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PREFACIO

Este estudio form¢é parte del proyecto “Monitoreo de la infeccion de diferentes begomovirus
de B. tabaci, en campos de tomate (Licopersicon esculetum), como criterio de alerta para establecer
periodos libres de hospederos de begomovirus o periodos adecuados para la siembra de tomate en
diferentes regiones del pais”; con Margarita Palmieri como investigadora principal, financiado con
fondos de las instituciones CATIE-FASAGUA y AGROCYT. Como parte de un programa nacional

para controlar las infecciones por geminivirus.

Para realizar el estudio se monitored durante un afio la incidencia de los cuatro begomovirus
mas frecuentes en Guatemala. La deteccion se llevo a cabo por PCR con imprimadores degenerados
como tamizase ¢ iniciadores especificos para la identificacion. En una segunda parte, se comparo el
patréon de bandas mediante polimorfismo en la conformacion de filamentos de ADN monocaternario
(SSCP) del producto de PCR. Una de las limitaciones del estudio, consistié6 que en ocasiones no fue
posible la colecta del nimero establecido de individuos de mosca blanca, debido a la disponibilidad de

éstos en el campo; ademas del numero reducido de muestras que se proceso.

Las colectas estuvieron a cargo de CATIE-FASAGUA vy la parte practica se realizo en los
laboratorios de Proteccion Vegetal, Instituto de Investigaciones de la Universidad del Valle de

Guatemala, a quien agradezco por permitir llegar a cabo esta investigacion.

Agradezco especialmente a la Licenciada Margarita Palmieri por su asesoria y por permitirme

ser parte de su grupo de investigadores.

Al Doctor Aguilar por su orientacion durante toda mi carrera universitaria.

A mis compaiieros del laboratorio de Proteccion Vegetal, quienes me dieron su amistad y

colaboracion. Especialmente a Elena y Andrés por su enorme paciencia y constante ayuda y consejos.

A mis compaiieros y Amigos, Laura, Melany, Mishel, Luis, Fredy, Marco, Estuardo y Wendy
por toda su apoyo y amistad. Ademas de amigos y personas que de alguna forma contribuyeron en la

realizacion de este estudio.

Finalmente, a mis Padres y Hermanos por todos sus sacrificios y constante apoyo y carifio.
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RESUMEN

Los begomovirus trasmitidos por la mosca blanca Bemisia tabaci son causa de innumerables
pérdidas en cultivos de solanaceas (principalmente tomate y chile) y cucurbitaceas (entre ellas, melon).
En Guatemala, miembros de la familia de los begomovirus han causado dafios en la zona agricola.
Debido al uso de pesticidas como método principal de control para los vectores de éstos, se ha

aumentado el deterioro del ambiente y salud, con una solucién parcial al problema.

Durante este estudio se tomaron mensualmente muestras de mosca blanca, en cinco valles
tomateros de Guatemala, desde febrero 2006 a enero 2007. Se identificé y determiné la presencia de

begomovirus general y cuatro especificos.

Se analizaron 545 muestras de B. tabaci y 303 de T. vaporarorium, colectadas en Salama,
Laguna de Retana, area central, Esquipulas y Santa Rosa. De éstas se detectd el 62.5% y 32.5% de
muestras positivas, respectivamente. Lo que evidencia un incremento con relacién a otros estudios

similares realizados en afios anteriores.

Con el fin de obtener informacion de su comportamiento en diferentes regiones y establecer si
es posible implementar periodos de veda o identificacion nuevas especies, se analizo la incidencia de
begomovirus general y de cuatro especies (Pepper huasteco yellow vein virus, Pepper golden mosaic
virus, Tomato mosaic havana virus y Tomato severe leaf yellow mosaic virus) mediante PCR con
imprimadores degenerados y especificos. Se analiz6 el patron de bandas caracteristico del producto de
PCR usando los cebadores degenerados, por polimorfismo en la conformacion de filamentos de ADN
monocatenario (SSCP) con el fin de identificacion preliminar de nuevas especies (no identificadas con
los imprimadores especificos). De esta manera, tomar en cuenta su diversidad para considerar la
implementacion de programas de control de las cepas y especies de geminivirus en los diferentes

cultivos.

Se observaron dos incrementos en cuanto al porcentaje de virosis, uno entre final y principios
de afio (meses posteriores a las lluvias) y el otro posterior a los meses con menos virulencia.
Estadisticamente (0=0.05) se encontrd que la distribucion tanto de begomovirus general como los
especificos antes mencionados, es igual en todos los lugares muestreados. Con base en ello, se propuso
un periodo de veda en cada lugar (considerando la mayor virulencia): Salama julio-septiembre, Laguna

de Retana agosto-octubre, area central noviembre-enero, Esquipulas octubre a diciembre y Santa Rosa

X1



mayo a julio. Se identificé un patréon de bandas para Pepper golden mosaic virus, Tomato mosaic

havana virus'y Pepper Huasteco yellow vein virus pero no en Tomato severe leaf curl virus.

Xii



I. INTRODUCCION

En Guatemala, el tomate es una de las hortalizas mas cultivadas, pero a partir de 1987 los
productores han venido afrontando el problema del acolochamiento del follaje, una enfermedad
provocada por miembros de la familia de los begomovirus. Estos son trasmitidos por la mosca blanca
Bemisia tabaci y son causa de innumerables virosis en diferentes cultivos. Se estiman pérdidas del

70% a 90% de la produccion debidas a estas infecciones virales.

En este pais, los begomovirus han causado dafios en la zona agricola, ya que exhiben
resistencia cruzada a varias clases de insecticidas, no es posible controlarlos por métodos
convencionales. Como resultado, estos virus sido reconocidos como patdgenos virales emergentes y de
suma importancia econdémica en regiones donde se cultiva tomate, frijol, melon, chile pimiento y yuca.
Las enfermedades causadas por geminivirus son mencionadas reiteradamente como la limitante bidtica

para la produccion de tomate en América tropical.

Estas epidemias estan asociadas con los cambios en las practicas de siembra, asi como la
constante plantacion de tomate que aumenta la cantidad de hospederos de su vector natural (B. tabaci).
Debido a que los cultivos resistentes a esta plaga no estan disponibles, la alternativa es la aplicacion
continta de insecticidas. Ello aumenta el deterioro del ambiente y salud, con una solucion parcial al
problema. En otros paises, entre ellos Republica Dominicana, se han implementado medidas alternas
como vedas, que junto con otros programas de manejo integrado han ayudado a reducir drasticamente

la virosis.

Dado el potencial del tomate para ser un cultivo de exportacion (especialmente en los
mercados de México y Estados Unidos) y el uso en la agroindustria de la pasta de tomate, es necesaria
la implementacion de nuevas medidas que minimicen los costos adicionales a su produccion. Al
hacerlo se tendria un alto impacto en la economia regional y nacional. Se estima que al exportar tomate
y chile pimiento (ambos hospederos de geminivirus) se podrian generar alrededor de 20 a 30 millones
de dolares en divisas y 20 mil empleos directos (en un plazo de 5 afios). El tomate y chile guatemalteco
ademas de tener el acceso a Estados Unidos, el mayor mercado se exportaria a Canada, México y la

region Centroamericana.

El objetivo principal de este estudio es determinar la incidencia de virosis de begomovirus a
través del monitoreo de su vector principal. Con base a ello, proponer un periodo de veda en los
distintos valles productores de tomate, como método alternativo al control de esta plaga. Durante los
periodos libres de hospederos o vedas, se elimina la fuente de indculo de geminivirus, asi las siguientes
generaciones de mosca no lo adquieren y por tanto no son infectivas. Luego de la veda, se espera que
disminuya la cantidad de virus que circula en el campo y por tanto que se reduzca la posibilidad de
infeccion del cultivo. Posterior al desarrollo de la planta, si ésta adquiere el virus, la produccion de
frutos no es afectada. Esto ayudarad a desarrollar otras estrategias mas efectivas para control de la

enfermedad e implementar medidas preventivas.



Con el uso de vedas o periodos libre de hospederos, se espera a largo plazo, racionar el uso de
pesticidas para obtener cosechas de mayor calidad a menor precio para el consumidor y reducir las

pérdidas de produccion.



II. ANTECEDENTES
A. Cultivo de tomate en Guatemala

En promedio al afio se cosechan entre 5.800 y 7.100 hectareas y las variedades que se utilizan
principalmente son Roma, Sheriff, Helios, Silverado, Zenith. El ciclo vegetativo es de 90 a 120 dias, el
area cosechada varia entre 5.800 — 7.100 (ha/afio) y la produccion varia entre 172.300 — 189.500
(tm/afio) (Arias 2003).

De acuerdo con la informacion publicada por la Unidad de Politicas e Informacion Estratégica
de Guatemala con respecto a la produccion de tomate en este pais (figura 1), se tiene que hay cosechas de

tomate todo el afio, pero principalmente en enero, febrero, abril, mayo, agosto y septiembre (Arias 2003).

Figura 1
Epocas de cosecha de tomate en Guatemala (Tomado de Arias 2003)
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En Guatemala, se siembran aproximadamente 10,000 manzanas de tomate. Entre las
principales zonas productoras de este cultivo se encuentran Salama, Monjas, Laguna de Retana, El
progreso, El Amatillo, Ipala, Esquipulas, Gualan, Santa Rosalia, Zacapa, Agua Blanca, Asuncion Mita,
Sanarate, Amatitlan, Villa Nueva, San Raymundo, Sumpango, Nueva concepcion, Santa Rosa y Quiché.
Ademas hay pequefias plantaciones en todo el pais. En cuanto a empleos, el cultivo de tomate, genera

15,000 en su produccion y 10,000 en su comercializacion (Palmieri et al. 2006).

El rendimiento promedio por manzana es de 1,200 cajas de 50 libras. Es un cultivo que

responde a la implementacion de alta tecnologia en su produccion (Palmieri et al. 2006).

En Salama se cultivan 2000 manzanas, equivalentes a 1400 ha (1 Mz = 0,7 ha) de tomate. Los
productores se estratifican en grandes (mas de 10 Mz.), medianos (5 a 10 Mz) y pequeiios (menos de 5
Mz). Una buena productividad se considera 2000 cajas de 50 libras por manzana (equivalente a 65 mil
kg/ha), mientras que la media es de solamente 1000 cajas. Se identifica como el problema de mayor
importancia a las deficiencias de manejo del cultivo, aunque presenta como problemas serios a las

bacteriosis, fungosis, y virosis (principalmente geminivirus) (MAGA 2006).

Para la region de Jutiapa, se estim6 que se cultivarian unas 2000 Mz (1400 ha). En Esquipulas
se reportan 200 ha de tomate. De la entrevista y la visita al terreno, queda muy claro el problema del
complejo mosca blanca asociado a las virosis. El potencial de produccion regional es muy superior a los
niveles actuales. La apertura del mercado a otros destinos, la agroindustria de la pasta de tomate y la
exportacion tendrian un alto impacto regional y nacional. El costo de produccion se informa en 40 mil

Quetzales/Manzana (MAGA 2006).



El cultivo de tomate podria ser de mucha importancia para Guatemala, al acceder a los
mercados de México y Estados Unidos. Con estos se podria incrementar considerablemente el area
sembrada actualmente. Al minimizar los costos por virosis, puede ser considerado un cultivo para
exportacion (especialmente en los mercados de México y Estados Unidos). Se estima que al exportar
tomate y chile pimiento (ambos hospederos de geminivirus) se podria generar alrededor de 20 a 30
millones de dolares en divisas y 20 mil empleos directos (en un plazo de 5 afios). El tomate y chile
guatemalteco ademas de tener el acceso a Estados Unidos (el mayor mercado), se exportaria a Canada,

Meéxico y la region Centroamericana (MAGA 2006).

B. Geminivirus

Los geminivirus son una familia de virus patégenos de plantas que ocasionan considerables
pérdidas y dafios en numerosos cultivos alrededor del mundo, distribuyéndose principalmente en zonas
tropicales y subtropicales. Son transmitidos por insectos vectores a una gran variedad de plantas mono
y dicotiledéneas. La distribucion geografica del vector es la responsable de la dispersion del
geminivirus que transmite (Vega y Rivera 2001), causando pérdidas econdomicas importantes en

hortalizas, cultivos basicos e industriales (De la Torre et. al. 2002).

Su genoma esta constituido por 1 6 2 moléculas de ADN simple hebra (ADNsh). Su nombre
deriva de la morfologia de su particula, ya que semejan dos poliedros unidos regulares e idénticos
(gemini= gemelos) (De la Torre et. al. 2002). Son circulares, ambisentido y forman un circulo cerrado.
El largo total es de 2,500-3,000 o 4,800-5,600 nucleotidos. Los genomas multipartitos estan divididos
en diferentes particulas, cada una es encapsidada independientemente de la otra. Los viriones son
icosahédricos, no envueltos, de 38nm de largo y 22nm de diametro, contienen 22 capsémeros por

nucleocapside (ICTVdB Management 2006).

Los genomas virales codifican proteinas estructurales y no estructurales, sin embargo no se ha
reportado la sintesis de lipidos. Por si mismo el 4cido nucleico no es infeccioso, en especies bipartitas

se necesitan ambos componentes para producir infecciones sistémicas (ICTVdB Management 2006).

Todos los miembros codifican una proteina de cobertura de 28-34 kDa y otra de replicacion
(Rep) de 41 kDa que inicia la replicacion en forma de rolling circle. Contienen una region intergénica
que incluye una secuencia conservada de nucleétidos (TAATATTAC), en donde se inicia la sintesis del

ADNsh (Antoniw y Adams 2007).

Ademas del interés que los geminivirus despertaron como agentes causales de enfermedades
con importancia econdmica, el tener un genoma de ADN atrajo la atencion para explorar la posibilidad

de usarlos como vectores para la introduccion de material genético en plantas (Vega y Rivera 2001).

1. Subgrupos. De acuerdo con el insecto vector que los transmite, el tipo de planta
hospedera que infectan y su estructura genodmica, los geminivirus se pueden clasificar en cuatro

géneros (Antoniw y Adams 2007) o tres subgrupos definidos (De la Torre et. al. 2002): Mastrevirus



(subgrupo I), Curtovirus (subgrupo II), Begomovirus (subgrupo III) y Topocuvirus (Méndez et al.

