2012 Cervantes Chile dulce 244,7 1,88 2,06 

7 09/12/2012 Cervantes Chile dulce 522,5 1,89 2,09 
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8 09/12/2012 Santiago, Cartago Chile dulce 375,5 2,02 1,95 

9 09/12/2012 Santiago, Cartago Chile dulce 532,2 1,97 2,02 

10 09/12/2012 Santiago, Cartago Chile dulce  553,8 2,01 2 

11 09/12/2012 Ujarrás Chile dulce 218,9 2,1 1,87 

12 09/12/2012 Ujarrás Chile dulce 128,5 2,05 1,93 

13 - Control 

Positivo SYMMoV 
15/01/2013 Upala Ayote 417,8 2,1 2,11 

14 15/01/2013 Upala Ayote 184,9 2 1,76 

15 15/01/2013 Upala Ayote 221,7 2,01 1,61 

16 15/01/2013 Upala Ayote 193,1 1,95 1,62 

17 15/01/2013 Upala Ayote 346,3 2,08 2,18 

18 15/01/2013 Upala Arvense 323,9 2,07 2,18 
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19 15/01/2013 Upala Arvense 419,4 2,09 2,24 

20 - Control 

Positivo ToLCSiV 
03/03/2011 

Grecia, Campo Abierto 

Santa Gertrudis 
Tomate 1577,7 1,87 1,3 

21 03/03/2011 
Grecia, Campo Abierto 

Santa Gertrudis 
Tomate 2237,1 2 1,71 

22 03/03/2011 
Grecia, Campo Abierto 

Sta Gertrudis 
Tomate 2478,6 2,03 1,79 

23 11/06/2012 Servicio #37 Tomate  803,2 2,06 2,31 

24 03/03/2011 
Grecia, Campo Abierto 

Sta Gertrudis 
Tomate 2961,1 2,07 1,88 

25 03/03/2011 
Grecia, Campo Abierto 

Sta Gertrudis 
Tomate 2081,8 2,02 1,77 

26 26/03/2012 
San Juan, Tomate en 

invernadero  
Tomate 693,5 1,9 1,48 
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27 26/03/2012 
San Juan, Tomate en 

invernadero  
Tomate 1119,7 1,97 1,54 

28 - Control 

Positivo TYLCV 
26/03/2012 

San Juan, Tomate en 

invernadero 
Tomate 1213,1 1,98 1,67 

29 03/03/2011 
Grecia, Campo Abierto 

Sta Gertrudis 
Tomate 1822,3 2,03 1,76 

30 - Control 

Positivo ToYMV  
29/03/2012 Zarcero  Tomate 503,4 1,94 1,38 

31 29/03/2012 Zarcero  Tomate 293,1 1,85 1,22 

32 29/03/2012 Zarcero  Tomate 798,2 2,01 1,87 

33 29/03/2012 Zarcero  Tomate 1238,1 2,05 1,79 

34 29/03/2012 Zarcero  Tomate 541,4 1,93 1,48 

35 29/03/2012 Zarcero  Tomate 583,9 1,93 1,64 
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36 29/03/2012 Zarcero  Tomate 1448,2 2,04 1,82 

37 17/08/2012 Zarcero  Tomate 1229,4 2,08 2,08 

38 17/08/2012 Zarcero  Tomate 1770,8 2,08 1,88 
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Anexo II. Figuras suplementarias 

 

 

Fig. S1 Hibridación por dot blot utilizando una sonda específica para el Tomato leaf curl 

Sinaloa virus (ToLCSiV): a) muestras positivas, b) control positivo, c) Control negativo 

(extracción de una planta sana) y control sin molde (por sus siglas en inglés “NTC”). d) 

Controles de sensibilidad: 10 ng/µl, 1 ng/µl y 0,1 ng/µl respectivamente. 
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Fig. S2 Hibridación por dot blot utilizando una sonda específica para el Tomato yellow 

mottle virus (ToYMV): a) muestras positivas, b) control positivo, c) control negativo 

(extracción de una planta sana) y control sin molde (por sus siglas en inglés “NTC”). d) 

Controles de sensibilidad: 10 ng/µl, 1 ng/µl y 0,1 ng/µl respectivamente. 
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Fig. S3 Hibridación por dot blot utilizando una sonda específica para el Tomato yellow leaf 

curl virus (TYLCV): a) muestras positivas, b) control positivo, c) control negativo (extracción 

de una planta sana) y control sin molde (por sus siglas en inglés “NTC”). d) Controles de 

sensibilidad: 10 ng/µl, 1 ng/µl y 0,1 ng/µl respectivamente. 

