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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo consistié en la caracterizacidn biolégica v molecular de
geminivirus que afectan el cultivo del tomate (Licopersicon esculentum Mill.), el estudio se
realizé en la Universidad Nacional Agraria (UNA), en el periodo de enero 2001 a enero 2002.
Se efectud en tres fases: la primera fase de invemadero, donde se utilizaron plantas de tomate
de la variedad UC-82, crias de mosca blanca (Bemisia tabaci Genn), fuente original del
aislado del geminivirus de Condega, con el objetivo de caracterizar biolégicamente el
geminivirus, a través de periodos de adquisicion, inoculacion y retencion, previamente para la
realizacion de estos periodos, se determiné el porcentaje de transmisibilidad de la colonia de
mosca blanca, el cual [ue de 45% lo que indicé que para asegurar la transmisibilidad del virus
fue necesario usar 5 moscas por planta. Los periodos de adquisicién e inoculacion fueron los
tiempos de 2, 5, 10 v 30 minutos, |, 2, 4, 8, 10, 12, 18, 24 v 48 horas con 3 repeticiones de
cada periodo, los datos obtenidos de estos periodos fueron analizados mediante un analisis de
regresion logistico binario, resultando que el vector fue capaz de adquirir v transmitir el virus
tanto en 10 minutos (40% v 33%) como en 48 horas (60% v 66.66%) respectivamente,
respecto al periodo de retencion se establecid realizandose un promedio de los porcentajes de
severidad de las 3 repeticiones mostrando como resultado que el veclor conservoé su capacidad
de transmision del virus hasta el sexto dia con 45.07% de transmisibilidad, también se
evaluaron 5 especies de la familia solaniceas injertandolas con plantas afectadas con el
geminivirus de Condega, para conocer cuales son hospederas del virus, resultando la especie
Nicotiana tabacum cv. Benthamiana con sintomas del virus. En esta misma fase se evaluaron
4 materiales de tomate (55, 111, 148, 112) usando como testigo la variedad UC-82, se utiliz6
un Disefic Completamente al Azar {DCA) v se evalud la vanable sevendad de la enfermedad
a los datos obtenidos a través de ANDEVA vy separacién de medias seglin Duncan, estos
materiales se evaluaron mediante cuatro tratamientos {inoculaciones), el primero a los 7 ddt,
el segundo a los 14 ddt, el tercero a los 21 ddt v el Gltimo tratamiento fueron las plantas sin
inocular (testigos), el analisis indicod que la variedad UC-82 fue la mas susceptible ante el
complejo mosca blanca-geminivirus presentando mayores porcentajes de severidad y el
material 112 resulté el mas resistente, con menos porcentajes de severidad. La segunda fase se
realizé6 fuera del invernadero, evaluandose ante el complejo mosca blanca-geminivirus 3
materiales, incluyendo la variedad UC-82 como testigo. Se utilizé un Disefio completamente

al Azar, tomando en cuenta las variables sevendad, incidencia y poblacion de mosca blanca,

X



a los datos obtenidos se les realizé ANDEVA vy separacion de medias segun Duncan, el que
mostrd que el material 55 fue el mejor, ya que presenld menos porcentaje de severidad
(40%), el peor material fue la var. UC-82 ya que mostré 58.75% de severidad, con relacion a
la incidencia todos los materiales evaluados resultaron al final de los muestreos con igual
porcentaje de incidencia (100%) y en el caso de la poblacién de mosca blanca la vaniedad UC-
82 fue la que presentd mas adultos por planta en comparacion con el resto de materiales, La
tercera fase fue realizada en el laboratorio de biologia molecular en la UNA v Suecia con el
propésito de caracterizar molecularmente los geminivirus de Condega, Santa Lucia y Sébaco,
secuenciando un fragmento de 1200 pares de bases del componente A para comparar a través
de las secuencias de nucledtidos los porcentajes de similitud que existen entre ellos, dando
como resultado que el geminivirus de Sébaco con el de Santa Lucia alcanzé mayor porcentaje

de similitud con un 95.2 con respecto al geminivirus de Condega que obtuvo un 89.0%.



I. INTRODUCCION

El cultivo del tomate (Licopersicon esculentum Mill) es originario de América del Sur
(Peri, Ecuador) y México paises en donde se encuentra de forma silvestre, es uno de los
cultivos mas importante a nivel mundial, pues se utiliza como materia prima para la
industria, ademas por su variado uso para el consumo fresco, por el alto valor nutritivo
que posee y el gran contenido de vitaminas A y C. En nuestro pais este cultivo constituye
una de las hortalizas mas importantes, contando con la mayor porcion del area cultivada

seguido por el repollo y la cebolla (Van Haeff, 1983 citado por Olivas, 1996).

El cultivo del tomate se comienza a cultivar en Nicaragua, en los afios 40’s, miciandose
en el municipio de Tisma en Masaya, posteriormente se comienza a difundir en el resto
del pais, a partir de los afios 70’s los rendimientos de este cultivo oscilaron entre los
31,936 kg/ha y 39,920 kg/ha, en la actualidad 11,976 kg/ha son considerados buenos
rendimientos ( Rojas, 2000).

En los afios 80's se introdujo al pais la vanedad UC-82 proveniente de California,
Estados Unidos. Esta es una variedad semi-industrial, con rendimientos de hasta 23,000
kg/ha. Hasta la fecha esta variedad es la mas utilizada por los productores, sin embargo,
se estan usando otras variedades como son: Rio Grande, VF-134, Caribe, Tropic,
Floradades, Manalucie, MTT-13, Charm, Gem Pride, Gemstar, Topsin, Yaqui, Bute,
Sunny, Marglobe, M-82, Brigade y algunos hibridos como Peto-96, Peto-98 (INTA,
1999),

El cultivo del tomate es susceptible al ataque de plagas como Coralillo

(Elasmopalpus lignosellus Zeller), gusanos del fruto (Helicoverpa zea, Spodopiera sunia
y Spodoptera exigua) y enfermedades tanto fungosas, bacterianas como virales, siendo la
méas importante las virosis causadas por geminivirus, que provoca una serie de
alteraciones en el organismo de la planta de tomate resultando como consecuencia de
esto, plantas pequefas con las hojas arrugadas (crespo); frutos pequeitos y en algunos
casos no llegan a producir frutos, causando bajos rendimientos, producto de mala calidad

y pérdidas economicas considerables para el productor (INTA, 1999).
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Desde mediados de los afios 80's diferentes cultivos de importancia alimenticia,
incluyendo fiijoles (Phaseolus vulgaris L.) y tomates (licopersicon esculentum Mill.)
han sido severamente afectados por geminivirus transmitidos por mosca blanca en
América Central y el Canbe (Brown y Bird, 1992). Las pérdidas en muchos cultivos han
sido significativas, sin embargo, la respuesta mas comin ha sido la aplicacion masiva de
insecticidas lo que ha incrementado los costos, pero los resultados no han sido
significativos (Hilje y Arboleda, 1993). Esta situacion es compleja, ya que se han
encontrado un buen nimero de geminivirus indigenas que estan infectando tomates en
América, entre éstos tenemos: Virus del Enrollamiento de las hojas del tomate Sinaloa
(STLCV) en México y Costa Rica, Virus de! Moteado del tomate (ToMoV) en Florida,
Virus de Cuchara del Tomate (TLCrV) en México, Virus del Tomate Habana (HTV) en
Cuba, Virus del Moteado Taino (TTMoV) en Cuba, Virus del Enrollamiento de las
Hojas v Enanismo (TDLCV) en Jamaica, Virus del Mosaico Amarilio de las Hojas
(PYMV) en Trimidad y Tobago, Argentina, Virus del Enrollamiento Amarillo de las
Hojas (TYLCV) en Repuiblica Dominicana, Virus del Moteado Suave del Tomate
(TMMoV) en Honduras (Rojas et al., 2000).