2003). Las principales caracteristicas de cada uno son:

- Los Mastrevirus son monopartitas, con genoma ligeramente mas pequefio que el de los otros
géneros, segmentado y codifica 3 6 4 proteinas (Antoniw y Adams 2007). Son transmitidos
por diferentes especies de chicharritas e infectan monocotiledoneas (Rivera y Ruiz 1997).

- Los Curtovirus tienen genoma segmentado, monopartito y codifica 7 proteinas (Antoniw y
Adams 2007). También son transmitidos por chicharritas, pero infectan dicotileddneas.
(Rivera y Ruiz 1997).

- Los begomovirus contienen dos genomas segmentados (bipartitas). Son transmitidos por la
mosca blanca (Bemisia tabaci) e infectan plantas dicotiledoneas. A la fecha en Centro
América y México, s6lo se han registrado virus pertenecientes a este género (Rivera y Ruiz
1997).

- Los Topocuvirus tienen un genoma segmentado que codifica 6 proteinas (Antoniw y Adams
2007). Es trasmitido por diferentes vectores, entre ellos artrépodos o insectos del orden
Hemiptera, familia Aleyrodidae, Membracidae; Bemisia tabaci y Micrutalis malleifera
(ICTVdB Management 2006). Difiere de los otros monopartitas, ya que su genoma codifica 6
proteinas e infecta plantas dicotiledoneas (Antoniw y Adams 2007). Este género fue aprobado
en 1999 por la ICTV, debido ello, en la literatura Ginicamente se mencionan los otros tres

géneros (Danforth et al. 2003)

En este trabajo se estudiara unicamente geminivirus del subgrupo I11:

a. Begomovirus. Los geminivirus del subgrupo III o begomovirus son causa de serias
enfermedades en plantas tanto cultivadas como silvestres. Tiene un genoma de ADN pequeiio, circular,
bipartita (componente A y B) de banda y sentido positivo, encapsidado (capside icosahédrica)
(Ramirez 1994). El genoma completo consta de 5096-5286-5570 nucleétidos. No se han secuenciado
completamente los componentes A y B. El primero consiste de aproximadamente 2,588-2,870
nucleotidos y el segundo de 2,508-2,724 nucledtidos. La proporcion de guanina es 21-22.31-23.5 %;
adenina 26-27.76-29 %; citosina 18.3-18.71-19.8 % y timina 30.2-31.2-32.6 % (ICTVdB Management
2006).

La organizacion gendémica de los geminivirus del subgrupo III es bastante conservada,
inclusive entre los geminivirus monopartitos recientemente incorporados a este subgrupo. El
componente A contiene toda la informacién que las proteinas virales requieren para la replicacion,
transcripcion y encapsidacion del ADN del virus, mientras que el componente B codifica para las
proteinas involucradas en el movimiento célula a célula y el movimiento sistémico del virus en la

planta, asi como en el movimiento niicleo-citoplasma.

En el cuadro 1 se muestra la organizacion genémica del PHV (Pepper huasteco virus) como

representante del subgrupo III, ademas se presentan las funciones de los genes y su nomenclatura.



Organizacion de los genes de begomovirus, sugltfsggolles y nomenclatura (Tomado de Rivera y Ruiz
1997)
Componente Gen (sindnimo) Funcion
Rep (AC1, AL1) Iniciacion de la replicacion
TrAP (AC2, AL2) | Activacion de la transcripcion de genes tardios
. AC3 (AL3) Involucrado en replicacion
CP (AVI1, AR1) Proteina de la capside
BCI1 (BL1) Movimiento célula-célula
? BV1 (BR1) Movimiento nucleo-citoplasma

En el componente A se encuentran las funciones virales requeridas para la replicacion y
encapsidacion. En el componente B se encuentran los genes involucrados en el movimiento del virus
en la planta. Los miembros monopartitos de este grupo (por ejemplo, los diferentes aislados del virus
del enrollamiento amarillo de la hoja del tomate, TYLCV) presentan una organizacion gendémica
similar al componente A de los bipartitos. Sin embargo, es comilin que estos virus presenten un marco
de lectura abierta adicional que se traslapa con la parte inicial del gen de la proteina de la capside

(Rivera y Ruiz 1997).

Recientemente se ha dado a conocer la naturaleza multifuncional de varias proteinas virales.
Por ejemplo, la proteina Rep presenta caracteristicas muy similares al antigeno T del SV40 y se cree
que puede alterar el ciclo celular en una célula infectada. Se encuentra que, al menos en el caso del
virus del mosaico dorado del tomate, éste es capaz de inducir la expresion de la proteina llamada
PCNA, una proteina accesoria a la ADN polimerasa d (replicativa). Asimismo, hay varios ejemplos
donde se muestra una interaccidon entre una proteina viral y la proteina celular retinoblastoma. Esta
proteina ha sido involucrada en diferentes mecanismos de control del ciclo celular. No esta todavia
claro si el virus logra que una célula diferenciada entre otra vez al ciclo celular o solamente induce
parte de la maquinaria de sintesis de ADN. De cualquier forma, por primera vez se tiene en plantas un

sistema adecuado para estudiar diferentes procesos del ciclo celular (Vega y Rivera 2001).

Por otro lado, analisis de las regiones promotoras de varios genes virales han mostrado que,
aparentemente, los geminivirus han “secuestrado” una serie de sefiales de regulacion propias de
algunos genes de la planta. Esto permitiria a los virus tener un patréon de regulacion y expresion que
facilitara la replicacion de virus en las células vegetales. También se ha sugerido que el virus ha

aprendido a inducir genes que son requeridos para su replicacion (Vega y Rivera 2001).

b. Etiologia. Los begomovirus se encuentran dentro de los virus de plantas de mayor
importancia econdmica en el mundo actual, no sé6lo por los dafios que causan, sino por la diversidad de

cultivos que afectan. Se han convertido en patdogenos emergentes, incrementandose en numero,



distribucion e importancia en las ultimas décadas, considerandolos la peste del siglo (Martinez et al.

2003).

En el contexto global, América Latina ha sido la region mas afectada en términos de numeros
totales de geminivirus transmitidos por la mosca blanca, numero de cultivos afectados, pérdidas en la
produccidon y area devastada por estos patdgenos. En la actualidad, alrededor de 5 millones de hectareas
de plantas cultivables en 20 paises se encuentran bajo el ataque de mas de 30 geminivirus diferentes

(Martinez et al. 2003).

Desde aproximadamente 10 afos, las virosis provocadas por geminivirus han afectado
seriamente la produccion varios cultivos de importancia economica de Guatemala como tomate, frijol,

curbitaceas, chile pimiento y yuca. (Mejia).

En Mesoamérica, entre las familias de los cultivos en riesgo para este virus se encuentran
Convolvulaceae (camote y batata), Cucurbitaceae (sandia melon, zapallo, moranga, pipian, tamalayote,
ayote, calabaza y auyama), Leguminosae (frijol, habichuelas y caraota), Malvaceae (algodon, okra,
molondroén) Solanaceae (chile dulce, chiltoma, pimenton, tomate, tabaco, berenjena y papa) (Mejia y

Dardén 1994).

En América Central, la incidencia es del 100% durante las estaciones secas y las pérdidas
pueden alcanzar hasta el 60% de los cultivos. Estas epidemias estan asociadas con los cambios en las
practicas de siembra, asi como la constante plantacion de tomate que aumenta la cantidad de
hospederos de su vector natural (B. tabaci). Debido a que los cultivos resistentes a esta plaga no estan

disponibles, la alternativa es la aplicacion contintia de insecticidas (Nakhla ez al. 2005).

c. Sintomas. Los sintomas de la infeccion por geminivirus son diversos, varian de
acuerdo a la especie de virus y cepa, cultivo, edad de la planta al momento de la infeccion y

condiciones ambientales (Poltson y Anderson 1997).

En ocasiones se presenta como un ligero acolochamiento en las hojas, que pude confundirse
con deficiencia de magnesio. Después, las hojas se encrespan alargando sus ultimos internados con
flores débiles y pequeias. Otras veces se presenta un acolochamiento mas severo, con hojas pequeias
encrespadas, la floracion ocurre unicamente una vez. Ademads, pobre crecimiento, al mes de
transplantada la planta desarrolla raiz de 5-8 cm y empieza a florecer, sin responder a la fertilizacion.
Las hojas son quebradizas, de color oscuro con los bordes purpura (algunos lo confunden con la
alcalinidad del suelo). Ocurre un abortamiento del 90% de sus flores, aunque se apliquen productos

estimulantes (Salgero 1994).

Por otro lado, pueden presentarse combinaciones de: mosaico amarillo brillante, moteados
cloroticos, margenes foliares clordticas, rizado de las hojas, deformacion de las hojas, arrugas o
pliegues en las hojas, reduccion en el tamaiio de las hojas, crecimiento menor de las plantas infectadas,

y abscision de la flor (Poltson y Anderson 1997). Es importante mencionar que cuando una planta tiene



infecciones mixtas, los sintomas se distorsionan. A la fecha, no han caracterizado la sintomatologia de
infecciones mixtas (Méndez ef al. 2003). En Guatemala se han observado plantaciones con algunos de

los sintomas antes descritos:

Figura 2
Sintomas de infeccion por geminivirus observados en muestras de tejido vegetal de tomate

. . . . . . Mosaico, enaciones, amarillamiento, acolochamiento
Mosaico, enaciones, acolochamiento (hacia abajo y arriaba), (hacia abajo y arriaba), deformacion de hojas y venas,

puntos necréticos localizados necrosis en la orilla de la hoja, punto necréticos localizados

Enrollamiento hacia arriba, enaciones, clorosis, necrosis en la Mosaico, enrollamiento hacia abajo, enaciones, algunos
orilla puntos necréticos localizados

$
Lo 7?

Mosaico y bronceado de las hojas, enaciones Bronceado, enaciones, mosaico
(posible combinacion con TSWV)

Fuente: Avalos, A. y E. Dardon, Laboratorio de Proteccion Vegetal, Universidad del Valle de Guatemala.



Figura 3
Otros sintomas de geminivirus observados en las plantaciones de tomate

Clorosis general en la planta adulta Bronceado, enrollamiento hacia adentro, clorosis,
enaciones

Clorosis, necrosis general en las plantas

Fuente: Avalos, A. y E. Dardén, Laboratorio de Proteccion Vegetal, Universidad del Valle de Guatemala.

d. Especies. La diversidad de los geminivirus transmitidos por moscas blancas se ha
comenzado a estudiar recientemente, sin embargo, se desconoce la epidemiologia de este grupo de
virus, lo que representa grandes problemas para el manejo de las enfermedades que causan. Esta
diversidad puede ser ilustrada con la infamacion actual sobre los geminivirus que infectan tomates en
las diferentes regiones del mundo. El Tomato yellow curl virus (TYLCV) ha sido conocido como el
causante mdas importante de pérdidas en la regién mediterrdnea y se creia que era bipartito. Otros
reportes han demostrado que el TYLVC proveniente de Israel, Italia y Australia es monopartito,
contrario al aislado en Tailandia (TYLVC-Th) que es bipartito. Otro ejemplo es que el virus Pepper
huasteco (PHV) encontrado en México presenta algunos genes semejantes a los geminivirus del
hemnisferio occidental como el TYLCV. La explicacion hipotética es la existencia de un virus
ancestral comun, seguida de un proceso de divergencia al adaptase a los diferentes insectos y plantas

hospederas (Ramirez y Maxwell 1994).

Se ha sugerido que los geminivirus bipartitos son capaces de intercambiar informacion de

pequeiios fragmentos desde algunos hasta 2,000 nucledtidos (Fauquet y Stanley 2003) por
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pseudorecombinaciéon y por recombinacion intramolecular (Ramirez y Maxwell 1994). Estos
mecanismos logran dar origen a nuevas especies o cepas. Por tal razon, se establecié un criterio para
diferenciar entre nuevas especies y cepas, con base en el porcentaje de similitud en la secuencia de su

genoma (Fauquet y Stanley 2003).

Se establecio entre 57% y 89% en similitud de secuencias para considerarse una misma

especie y del 87% al 100% para considerarse cepas (Fauquet y Stanley 2003).

El objetivo es diferenciar entre nuevas especies y cepas, especialmente en cuanto al
diagnostico y control de enfermedades especificas, de acuerdo a la epidemiologia y evolucion del virus
(Fauquet y Stanley 2003). De esta manera, tomar en cuenta su diversidad para considerar la
implementacion de programas de control de las cepas y especies de geminivirus en los diferentes
cultivos (Mejia y Dardon 1994). En el cuadro 2 se muestran los criterios de demarcacion de especies

del género Begomovirus para considerar la aparicion de una nueva especie:

Cuadro 2
Criterios de demarcacion de especies del género Begomovirus (Tomado de Fauquet y Stanley 2003)

Caracter Criterio

=  Diferentes nimeros en los componentes del genoma
= No hay transcomplementacion de los productos de los genes
=  No hay pseudorecombinaciones entre componentes

Genoma

Secuencia de genomas . s . o
g =  Secuencias de nucledtios identicas en el componente A inferiores al 89%

Proteinas . . . . .
= Diferentes reacciones inmunoldgicas a a anticuerpos monoclonales
Transmision .
= Diferentes vectores
Rango de hospederos

= Diferentes rangos de hospederos

Por ejemplo, los geminivirus del subgrupo III que afectan el tomate en Costa Rica son
diferentes a los detectados en Nicaragua y Guatemala. Recientemente se ha puesto el nombre Tomato
severe leaf crumple virus (TSLCrV) para virus presentes en Guatemala, Honduras y Nicaragua y

Tomato lear crumple virus (TLCrV) para el presente en México (Mejia y Dardon 1994).

e. Begomovirus identificados en los paises centroamericanos y del Caribe. Hasta 1994
habia reportes de siete grupos principales de begomovirus en Centroamérica, México y el Caribe,

clasificados segtn la posicion 805 del N-terminal del gen Rep, que se mencionan a continuacion:

- Virus del mosaico dorado (BGMV)-tipo II, incluye aislamientos de Puerto Rico,
Republica Dominicana y Guatemala.