 

Fig. S4 Hibridación por dot blot utilizando una sonda específica para el Bean golden yellow 

mosaic virus (BGYMV): a) control positivo, b) control negativo (extracción de una planta 

sana) y control sin molde (por sus siglas en inglés “NTC”). c) Controles de sensibilidad: 10 

ng/µl, 1 ng/µl y 0,1 ng/µl respectivamente. 
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Fig. S5 Hibridación por dot blot utilizando una sonda específica para el Squash yellow mild 

mottle virus (SYMMoV): a) muestras positivas, b) control positivo, c) control negativo 

(extracción de una planta sana) y control sin molde (por sus siglas en inglés “NTC”). d) 

Controles de sensibilidad: 10 ng/µl, 1 ng/µl y 0,1 ng/µl respectivamente. 

 

Fig. S6 Hibridación por dot blot utilizando una sonda específica para el Pepper golden mosaic 

virus (PepGMV): a) muestras positivas, b) control positivo, c) control negativo (extracción de 

una planta sana) y control sin molde (por sus siglas en inglés “NTC”). d) Controles de 

sensibilidad: 10 ng/µl, 1 ng/µl y 0,1 ng/µl respectivamente. 
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a)

 

b)

 

Fig. S7 Curva de amplificación y análisis de fusión del control negativo (ADN de una planta 

sana) y del control sin molde (por sus siglas en inglés “NTC”) utilizando PCR Tiempo Real 

(qPCR) e imprimadores degenerados para begomovirus. a) Curva de amplificación según ciclo. 

b) Análisis de temperatura de fusión. 

a) 

 

b) 

 

Fig. S8 Curva de amplificación y análisis de fusión de la muestra No. 2, muestra negativa 

utilizando PCR Tiempo Real (qPCR) e imprimadores degenerados para begomovirus. a) Curva 

de amplificación según ciclo. b) Análisis de temperatura de fusión. 
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a) 

 

b) 

 

Fig. S9. Curva de amplificación y análisis de fusión de las muestras positivas para Tomato leaf 

curl Sinaloa virus (ToLCSiV) utilizando PCR Tiempo Real (qPCR) e imprimadores degenerados 

para begomovirus. a) Curva de amplificación según ciclo. b) Análisis de temperatura de 

fusión. 
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a) 

 

b) 

 

Fig. S10 Curva de amplificación y análisis de fusión de las muestras positivas para Tomato 

yellow mottle virus (ToYMV) utilizando PCR Tiempo Real (qPCR) e imprimadores degenerados 

para begomovirus. a) Curva de amplificación según ciclo. b) Análisis de temperatura de 

fusión. 

a) 

 

b) 

 

Fig. S11 Curva de amplificación y análisis de fusión de las muestras positivas para Tomato 

yellow leaf curl virus (TYLCV) utilizando PCR Tiempo Real (qPCR) e imprimadores 

degenerados para begomovirus. a) Curva de amplificación según ciclo. b) Análisis de 

temperatura de fusión de fusión. 
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a) 

 

b) 

 

Fig. S12 Curva de amplificación y análisis de fusión de las muestras positivas coinfectadas 

con Tomato leaf curl Sinaloa virus (ToLCSiV) y Tomato yellow mottle virus (ToYMV) 

utilizando PCR Tiempo Real (qPCR) e imprimadores degenerados para begomovirus. a) Curva 

de amplificación según ciclo. b) Análisis de temperatura de fusión. 

a) 

 

b) 

 

Fig. S13 Curva de amplificación y análisis de fusión de la única muestra positiva para Bean 

golden yellow mosaic virus (BGYMV) utilizando PCR Tiempo Real (qPCR) e imprimadores 

degenerados para begomovirus. a) Curva de amplificación según ciclo. b) Análisis de 

temperatura de fusión. 
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a) 

 

b) 

 

Fig. S14 Curva de amplificación y análisis de fusión de las muestras positivas para Squash 

yellow mild mottle virus (SYMMoV) utilizando PCR Tiempo Real (qPCR) e imprimadores 

degenerados para begomovirus. a) Curva de amplificación según ciclo. b) Análisis de 

temperatura de fusión. 

 a) 

 

b) 

 