La mosca blanca puede afectar al tomate tanto por el dafio directo el cual es causado por
la ninfa y adultos de mosca blanca y ocurre cuando succionan los nutrientes del foliaje. El
dafio indirecto y mas importante de mosca blanca es causado por la transmusion de
geminivirus, esta transmision es del tipo persistente circulativo, propio de los homdpteros
(Duffus et al, 1986). El problema actual con mosca blanca (Bemisia tabaci Genn)
obedece basicamente a 2 factores: sus poblaciones desmesuradas y la asociacion con

geminivirus que, por reproducirse en el floema de las plantas son muy dafiinos (Lastra,

1993, citado por Hilje, 1994) .

B. tabaci posee caracteristicas especificas como: en todas las etapas de desarrollo,
permanece “protegida” en el envés de las hojas (Lopez-Avila, 1986, Citado por Rojas,
1993), desarrolla resistencia a los insecticidas con mucha facilidad, principalmente a los

fosforados y piretroides (Dittrich ef af., 1990).



Salas (1993), trabajando con foliolos de tomate a nivel de laboratoric a una temperatura
de 25 °C en Venezuela, determind el ciclo de vida para B. tabaci. Encontrando que la

duracion en dias de la diferentes fases de desarrollo fue la siguiente:

Ciclo de vida de Bemisia tabaci (Salas,1993)

Estadios Tomate
Huevo 7.28
Ninfa 1 4.04
Ninfa I 2.66
Ninfa ITI 2.45
Ninfa IV 5.83
Adulto 22.26

De igual forma Alvarenga y Anderson (1992), citado por Rojas, (1993), en condiciones
de laboratorio a una temperatura promedio de 26 °C, en Nicaragua, determinaron el ciclo
de vida para Bemisia tabaci encontrando que el tiempo de desarrollo duré 19.2 dias con
una vanacion de 1.3 dias menos 6 mas. En general se puede observar que el ciclo de vida

de la mosca blanca oscila alrededor de los 20 dias.

B tabaci tiene una gran capacidad para adaptarse a condiciones adversas, también a
diferentes condiciones de temperatura, por lo que una vez establecida en una zona, el
movimiento local de corta distancia entre los cultivos y los hospederos silvestres esta en
funcion de la disponibilidad de alimentos y humedad, es ¢l mecanismo principal de la
sobrevivencia que influye sobre la dinamica poblacional dentro de la zona. Estos
movimientos permiten la transmision de virus de un rastrojo u hospedero silvestre a un

nuevo cultivo (Guharay, 1994).

B. tabaci es de habito polifago (Gerling, 1990), dada la diversidad de cultivos sembrados
en Nicaragua, por lo que sus poblaciones siempre se mantienen activas. En Mesoamérica

y areas vecinas existen reportadas alrededor de 70 hospedantes de mosca blanca entre

3



plantas silvestres, ornamentales y cultivadas agrupadas en 39 familias mundialmente, se
asocia con al menos 500 especies, en 74 familias como: solanaceas, cucurbitaceas,

amaranticeas, malvaceas, leguminosas, (Hilje, 1994).

Los Geminivirus (familia Geminiviridae) han emergido como importantes patogenos de
plantas alrededor del mundo (Brown, 1997). Ellos se caracterizan por presentar
particulas isométricas y circulares, y un genoma de ADN de cadena simple (Lazarowitz,
1992) estos pueden ser subdivididos en tres géneros sobre la base de su rango de

hospedante, insecto vector y su organizacion genomica (Padidam ef al., 1997).

El género Begomovirus (Subgrupo 1ll) nombre derivado del virus tipo, Bean gelden
mosaic virus (BGMYV) , esta formado por virus distribuidos en el Viejo y Nuevo Mundo,
de uno o dos componentes gendmicos, tienen un genoma monopartita o bipartita, son
transmitidas por mosca blanca (Bemisia tabaci Genn), incluyendo el biotipo B conocido
como Bemisia argentifolii e infectan plantas dicotiledoneas. El genoma bipartita de los
begomovirus estd compuesto de dos componentes de ADN, denominados ADN-A y
ADN-B, los cuiles codifican para funciones virales esenciales y necesarias para
establecer infeccion sistémica. Los genes son nombrados de acuerdo al componente y la
cadena de ADN en que se encuentren (sentido viral V o complementario C). El
componente ADN-A posee cuatros genes: Tres en la cadena complementaria: AC1, AC2
y AC3 y uno en el sentido viral: AV1. Los genes AC poseen secuencias traslapadas en
ciertas regiones, lo cual es una estrategia que le permite al virus ser mas eficiente por el
pequefio tamafic de su genoma. El componente ADN-A codifica todas las funciones
virales necesarias en la replicacion y encapsidamiento del genoma. La proteina Rep
codificada AC1, se encuentra directamente involucrada en la replicacion. La proteina
AC2 es un activador transcripcional del gen de la proteina de capside. La proteina AC3
contribuye al proceso replicative de manera indirecta. La proteina de la capside es
codificada por el gen AV1. La proteina de la capside determina la especificidad de los
insectos y es necesaria para la transmision de virus por insecto. El componente ADN-B
codifica para dos genes, uno en la cadena complementaria, BC1 y otro gen en el sentido

viral BV, codifica las funciones necesarias para el desplazamiento del virus dentro de la



planta, el desarrollo de sintomas y el rango de hospederos. La proteina de movimiento
BV1 se localiza en el nicleo y la proteina BC1 puede potenciar el movimiento de acidos
nucleicos de c€lula a célula a través de plasmodesmos. No existe similitud entre las
secuencias de los nucledtidos de los dos componentes de ADN de un mismo
begomovirus, excepto por la region de 200 pares de bases llamada regiéon comin, esta
region no codifica proteinas y contiene secuencias que se encuentran en la replicacion del

ADN viral y en la expresion de los genes (Rojas, M del R., 2000).

La virosis transmitida por geminivirus se da por la relaciéon virus-vector a traves de tres
procesos, que son: periodo de inoculacién, adquisicion y retencion.

- El pericdo de adquisicion: Tiempo minimo necesario de alimentacion, sobre una planta
enferma, para que el insecto adquiera el virus en cantidad suficiente para transmitirlo.
-Periodo de inoculacién: Tiempo minimo necesario de alimentacion, sobre una planta sana para
que esta resulte contaminada.

-Periodo de retencion: Tiempo durante el cual el insecto conserva su capacidad de transmision

(sin una nueva adquisicion) (Belder, 1986).

En el caso particular de Nicaragua en los afios 70’s en Tisma, Masaya, se observé una
enfermedad en el cultivo del tomate que se creyé era transmitida por B. fabaci, pero con
una muy baja incidencia. A mnicios de los 80's esta enfermedad también aparecié en el
valle de Sébaco y fue asociada con un rapido incremento de las poblaciones de mosca
blanca. En 1988 la epidemia afecto el 100% del cultivo del tomate del Valle de S¢ébaco y
otras regiones del pais, con reducciones drasticas del rendimiento. A final de 1990 el
problema se hizo a mivel nacional y la produccion de tomate virtualmente desaparecio,

desde entonces €l problema ha persistido (Rojas et al., 2000),

Cuatro grupos de geminivirus del tomate transmitidos por mosca blanca se han reportado
en Nicaragua infectando el cultivo del tomate: Un primer grupo relacionado con el Virus
del Enrrollamiento de las hojas del Tomate Sinaloa (STLCV) en Matagalpa, Esteli y
Chontales, Un segundo grupo relacionado con el Virus de Mosaico Dorado de la Sida

(SIGMYV) en Boaco, un tercer grupo relacionado con el Virus de la Hoja de Cuchara del



Tomate (TLCrV) en Chontales, y un cuarto grupo relacionado con el Virus del Moteado
Suave del Tomate (TMMoV) en Sébaco, Condega y Masaya (Rojas ef al., 2000).