- Virus del mosaico dorado (BGMV)-tipo I, aislamientos de Brasil

- Virus del enanismo del frijol (BDMV) incluye el virus del mosaico del abutilon
(AbMYV), virus moteado del tomate (ToMoV) y virus del encrespamiento de la

hoja del tomate (TLCrV).
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- Virus del enrollamiento de la hoja de calabaza (SqLCV), incluye cepas R y E del
AqLCV, virus del mosaico dorado calopogonium (CalGMV), virus del pimenton
de Texas (TPV), virus del mosaico calico del frijol (BCMoV) y virus del
encrespamiento severo de la hoja del tomate (TSLCrV).

- Virus huasteco del pimenton (PHV)

- Virus del mosaico dorado del tomate (TGMYV)

- Virus del mosaico amarillo de la papa (PYMV)

(Mejia y Dardon 1994).

Es interesante notar que los geminivirus que infectan el frijol se encuentran en cuatro de los
siete grupos. Se cree que han al menos seis virus que infectan al tomate en Centroamérica, México y el

Caribe, pero no han sido caracterizados adecuadamente (Mejia y Dardén 1994).

En este estudio también se realizo la identificacion con base a sintomatologia (en el caso del
virus del enanismo del frijol, por medio de pruebas de transmision). Se utilizaron otras técnicas
inmunologicas (ELISA) y moleculares (hibridizacion con sondas radioactivas o PCR). Los resultados

por pais se muestran en el cuadro 3:

Cuadro 3
Virus identificados en Centroamérica y el Caribe hasta 1994 (Tomado de Mejia y Dardon

1994)

Nombre del virus identificado

Cultivo/planta infectada

Pais

Mosaico dorado del frijol
(BGMYV)

Phaseolus vulgaris
P. acutifolius
Calopogon mucura
Macroptilium
Rhynchosia spp.
Sida spp.
Euphorbia sp.
Erythrina spp.

Guatemala

El Salvador

Honduras

Nicaragua

Costa Rica

Panama

Reptiblica Dominicana
Haiti

Cuba

Jamaica

Mosaico calico del frijol
(BCMoV)

P. vulgaris

México

Mosaico del kenaf

Hibiscus cannabinus
Dature stramonium

El Salvador

Clorosis infeccionsa del aldogon

Wissadula amplisima
Malva parviflora
Gossypium hirsutum

Guatemala
Republica Dominicana
Nicaragua

G. hirsutum
Sida spp.
Mosaico amarillento del tomate | Lycopersicum esculetum El Salvador
(TYMV) Costa Rica
Panama
Virus no caracterizado del L. esculetum Costa Rica
tomate Nicaragua
El Salvador
Honduras

Republica Dominicana
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Nombre del virus identificado Cultivo/planta infectada Pais
Virus chino del tomate (CATV) | L. esculetum Republica Dominicana
Jatropha Guatemala
Gossyfolia El Salvador
Euphorbia Costa Rica
Heterophilla
Sida spp.
Virus del enrollamiento de la L. esculetum Republica Dominicana
hoja del ayote (SqQLCV) Guatemala
Virus del acolochamiento L. esculetum Republica Dominicana
amarillo de la hoja del tomate
(TYLCV)
Virus del mosaico dorado del L. esculetum Reptiblica Dominicana
tomate (TGMV)
Virus del encrespamiento severo | L. esculetum Guatemala
de la hoja del tomate (TSCrV) Honduras
Nicaragua
Virus del encrespamiento de la L. esculetum México
hoja del tomate (TLCrV)
Grupo de geminivirus en meldén | Cucumis melo Guatemala
Enrolamiento de la hoja del Honduras
ayote (SqCLV) Costa Rica

Por otro lado, en Guatemala, hasta 1999 se analizd tejido vegetal con sintomas de
“acolochamiento” de varias muestras provenientes de Sanarate. En ellas se identificaron tres especies
de begomovirus, Tomato severe leaf curl virus-Guatemala (ToSLCV-GT), Tomato mottle virus-
Guatemala (ToMoV-GT) y Pepper golden mosaic virus-Guatemala (PepGMV-GT). Tomato mottle
virus-Guatemala pertenece a la familia AbMV (abutilon mosaic) en la cual se encuentran otros virus
infecciosos del tomate del hemisferio occidental;, Tomato severe leaf curl virus-Guatemala y Pepper
golden mosaic virus-Guatemala pertenecen al grupo filogenético del SQLCV (Squash leaf curl) (Mejia
1999).

Todos estos virus se encuentran presentes en infecciones mixtas. Pepper golden mosaic virus-
Guatemala también fue detectado en tomate y chile pimiento. Tomato severe leaf curl virus-Guatemala
fue aislado en tomate y pepino, mientras que Tomato mottle virus-Guatemala s6lo en tomate (Mejia
1999). En estudios més recientes (2005), se han descrito ocho virus (para tomate y chile) encontrados

en Centro América: PepGMYV (Pepper golden mosaic virus)

- PHYVV (Pepper huasteco virus)

- ToLCSinV (Tomato leaf curl sinaloa virus)
- ToMHV (Tomato mosaic havana virus)

- ToMiMoV (Tomato mild mottle virus)

- ToGMoV (Tomato golden mottle virus)

- ToSLCV (Tomato severe leaf curl virus)

- ToYMoV (Tomato mottle taino virus)

(Nakhla et al. 2005)
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De éstos los mas frecuentes en Guatemala son Pepper golden mosaic virus, Pepper huasteco

yellow vein virus, Tomato leaf curl sinaloa virus y Tomato mosaic havana virus (Nakhla et al. 2005)

Es necesario tomar en cuenta la inminente presencia del virus del enrollamiento de la hoja del

tomate (TYLCV) en estas regiones. Este aunque es originario del hemisferio oriental, han sido

reportado casos en Republica Dominicana y Jamaica, y no se descarta la posibilidad que se haya

esparcido a las otras regiones (Mejia y Dardon 1994). A la fecha ya ha sido confirmado en Guatemala

por especialistas, basandose en la sintomatologia de la plantas, sin embargo es necesario llevara a cabo

pruebas de diagnoéstico para confirmarlo (Palmieri, M, Laboratorio de Proteccion Vegetal, Universidad

del Valle de Guatemala, palmieri@uvg.edu.gt, Comunicacion personal).

Debido que la mayoria de los geminivirus se han descubierto recientemente, algunos de ellos

no han sido caracterizados completamente y no hay informacion suficiente. A continuacion se listan

las especies de begomovirus seflalados como causa de virosis en tomate en el hemisferio occidental,

documentados los sintomas principales, asi como su aparicién en otros lugares no mencionados

anteriormente (Anderson y Poltson 1997).

Cuadro 4

Caracteristicas de algunos geminivirus que afectan el hemisferio occidental (Tomado de Anderson y

Poltson 1997).

Virus

Distribucion conocida

Sintomas en tomate

Otros hospederos (aparte del
tomate)

Virus del chino del tomate
(CdTV)/Virus rugoso de la
hoja del tomate (TLCrV)

Meéxico (Chiapas,
Morelos, Sinaloa,
Tamaulipas)

Rizado severo de la hoja,
enrollamiento de la hoja,
mosaico amarillo,
engrosamiento de las venas,
enanismo, reduccién en la
produccién de frutos.

Experimental: El ambito de
hospedantes incluye 19 especies de 4
familias,

Campo: no reportado

Virus huasteco del pimenton
(PHV)

Meéxico (Guanajuato,
Quintana Roo, Sinaloa,
Tamaulipas), EEUU
(Texas)

Aclareo de venas, distorsion
leve de las hojas, clorosis,
enanismo

Experimental: Capsicum annuum
Campo: C. annuum

Virus del mosaico amarillo
de la papa (PYMV)

Guadalupe, Martinica,
Puerto Rico, Trinidad y
Tobago, Venezuela

Moteado clorotico, rizado de la
hoja, distorsion de la hoja

Experimental: Especies de Datura,
Petunia, Nicotiana
Campo: Solanum tuberosum

Virus del mosaico dorado del
pimentén Serrano (SGMV)

Meéxico (Sinaloa), EEUU
(Arizona)

Rizado de la hoja, distorcion
de la hoja, enanismo

Experimental: C. annuum, C.
frutescens, Datura stamonium
Campo: C. annuum, C. Frutescens

Virus del enrollamiento foliar
del tomate de Sinaloa
(STLCV)

Meéxico (Sinaloa)

Clorosis y amoratamiento
foliar, rizado de la hoja,
internodos reducidos

Experimental: C. annuum, Nicotiana
tabacum, Solanum melongena, Malva
parviflora

Campo: no reportado

Virus taino del moteado del
tomate (TTMoV)

Cuba

Rugosidad, deformacion y
rizado de las hojas, enanismo

Experimental: C. annuum
Campo: no reportado

Virus tejano del pimenton
(TPV)/Virus del chile
jalapeiio (PJV)

México (Coahuila,
Sinaloa, Tamulipas),
Guatemala, EEUU
(Arizona, Texas)

Mosaico, rizado de la hoja,
enanismo

Experimental:C. annuum, C.
frutescens, D. stramonium, 4
Nicotiana spp., Physalis wrightii
Campo: C. annuum, C. frutescens, N.
glauca

Geminivirus del tomate BZ-
Ub

Brasil (Minas Gerais)

Mosaico Amarillo

No reportados

Geminivirus del tomate BZ-

Brasil (Minas Gerais)

Mosaico Amarillo

No reportados

Ig
Virus del mosaico dorado del | Brasil Mosaico Amarillo Experimental:D. stramonium, 5
tomate (TGMV) Nicotiana spp., Physalis sp.

Campo: no reportado
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Virus

Distribucion conocida

Sintomas en tomate

Otros hospederos (aparte del
tomate)

Virus del moteado del tomate
(ToMoV)

Puerto Rico, EEUU

(Florida, ocasionalmente

en: Carolina del Sur,
Tennessee, Virginia)

Moteado clorotico, rizado de la
hoja, enanismo de la planta,
reduccion en el tamafio y
numero de frutos

Experimental: Lycopersicon spp.,
Phaseolus vulgaris
Campo: Solanum viarum

enrollamiento foliar amarillo
del tomate (TYLCV)

Cuba, Republica
Dominicana, Jamaica

Reduccion el tamaiio de la
hoja, bordes clordticos,
moteado clorético, abscision
floral, enanismo severo de la
planta

Experimental: el ambito de
hospedantes incluye especies en
aproximadamente 10 familias
Campo: Boerhavia erecta,
Cynanchum acutum, D. stramonium y
otras

Virus del mosaico amarillo Venezuela Mosaico amarillo, rizado de la | Experimental: D. stramonium, 2

del tomate (TYMV) hoja, enanismo Lycopersicon spp., Nicandra
physaloides, N. tabacum, Petunia
hybrida, Physalis peruviana
Campo: no reportadas

Virus del moteado amarillo Costa Rica Moteado clorotico, distorsion No reportados

del tomate (ToYMoV)

de la hoja, rizado de la hoja,
enanismo

Virus del rayado amarillo de
la nervadura del tomate

Brasil (Sao Paulo)

Mosaico Amarillo, hojas
onduladas

Experimental: Solanum tuberosum
Campo: no reportado

(ToYVSV)

Geminivirus 1 del tomate Guatemala, Honduras, Rizado severo de la hoja, No reportados
(TomatoGV1) Nicaragua moteado de la hoja o clorosis

Geminivirus 2 del tomate Guatemala No reportados No reportados
(TomatoGV2)

f. Incidencia de los Begomovirus identificados en los paises centroamericanos y del

Caribe. Se han llevado a cabo estudios para determinar la incidencia de estos virus en plantas por

medio de PCR o hibridizacion. En el cuadro 5 se muestran los porcentajes anuales detectados para cada

virus descrito en Centro América:

Cuadro 5
Incidencia de begomovirus encontrados en Centro América (Tomado de Nakhla et al. 2005)
Porcentaje de incidencia (%)
Lugar fecha Virus
ToSLCV | ToGMoV | ToMiMoV | ToMHV | ToYMoV | ToLSinV | PepGMV
general
1999 58 17 0 0 0 0 0 8
2000 92 38 62 31 23 0 15 8
2001 100 100 100 0 100 0 0 0
Guatemala
2002 100 100 80 40 20 0 60 20
2003 100 85 62 23 31 0 23 31
2004 100 81 100 50 50 0 13 13
1998 67 100 0 67 50 0 0
Honduras 1999 100 50 0 63 0 0
1999 100 75 0 100 0 0
1994 100 0 100 0
Costa Rica
1996 100 0 33 67 0
Nicaragua 1992 100 0 50 0 50 0

ToSLCV: Tomato severe leaf curl virus;, ToGMoV: Tomato golden mottle virus; ToMiMoV: Tomato mild mottle
virus;, TOMHV: Tomato mosaic havana virus; ToYMoV: Tomato mottle taino virus;, ToLSinV: Tomato leaf curl
sinaloa virus; PepGMV: Pepper golden mosaic virus
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El estudio fue realizado con plantas que presentaban sintomas por begomovirus, la deteccion
se realizd por medio de cebadores o sondas especificos a cada tipo de virus, ademas de iniciadores
degenerados para deteccion de begomovirus general. No se realizo la deteccion para PHYVV (Pepper

huateco yellow vein virus) (Nakhla ef al. 2005).

En sintesis, se considera que la identificacion de virus o cepas virales y su incidencia, asi
como las fuentes de indculo y su diseminaciéon como componentes prioritarios. Deben ser considerados
en los planes epidemioldgicos para disefiar, entender y manejar el complejo mosca blanca-geminivirus

en la region (Mejia y Dardon 1994).

C. Vectores de begomovirus

1. Bemisia tabaci. Son insectos de la familia Aleyrodidae, conocidos cominmente como
moscas blancas. Los adultos tienen el cuerpo recubierto de una fina capa de polvo blanco de aspecto
harinoso (aleyron = harina), producido por unas glandulas ventrales. Se trata de una especie polifaga
que parasita mas de 300 especies de plantas, pertenecientes a mas de 63 familias botanicas, incluyendo

ornamentales, malas hierbas y cultivos horticolas (Naranjo 2004).