Fig. S15 Curva de amplificación y análisis de fusión de las muestras positivas para Pepper 

golden mosaic virus (PepGMV) utilizando PCR Tiempo Real (qPCR) e imprimadores 

degenerados para begomovirus. a) Curva de amplificación según ciclo. b) Análisis de 

temperatura de fusión. 
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a) 

 

b) 

 

Fig. S16 Curva de amplificación y análisis de fusión de todas las muestras positivas utilizando 

PCR Tiempo Real (qPCR) e imprimadores degenerados para el gen Citocromo oxigenasa 1 (Gen 

Cox1): a) Curva de amplificación según ciclo. b) Análisis de temperatura de fusión. 

a) 

 

b) 

 

Fig. S17 Curva de amplificación y análisis de fusión del control negativo y la muestra negativa 

para begomovirus utilizando PCR Tiempo Real (qPCR) e imprimadores degenerados para el gen 

Citocromo oxigenasa 1 (Gen Cox1). a) Curva de amplificación según ciclo. b) Análisis de 

temperatura de fusión. 
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Fig. S18 Ciclo umbral (por sus siglas en inglés “CT”) según virus utilizando PCR Tiempo 

Real (qPCR) e imprimadores degenerados para begomovirus. El punto azul representa el 

promedio y los puntos rojos representan los intervalos de confianza. BGYMV = 17,95±6,18; 

PepGMV = 17,15 ± 4,61; SYMMoV = 12,21±4,67; TYLCV = 22,36 ± 5,05; ToLCSiV = 19,46 ± 

4,89; ToLCSiV y ToYMV = 18,23 ± 5,35; ToYMV = 19,94 ± 4,58. 
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Fig. S19 Temperatura de disociación (por sus siglas en inglés “Tm”) según virus utilizando 

PCR Tiempo Real (qPCR) e imprimadores degenerados para begomovirus. El punto azul 

representa el promedio y los puntos rojos representan los intervalos de confianza. BGYMV 

= 77,45 ± 0,94; PepGMV = 80,54 ± 0,70; SYMMoV = 78,12 ± 0,71; TYLCV = 77,63 ± 0,77; 

ToLCSiV = 80,56 ± 0,74; ToLCSiV y ToYMV = 79,48 ± 0,81; ToYMV = 79,99 ± 0,70.  
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Fig. S20 Ciclo umbral (por sus siglas en inglés “CT”) según hospedero utilizando PCR Tiempo 

Real (qPCR) e imprimadores degenerados para el gen Citocromo oxigenasa 1 (Gen Cox1). El 

punto azul representa el promedio y los puntos rojos representan los intervalos de 

confianza. Arvenses = 20,69 ± 4,17; Ayote = 20,07 ± 4,17; Chile dulce = 18,21 ± 4,01; 

Tomate = 20,59 ± 3,91. 
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Fig. S21 Temperatura de disociación (por sus siglas en inglés “Tm”) según hospedero 

utilizando PCR Tiempo Real (qPCR) e imprimadores degenerados para el gen Citocromo 

oxigenasa 1 (Gen Cox1). El punto azul representa el promedio y los puntos rojos 

representan los intervalos de confianza. Arvense = 75,15 ± 0,59; Ayote = 75,17 ± 0,59; Chile 

dulce = 75,12 ± 0,57; Tomate = 75,09 ± 0,55. 
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a) c) e) 

   

b) d) f) 

   

 

Fig. S22 Curvas de amplificación y análisis de fusión de la muestra No. 15  en tres diferentes 

momentos utilizando PCR Tiempo Real (qPCR) e imprimadores degenerados para begomovirus. 

a-b) Ensayo 1. c-d) Ensayo 2. e-f) Ensayo 3.  
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a) c) f) 

   

b) d) f) 

   

 

Fig. S23 Curvas de amplificación y análisis de fusión de la muestra No. 19 en tres diferentes 

momentos utilizando PCR Tiempo Real (qPCR) e imprimadores degenerados para begomovirus. 

a-b) Ensayo 1. c-d) Ensayo 2. e-f) Ensayo 3. 
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a) c) e) 

   

b) d) f) 

   

 

Fig. S24 Curvas de amplificación y análisis de fusión de la muestra No. 23 en tres diferentes 

momentos utilizando PCR Tiempo Real (qPCR) e imprimadores degenerados para 

begomovirus. a-b) Ensayo 1. c-d) Ensayo 2. e-f) Ensayo 3. 

 

 

 