Para el combate del complejo mosca blanca-geminivirus, se han implementado diferentes
opciones de Manejo Integrado de Plagas (insecticidas quimicos y botanicos, barreras
vivas y muertas, cultivos trampas, recuentos, uso de trampas amarillas impregnadas con
aceite de motor, semillero cubierto con manta, etc). Sin embargo, el problema persiste por
lo que es necesario seguir buscando otras alternativas entre estas estdn el conocimiento
epidemiologico de la enfermedad asi como el uso de variedades tolerantes o resistentes
ya sea para su uso directo por los productores o como fuente de genes para trabajos de
mejoramiento genético ya sea por mejoramiento convencional o con técnicas avanzadas,
como el uso de técnicas de Biologia Molecular lo que permite realizar caracterizacion y

aislamiento de genes de resistencia.



II. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:;

1. Caracterizar biologica y molecularmente los geminivirus transmitidos por mosca

blanca que afectan el cultivo del tomate en Nicaragua.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar el porcentaje de transmisibilidad que tienen las moscas blancas para

transmitir virus después de un periodo de alimentacion.

2. Determinar el tiempo minimo de alimentacién de una mosca infectiva en su capacidad
de transmitir el virus a plantas sanas, asi como el tiempo minimo de alimentacion del
vector sobre una planta enferma, para que adquiera el geminivirus en cantidad suficiente

para transmitirlo en plantas sanas.

3. Determinar el tiempo maximo en que una mosca blanca mantiene su capacidad de

transmision del geminivirus a plantas sanas.

4. Determinar la transmision del geminivirus de Condega en especies injertadas de la

familia solanaceae.

5. Evaluar la incidencia y severidad del complejo gemimvirus-mosca blanca en diferentes

materiales de tomate en condiciones de invernadero y fuera de invernadero.

6. Determinar la secuencia de un fragmento de ADN genomico de los gemininivirus de

Condega, Santa Lucia y Sébaco.



IIl. MATERIALES Y METODOS

3.1-Localizacion del experimento

El trabajo se llevd a cabo en la Universidad Nacional Agraria (UNA), ubicada en el km.
12 ¥ carretera norte, en el Departamento de Proteccion Agricola y Forestal (DPAF)

a una latitud de 12°08°36"" Norte, longitud 86°09°'49”, con una altitud de 56 m.s.n.m
una precipitacion 1140 mm anual, con temperatura promedio de 30° C siendo la

Humedad Relativa de 71% en Managua (INETER, 2001).

Este trabajo constd de 3 fases experimentales: de invernadero, fuera de invernadero y de

laboratorio.

3.2-Material Experimental

a. Semilleros:

Para la preparacion de los semilleros se utilizaron semillas de tomates de la variedad UC-
82, empleando tierra esterilizada con calor 200 °C por 6 horas. Cuando las plantas
tuvieron aproximadamente 15 dias de haber emergido se transplanté una plantula por
macetera pequeidia y se aplico fertilizante liquido completo (N-P-K), a una dosis de 50

mi/planta, haciendo una dilucion de 2.5 cc de N-P-K por litro de agua.

b. Cria de Moscas Blancas (B. tabaci):

Se hicieron recolectas de adultos de moscas blancas en plantaciones de fiijol (Phaseolus
vulgaris L), ayote (Cucurbita spp), pipian (Cucurbita pepo L) y tomates (Lycopersicon
esculfentum Mill) de San Francisco Libre, estas moscas se trasladaron al criadero y
fueron puestas a alimentarse en plantas jovenes de frijol libres de virus, estableciéndose

el pie de cria, hasta obtener la primera progenie.



La cria fue establecida en jaulas de madera con malla de nylon de 150 cm de largo por 80

cm de ancho y 100 cm de altura.

Una vez obtenida la primera progenie se obtienen colonias de moscas blancas libres de
virus, utilizindose posteriormente en los diferentes periodos de inoculacion, adquisicion
y retencion. Para esta obtencion fue necesario reemplazar constantemente plantas viejas

por plantas jovenes de fiijol y asi mantener poblaciones considerables de moscas.

¢. Manejo del vector (succionadores y trampas “clip”).

Se utilizaron jaulas de fijacion en hojas (trampas “clip” ) para inoculacion de plantas y
asi permitir que la mosca se alimente, utilizando succionadores para sacar las moscas y
colocarla en la plantas a usar en los diferentes periodos de inoculacién, adquisicion y

retencion,

d  Fuente de inoculo (aislados).

Como fuente de indculo se usaron plantas de tomate variedad UC-82 enfermas con los
geminivirus de diferentes regiones de nuestro pais recolectadas por Rojas ef al., (2000).
Los aislados de Condega, Santa Lucia y Sébaco respectivamente, fueron mantenidos en el
invernadero de virologia, en el Departamento de Proteccion Agricola y Forestal (DPAF)
de la Universidad Nacional Agraria (UN.A). Se recolecto tejido enfermo de cada aislado,
tomando tunicamente los brotes tiermo. Los aislados fueron identificados en Suecia en el
Departamento de Biologia de Plantas de la Universidad de Ciencias de la Agricultura
(SLU), en Uppsala, Suecia por Rojas ef al, (2000), a través de técnicas de Biologia

Molecular,

Estas plantas fueron utilizadas para injertos para mantener fuentes de inoculos recientes,
y se fertilizaron con fertilizante liquido completo (N-P-K) a razon de 50 ml/planta y se

podaron periodicamente.



3.3- Metodologia
3.3.1-Fase de Invernadero

Esta fase se realizé en la Universidad Nacional Agraria, en el invernadero de virologia a
una temperatura promedio de 35.2 °C en el Departamento de Proteccion Agricola y

Forestal (DPAF).

Se utilizé un Disefic Completo al Azar (DCA) bifactorial para los tratamientos que son
inoculaciones a los 7 ddt (dias después del trasplante) constituyendo el primer
tratamiento, a los 14 ddt el segundo, a los 21 ddt y el cuarto tratamiento que fue el
testigo, donde el factor A fueron las fechas de muestreos y el factor B los materiales.
Igualmente se utilizo el mismo disefio para los materiales siendo el factor A las fechas de
muestreos y el factor B los tratamientos (inoculaciones), en los cuales se efectud un
analisis de varianza y separacién de medias segun Duncan. Para el analisis de varianza se

realizo la transformacion arcseno (8 = arcseno Vp) en la variable severidad.

Durante esta fase se establecieron semilleros de UC-82 semanalmente, con el objetivo de
tener plantas aptas para ser inoculadas en diferentes etapas fenologicas al igual que se
sembro frijol DOR-364 en maceteras, para luego introducirlas al criadero de mosca

blanca y asi tener a disposicion moscas para los experimentos.

Durante esta fase se evaluaron 4 materiales de tomate silvestre que provienen de la Red
Colaborativa de Investigacion y Desarrollo de Hortalizas para América Central,
Republica Dominicana y Panama (REDCAHOR). Los materiales que se analizaron tiene
su propia codificacion siendo las siguientes: 55, 111, 148, 112 y como testigo local Ia

variedad UC-82.

Se utilizaron 20 maceteras con 5 plantas de cada material incluyendo la UC-82 como
testigo, para un total de 100 maceteras. Las plantas fueron inoculadas en diferentes etapas

fenologicas, los materiales fueron puestos en semilleros 2 una distancia entre hileras de
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10 c¢m vy entre plantulas 2 ¢m, se trasplantaron a las maceteras, utilizando una planta por

macetera, alos 19 dias después de ia siembra.

Para la inoculacién viral de cada tratamiento se utilizaron moscas sanas del criadero,
colocando 30 moscas por trampa donde se pusieron a alimentar en el aislado de Condega,
por un periodo de 48 horas, luego se retird la trampa con las moscas ya infectadas y se
colocaron $ moscas por trampa en cada planta ( 5 plantas por material incluyendo la UC-
82) para un total de 20 plantas, posteriormente se dejaron alimentando las moscas por un
tiempo de 24 horas, luego las trampas con moscas fueron retiradas de cada planta y se

eliminaron las moscas que estaban adheridas a la hoja de la planta.

Luego estas plantas inoculadas se trasladaron al invernadero, para evaluar el porcentaje

de severidad de la virosis en los diferentes materiales.