2. Morfologia y ciclo de vida. B. tabaci conocida vulgarmente como “mosca blanca de la
batata” es la mosca blanca mas importante en el mundo. Se presenta entre los 0-1000 m SNM, aunque
en Guatemala, Costa Rica y Panama se encuentra en altitudes mayores. La distribucion mundial parece
estar relacionada con la implementacion de los monocultivos y sus diferentes practicas agricolas. Esta
reportado como plaga en regiones tropicales y subtropicales de todos los continentes, a excepcion de

algunas regiones de Sur América ecuatorial (Carabali 2004).

Las especies de mosca blanca presentan cuatro estados diferenciados: huevo, larva, pupa y
adulto (ver figura 4). A su vez el estado de larva tiene tres estadios (I, II y III). Existen algunas
discrepancias en la utilizacion del término pupa, que no lo es realmente, ya que existe alimentacion en
la primera parte del estado, y la transformacion en adultos se produce en la parte final del mismo, sin

que exista una muda pupal (Naranjo 2004).

Los adultos, revestidos de una secrecion cérea pulverulenta blanca, tienen los ojos de color
rojo oscuro, con dos grupos de omatidias unidas en el centro por una o dos de ellas. En reposo las alas
se pliegan sobre el dorso formando un tejadillo casi rectangular. Los huevos son elipticos, asimétricos.
Las larvas son ovaladas, aplanadas, de color blanco amarillento y transliicido. En todos los estadios el

contorno es irregular (Naranjo 2004).

La hembra deposita preferentemente los huevos en el envés de las hojas, unidos a ellas
mediante un pedicelio que es insertado en el tejido hospedante, aunque en algunos cultivos prefiere el
haz. Los huevos se disponen de forma aislada, en grupos irregulares o en semicirculos, los cuales traza
a modo de abanico con su abdomen sin moverse del sitio, pues no abandona su actividad de comer

mientras los pone. Pueden o no estar recubiertos por una secrecion cerosa blanca (Naranjo 2004).
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El estado larvario dura aproximadamente un mes. Durante los tres primeros estadios, la larva
se alimentara succionando jugo de la planta de tal forma que, en caso de que ésta se secase o muriese,
ella también moriria. En el primer estadio se mueve unos pocos milimetros para buscar su propio lugar
y clava su aparato bucal en el tejido de la planta. El segundo estadio es tipico por la cremosa
transparencia y por el desarrollo de patas y antenas rudimentarias. En el tercero aumenta el tamafio y es
de una transparente cremosidad. En el cuarto y ultimo no es necesaria la ingesta de alimento, adquiere
un color verde-amarillento, empieza a abultarse y se hacen visibles dos ojos rojos. Transcurridas las

cuatro semanas emerge el adulto de la pupa (Naranjo 2004).

El tiempo de desarrollo de esta especie de mosca blanca depende principalmente de la
temperatura, de la planta huésped y de la humedad. Algunos investigadores han estudiado la duracion
del desarrollo de huevo a insecto adulto a diferentes temperaturas. En algodon el ciclo suele ser de dos
a tres semanas en verano. El tiempo necesario para el desarrollo es menor segun aumentan las
temperaturas. El desarrollo del insecto es 6ptimo a temperaturas altas (unos 30-33° C). Por encima de
33° C el ritmo de desarrollo decrece rapidamente de nuevo. No so6lo es importante el tipo de planta
huésped, sino también la calidad nutricional del cultivo. Situaciones de estrés tales como una baja
intensidad luminosa, altas temperaturas y extrema humedad, pueden influir sobre el desarrollo directa o

indirectamente (Naranjo 2004).

Los adultos miden aproximadamente 1 mm de longitud, siendo las hembras ligeramente son
mas grandes que los machos. En reposo las alas son de color blanco-crema y forman una especie de
techo sobre el abdomen y mantienen los lados paralelos. Por lo general, sobre todo en los machos, las
alas quedan levemente separadas. El adulto, recién emergido, es de color amarillo palido y sus alas son

ligeramente transparentes, aunque luego adquieren un color blanco debido al polvo (Carabali 2004).

Figura 4
Ciclo de vida de la mosca blanca (Tomado de Bohmfalk et al. 2004)

3. Taxonomia. En el mundo se han identificado aproximadamente 1,200 especies, aunque
se estima que el nimero sea superior. La mayoria (724), se encuentra distribuida en zonas tropicales,

mientras que 420 especies han sido descritas para las regiones templadas. Desde el punto de vista
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economico las dos especies mas importantes son: Trialeurodes vaporariorum y Bemisia tabaci

(Carabali 2004).

Estas especies son consideradas una de las plagas mas importantes en la agricultura tropical y
subtropical, como también en los sistemas de produccioén bajo invernadero. Desde los afios ochentas
ocasiona pérdidas economicas en el sur de los Estados Unidos, México, Venezuela, Cuenca y Este del
Caribe, Centro y Sur América, dada su comprobada eficiencia como vector de virus, unida al dafio que
causa la alimentaciéon directa y la excrecion de melaza. Las Fabaceae, Asteraceae, Malvaceae,
Solanaceae y Euphorbiaceae son las familias con mayor nimero de especies hospederas (Carabali

2004).

Las moscas blancas se presentan como un gran complejo integrado por, al menos, once
especies: Aleurotrachelus socialis, Trialeurodes variabili, Bemisia tuberculata, Aleurothrixus aepim,
Bemisia tabaci, Bemisia argentifolii, Trialeurodes abutiloneus, Aleurodicus dispersus, Paraleyrodes
sp., Aleuronudus sp. y Tetraleurodes sp.. Debido a la alimentacidon directa y transmision de virus,
ocasionan severas reducciones en el rendimiento de las raices y constituyen una de las principales
plagas. A. socialis es la especie predominante en la zona norte de Suramérica y, en menor proporcion,
en Brasil. B. tuberculata y T. variabilis han sido registradas en bajas densidades en Brasil, Colombia y
Venezuela. B. tabaci tiene una distribucion tropical generalizada Africa, América, Asia. El rango
geografico actual de B. tabaci incluye a Japén, Canadd y Holanda, donde afecta amplias areas de

cultivos bajo invernadero (Carabali 2004).

4. Transmision de begomovirus. Existen tres etapas para la transmision de los virus:
adquisicion del virus desde una planta infectada, retencion del virus en el vector e inoculacion de éste
en una planta sana. Los virus persistentes circulativos como geminivirus transmitidos por B. fabaci, son
aquellos que necesitan ser adquiridos desde el floema de la planta y transportados hasta la cavidad
hemolinfatica (hemocele) después de atravesar el digestivo posterior. Luego de la hemolinfa, el virus
baja hasta las glandulas salivares accesorias donde la lamina basal forma vesiculas alrededor de la
particula viral mediante pinocitosis que luego son transportadas por exocitosis hasta el canal salivar.
Finalmente, los viriones son transportados desde el canal salivar a la planta durante la salivacion en
tejidos floematicos. Todos estos procesos (adquisicion, latencia e inoculacion) requieren un periodo
para que vector pueda ser virulifero (Federes 2003). Se ha observado que el tiempo de adquisicion
optimo debe ser de 12 a 24 horas, latencia de 4 a 12 horas e inoculacién de 24 a 48 horas. Estudios

han sugerido que este patron se conserva entre los geminivirus del subgrupo 111 (Rosell et al. 1999)

Se han detectado viriones de geminivirus en el contenido digestivo tanto de B. tabaci como de
T. vaporarorium, indicando que se encuentra en el sistema digestivo de ambas especies. Por el
contrario, unicamente se han detectado particulas virales en la saliva y hemolinfa de B. tabaci, pero no
en T. vaporarorium. Esto indica que ambas especies son capaces de ingerir el virus, pero solo en B.
tabaci los viriones atraviesan la barrera del sistema digestivo y entran a la hemolinfa (o pasa a las

glandulas salivares). Sugiriendo que el epitelio digestivo de T. vaporarorium no permite el paso de los
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viriones desde el sistema digestivo hasta la hemocele. Posiblemente esta especie contiene estructuras

anatomicas especializadas que delimitan su movimiento (Rosell et al. 1999).

5. Movimiento local y estacional de mosca blanca. Para conocer aspectos cuantitativos del
movimiento (entre plantas) local de la mosca blanca, se han realizado mediciones de la tasa de
inmigracion de los adultos hacia plantas de tomate. Utilizando trampas cilindricas con orificios que
permiten la entrada de luz, se observo que los adultos se desplazan hacia los viales con iluminacién. De
esta manera las plantas quedan libres de mosca blanca. Después de un tiempo determinado se volvié a
realizar la captura de los individuos en las mismas plantas, con el fin de conocer la cantidad de adultos
que habia migrado en el intervalo de tiempo. Se determiné que el movimiento varia seglin la ubicacion
de las plantas en relacion al viento y la hora solar. En las partes expuestas al viento, las tasas fueron
mas altas en comparacion con las partes no expuestas. Durante las primeras horas del dia (entre 7y 11
a.m.) se observé mayor moviendo hacia las plantas de tomate en comparacion con las otras. Reflejando
de manera general, que la mosca se desplaza de planta en planta, infectado a todo el cultivo. Esto tiene
relevancia para el disefio de un manejo variable de mosca blanca dentro de un campo, con el uso de
franjas de alta frecuencia de aplicaciones de insecticidas o variedades resistentes. La relacion entre el
movimiento y la hora solar, puede ser usada para determinar las horas de muestreo o aplicaciones de
insecticidas. En lo que respecta a los resultados en la exposicion al viento, si la tasa de movimiento es
alta en las areas no expuestas al viento, el gradiente decreciente de virosis dentro del campo,
unicamente se puede dar si la proporcion de los vectores infectivos en la poblacion de mosca blanca es
baja. Dado esta condicion se pude dar cierto éxito en el manejo de los virus transmitidos por mosca
blanca como un insecto y no necesariamente como un vector. Sin embargo, si la poblacién de migrante
de mosca blanca proviene de un campo de rastrojo infectado y la proporcion de los vectores infectivos
es alta, estas tdcticas del manejo integrado no logrardn reducir la incidencia de virosis (Guharany

1994).

Por otra parte, para conocer el movimiento de la mosca blanca durante las diferentes épocas
del afio, se han realizado capturas quincenales de adultos con trampas amarillas pegajosas. Durante el
periodo de septiembre 1992 hasta mayo de 1993, se compararon las capturas de adultos, en trampas
colocadas a 6 pies del suelo y otras entre 4 y 6 pies sobre el suelo. Las capturas realizadas en las
primeras trampas fueron significativamente mayores, lo que indican movimientos locales y no

migraciones de larga distancia (Guharany 1994).

Para determinar el paton de movimiento estacional de los adultos de mosca blanca, se
realizaron series de capturas en diferentes locaciones. Las capturas de mosca blanca revelaron tres
picos altos durante el afio, estos ocurrieron en noviembre-diciembre, marzo-abril y agosto-septiembre.
Los picos altos de captura coincidieron con los movimientos de maduracion fisiologica de las plantas
(maleza) resultado en el aumento de movimiento local en busca de nuevos nichos. La coincidencia de
estos momentos con la disponibilidad de nuevos brotes de los mismos hospederos o cultivos
susceptibles, provee a la mosca blanca la oportunidad de sobrevivir o actuar como plaga. En areas de

riego, el problema se agudiza aun mds. En estas 4dreas ademads del alto movimiento local, la presencia
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continua de hospederos silvestres y cultivados asegura una alta probabilidad de éxito de colonizacion y
reproduccion de mosca blanca durante todas las fechas. Esto pone en evidencia la adaptacion de este
insecto en el agrosistema. Sin embargo, el impacto fundamental de mosca blanca en el sistema de
produccion agricola, sigue siendo la transmision del virus. El conocimiento de los reservorios de virus
y la importancia de los hospederos cultivados y silvestres como reservorio de virus, ayudaran a

entender la dinamica de los vectores dentro del agrosistema (Guharany 1994).

D. Efectos negativos de la virosis de begomovirus transmitida por mosca blanca a plantaciones de

tomate

De acuerdo a investigaciones realizadas con el fin de evaluar la preferencia de la mosca blanca
en diferentes cultivos, se probaron 12 especies vegetales en comparacion al tomate en cuanto a
sintomas y porcentajes de huevos y adultos de B. tabaci detectados. Se realizé un recuento de huevos y
adultos de B. tabaci y sintomas en cada una de las plantas. Los resultados arrojaron que los adultos
prefieren al tomate para posarse y alimentarse. Las plantas de tomate y chile fueron las especies (hasta
el 100%) mas susceptibles al geminivirus transmitido por la mosca blanca, mientras que las especies de
sandia, melon okra y tabaco presentaron el problema en menor proporcion. Esto demuestra que las
plantaciones de tomate estdn en riesgo potencial ante B. fabaci y la transmision de begomovirus

(Calderdn 1994).

Segtn la Federacion de Asociaciones Agricolas de Guatemala (FASAGUA) entre los efectos
negativos de la virosis por begomovirus esta la fuga de divisas debida al incremento en el uso de agro
insumos e importacion de pasta y concentrados de tomate; menor area sembrada por consiguiente mano
de obra reducida; amenaza del sector por otros paises mas eficientes en la produccion de estos cultivos

y precios altos al consumidor (FASAGUA 2007).

1. Impacto economico. Las enfermedades causadas por geminivirus son mencionadas
reiteradamente como la limitante biotica para la produccion de tomate en América tropical (Anderson y
Poltson 1997). De acuerdo a estudios realizados en Guatemala por FASAGUA, el costo adicional que

causan las enfermedades por geminivirus son los siguientes:

Cuadro 6
Costo adicional que causan las enfermedades por geminivirus en el cultivo de tomate en
Guatemala (Tomado de FASAGUA 2007)

rubro ideal (sin virosis) | real (con problemas de virosis)
Rendimiento (cajas/manzana) 1500 - 2500 200 — 1000
Costo de produccion (Q./manzana) | 40,000 — 50,000 50,000 — 80,000
Costo de Produccién (Q./caja) 12-25 40 - 80

Los datos anteriores muestran la importancia de realizar un estudio continuo y de caracter

urgente a fin de contrarrestar el problema lo antes posible y ofrecer una sostenibilidad aplicando
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medidas que han funcionado en otros paises y que ya aplicadas en algunos valles en Guatemala se han

obtenido excelentes resultados (FASAGUA 2007).