El registro de severidad se realizé por tratamiento dos veces a la semana por ¢ semanas.
Se tomaron 25 plantas por tratamiento (4 tratamientos) para un total de 100 plantas. Se
utilizd fa siguiente escala de severidad de REDCAHOR (1999) y modificada por Rojas
{2000).

Tabla 1: Escala de evaluacion para geminivirus en tomate

GRADO SEVERIDAD (SINTOMAS)
¢ No hay sintomas visibles
1 Débil mosaico y corrugado de la lamina foliar en [as

hojas nuevas

2 Mosaico v corrugado de las hojas generalizado
3 Mosaico, corrugado y deformacioén de hojas y ramas
4 Enanismo y deformacion severa
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3.3.2-Fase fuera de invernadero

El disefio que se utilizé fue un Disefio completo al azar (DCA), bifactorial , realizandose
un analisis de varianza y separacion de medias segun Duncan para la variable de

severidad e incidencia y con datos transformados para la variable mosca blanca (X+0.5)".

Esta fase consistio en sembrar dos de los materiales a evaluar (148 y 55) mas la variedad
testigo UC-82, se realizaron registros para evaluar la incidencia y severidad del complejo

mosca blanca-geminivirus.

El area de terreno que se ocupd para la siembra fue de 100 m? de parcela util con una
distancia entre planta de 40 cm y con una distancia entre surco de 100 cm (1 m ) a una
profundidad de 15 ¢m. Estos materiales fueron transplantados a maceteras a los 21 dias
después de la siembra y se sembraron al campo a los 16 dias después del transplante
(ddt), en total se sembraron 75 plantas, 25 plantas por material, incluyendo la testigo
UC-82. El fertilizante que se usd fue completo granulado mas Urea 46%, la preparacion
fue de 1 ib de urea 46% mas 3 lbs de completo, a razén de 16.28 g, se fertilizo dos veces,

la primera a los 8 ddt en el campo y la segunda a los 21 ddt en el campo.

La fuente de inoculacion fue natural y semanalmente se evaluo la incidencia y severidad
de la enfermedad en cada uno de los materiales a través del registro de plantas enfermas.
Se usd la misma escala de severidad para evaluacion de geminivirus de REDCAHOR,

usada en la fase de invernadero.

Los muestreos fueron de estaciones fijas en cada estacion se muestrearon 5 plantas por
repeticion (4 repeticiones) para un total de 20 plantas por tratamiento para determinar la
severidad usando la escala de REDCAHOR. Los muestreos se realizaron dos veces a la
semana, finalizando cuando las plantas estaban en periodo de fructificacion y floracion
para un total de 10 muestreos. Se hicieron muestreos de dindmica poblacional de mosca
blanca que consistian en contar el nimero de moscas en la tercera hoja de cada planta en

donde se registraban el nimero de adultos por planta.
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3.3.3-Caracterizacion biolégica

3.3.3.1-Porcentaje de transmisibilidad del geminivirus de condega.

Para la inoculacion de estas plantas las moscas se pusieron a alimentar en el aislado del
geminivirus de Condega por un tiempo de 48 horas, posteriormente se colocd 1 mosca
por planta por trampa y se dejaron por un tiempo de 24 horas, este proceso se realizo 2
veces, utilizandose 20 plantas de tomate variedad UC-82 por cada repeticion, luego que
las plantas fueron inoculadas se trasladaron al invernadero para observar las sintomas
caracteristicas del virus. Las plantas fueron inoculadas a los 15 ddt.

Descripcion de los periodos que se evaluaron:

En los periodos de adquisicion e inoculacion se realizé un andlisis de regresion logistico
binaric y en el periodo de retencion un promedio de las tres repeticiones, con el objetivo
de conocer los porcentajes de infectividad del virus, en los dias que el vector retuvo el

geminivirus,

3.3.3.2-Periodo de adquisicién: Se tomaron 25 moscas libres de virus y se pusieron a
alimentar del aislado de Condega, primeramente por un periodo de 2 minutos luego se
pasaron a 5 plantas sanas de tomates por 48 horas utilizando 5 moscas por trampa y 1
trampa por planta, luego el mismo proceso se repitid para los periodos de alimentacion
posteriores que fueron: 2, 5, 10 y 30 minutos, 1, 2, 4, 8, 10, 12, 18, 24 y 48 horas.

Utilizando en este proceso un total de 65 plantas y 325 moscas blancas por repeticion.

3.3.3.3-Periodo de Inoculacion: Se pusieron a alimentar 25 moscas blancas durante un
tiempo de 48 horas en los aislados (plantas infectadas) posteriormente se pasaron a 5
plantas sanas de tomates por un periodo de 2 minutos, usando 1 trampa por planta y 5
moscas por trampa. El proceso se repiti¢ para los periodos de 2, 5, 10 y 30 minutos, 1, 2

4,8, 10, 12, 18, 24 v 48 horas.
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3.3.3.4-Periodo de retencion: Se tomaron 20 moscas blancas, se pusieron a alimentar en
el aislado por 48 horas, luego se pasaron a 20 plantas sanas colocando 1 mosca por planta
en su respectiva trampa de manera que se dejaron alimentando por 24 horas.
Posteriormente se tomaron estas mismas moscas y se pasaron a otras plantas sanas,
siempre manteniendo 1 mosca por planta y por un mismo periodo de alimentacion igual a

24 horas, se repitio el proceso hasta que las moscas se murieron.
3.3.3.5-Rango de hospedantes

Las plantas fueron injertadas con patron de una planta infectada de geminivirus de Condega,
para observar y determinar los sintomas caracteristicos del virus. El tipo de injerto que se utilizd
fue injerto de cufia, realizandose a los 20 ddt, cubriendo cada planta con una bolsa plastica por
3 dias para mantener la "humedad necesaria que requiere el injerto para su crecimiento y

desarrollo.

Tabla 2: Plantas de la familia solanaceae injertadas con el geminivirus de Condega

Plantas injertadas Aislado con el que se injerto
Chiltoma (Capsicum annum) Condega
Nicotiona tabacum Cv. Benthamiana Condega
Nicotiana tabacum Cv. Samsun Condega
Nicandra physaloides Condega
Tomate {/ ycopersicon esculentum Mill) var. UC-82 Condega

3.4-Fase de Laboratorio de Biologia Molecnlar:
Se realizd en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Nacional Agraria

(UN.A) Nicaragua y en Suecia en el Departamento De Biologia de Plantas en la
Universidad Sueca de Ciencias Agricola (SLU) Uppsala.
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3.4.1-Fase de laboratorio de biologia molecular UNA

1.Extraccion de ADN de tejido de tomate infectado con geminivirus (Método descrito

por Wyatt y Brown, 1996).

L.

Se extrajeron 0.2 g de tejido infectado y se le agregoé 2 ml de Buffer EDTA 10

mM + 50 mM de Tris, luego se maceraron las muestras.

Se extrajeron 1.5 ml de la muestra macerada y se colocaron en tubos eppendorf,
luego pasaron a una centrifuga Type A 14 Jovan por un tiempo de 10 minutos a

9,000 rpm.

Posteriormente se extrajo 50 pl del sobrenadante y se le afiadieron a los tubos
PCR y se dejaron incubando en hielo por 30 minutos, con el objetivo de fijar las

particulas de ADN en las paredes del tubo.

Se extrajeron las muestras de los tubos PCR y se lavaron con Tris 50 mM, dos
veces cada una con 200 pl y se dejaron secar los tubos para afiadirle la reaccion
PCR y luego colocar 50 pl de la reaccion preparada, para posteriormente poner

los tubos PCR en la maquina TECHNE PROGENE.

La extraccion de ADN de tejido de tomate infectado con geminivirus se sometieron a

pruebas de Reaccion en Cadenas de Polimerasa (PCR) y electroforesis para detectar la

presencia de geminivirus en cada tejido a analizar.

La extraccion de ADN se realizé del aisiado de Condega. Se realizaron un total de 8

extracciones de ADN en donde se procesaron 29 muestras de tomate infectado con

geminivirus, todas corresponden al aislado de Condega incluyendo 5 controles

(4 positivos y 1 negativo).
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Tabla 3: Extracciones de ADN del aislado de Condega

N° de Extraccion Aislado de

Condega Control PCR
1 2 + -
2 3 + 1(+)
3 2 -
4 3 1(+)
5 4 1{+)
6 4 1(+)
7 4 1(+)
8 5 + +

TOTAL 29 4
2. Técnica PCR

Amplificacion de ADN por PCR.
La Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) se realiza con el fin de producir multiples

copias de un fragmento de ADN.

La reaccion PCR que se uso fue:

Reaction mix with MgCI2 (Ready Mix Tm Taq PCR) 25 pl

primer Av 494 2.5 ul

primer Ac 1048 2.5 ul

Agua destilada 20 i

Para un total de 50 ul

Luego se colocaron los 50 pl de la reaccion PCR en los tubos PCR y se pusieron en

maquina TECHNE PROGENE vy se corrio el siguiente programa:
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Tabla 4: Programa de 35 ciclos usados en la reaccion PCR

Pasos °C Tiempo Ciclos

Desnaturalizacion 94° 2 min 1 ciclo
Anexion 55° 1 min 35 ciclos
Extension 72° 2 min 35 ciclos
Extenston final 72° 10 min 35 ciclos

Los “primers” que se usaron para las pruebas fueron Av 494 y Ac 1048 que se utilizan
para cortar parte del ADN-A de los geminivirus de Nicaragua (Santa Lucia, Sébaco y
Condega) son primers generados para todo un grupo de geminivirus. Permiten obtener

un fragmento del ADN viral de 570 nucledtidos (Anexo 6).

3. Electroforesis
La electroforesis se realiza con el objetivo de detectar la presencia de geminivirus en cada
tejido a analizar, una vez que termina el programa de la PCR, se prepararon las muestras

para colocarse en el gel.

Se colocaron en un tubo eppendorf

5 ul de la muestra PCR

1 ul de londing buffer

Para un total de 6 pl, estos son colocados en el gel previamente preparado y se corre a
100 V y a 400 mA.

Se hicieron geles de agarosa al 1%, los cuales se pueden elaborar en diferentes tamafios
segun los moldes ya establecidos y el tamafio del gel dependera del numero de muestras
que se quiera evaluar (correr) asi como de cada experimento en particular. La agarosa se
prepard de la siguiente manera:

300 ml de agarosa al 1%, con 300 ml de buffer TBE, 1ml equivale a 1 g, entonces al
utilizar 300 ml de buffer TBE esto es equivalente a 3 g de agarosa.

En un recipiente se afiadieron 3 g de agarosa mas 300 ml de buffer TBE, se mezclan, se

introducen al hormo microondas por 5 minutos aproximadamente, durante el transcurso de
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los 5 minutos hay que observar cuando empiece la ebullicion e inmediatamente sacarlo,
luego se mezcla y se mete de nuevo al horno y asi sucesivamente hasta que la agarosa
este completamente disuelta y una vez que este disuelta se le agrega 30 pl de bromuro de
ethidium (1pl por cada 10 ml) y luego se guarda la agarosa al hormo que esta a una

temperatura de 55 °C.

El buffer TBE se preparé de la siguiente forma: se mezclé en un litro de agua destilada
108 g de Tris, 55 g de acido Borico y 9.3 g de EDTA.

TBE, 10X{(Tns-borate-EDTA), pH 8.3

El Buffer TBE que utilizamos para la agarosa es 1X.

Luego que el gel se ha corndo se procedié a visualizar las bandas, para verificar la
presencia de geminivirus, esta visualizacion se llevo a cabo con un equipo de luz
uitravioleta UVP Uppland, CA 91786 USA, UV transsilluminator model M-20, 230 v ~
50 hz. 0.75 Amps.

3.4.2- Fase de laboratorio de biologia molecular Suecia
Pasos:
1. Extraccion de ADN de tejido de tomate infectado con gemininivirus (Método
descrito por Wyatt y Brown, 1996).
2. Amplificacion de ADN por PCR.
3. Electroforesis
4. Purificacion del Producto PCR.
5. Clonaciéon de ADN.
6. Purificacion de plasmidos de ADN.
7. Prueba de digestion enzimatica de ADN.,
8

. Secuencia parcial de ADN del genoma de cada geminivirus.
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1.Extraccion de ADN de tejido de tomate infectado con geminivirus .

Las extracciones de ADN se hicieron de acuerdo al método descrito por Wyatt y Brown

1996, mencionado anteriormente en la fase de laboratorio de biclogia molecular UN.A.

Tabla 5: Extracciones de ADN en los aislados de tomate de Santa Lucia, Condega y

Sébaco
Aislado Aislado Aislade Controles
No. de de De positivos
Condega Santa Lucia Sébaco
Extraccion | Muestras Muestras Muestras Muestras
1 2 2 2 -
2 2 2 2 -
3 2 2 2 -
4 2 2 2 -
5 2 2 2 -
6 2 2 2 -
7 2 2 2 1
8 2 2 2 1
9 2 2 2 2
10 2 2 2
Total 20 20 20 4

2. Técnica PCR
Se hizo uso de un termociclador PTC-100 el cual se programo de acuerdo al

programa que se corrio.

1 Reaccion de producto PCR
5 pl buffer 10X
1 yl NTP
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2.5 pl primer PAR 1C 496 10 uM
2.5 wl primer PAL 1V 1978 10uM
0.5 ul Tag DNA polymerase (3.5 v/ul)
38.5 ul de agua. Para un total de 50 pl.

Los “primers” PAR 1C 496 + PAL 1V 1978 fueron usados para cortar una parte (1,200
pares de bases) del componente A (Anexo 6) de los geminivirus de Nicaragua (Santa

Lucia, Condega y Sébaco). El programa PCR que se corrid es el siguiente.

Tabla 6: Programa PCR-1 para producto PCR

Pasos °C Tiempo Cicles
1. Desnaturalizacion inicial | 94 1 min 1

2. Desnaturalizacién 94 2 min 30

3. Anexién 55 2 min 30

4. Elongamiento 72 2 min 30

5. Extension final 72 10 min 1

1 Reaccién PCR de plasmido de ADN punificado
2.5 ul buffer 10X Reaccion Buffer con MgCi2
1.5 ul MgCI2

0.5 ul dNTP mix 25 mM

1 pl primer PAR 1C 496 10 pM

1 pl primer PAL 1V 1978 10 uM

0.5 ul Taq ADN polymerase (3.5 u/ul)

16 pl agua esténl

2 ul plasmido disuelto (1:20)
El total de esta reaccion es de 25 pi, la que se le afiadio a cada tubo PCR.

20



Tabla 7: Programa PCR-2 para plasmido de ADN purificado

Pasos °C Tiempo Ciclos
1. Desnaturalizacién inicial 94 2 min 1

2. Desnaturalizacion 94 1 min 34

3. Anexion 47 2 min 34

4. Elongamiento 72 2 min 34

5. Extension final 72 10 min 1

3. Electroforesis

El procedimiento fue descrito anteriormente en la fase de laboratorio de la UNA.

Se realizaron diferentes reacciones, estas fueron:

1Reaccion para prucba de Producto PCR

Se realizo de la siguiente manera;

Se colocaron 6pl en gel por cada muestra:
3 ul muestra

2 ul de H20

1 pl loadding buffer

El marcador utilizado A-ADN — Eco RI + Hind I11

2 Reacciones para prueba de Producto purificado PCR

Se realizd de la siguiente manera:

Se colocaron 6 pl en gel por cada muestra:
3 ul muestra

2 ul de H20

I ul loadding buffer
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1 Reaccion para prueba de purificacion de plasmidos de ADN
5 pl del producto PCR
| pl de loadding buffer
Para un total de 6 pl

1 Reaccion para prucba de Dizestion enzimética de ADN

Se colocaron 14 pl en gel por cada muestra:
12 pi (10 pl de la Reaccion de Digestion enzimatica de ADN+2 ul de plasmido)
2 ul de loadding buffer.