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, se recalca la importancia de llevar a cabo estudios (de
carecer urgente) para proponer soluciones a fin de contrarrestar el problema aplicando medidas que han
funcionado en otros paises y que ya aplicadas en algunos valles en Guatemala se han obtenido

excelentes resultados (FASAGUA 2007).

E. Técnicas de diagnostico para begomovirus

No es posible dar un diagnostico definitivo con base en la sintomatologia, pues como se
menciond anteriormente, ésta varia de acuerdo a la especie de virus, cultivo, edad de la planta al
momento de la infeccion y condiciones ambientales. Por tanto, para el diagnéstico exacto se requiere
del uso de pruebas de diagnostico (Poltson y Anderson 1997). A continuacién se describen algunas del

las técnicas mas utilizadas para la deteccion de geminivirus.

1. Cuerpos de inclusion. Corresponden a estructuras que aparecen durante la infeccion por
determinados virus. En algunos casos podrian corresponder a factorias o sitios de agregacion de
viriones. También poseen la propiedad de tefiirse con colorantes &cidos o basicos, presentan una
localizacion intracitoplasmatica y/o nuclear y su forma de organizacion guarda relacion con el tipo de
virus que la produce; siendo por lo tanto de utilidad en el diagnostico histopatoldgico, en células
exfoliadas y cortes de tejido (Poltson y Anderson). Estos métodos son confiables, practicos y
econdmicos, pero unicamente puede identificarse el virus a nivel de grupo y pocas veces a nivel

especifico (Singh y Singh 1995).

Los geminivirus producen grandes inclusiones nucleares, las cuales se tifien con Azul A. Estas
inclusiones, que son caracteristicas de los geminivirus, pueden observarse mediante un microscopio de
luz. El tejido de tomate es relativamente facil para procesar, y se producen numerosas inclusiones en

tejido foliar y flores infectadas diagnodstico (Poltson y Anderson 1997).

2. Pruebas serologicas: ELISA. Se han producido los anticuerpos policlonales y
monoclonales de la capa de proteinas de diversos geminivirus que son usados en pruebas de deteccion
y determinacién de geminivirus. La seleccion de anticuerpos puede determinar la especificidad de la
prueba y puede ser utilizado para detectar un amplio ambito de geminivirus y cepas. A pesar de la
importancia econdmica de estos virus, existen pocas empresas comerciales que suministren anticuerpos
para la deteccion de geminivirus por este método (Poltson y Anderson 1997). Entre los inconvenientes

de la produccién de anticuerpos, pueden mencionarse:
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- Inestabilidad de éstos debido a sus propiedades fisicas y quimicas, que los hacen
dificil de purificar en forma estable.

- Los viriones son pobremente inmunogénicos

- las proteinas de la capside no contienen antigenos que las distingan entre especies

(Wyatt y Brown 1996).

Como todas las pruebas serologicas, esta técnica tiene como limitante la poca informacion que

proporciona acerca de los 4acidos nucleicos que se utilizan (Singh y Singh 1995).

3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Esta técnica permite la multiplicacion de
copias de moléculas de ADN por la accion de la amplificacion enzimatica de una secuencia especifica
ADN blanco (Brown 1995). Para la deteccion de geminivirus, se necesitan pequeias cantidades de
tejido seco, fresco o congelado y es extremadamente sensible. La especificidad de la prueba puede
controlarse mediante la seleccion de imprimadores o “primers” y las condiciones de la amplificacion.
Algunas empresas comerciales ofrecen servicios de deteccion usando estas pruebas diagndstico

(Poltson y Anderson 1997).

En ocasiones la concentracion de viroides y algunos virus es menor al limite de deteccion de
técnicas como ELISA e hibridizacion de acidos nucleicos (descrita posteriormente), por lo que no
puede precisarse la virosis. Este problema se soluciona usando muestras con una secuencia blanco
amplificada, como es el caso de patogenos de plantas con conocimientos basicos sobre la estructura de
su genoma. Esta amplificacion puede realizarse por medio de la reaccidon en cadena de la polimerasa

usando oligonucleétidos (iniciadores) especificos (Singh y Singh 1995).

Este método es altamente eficiente y especifico, teéricamente capaz de sintetizar 10° copias de
una secuencia especifica. Luego de la amplificacion, pueden analizarse los productos en geles de
agarosa. Con esta técnica es posible detectar patogenos presentes en titulos bajos, los cuales no pueden
elucidarse con métodos convencionales como ELISA o hibridizacion. Otras aplicaciones de este
método es la identificacion de patdgenos desconocidos presentes de forma multiple (infecciones
mixtas); deteccion de patégenos conocidos detectados usualmente con bioensayos; entre otras (Singh y

Singh 1995).

Entre los inconvenientes se encuentran el gasto inicial del equipo, capacitacion del personal,
se deben llevar a cabo buenas practicas de laboratorio para evitar contaminacion de muestra a muestra;
es necesario el conocimiento de la secuencia blanco, entre otras. La técnica de PCR puede ser inhibida
en extractos de acidos nucleicos de tejido vegetal o por lo que son necesarias técnicas de purificacion

para eliminar estos compuestos. (Singh y Singh 1995).

4. Hibridizacién de acidos nucleicos. Por medio de esta técnica se detecta el acido nucleico

de los geminivirus pero no su capa proteica. Consiste en separar las dos hebras del ADN doble hélice
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(desnaturalizacion) para posteriormente unir las hebras que sean complementarias (renaturalizacion).
Estos dos pasos se realizan por medio de variaciones de temperatura: desnaturalizacion por calor y

renaturalizacion al exponerlas a temperaturas bajas (Brown 1995).

5. La hibridizacion es afectada por varios factores: temperatura, concentracion de sal y pH
de la reaccion. Si hay bajas concentraciones de sal y altas temperaturas la especificidad de la
hibridizacion sera alta. Por el contrario, si se realiza a temperaturas bajas hay gran posibilidad que
segmentos no complementarios se unan a la sonda. Por lo tanto, las condiciones deben ser

cuidadosamente controladas para evitar falsos positivos (Brown 1995).

La especificidad de estas pruebas se logra la seleccion de las sondas de ADN y las
condiciones de hibridizacion y lavado diagnostico. Este tipo de prueba es muy til cuando se quieren
estudiar gran nimero de muestras, pero tienen la limitante de no ofrecer informacion sobre el tamaiio

de las bandas del ADN hibridizado (Poltson y Anderson 1997).

F. Métodos de control

Hasta la fecha se han realizado mayor cantidad de investigaciones, tanto en Guatemala como
en otros paises, sobre todo en lo que respecta a las practicas de manejo ( principalmente dirigidas al
control del vector). Estos métodos permiten reducir los efectos del complejo mosca blanca-virus sobre
la produccién. La resistencia genética, es decir, el uso de variedades resistentes o tolerante, se
considera actualmente uno de los componentes mas importantes en el programa de manejo integrado
de plagas y enfermedades. No obstante, ésta no ha sido adecuadamente explorada en este medio (Mejia

1999).

Dentro de los métodos de control que han sido reportado en Centro América y el Caribe,

pueden mencionarse los siguientes:

1. Cultural. Casi en todos los paises usan alguna tecnologia que incluye fechas de siembra,
uso de barreras vivas, altas densidades de siembra, cobertores del suelo, cultivos asociados, cultivos
trampa, eliminacion de rastrojos, periodos sin cultivo, rotaciéon de cultivos, fertilizaciéon adecuada o

siembra contra el viento (Mejia y Dardon 1994).

2. Bioloégico. Su uso se ha aplicado en el cultivo del melon en Guatemala y Honduras, con
el uso de parasitoides como FEncarsia spp., Eretmocerus spp., ademas de depredadores como

Hippodamia spp., y entomoéfagos como hongos, bacterias, etc (Mejia y Dardon 1994).

3. Etoldgico. Se ha implementado en Guatemala y Costa Rica, incluye el uso de trampas

amarillas (Mejia y Dardon 1994).
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4. Genético. Incluye el uso de materiales tolerantes o resistentes al virus o al insecto.
Aunque los mecanismos de resistencia aun no estan plenamente determinados se ha logrado obtener
material de fijol tolerante al BGMV. En tomate, se han evaluado en Costa Rica lineas tolerantes al

TYLCV (Mejia y Dardon 1994).

5. Periodos libres de hospederos (vedas). Consiste en la eliminacion de hospederos del
geminivirus, tanto en cultivos como maleza. Las malezas, tales como escobillo (Malvastrum
coromandelianum), flor amarilla (Melampodium dicricatum), mirasol (Tithonia rotundifolia), aceitilla
(Bidens pilosa), cinco negritos (Lantana camara) y chinchiguate (Wedelia acapulcensis), son

hospederos de geminivirus y por tanto, son fuentes importantes del inoculo (Mejia 1996).

Al realizar un monitoreo de la mosca blanca en Republica Dominicana, se encontrd una
dramatica disminucion del virus en el periodo de donde se eliminaban los hospederos del virus. La
implementacion del periodo libre de los hospederos, es considerado, en gran parte el responsable de
este resultado. La efectividad del periodo libre de hospederos, en términos de la reduccion de la
incidencia del virus de TYLCV fue revelado por el monitoreo realizado cada mes. El virus detectado
en las muestras de moscas blancas (en cultivos de tomate) disminuy6 durante los meses diciembre-
enero durante el periodo libre de hospederos. Por el contrario, aumentd en las areas en donde no se
eliminaron los hospederos durante el mismo periodo. La implementacion de este método es
recomendable para reducir la incidencia de virus durante las épocas en donde la incidencia de moscas

infectadas es mayor (Salati ez. al. 2002.)

En estos periodos, no se plantan hospederos de begomovirus para lograr que el indculo
presente en los campos disminuya hasta niveles insignificantes. Esto permite a la plantacion producir
antes que se presente la infeccion. De esta manera, el agricultor obtiene cosechas de calidad y reduce la
necesidad del uso de pesticidas. Estos periodos libres de hospederos se recomiendan aplicarse hasta que
no se logre desarrollar otro método efectivo (como variedades resistentes) Con esta técnica se pueden
predecir el porcentaje de virus que circula en determinado campo (hospederos y vectores) asi como

establecer cuales cultivos seran los mas afectados (Salati ez al. 2002).

G. Estudios previos realizados en Guatemala

Se han realizado varios estudios sobre geminivirus en Guatemala. De acuerdo con Palmieri et
al. (1999) se encontrd un 15% de positividad en las muestras analizadas antes y después de las lluvias.
No hay diferencia significativa entre la distribuacion de muestras positivas durante esos periodos

(Palmieri ef al. 1999).
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III. JUSTIFICACION

La mosca blanca Bemisia tabaci es el principal vector de enfermedades producidas por
geminivirus. Estos pueden dejar pérdidas de 70%-90% o hasta del 100% cuando la infeccién se da en
etapas tempranas del desarrollo de la planta. Estas enfermedades no s6lo ocurren en tomate, sino
también en otros hospederos como meldn, chile, etc, también cultivados en Guatemala. Dado que la
economia de este pais se basa en predominantemente en el area agricola, pérdida de tal magnitud puede

llevar a una crisis econémica severa.

Dada la alta incidencia de estos virus, es importante hacer estudios para establecer patrones de
la enfermedad en las diferentes épocas del afio y asi entender las interacciones virus-vector-hospedero.
El conocimiento sobre B. tabaci tiene como objetivo final, reducir las pérdidas en los cultivos, debidas
al dafio ocasionado por la alimentacion directa y la transmision de virus. Esto ayudara a desarrollar
estrategias mas efectivas para control de la enfermedad e implementar medidas preventivas (vedas) y
no curativas como ha sido hasta el momento. Una vez que la planta adquiere la enfermedad, no hay

cura por lo que se enfatiza en su prevencion.

El resultado a largo plazo, es el mejoramiento en el manejo de las enfermedades provocadas
por geminivirus; reducir las pérdidas econdmicas en el cultivo de tomate; obtener una produccion mas
efectiva tanto en costo como en calidad; asi como proteccion del ambiente y la salud ante el uso

excesivo de los agroquimicos.

Al minimizar los costos por virosis, puede ser considerado un cultivo para exportacion
(especialmente en los mercados de México y Estados Unidos) Se estima que al exportar tomate y chile
pimiento (ambos hospederos de geminivirus) se podrian generar alrededor de 20 a 30 millones de
dolares en divisas y 20 mil empleos directos (en un plazo de 5 afios) . El tomate y chile guatemalteco
ademas de tener el acceso a Estados Unidos, el mayor mercado se exportaria a Canada, México y la

region Centroamericana.
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IV. OBJETIVOS

A. Generales

1. Monitorear la incidencia de begomovirus general y especifico en mosca blanca (Bemisia
tabaci) en cinco valles tomateros de Guatemala para predecir periodos adecuados para la
siembra de este cultivo.

2. Sugerir épocas de veda como método preventivo a la transmision de begomovirus.

B. Especificos

1. Monitorear la incidencia de begomovirus general en mosca blanca (B. fabaci y T.
vaporarorium) en Salama, Laguna de Retana, Area central, Esquipulas y Santa Rosa

durante un afio, utilizando PCR con iniciadores degenerados.

2. Determinar la proporcion de B. tabaci en relacion con otras especies de mosca blanca

para comparar con el porcentaje de virosis de begomovirus general.

3. Estimar la incidencia de los begomovirus mas frecuentes en Guatemala (Pepper huasteco
vellow vein virus, Pepper golden mosaic virus, Tomato mosaic havana virus y Tomato
severe leaf curl virus) en las muestras positivas para begomovirus general, utilizando

iniciadores especificos.

4. Seleccionar posibles épocas de veda y de siembra de tomate, de acuerdo a los porcentajes

de begomovirus (general y especifico) circulante.

5. Establecer patrones de bandas generadas por PCR de cada virus especifico, mediante la

técnica de SSCP.
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V. HIPOTESIS

Se proponen las siguientes hipétesis:

Es posible predecir el porcentaje de virus circulante en determinado campo de cultivo, para

seleccionar una época de veda como parte de un programa de manejo integrado.