4. Purificacion de producto PCR (QIAquick PCR Purification Kit, usando una

microcentrifuga)

Se realizd para la eliminacion de sustancias extrafias del ADN extraidas por PCR.

Pasos:
1. A la cantidad de cada tubo PCR guardado de las muestras descritas anteriormente se le
afiadio 5 volimenes de buffer PB como son 45 ul guardado de las muestras PCR por 5 ul

de buffer obtuvimos 225 pl por lo que esta cantidad se le agrego a cada tubo eppendorf.

2. Una vez afiadido el buffer se mezcla (vortex).

3. Se pasaron a columnas (tubos) se centrifugaron por un Iminuto, luego se boto lo que

quedo abajo del tubo.

4. Se le afladio buffer PE 725 pl con ethanol, luego se centnifugd Iminuto, se boté o
través lo de abajo (liquido) o buffer, se centrifiga de nuevo para limpiar y luego la
columna ya limpia (se cambia de tubo el de abajo) se le afiaden 50 ul de buffer EB (TRIS
10 mM pH 8.5) en el centro de cada tubo, se deja Iminuto y se centrifuga Iminuto y a

los tubos se les pone el nombre de PCR purificacion, fecha y namero de muestra.
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5. CLONACION

a. Ligamiento ( usando un pGEM® -T Easy Vectors): En este paso se une el
fragmento de ADN que se quiere clonar con el vector. El vector que se uso fue un
PGEM T easy con el buffer de rapida ligacion 2x (PROMEGA). De las muestras de
PCR purificadas (ADN Purificado), se escogieron 3 muestras de un total de 6, estas

muestras purificadas fueron.

Tabla 8: Muestras de PCR purificadas (ADN purificado)

No. muestra Codigo Localidad
2 SL-4b Santa Lucia
4 5-1 Sébaco
5 C-1 Condega

Mas un control negativo (NC) como muestra niimero cuatro.

Reaccion de Ligamiento

5 i buffer 2x

1 pl PGEM-T easy (50 ng)
1 ul T4 ADN ligasa (3 u/ul)

Para un total de 7 pul mas 3 pl de las muestras PCR purificacion (ADN Purificado)

Entonces cada tubo llevd 10 pl respectivamente.

Estos reactivos de la reaccion se afiaden juntos en un tubo eppendorf'y se le agregd 7 pl a
cada tubo correspondiente marcados con el numero de muestra, posteriormente se le

afiadieron los 3 pl de las muestras PCR purificacion.
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Después que cada tubo tiene los 10 pl de la reaccion se dejaron en el cuarto frio toda

la noche a una temperatura de 4 °C.

b. Clonar ( Using Subcloning Efficiency DHS o™ Competent Cells)

Después que las muestras han pasado toda la noche en el cuarto frio se procedio a realizar

la clonacion.

Para realizarla fue necesario usar células competentes que se encuentran a una
temperatura de menos 70 °C y con estas células se procede a clonar.

Se usaron 2 platos petri con un medio de cultivo LB- Amp (Luna Bertani + ampicilina 50
pg/ml) por cada muestra y como fueron 4 muestras, incluyendo el (BC) se utilizaron 8

platos petri.

PASOS DE LA CLONACION:

1. Afiadir 50 pl de células competentes en cada nuevo tubo marcados respectivamente

con el nimero de muestra correspondiente.

2. Adadir 5 pl de los tubos con ADN ligados en el cuarto frio (4 °C).

3. Se dejan incubando en hielo por 30 minutos.

4. En el periodo en que transcurren los 30 minutos se empiezan a preparar las placas
agregandole a cada una 24 pl Aveen X-Gal y posteriormente IPTG 28.5 pl. Una vez

afiadido lo anterior se procede a plaquearla.

5. Transcurrido los 30 minutos los tubos se ponen a temperatura de 37 °C por 20

segundos.

6. Posteriormente se dejaron en hielo por 2 minutos.
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7. Alos tubos se les afiade medio (LLB) 950 pl (0.95 ml) respectivamente,

8. Luego se llevan al cuarto de crecimiento por 1 hora a una temperatura de 37 °C y en

movimiento circuliar.

9. Pasada la hora en el cuarto de crecimiento se procede a la siembra de las bacterias en
las placas petri previamente preparadas. De cada muestra se sembro una placa con 100 pl
de bacterias y la solucion restante se centrifuga usandose el pellet para la siembra del

segundo plato.

10. Luego que todas las placas tienen los 100 pl y el pellet se guardan en el horno a una

temperatura de 37 °C durante toda la noche.
Después que transcurrieron las placas en el horno durante toda la noche estas fueron
sacadas del horno y de cada placa se obtuvieron colonias. Posteriormente de cada muestra

se tomaron 3 colonias.

Tabla 9: Colonias seleccionadas para la clonacion

No. muestra SL-4B S-C C-1
colonias colonias colonias
2 21,2223
4 41,42,43
51,52,53

Se usaron 3 placas, cada una subdividida por cada muestra como se describid
anteriormente. En un tubo aparte se agrega 3 ml de medio LB mas 1ul de ampicilina.
Luego se usan 9 tubos de widrio tres por cada muestra marcados segun descrito lo

anterior. Entonces se usan 3 ml por cada tubo y como son 9 por lo tanto se obtienen 27
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ml, lo que se usa en total, se mezclan en un tubo aparte 30 ml de LB mas 30 ul de

ampicilina {100 pg).

Posteriormente a este tubo ya con la mezcla se le extraen 3 ml y se le agrega a cada tubo
de vidrio, en donde se le colocod a cada una de las colonia seleccionadas, luego que se le
introduce la colonia, esta se pasa a las placas que estan subdividida por cada muestra y se
le hace un corte en forma de zig-zag Hlamado estria. Después que se terminan de estriar

cada placa subdividida se colocd en el horno.

Los tubos de vidrio pasan al cuarto de crecimiento toda la noche a una temperatura de 37

“C y en movimiento circular.

¢. Purificacion de plismidos de ADN (QIAprep Spin Miniprep Kit Protocol, usando

una microcentrifuga)

Se marcaron 9 tubos del 1 al 9 en donde cada uno, representa cada muestra.

Tabla 10: Plasmidos purificados

SL-4B S-C C-1

No. tubo muestra | No. tubo muestra | No. tubo muestra
1 2.1 4 4.1 7 5.1

2 22 5 42 8 52

3 23 6 43 9 53
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Pasos:
I. A cada nuevo tubo se afiadio 1.5 ml de la suspension bacteriana con los clones

insertos.

2. Se realizaron 2 centrifugadas cada una de 750 pl, para que quede solo el pellet y

asi solo extraer el genoma de la bacteria, se centrifuga por 3 minutos.

3. Cuando solo queda el pellet, después de la centrifugacion, se le afiadio 250 pl de

buffer P1, luego el pellet se disuelve con el buffer afiadido.

4. Una vez disuelto el pellet se le afiadio buffer P2 y se le da vuelta al tubo para

homogenizar la solucion.

5. Posteriormente se le agregd buffer N3 350 pl se le dio vuelta al tubo y se puso a

centrifugar por 10 minutos.

6. El sobrenadante se aplica a las columnas, se centrifuga Iminuto, se elimina lo que
queda abajo de la columna, se le aplica buffer PE 750 ul se centrifuga Iminuto, se
bota de nuevo lo que queda abajo del tubo, se centrifuga otra vez, se bota el tubo de

abajo y se pasa el filtro a los nuevos tubos.

7. Luego se afiadio 50 yl de buffer EB Tris y se dejo 1minuto y luego se centrifugo 1

minuto y la solucion recolectada es el ADN puro.
Medicion de la concentracion de ADN
Se preparo una dilucion 1:50 consistente en 98 pl de agua y 2 pl de plasmido. Con

esta dilucion se midio la concentracién de ADN en espectofotometro (BECKMAN
DU-600).
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7. Prueba de digestion enzimitica de ADN

Muestras; Cada uno de los clones son sometidos a una prueba de digestion enzimatica

para ver la presencia del ADN inserto en los clones (Anexo 6).

Se realiz6 una Reaccion:

2.0 pl Gem-clone(plasmido)

1.2 ul Eco R1 buffer 10 X

0.5 ul Eco R1 enzima 10 u/ul

8.3 pl de agua purificada

Total de 12 pl por cada tubo/muestra

Las reacciones preparadas se pusieron en el homo a una temperatura de 7 °C  por un
tiempo de dos horas y media. Luego se corrié un gel y cada tubo que tiene sus 12 pl se les

agregod 2 ul de loadding buffer para un total de 14 ul por cada muestra.

8. SECUENCIACION
Secuencia
De los 9 clones purificados puestos a prueba de digestion de enzimas se tomaron solo 3

muestras 1, 5 y la 7 respectivamente, y posteriormente fueron secuenciados.

Muestra 1 corresponde a Santa Lucia (SL-4B)
Muestra 5 corresponde a Sébaco (5-C)

Muestra 7 corresponde a Condega (C-1)

De estas tres muestras se hicieron seis secuencias o sea dos para cada muestra. Una

secuencia usando primers forward (fw) y una secuencia usando primer reverse (rv).

El tubo No 1 pertenece a la muestra numero 1 Santa Lucia. SL-4B
El tubo No 2 pertenece a la muestra numero 5 Sébaco S-C

El tubo No 3 pertenece a la muestra numero 7 Condega C-1
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Estos tres primeros tubos usaron primers Fw.

El tubo No 4 pertenece a la muestra numero 1 Santa Lucia SL-4B
El tubo No 35 pertenece a la muestra numero 5 Sébaco S-C
El tubo No 6 pertenece a la muestra numero 7 Condega C-1

Estos tres Gltimos tenian primers Rv.

Reaccion PCR de secuenciacion

Muestras Plasmidos premix Primer Agua(E) total

1 (FW) 1 8 ul 1ul 10w 20 ul
2 (FW) 1l 8 ul 1ul 10l 20l
3 (FW) i gul  1ul 0wl 20u
4 (Rv) I n 3 ul 1ul 10ul 20
5 (Rv) 1l 8 ul 1ul 10 ul 20 pul
6 (Rv) 1ul 8 ul 1ul 10 ul 20 ul

Las muestras se pusieron en la maquina PTC-100 y se corrio el programa utilizado para

la secuenciacion.

Tabla 11: Programa PCR para secuenciacion de ADN

Pasos °C Tiempo Ciclos
1 95 20 seg. 30
2 50 15 seg. 30
3 60 60 seg. 30
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Pasos secuenciacion

1.Una vez que termina la PCR se marcan 6 tubos y se les agrega 2 pl buffer acetate de
sodium EDTA.

2 Agregaries los 20 ul que estan en los tubos PCR una vez finalizado los ciclos.

3.Afiadir 80 pl de ethanol 95% a cada tubo, se mezcla en el agitador, se centrifuga 15
minutos a 12000 rpm.

4 Luego se aspira el sobrenadante y se le afiade a los tubos 300 pl de ethanol 70%, se
centrifuga Iminuto aproximadamente, se bota el alcohol, se aspira y se deja 10 minutos
en una lampara de luz con el objetivo de que el pellet quede completamente seco y

adherido a las paredes del tubo.

5.Posteriormente se le agrega buffer loading DYE 4 pl a cada tubo, luego se pone en el
agitador 20 segundos se centrifuga 1 minuto y se van a dejar los tubos con las muestras

al lugar donde posteriormente haran la secuenciacion.

El analisis de las secuencias de los geminivirus se¢ realizo a través del programa
DNASTAR el cual indica los porcentajes de identidad en los geminivirus de Condega,

Santa Lucia y Sébaco.
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IV. RESULTADOS Y DiSCUSION

4.1-Porcentaje de transmisibilidad del geminivirus de condega

Después que las plantas fueron inoculadas presentaron los primeros sintomas a los 13
dias. El porcentaje de transmusion obtenido de la colonia de mosca blanca al adquirir el
geminivirus de Condega fue de 45%, lo que indica que para asegurar la transmisibilidad
del virus fue necesario usar 5 moscas por planta, debido que al utilizar esta cantidad de
moscas garantizamos que al menos 2 moscas sean infectivas, permitiendo asegurar que el

virus infecte a plantas sanas.

4.2-Periodo de adquisicion

El analisis estadistico indicdé que los tratamientos no difieren entre si. De los 13
tratamientos de adquisicion solamente en los periodos de 2 y 5 minutos el vector no fue
capaz de adquirir y transmitir el virus, por lo tanto se establecié que el periodo minimo de
adquisicion fue el tratamiento 3 de acuerdo a la Tabla 12, correspondiente al periodo de
10 minutos. Lo que significa que la mosca fue capaz de adquirir el virus tanto en 10
minutos como en 48 horas, pues no se cuantificé la cantidad de virus que adquirié la

mosca blanca, solo se confirmé st hubo o no adquisicién.

Segun los porcentajes calculados en los diferentes periodos de adquisicién, realizados en
las 3 repeticiones los resultados obtenidos fueron que los periodos de 12 y 48 horas
tuvieron un mismo porcentaje de 60% siendo el mas alto en comparacion con los otros
tratamientos y que los mas bajos fueron los periodos de 10 minutos, 2 horas, 4 horas, 10

horas siendo para estos tiempos el mismo porcentaje de 40% (Tabla 12).

El rango entre los diferentes periodos de adquisicion no variaron mucho pues oscilaron

entre un 40% y 60 % por lo que no hubo diferencia significativa entre ellos (Figura 1).
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Figura 1.Porcentaje de plantas enfermas en los diferentes periodos de adquisicion,

Segin estudios realizados con otro tipo de gemimvirus como el virus del mosaico
amarillo del tomate (TYMV), los resultados obtenidos fueron de un periodo minimo para
adquirir y transmitir el virus de 4 horas con un porcentaje de 25% de transmision
(Bonilla, 1995). Ademas, Lastra (1993) encontré que el periodo minimo de adquisicion
fue de 4 horas en el cultivo del tomate coincidiendo dichos resultados entre si. En el
presente estudio los datos muestran que la mosca blanca necesitd de un periodo minimo
de adquisicion de 10 minutos con un 45% de transmision del virus lo que indica que el

vector de acuerdo al geminivirus que transmita tiene diferentes patrones de transmision.

Los periodos mas bajos fueron de 24 horas, esto se debio a que se coloco solamente un
adulto de mosca blanca por planta. Aunque un solo adulto puede transmitir el virus del
TYMV, la transmision es baja, aproximadamente 7 adultos por planta aseguran el 100%
de transmision (Verma et al,, 1975), lo que permite tener resuitados muy diferentes en

comparacion al presente estudio, pues en este experimento se usaron 5 moscas por planta.

Una investigacion realizada por Zeledon, (2002) (datos sin publicar) con el geminivirus
de Sébaco mdica que la mosca blanca necesita alimentarse, para adquirr el virus de una
planta infestada un minimo de 10 minutos y que el tiempo mas efectivo de adquisicion
fue de 30 minutos y 18 horas con un 66% de infectividad. Otras investigaciones

demuestran que B. fabaci requiere un minimo de 10 minutos para adquirir geminivirus de
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plantas infectadas segun estudios realizados en BGMYV (Virus de mosaico dorade del
frijol) por Morales ( 1994 ), coincidiendo con los resultados obtenidos en este estudio.

En estudios realizados con geminivirus de Santa Lucia indican que la mosca sélo requiere
un tiempo minimo de 10 minutos de alimentacion para adquinr el virus, presentandose
menor porcentaje de infectividad de 10% y que un tiempo eficiente para adquisicion fue
de 48 horas con un porcentaje del 60%, Salinas (2002) (datos sin publicar), lo que
demuestra que se enfermaron mas plantas con respecto al periodo minimo. En el presente
trabajo el geminivirus se comporté¢ de manera diferente, debido a que los resultados
demuestran que los tiempos donde el vector mas adquirio el virus fueron en los tiempos
de 12 y 48 horas (60%) y que los menores tiempos de adquisicién fueron de 10 minutos,
2, 4, 10 horas con un (40%).