La incidencia de los begomovirus mas frecuentes en Guatemala (Pepper huasteco yellow vein
virus, Pepper golden mosaic virus, Tomato mosaic havana virus y Tomato severe leaf curl

virus) transmitidos por B. tabaci difiere durante las diferentes épocas del afio.

Pepper huasteco yellow vein virus es el begomovirus predominate en los diferentes campos

tomateros, durante las diferentes épocas del afio.

Cada virus especifico presenta un patron de bandas caracteristico que lo distingue de los otros.
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VI. MATERIALES Y METODO

A. Esquema general de la metodologia

Figura 5
Diagrama de flujo del método que se realizd
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B. Materiales

1. Reactivos

Reactivo

Tris-HCI

Nodidet p-40

EDTA

Proteinasa K
Deoxinucleétidos trifosfatados

Solucion amortiguadora 10x para

PCR

Taq ADN polimerasa
Acido bérico
Agarosa

Marcador de masa molecular de 1Kb

Formamida

Marca

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Promega
Promega

Promega

J. T. Baker

Merck

Promega y Eurogentec
Merck

Azul de bromofenol Merck
Xilen cianol Merck
Hidréxido de sodio Merck
Acrilamida Merck
Bisacrilamida Merck
Nitrato de plata Merck
Acido acético Merck
Carbonato de sodio Merck
TEMED Merck
Persulfato de amonio Sigma
Tiosulfato de sodio J. T. Baker
Aceite mineral Sigma
Bromuro de etidio Fisher Biotech
Formaldehido al 37% Merck
Imprimadores (tanto generales como  Invitrogen
especificos)

2. Equipo
Equipo Marca
Refrigerador
Termociclador MJ Reserch, Inc.

Fuente de poder
Camara de electroforesis
horizontal

Camara de electroforesis vertical
Bloque térmico

Micropipetas

Balanza analitica

Estereoscopio

Transluminador UV

Sigma Aldrich Techware

Bio-Rad Mini Protean III
Thermolyne

Eppendorf

Mettler

Heerburg
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Especificaciones

Grado reactivo
Grado reactivo
Grado reactivo
Grado biologia molecular
Grado biologia molecular
Grado biologia molecular

Grado biologia molecular
Grado reactivo

Grado biologia molecular
Grado biologia molecular
Grado reactivo

Grado reactivo

Grado reactivo

Grado biologia molecular
Grado biologia molecular
Reactivo pureza electroforesis
Grado reactivo

Grado reactivo

Grado reactivo

Grado reactivo

Grado reactivo

Grado reactivo

Grado biologia molecular
Reactivo pureza electroforesis
Grado reactivo

Ver secuencias en apéndice B:
Programas de PCR y secuencias
de imprimadores

Especificaciones

Modelo PTC-100

PS 251-1

Mod. E 0638; 259 V DC; limites de
operacion: 250V DC, 15W, 60mA,
50°C

2,10, 200, 1000pL
Modelo AE 163
Modelo M3Z



3. Otros materiales

C. Método

Probetas 10, 50 y 100mL
Beakers 59, 100, 250 y 500 mL
Agitadores magnéticos

Papel encerado

Tubos eppendorfde 0.5y 1.5 mL
Cajas petri

Bulbos para pipetas

Filtros nalgene

Gradillas

Puntas para micropipetas
Parafilm

Espatulas

pinzas

Frascos de vidrio

Pipetas pasteur
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1. Colecta de las muestras. Las muestras de mosca blanca fueron colectadas desde febrero

2006 a enero 2007. Los lugares de muestreo fueron plantaciones de tomate en Salama, Baja Verapaz,

Laguna Retana, Area Central (Villa Nueva y Amatitlan), Esquipulas y Santa Rosa. Se procurd tomar

moscas en cinco diferentes puntos: este, oeste, norte, sur y centro, aproximadamente 100 individuos.

Los puntos muestreados fueron los que se indican a continuacion:

Lugares muestreados

1-Alta Verapaz
2-Baja Verapaz
3-Sacatepéquez
4-Guatemala
5-Santa Rosa
6-Jalapa
7-Jutiapa
8-Chiquimula



Cuadro 7

Coordenadas de los puntos muestreados

Valle Punto muestreado Latitud longitud | Altitud

Norte 15°07°24"" | 90°19°22"" 975

Salamé Sur 15°05715"" | 90°18°35"" 987
Este 15°03°44"" | 90°16°38"" | 1055

Oeste 15°06°51°" | 90°20°43"" 971

Sur 14°24°04°" | 89°50°11°" | 1053
Centro 14°24°35"" | 89°50°23"" | 1054
Laguna de Retana Este 14°25°05"" | 89°49°18"" | 1077
Norte 14°25°34"" | 89°50°03"" | 1082
Oeste 14°25°38"" | 89°51°20°" | 1094

Finca. San Jorge 14°29°43"" | 90°35°01"" | 1225

Area ceniral Finca El Puente (Amatitlan) 14°31°37°" | 90°33°47"" | 1213
ENCA 14°32°26"" | 90°36°35"" | 1405

Finca Fernando Gonzalez (Barcenas) | 14°32°50°" | 90°37°41"" | 1535

Rodeo 14°39°40"" | 89°16°53"" 972

Esquipulas Cuev?tas 14°37°17"" | 89°18°16"" 937
Olopitas 14°36°00°" | 89°18°06"" 927

Valle Dolores 14°35°59"" | 89°20°23"" 945
Santa Rosa Norte 14°30°01°" | 90°10°40"" | 1422

30

Se buscaron moscas blancas en estado adulto en el envés de las hojas y se succionaron con un

aspirador construido con una boquilla unida a un tubo que contenia etanol 80%, en donde se

preservaron hasta ser llevadas al laboratorio de Proteccion Vegetal de la Universidad del Valle.

H. Identificacion. Se identificaron segiin especie y sexo. Se determiné la especie de mosca
blanca segun Palmieri et al., utilizando como criterio principal la colocacion de los omatidios en la
cabeza (figura 7). El sexo se determiné utilizando como indicador el segmento final del abdomen

(figura 8).

Figura 7
Disposicion de omatidios de las especies de mas comunes de mosca blanca (Tomado de Palmieri et al.
1999)
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Figura 8
Segmento final del abdomen de la mosca blanca para diferenciar sexos (Tomado de Palmieri et al.
1999)
Hembra Macho

I.  Extraccion de ADN. Se utilizaron hembras B. tabaci y T. vaporarorium. Se decidid
trabajar con ambas especies, ya que la primera es el vector principal y la segunda como un indicador de

la presencia de virus en el campo.

Con el fin de obtener suficiente ADN se hicieron grupos de 1 a 5 moscas para B. tabaci y 1 a
10 para de T. vaporarorium (mayor nimero de estos individuos con el fin de poder detectar el virus).

Cada grupo fue considerado como una muestra.

A cada muestra se agregaron 10puL de buffer de lisis (ver apéndice). Se macerd con un pistilo
de plastico, sobre una caja petri forrada con papel aluminio y parafilm, hasta obtener una consistencia
uniforme. Se agregaron otros 100pL de buffer de lisis (o 20uL por mosca), se calentaron por aprox. 15
minutos a 95°C y se almacenaron a —20°C. Se extrajo ADN (de la misma forma) de moscas
individuales para determinar si una sola estaba infectada con varios virus y para establecer patrones de

bandas por medio de SSCP de los virus que transmiten.

J. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccion de begomovirus general. De
cada campo se realizaron un total de 4 pruebas de PCR, por punto de colecta: 3 en Bemisia tabaci y 1
en Trialeurodes vaporariorum. Si no se contaban con suficientes adultos de B. tabaci para correr las
tres pruebas, se trabajo las restantes con adultos de 7. vaporariorum. Ademas se analizd una mosca

individual por cada valle.

Cada PCR consistié de 20.5ul. de mezcla de reaccion (descrita en el apéndice A: soluciones
utilizadas) y 4.5uL de ADN. En cada corrida, se incluyé marcador de masa molecular de 1 kb y
controles tanto positivos como negativos. El programa utilizado para la ampliacion se describe en el
apéndice B: Programas de PCR y secuencias de imprimadores). Los productos de PCR se almacenaron
a 4°C hasta su analisis posterior. Se considerd positivo aquellas muestras que luego de la electroforesis

presentaran una banda de 544 pb.
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K. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para identificar el begomovirus. Se
seleccionaron algunas de las muestras positivas para begomovirus general (incluyendo moscas

individuales) y se corrieron 4 reacciones de PCR para identificar el virus.

Cada PCR consistio de 20 pL. de mezcla de reaccion (ver apéndice A: soluciones utilizadas) y
SuL de ADN, las otras condiciones se describen en el apéndice A. Los pares de imprimadores
utilizados fueron propuestos por Nakhla et al. (ver secuencias en apéndice B). Los virus especificos
que se identificaron son los mas frecuentes en Guatemala (Pepper huasteco yellow vein virus, Pepper
golden mosaic begomovirus, Havana golden mosaic begomovirus y Severe leaf yellow mosaic virus).
Se considero positivo aquellas muestras que luego de la electroforesis presentaran una banda de 700 pb

para Pepper huasteco yellow vein virus y una de 400 pb para los otros tres virus.

L. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR. Para visualizar el resultado
obtenido con la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa, se migré el producto de PCR, a través

de un gel de agarosa 1% en buffer TAE 1x (ver apéndice A).

Para ello, se cargd en una cdmara de electroforesis horizontal 6.5uL de producto de PCR con 1
pL de buffer de montaje, incluyendo los controles de PCR y marcador de masa molecular de 1 kb. El
gel se corrid entre 80 y 85 volts usando como solucién amortiguadora TAE 1X. Se tifi6 con bromuro
de etidio por 5 minutos y destifio con agua por otros 5 minutos. Se expuso a luz UV para visualizar las
bandas y se fotografio. Este procedimiento se realizo tanto para los productos de PCR general como

especifico.

M. Andlisis del patron de bandas por medio de SSCP. Se analizé el producto de PCR de
muestras (grupos) positivas para todos los virus especificos y negativo para los 4, pero positivas para el
general; moscas individuales en que se detectd unicamente 1 de los 4 virus especificos (utilizando en
todas los iniciadores especificos). Ademas se corrieron algunas muestras que dieron una banda intensa

con los imprimadores degenerados.

La preparacion del gel de polacrilamida se describe a continuacion:

a. Preparacion del gel. Se prepar6 un un gel de poliacrilamida al 30% (ver apéndice A)

y dejo polimerizar por aproximadamente una hora.

b. Cargado del gel. Se mezclaron en un tubo 2uL de producto de PCR y 9uL de buffer
desnaturalizante de carga (ver Apéndice A) y calentaron a 95°C por tres minutos e inmediatamente
colocados en hielo durante 5 minutos. Se colocaron 2 pL de esta mezcla en cada pozo del gel de

poliacrilamida. En cada corrida se incluyd marcador de masa molecular de 1kb.
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c. Corrida del gel. La electroforesis se llevo a cabo a voltaje maximo a 25miliamperios
y 4°C hasta que ambas bandas de colorante (azul y naranja) se salieron (aproximadamente 5h). Se

empled como buffer de camara TBE 0.5X (ver apéndice A).

d. Tincidén de plata. Se removieron los geles de las placas de vidrio y se colocaron en un
recipiente con 200 mL de acido acético 10% (ver apéndice A). El gel se lavo 4 veces con 250 mL de
agua destilada por dos minutos con agitacion constante. Se transfirié a 150 mL de solucion colorante de
nitrato de plata (ver apéndice A) y dejo por 30 minutos. Se escurrid y lavo con agua destilada por
aproximadamente 20 minutos, se agregaron 250 mL de solucion de carbonato de sodio (ver apéndice

A). Esta reaccion se detuvo con 200mL de 4cido acético 10%.

Los geles se colocaron sobre un papel filtro, luego se cubrieron con pléstico y dejaron secar en

un horno.

N. Analisis de los resultados. Los datos se agruparon de acuerdo a la época donde se
realizaron las colectas y presencia/ausencia del virus, obteniendo en cada una el porcentaje de
incidencia de begomovirus (tanto general como especifico). Luego se graficaron los datos tomando
como porcentaje de virulencia de cada valle, a la media del porcentaje de virulencia de los campos que
componen dicho valle, para cada uno de los meses. El porcentaje de cada especie de mosca se analizod
de la misma manera. Se hizo una correlacion entre la proporcion de mosca B. tabaci y el porcentaje de

virulencia de ésta con el programa Microsoft Excel.

Se determin6d mediante la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis, si existia diferencia
estadistica significativa del porcentaje de cada virus (general y especifico) encontrado en cada region,

en caso que la hubiera, cudl virus fue el més abundante. La ecuacion utilizada para calcular el valor F

fue:
12 (Tg)2
H=—(Z ) — 3(N+1)
N(N+1) n,
Ecuacion 1
De donde:

N: namero total de datos analizados
Tg: suma de rangos

ng: numero de datos de cada columna

(Freund y Wilson 1997)
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION
A. Porcentaje de hembras de mosca blanca

En el cuadro 10 (Apéndice C) y figuras 14 a 18 (Apéndice C) se muestran los porcentaje de
las especies encontradas en cada campo muestreado. Idealmente, se traté de capturar 100 individuos
por valle, pero en ocasiones no se encontrd esa cantidad, por lo que se trabajo con los especimenes

colectados.

Debido que B. tabaci es el principal vector de este virus, se hizo mayor énfasis en su analisis.
Sin embargo, se tratd a T. vaporarorium como otra especie importante, al considerar la abundancia
respecto a las otras moscas blancas y a su capacidad de actuar como reservorio, aunque no trasmita el
virus. Se decidié tomar en cuenta unicamente hembras (ambas especies), ya que en éstas es mas facil

detectarlo.

De modo general, se observo que B. tabaci y T. vaporarorium predominan en los todos los
meses y campos muestreados. Otras especies identificadas fueron T. abutiloneus, B. tuberculata y sin
identificar (con un omatidio rojo y otro negro). Estas aunque no transmiten begomovirus, dispersan
otros virus (como potyvirus) o causan daflo mecanico que igualmente alteran la produccién de los

cultivos.

En lo que concierne al porcentaje de individuos (B. tabaci) durante las diferentes épocas del

aflo, se determiné una tendencia similar en todos los valles como se muestra en la figura 9:

Figura 9
Porcentaje de hembras B. tabaci colectadas en los cinco valles tomateros durante febrero 2006
a enero 2007
iError!Vinculo no vilido.

El muestreo inicié con niveles altos de B. tabaci. Durante la época seca (marzo a
mayo) y principio de las lluvias (junio y julio) descendi6 a los porcentajes mas bajos (22% en Salama,
0% en Laguna de Retana, 3% en el area central y 38% en Santa Rosa). Exceptuando Esquipulas, donde
el periodo de baja incidencia (3%) se prolongé desde febrero a septiembre (con la salvedad de marzo
que alcanzo6 41%). A partir del establecimiento de las 1luvias, los valores variaron, pero generalmente
fueron mayores que en época seca (superiores a 50%) y se mantuvieron estables en los meses

posteriores a las lluvias, con tendencia a disminuir.

Otra similitud en todos los valles, es que cuando B. tabaci o T. vaporarorium presenta alta
abundancia, la otra disminuye. La aparicion de otras especies en los ultimos meses del afio es otra
caracteristica en comun (debida posiblemente a factores climaticos). Todos estos comportamiento ya
han sido descrito anteriormente (Palmieri e al. 1999), por lo que se infiere que el patrén de

comportamiento se repite anualmente, pero hay que realizar mas estudios para confirmarlo.
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B. Incidencia de virosis general

Para determinar la presencia de geminivirus general, se usaron los imprimadores degenerados
514y 1048. Estos amplifican un segmento del anillo A que contiene parte de dos genes (CP y Rep) que
codifican una proteina de capside, comun para todos los begomovirus. Aunque la secuencia de los
fragmentos difiere de acuerdo a la especie, el tamafio esperado era 544 pb. Los resultados obtenidos se

muestran a continuacion:

De las 545 muestras analizadas 341 fueron positivas, lo que equivale al 62.6% del total. En los
cuadros 11 y 12 (ver apéndice C) y figura 10 se aprecia mayor porcentaje de muestras positivas de B.
tabaci con respecto a T. vaporarorium, lo que sugiere que la primera puede adquirir el virus mas

facilmente.

Figura 10
Porcentaje de muestras positivas para begomovirus general detectadas en los cinco valles muestreados

100

07 vaporarorium
8B, tabaci

porcentaje de muestras positivas
3

Sdama Lagina de Retana Avrea centrd Esquipdas SentaRosa
Valle

Seglin datos recolectados por la Universidad del Valle en el 2003, se ha incrementado la
incidencia de begomovirus. De acuerdo con Palmieri et. a/ (1999), se obtuvo alrededor del 15% de las
muestras positivas, mientras que en este estudio el promedio fue mayor al 50% (Salama 60.4%, Laguna
de Retana 71.8%, Area central 63.6%, Esquipulas 51.1% y Santa Rosa 64.7%). Aunque no hay datos
reportados para 7. vaporarorium, se obtuvo mas muestras positivas con relacion a B. tabaci del estudio

anterior.

Esto pude deberse a que los agricultores al notar la severidad de los dafios, siembran en otros
lugares, transportando el virus y por ende favoreciendo su proliferacion; al uso del tomate y chile como
cultivos alternos (mayor fuente de indculo) o mejor adaptacion del virus para proliferar en los

hospederos o resistir al medio.

La distribucion de muestras positivas de B. tabaci, segiin el mes en el que se hicieron las

colectas de mosca blanca se muestran en las figura 11, 19 a 23 (ver apéndice C)

Figura 11
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Incidencia de virosis detectada en B. tabaci recolectadas en los diferentes valles tomateros durante febrero
2006 a enero 2007
iError!Vinculo no valido.

Se observo (con excepcion de Esquipulas) que a partir de abril hasta aproximadamente julio
la incidencia de virosis disminuye hasta los niveles mas bajos. En Salama y Laguna Retana, la menor
virulencia ocurre durante mayo a julio (27% y 0% en julio, respectivamente); area central y Santa Rosa
en mayo (0% y 22% respectivamente); Esquipulas desde agosto hasta septiembre (0% en ambos

meses).

Por el contrario, los meses con mayor incidencia varian segun el lugar. Hay dos incrementos,
uno entre final y principios de afio y el otro posterior a los meses con menos virulencia. Posiblemente,
después que caen las primeras lluvias (mayo), la mayoria de los adultos B. tabaci (ver cuadro 10 en
apéndice C) muere, por lo que se detiene la transmision. Mientras la incidencia de virosis disminuye,
reservorios como maleza u otros cultivos mantienen el virus en el campo, hasta que nuevas
generaciones de moscas lo adquieren y dispersan (debido a ello se observa un aumento drastico luego

de los niveles mas bajos de infeccion).

Por otro lado, en T. vaporarorium, el comportamiento fue similar (ver figura 13). La
incidencia de virosis en esta especie disminuy6 en abril a mayo hasta porcentajes cercanos al 0%,
luego subio hasta casi el 100% durante junio a septiembre; de octubre a diciembre la virosis bajo desde
valores aproximadamente 80% a 25% y tendié a aumentar en los meses posteriores. Puede notarse que
en los meses de baja virulencia de B. tabaci, se detectaron muestras positivas de 7. vaporarorium, lo
que sugiere que en el campo siempre hay virus circulante. El estudio de esta especie fue importante

para determinar si era indicador de la cantidad de virus circulante en los campos.

Al correlacionar los resultados de virosis y porcentaje de hembras B. tabaci circulante, no se
encontré relacion lineal entre ambas variables. El cuadro que se describe a continuacion muestra los

indices de correlacion (calculados con el programa Microsoft Excel):

Cuadro 8
Coeficientes de correlacion entre el porcentaje de hembras B. tabaci y la virosis presente, calculado para
cada lugar muestreado

Lugar coeficiente correlacion
Salama -0.075
Laguna de Retana 0.55
Area central 0.25
Esquipulas 0.15
Santa Rosa -0.27

Este indice de correlacion de Sperman indica el grado de dependencia entre variables (si una
aumenta, la otra también en la misma proporcion; si los valores son negativos esta relacion es inversa).
La escala de este valor oscila entre —1 y +1, en medio se encuentra el valor 0, indicando que no existe

asociacion lineal entre las variables a estudio (Fernandez y Diaz 2001). En las muestras analizadas es
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cercano a 0.5, lo cual no revela necesariamente que no exista correlacion ya que las variables pueden

presentar una relacion no lineal.

La diferencia de resultados (especialmente positivos y negativos) entre los diferentes valles,
puede deberse a otras variables, como practicas culturales de los agricultores, localizacion geografica y
factores climaticos del lugar, uso de productos quimicos, otros cultivos, malezas, etc. Por ello, es
necesario hacer mas estudios enfocado a estas variables para establecer posibles interacciones con

ellas.

Por otro lado, al comparar la incidencia de muestras positivas en cinco lugares muestreados,
se notd que durante las diversas épocas del afio presentan diferentes porcentajes, pero de manera
general se tienen el mismo comportamiento. Para confirmar la hipétesis anterior, se analizaron los
datos mediante la prueba no paramétrica de Kuskal Wallis. Se decidié aplicar este método, pues se
desconocia si la distribucion de los datos era normal y si las poblaciones tienen la misma varianza. Este
método es el equivalente no paramétrico de ANOVA. Consiste en ordenar los datos, asignandoles una
posicion o rango 1, hasta la posicion o rango n. Si las poblaciones fueran seleccionadas de poblaciones
idénticas, la suma de los rangos correspondientes a cada muestra, deberia ser aproximadamente a los
tamafios de las muestras n, y n,. Los valores experimentales de H son comparados con los criticos de y*
(chi cuadrado) rechazando o aceptando la hipdtesis nula de acuerdo al valor de H (Freund y Wilson

1997).

Al realizar este analisis, se encontrd que con nivel de significancia a=0.05, la H experimental
es 4.89 con 4 grados de libertad y ¥* critica 9.45 con 4 grados de libertad, por lo que se acepto la
hipotesis nula. Es decir, estadisticamente con 0=0.05 la proporcién entre muestras positivas y negativas

de begomovirus general en todos los lugares muestreados son parecidas.
C.  Periodos de veda

La importancia del monitoreo de la virulencia es para identificar periodos de mayor incidencia
de begomovirus. La razon de prolongar las vedas por dos meses, es para eliminar cualquier fuente de

indculo del virus, asi las generaciones posteriores de mosca blanca estén libres de éste.

Debido que el tomate es un cultivo de crecimiento rapido, supera el tiempo que tarda la mosca
en volver a infectarse (ya que la cantidad de virus que generalmente se encuentra en la maleza es
bajo). En lo que la mosca recupera su infectividad (ésta no puede trasmitir el virus inmediatamente
porque trasmite el virus de forma persistente) la plantacion de tomate ya ha producido fruto y si lo
infecta ya no dafia la produccion. Por tal razon, se sugiere las vedas al cultivo de tomate como método

alternativo para el control de esta plaga.

Al establecerse en cada valle los meses con mayor incidencia, los periodos de veda sugeridos

(2 meses) considerando la localizacion geografica de cada uno, son: Salama julio-agosto, Laguna de
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Retana agosto-septiembre, area central febrero-marzo, Esquipulas octubre-noviembre y Santa Rosa

diciembre-enero, segun se observa en la figura 12.

Figura 12
Periodos de veda y siembra sugeridos para los lugares muestreados de acuerdo la incidencia
de virosis
iError!Vinculo no valido.
Las areas sombreadas son los meses sugeridos para veda; el resto para siembra. Este lapso se

selecciond con base en la mayor incidencia de begomovirus.

Los periodos libres de hospederos o vedas deben llevarse a cabo previo a la siembra del
tomate para eliminar cualquier posible indculo de virus. Se recomienda llevar a cabo vedas no
simultaneas, establecidas por regiones. Si se hiciera una veda general, en ese lapso no se produciria
tomate, provocando que su precio se eleve excesivamente. El proposito es mantener la siembra durante
todo el afo, limitandola en ciertos lugares, pero cosechando en otros. Durante la veda, para que el
agricultor no tenga pérdidas econdmicas por falta de produccion de tomate, se aconseja cultivar otros
productos alternos (no hospederos de geminivirus) como maiz y cebolla. Ademas, se deben eliminar
todos los posibles hospederos (malezas o rastrojos) para impedir que nuevas generaciones de moscas

blancas se infecten y trasmitan el virus durante la veda.

En los periodos de baja incidencia de begomovirus en mosca blanca, no excluye la posibilidad
de infeccidon en las plantas, pues éstas actuan como reservorios (en ocasiones asintomaticas). Por ello,
se aconseja monitorear el virus mediante PCR directamente en los hospederos (tanto primarios como

secundarios), asi conjuntamente proponer vedas que podrian ser mas efectivas.

Las vedas deberan aplicarse como método complementario a los usados hasta el momento.
Esta medida es parte de un programa de manejo integrado, que como si bien se indica, por si misma no
es efectiva. Por ello, es necesario conciencia a los agricultores, haciéndoles saber los beneficios que
obtendran al valerse de esta técnica. Actualmente existen organizaciones (FASAGUA) que estan
interesadas en hacer trabajos en conjunto, lo cual beneficia enormemente a la intencién de

implementar otras medidas de control.

D. Incidencia de virus especificos

De acuerdo a la persistencia del virus en el vector, se identificaron los cuatro begomovirus
mas frecuentes en Guatemala. Esto es importante debido a la posibilidad del surgimiento de otra
especie mas virulenta (como TYLCV) o una modificacion genética de un virus que lo haga mas

peligroso (especialmente en infecciones mixtas).

De las pruebas con las moscas individuales, se esperaba establecer si una mosca era capaz de

portar mas de un virus. De las 24 moscas analizadas en 6 se detectd un solo tipo de virus (25%) en el
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resto se detectaron diferentes combinaciones. Esto indica que una misma mosca es capaz de infectar

una planta con mas de un virus, dando infecciones mixtas.

Sin embargo, es posible que una mosca porte los 4 virus, pero la planta adquiera inicamente
uno (depende de sus estrategias inmunes para combatirlos). Para determinar cual es el begomovirus
predominante en los cultivos, es necesario hacer pruebas directamente en los hospederos. Asimismo, en
este estudio se detectd cualitativamente la presencia de virus (positivo o negativo). Para comprobar si
la cantidad de indculo de cada begomovirus que transporta el vector es igual, se necesitan profundizar

con métodos cuantitativos (como PCR real time) y determinarlo de manera mas certera.

En lo que respecta a los resultados segun al analisis estadistico realizado, la distribucion por
valle de las 4 especies de begomovirus (ver cuadro 9) detectadas en mosca blanca es igual. Se aceptd la
hipétesis nula pues, el valor de H experimental 7.57, 5.66, 4.60, 3.60 y 2.61 y y* critico 7.815 con 3
grados de libertad y a=0.05, para Salamé, Area central, Laguna de Retana, Esquipulas y Santa Rosa
respectivamente). Al establecer que la distribucion de los 4 virus es igual, automaticamente se descartd

la hipétesis que Pepper huasteco yellow vein virus es el mayoritario.

Posiblemente Tomato mosaic havana virus y Tomato severe leaf curl virus han adquirido
mayor habilidad para evadir los sistemas de defensa de las plantas, haciéndose mas virulentos o se han

podido dispersar mejor.

Los resultados muestran que en el campo circulan las cuatro especies de begomovirus
analizadas, dando posibilidad a infecciones mixtas en una misma planta. Probablemente el aspecto mas
importante estas infecciones es la alteracion de los sintomas y aumento en la tasa de replicacion del
virus. En éstas, el tipo de interacciones entre los virus co-infectantes pueden causar sinergismo
(haciendo mas severos los sintomas que en una infeccion pura o viceversa). Durante estas interacciones
puede haber eventos de recombinacién y complementacion dando como resultado la posibilidad de

nuevos virus (Méndez et al. 2003).

En el caso de Pepper huasteco virus y Pepper golden mosaic virus, la alteracion de los
sintomas depende del hospedero ya que en infecciones mixtas de estos virus, se ha observado un efecto
antagonico en chile y sinergismo en tabaco. El antagonismo es probablemente una ventaja de las
infecciones mixtas, pues Pepper huasteco virus reduce la severidad con que infecta Pepper golden
mosaic virus (Méndez et al. 2003). En tomate, no se ha reportado el efecto que tiene la combinacioén
de estos virus. Debido que en Guatemala, tanto Pepper huasteco virus 'y Pepper golden mosaic virus
circulan en los campos, es necesario establecer las interacciones de éstos en el cultivo de tomate, para

determinar de qué tipo es. De esta manera sugerir soluciones al problema.

Por otro lado, en el caso de Santa Rosa, hubo muestras que no amplificaron con los
imprimadores especificos, pero si con los generales. Por lo que se enviaran a secuenciar para establecer

si se trata de una nueva especie o es una cepa de las existentes en Guatemala que no es amplificada con
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los imprimadores especificos. Por el momento se realizo un analisis preliminar por polimorfismo en la
conformacién de filamentos de ADN monocatenario (SSCP). Los productos de PCR con los
iniciadores degenerados se corrieron en un gel de poliacrilamida para comparar si los patrones de

bandas coincidian con otras muestras identificadas, como se indica en la siguiente seccion.

Es importante destacar en que el estudio se realizo la identificacion de virus por medio de
PCR. Esta técnica aunque es sumamente sensible, no permite correr mayor numero de muestras
simultaneas. Se corrieron 756 muestras en la identificacion. En otras técnicas como hibridizacion, estas

muestras pueden correr en grupos, lo que disminuye el tiempo de analisis, ademas de facilitarlo.

E.  Patrones de bandas caracteristicos de cada virus mediante SSCP del producto de PCR usando

imprimadores degenerados

La técnica SSPC (single strand conformation polymorphism) permite detectar mutaciones con
base en la movilidad electroforética en geles de poliacrilamida debido a la estructura alterada por
agentes desnaturalizantes. La movilidad electroforética de los productos de PCR (simple hebra)
depende de su estructura secundaria. Por lo que si éstos contienen diferentes secuencias (como
inserciones o eliminaciones) tendran diferentes movilidades (Orozco 1999). Esta técnica es rapida y
sencilla (comparada con secuenciacion) que puede ser util para hacer seleccionar posibles muestras a

secuenciar.

Se analizaron mediante SSCP productos de PCR usando imprimadores degenerados y
especificos. En el caso de los degenerados se corrieron: 1) moscas individuales que dieran unicamente
positivo para un virus especifico; 2) muestras positivas para todos los virus) y 3) aquellas en donde
hubo amplificacion con los imprimadores generales, pero no en los especificos. Esto se realizo para
tratar de hacer una identificacién preliminar de las muestras no identificadas con los cebadores
especificos. Ademas se seleccionaron algunas de las muestras que hubieran dado una banda intensa con
al amplificar con los iniciadores especificos (a modo de determinar si existe polimorfismo entre

miembros de una misma especie).

No fue posible establecer un patron de bandas caracteristico de cada virus (al analizar el
producto de PCR utilizado los iniciadores degenerados) porque se obtuvieron varios Rf comunes y no
entre si (ver figuras 32 y 33). Para obtener datos mas concretos, se recomienda aumentar en niumero de

muestras corridas, de esta manera establecer un conjunto de posibles patrones para un virus especifico.

Por otro lado, como pude observarse en las figuras 34 y 35 aparecen varias bandas en una
misma muestra (producto de PCR usando los imprimadores especificos), lo que evidencia el
polimorfismo de los virus estudiados. Especialmente, con Tomato mosaic havana virus, con el que se
identificaron 9 bandas. Dados, estos resultados, se recalca la importancia del estudio de las diferentes
especies de begomovirus que circulan en los campos debido a su diversidad y posibilidad de originar

cepas (o nuevas especies) mas virulentas.
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VIII. CONCLUSIONES

El porcentaje de hembras B. tabaci en los cinco lugares muestreados siguen una tendencia
similar en las diferentes épocas del afio.

Cuando una especie (B. tabaci o T. vaporarorium) presenta alta abundancia, la otra disminuye
su poblacion.

En los tltimos meses del afio, aparecen otras especies (7. abutiloneus, B. tuberculata y otras
no identificadas).

De las 545 muestras analizadas de B. tabaci 341 dieron resultado positivo, lo que equivale al
62.6% del total de muestras, siendo los promedios por lugar: Salamé 60.4%, Retana 71.8%,
Area central 63.6%, Esquipulas 51.1% y Santa Rosa 64.7%).

En los meses de baja virulencia de B. tabaci, se detectaron muestras positivas de 7.
vaporarorium, lo que sugiere que en el campo siempre hay virus circulante.

De las 338 muestras analizadas de 7. vaporarorium 110 dieron resultado positivo, lo que
equivale al 32.5% del total de muestras, siendo los promedios por lugar: Salama 39.34%,
Retana 38.55%, Area central 22.5%, Esquipulas 27.03% y Santa Rosa 40%).

Se ha incrementado la relacion de begomovirus detectado en B. tabaci en relacion con
estudios anteriores.

Con excepcion de Esquipulas (agosto a septiembre), en los otros valles, los meses con menor
incidencia de virus son de abril hasta julio.

Los meses con mayor incidencia de begomovirus general varian segin el lugar. Hay dos
incrementos, uno entre final y principios de afio (meses posteriores a las lluvias) y el otro
posterior a los meses con menos virulencia.

La incidencia de virosis en 7. vaporarorium, disminuye a los niveles mas bajos de abril a
mayo y aumenta en junio a septiembre y febrero a marzo.

No se encontrd correlacion lineal entre la cantidad de hembras B. tabaci circulante y virosis
detectada.

Con un nivel de significancia de 0=0.05, la distribucion de muestras positivas y negativas de
begomovirus general es igual en todos los lugares muestreados.

Los periodos de veda sugeridos son: Salama julio-agosto, Laguna de Retana agosto-
septiembre, area central febrero-marzo, Esquipulas octubre-noviembre y Santa Rosa

diciembre-enero.
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Con un nivel de significancia de a=0.05, la distribucidon de muestras positivas y negativas por
sector de Pepper golden mosaic virus, Tomato mosaic havana virus, Pepper Huasteco yellow
vein'y Tomato severe leaf curl virus es igual.

No fue posible establecer un patréon de bandas caracteristico de cada virus (usando los
imprimadores degenerados).

Aparecen varias bandas en una misma muestra (producto de PCR usando los imprimadores
especificos), lo que evidencia el polimorfismo de los virus estudiados. Especialmente, en

Tomato mosaic havana virus (se detectaron 9 bandas diferentes).

IX. RECOMENDACIONES

Prolongar el monitoreo por lo menos dos afios mas para corroborar el patrén de
comportamiento. Ademas de tomar en cuenta otros factores como datos climaticos.

Monitorear la incidencia de begomovirus en sus hospederos (primarios y secundarios) para
determinar si los virus especificos circulantes son adquiridos por las plantas en la misma
proporcion.

Implementar otra técnicas identificar virus especificos, que permita la corrida de mayor
numero de muestras simultaneas (por ejemplo hibridizacion de acidos nucleicos).

Aumentar el nimero de muestras o réplicas tanto en la deteccion de begomovirus general
como especifico.

Analizar mas muestras por medio de la técnica de SSCP.

Identificaciéon de begomovirus que no se amplificaron con los imprimadores especificos
mediante secuenciaciéon y comparacion con secuencias previamente analizadas.

Identificacién y monitoreo de otros vectores de geminivirus, por ejemplo Bemisia tuberculata.
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XI.

A. Apéndice A: Soluciones utilizadas

APENDICES

1. Preparacion de solucion amortiguadora de lisis para mosca blanca

Reactivo Cantidad
Proteinasa k 0.001g
Agua doble destilada | 989.0uL
Tris-HCl 1M Ph § 5uL
EDTA 0.5M pH 8 1 pL
Nonidet P-40 5uL
Volumen total 1000 pL

2. Mezcla de reaccion para deteccion de geminivirus general por PCR

Reactivo Concentracion stock | Volumen a agregar del stock

Agua doble destilada -- 12.25 uL
Solucién Amortiguadora 10X 2.5puL
MgCl, 25mM 2.5 ul
Cebador 514 20mM 0.75 pL
Cebador 1048 20mM 0.75 pL
dNTP’s 2.5mM 1.5 puL

Tag ADN polimerasa 5U/uL 0.25 plL
ADN -- 4.5 pL

Agregar una gota de aceite mineral estéril a cada tubo de reaccion PCR (para evitar evaporacion) antes de colocar

3. Mezcla de reaccion para identificacion de virus especifico de mosca blanca por PCR

en termociclador.

Reactivo Concentracion stock | Volumen a agregar del stock

Agua doble destilada -- 5.3 uL
Soluciéon Amortiguadora 10X 5uL
MgCl, 25mM 3ul
Cebador 1 20mM 2 uL
Cebador 2 20mM 2 ul

dNTP’s 2.5mM 2.5 uL

Taq ADN polimerasa 5U/uL 0.2 uL
ADN - 5puL

en termociclador

Agregar una gota de aceite mineral estéril a cada tubo de reaccion PCR (para evitar evaporacion) antes de colocar
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4. Prepracion del gel de agarosa

Para 30 ml de agarosa:

Reactivo | Cantidad
Agarosa 0.3g
TAE1X | 30 mL

Mezclar los reactivos, calentar hasta disolverlos, colocarlos en la camara de electroforesis hasta que solidifiquen.

5. Stock de buffer TAE 50X, para un litro

Reactivo Cantidad
Tris base 242 g
Acido acético 57.1 mL
EDTA 0.5M pH 8.0 | 100.0 mL

Ajustar volumen a un litro con 980 ml. de agua doble destilada y esterilizar el stock.

6. Buffer TAE 1X, para un litro

Reactivo Cantidad
Buffer TAE 50X 20mL
Agua desmineralizada | 980mL

7. Soluciones para la preparacion de un gel de poliacrilamida 30%

Reactivo cantidad
Acrilamida-bisacrilamida (24:1) 30% | 4.33mL
TBE 5X 1.3mL
Agua destilada 7.37mL
Filtrar y degasificar, luego agregar
TEMED 13ulL
APS 25% p/v 45uL

8. Soluciones de archilamida-bisacrilamida 30% (proporcion 24:1)

Aforar a S0mL con agua doble destilada y guardar en la oscuridad

9. APS 25% p/v

Reactivo Cantidad
Acrilamida 14.4g
Bisacrilamida | 0.6g

Reactivo Cantidad
APS 61.5mg
Agua destilada | 125uL




10.  EDTA0.5M pH 8

Reactivo Cantidad
EDTA 372.2g
NaOH 40g

Agua destilada | 2000mL

11. TBE 5X, para un litro
Reactivo Cantidad
Tris Base 54.0g
Acido bérico 27.5g
EDTA 0.5M pH8 | 30mL
Glicerol 5.0mL

Ajustar volumen a un litro con 65.3mL de agua doble destilada y esterilizar el stock

12. TBE 0.5X

Reactivo Cantidad
TBE 5X 100mL
Agua destilada | 1000mL

13. Solucién amortiguadora de carga desnaturalizante
Reactivo Cantidad
Formamida 9mL
NaOH 1M 0.2mL
Xilen cianol 0.005¢g
Azul de bromofenol | 0.005g

Aforar a 10mL con agua destilada

14. Acido acético 10%

Reactivo Cantidad
Acido acético | 20mL
Agua destilada | 180mL

15. Solucidon reveladora del gel de poliacrilamida (carbonato de sodio)
Reactivo Cantidad
Carbonato de sodio 4.5¢g
Formaldehido 37% 225 ul
Solucién de Tiosulfato de sodio | 1.5 uL




16. Solucidn colorante del gel de poliacrilamida (nitrato de plata)

Reactivo Cantidad
Nitrato de plata 0.15g
Formaldehido 37% | 225uL

La solucién debe prepararse fresca y guardarse en la oscuridad

17. Solucion de tiosulfato de sodio
Reactivo Cantidad
Tiosulfato de sodio | 0.225g
Agua destilada 0.5mL
B.  Apéndice B: Programas de PCR y secuencias de imprimadores
1. Programa de amplificacion para deteccion de geminivirus por PCR

Paso 1: 2 minutos a 95°C
Paso 2:  1.30 minutos a 95°C
Paso 3: 1.30 minutos a 58°C
Paso 4: 1.30minuto a 72°C
Al Paso 2, 30 veces

Paso 5: 10 minutos a 72°C
Paso 6: 4°C indefinidamente

2. Secuencia de iniciadores degenerados
ps15
5 G ¢ ¢ C AT GT AT AGAAAGT CTZ CAAG ¥
A A C G G
p1048
5 G G A T T G A G G C AT G G T A C A T G

G A

= Q>
ap» -

(Brown 1996)
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3. Programa de amplificacion para identificacion de geminivirus especifico por PCR

Paso 1: 30 segundos a 96°C

Paso 2: 30 segundos seglin de anidado annealing de primer especifico (ver cuadro siguiente)

Paso 3: 35 segundos a 72°C
Al Paso 1, 30 veces
Paso 6: 4°C indefinidamente

4, Secuencias de iniciadores especificos
Virus que . Temperat
. Secuencia ura de
amplifica .
anealing
Tomato severe leaf 5'TGTAAATATGAGCCAGGACACCAGG 3’ 60°C
curl virus 5’AATTTGCCCTTGGTGTCCCCAAGAGG 3’
Tomato mosaic 5'GTAATTAAAGGGTGTCTCCAATTGAGC 3’
; 5'GTCTCCAAGCGTATCTGAGG 3’ 58°C
havana virus
Pepper golden 5'"GTAGGATACCCAATTGAGCTTTCTTCG 3°
mosaic 5'"CGGATGAGATTGAAAGTTCTATAGGACC 3’ 60 °C
begomovirus
Pepper huasteco 5'GTAATTTGGAGCTGTACACCAATTGAGC 3’ 550

yellow vein virus 5'GCCACGTGTAGGAACAAGAATTAATAGTTCTATAGAGG 3’

(Nakhla et al. 2004)