Tabla 12: Alimentacion del vector en diferentes tiempos, sobre una planta enferma para

que adquiera el virus para transmitirio a plantas sanas (Periodo de adquisicion).

Tiempo de Tratamiento | Plantas | No de moscas| Plantas con Plantas
alimentacion en inoculadas | por planta sintomas infectadas
plantas enfermas (%)
2 min Tl i5 5 0 0
5 min T2 15 5 0 0
10 min T3 15 5 6 40
30 min T4 15 5 7 46.66
1 hora TS 15 5 8 53.33
2 horas T6 IS5 5 6 40
4 horas T7 15 5 6 40
8 horas T8 15 5 7 46.66
10 horas T9 15 5 6 40
12 horas T10 15 5 9 60
18 horas T11 15 5 7 46.66
24 horas T12 15 5 10 46.66
48 horas T13 15 5 9 60
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4.3-Periodo de inoculacién

Se realizaron 13 tratamientos de moculacion en donde el tratamiento 1 y 2 (2 y 5
minutos) la mosca blanca no fue capaz de transmutir el virus, por lo tanto se establecid
que el periodo minimo de inoculacion fue el tercer tratamiento de acuerdo a la Tabla 13,

correspondiente a los 10 minutos,

Entre los periodos o tiempos de inoculacion el que presentd el porcentaje mas alto de
transmision fue el periodo de 24 horas y 48 horas ambos con un porcentaje de 66.66%
(Figura 2). De los tiempos en que se observO sintomas el que menos porcentaje de

transmision tuvo fue el de 1 hora con un 13.33% (Tabla 13}).
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Figura 2. Porcentaje de plantas enfermas en los diferentes periodos de inoculacion.

Los bajos porcentajes de transmision en los tratamientos quiza se debieron a que las
moscas no comenzaron a alimentarse al mismo tiempo en los brotes del aislado, por lo
tanto no tuvieron la alimentacion necesaria para adquirir el virus ni mucho menos para
transmitirios a plantas sanas, otro aspecto a considerar es que en experimentos de
transmision con hembras y machos se ha probado que las hembras son mas eficientes que
los machos (Uzcategw y Lastra, 1978, Bock, 1982). La razon de porqué las hembras de
moscas blancas son mas eficientes con la transmision de geminivirus, no se conoce aun,

pero parece légico esperar que la mayor actividad metabolica debido a la produccion de
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huevos, hacen que la toma de alimento de la hembra, sea en mayor grado y hiberando

grandes cantidades de virus, durante la alimentacion {(Costa y Bennet, 1950).

En Venezuela se logrd obtener 95% con éxito en la transmision con hembras contra 75%
de transmision con machos (Uzcategui y Lastra, 1978), por lo tanto al tomar las moscas
del criadero al azar no se garantiz6 la obtencion Gnicamente de hembras en el presente

trabajo.

Segun estudios realizados con otros geminivirus como el Mosaico Amarillo de! Tomate
(TYMV) se determind que el periodo de transmisién mas efectivo fue el de 4 horas con
un porcentaje de transmsion de 25%. Y que curiosamente a los 20 y 24 horas el
porcentajes de transmision fue inesperadamente bajo, pues después de cierto tiempo la

cantidad de particulas virales circulando en el vector es menor (Bonilla, 1995).

Estudios con BGMYV (Virus del mosaico dorado del fiijol) realizados por Rojas ef al,
(1993), han demostrado resultados similares al presente trabajo, ya que los primeros
sintomas en las plantas inoculadas con el virus de Condega iniciaron alos 10y 12 dias y
en las plantas de frijol inoculadas con el BGMV iniciaron los sintomas a los 10 dias
resultando en este caso los mejores tratamientos los periodos de 24 y 48 de inoculacion,
debido a que presentaron mayor porcentaje de plantas enfermas coincidiendo estos datos

con dicho experimento.

Datos obtenidos por Salinas, 2002 (datos sin publicar), trabajando con el geminivirus de
Santa Lucia-Boaco determind que el tiempo mas efectivo de transmisién del virus fue de
18 y 24 horas de inoculacion con un porcentaje de 60% y que el menor tiempo de
infectividad que tuvo el vector en transmitir ¢l geminivirus a plantas sanas fue de 10

minutos con un porcentaje de 10%.

Comparando los resultados obtenidos en el presente estudio con el geminivirus de
Sébaco, demuestran que el vector de este geminivirus necesita un tiempo minimo de

alimentacion de 10 minutos para transmitir el virus y que el tiempo o periodo con mas
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eficiencia de transmision corresponden a 4 y 8 horas de inoculacién, debido a que 10

minutos representa ¢l tratamiento con menor infectividad con un 6.6% y que los tiempos

de 4 y 8 horas resultaron con un 66.6% Zeledon, (2002) {(datos sin publicar), estos

resultados permiten observar y comparar que el geminivirus de Sébaco se asemeja a un

mismo porcentaje de infectividad (66.6%) al geminivirus de Condega, pero con la

diferencia que este geminivirus obtuvo el 66.6% en los pericdos de 24 y 48 horas de

inoculacién y no en los tiempos de 4 y 8 horas.

Tabla 13: Periodo de inoculacién del geminivirus en plantas de tomate expuestas a

B. tabaci.
Tiempo de Tratamiento | Plantas No moscas Plantas con Plantas
alimentacién en inoculadas | por planta sintomas infectadas
plantas enfermas (%)
2 min Tl 15 5 0 0
5 min T2 15 5 6 0
10 min T3 15 5 5 33
30 min T4 15 5 4 26.66
1 hora T5 15 5 2 13.33
2 horas T6 15 5 6 40
4 horas T7 15 5 5 33
8 horas T8 15 5 4 26.66
10 horas TS 15 5 7 46.66
12 horas T10 15 5 8 53.33
18 horas T11 15 5 8 53.33
24 horas Ti2 15 5 10 66.66
48 horas T13 15 5 10 66.66
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4.4-Periodo de retencion

Los resultados del geminivirus en estudio indican que el vector conservé su capacidad de
transmision del virus hasta el sexto dia, por lo que hubo una gran variacion en la
eficiencia de la transmisién del virus (Figura 3), pues una caracteristica de la mayoria de
los geminivirus es la inconsistencia de su patron de transmision, porque al haber
moculaciones sucesivas exitosas, el vector puede fallar al transmitir, pero recobrar la

habihidad para hacerlo después (Bock, 1982).

Plantas enfermas (%)
coB8E388338

Dias

Figura 3. Porcentaje de plantas enfermas en los diferentes dias de retencion.

Bemisia tabaci transmite el TYLCV en forma persistente circulativa, pero no persiste

durante toda la vida del adulto (Cohen y Nitzany, 1966).

La transmsion del virus, sin una nueva adquisicion en el vector se comporté de una
manera muy variable, pues el porcentaje de infectividad por dia del vector cambia de un

dia a otro, por lo que no se puede determinar ni garantizar la concentracion de virus en el

vector (Tabla 14) .
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Tabla 14: Periodo de retencion del geminivirus en plantas de tomate expuestas a 5. tabaci

Dias de retencion | % de transmision
1 50

2 50.11

3 4282

4 56.85

5

6

72.5
45.07

La transmision del geminivirus en el periodo de retencion varia de un dia a otro y no se
puede determinar una relacion directa entre cada dia, debido a que las moscas blancas
que utilizamos las tomamos al azar, sin tomar en cuenta la edad, ya que a medida que los
dias pasan, las moscas van perdiendo su capacidad de transmision sus actividades
metabolicas disminuyen y por lo tanto la concentracion de particulas virales también, otro
factor es la proporcién hembras-machos, la razon de porqué las hembras de moscas

blancas son mas eficientes con la transmision de geminivirus (Costa y Bennet, 1950).

Otros estudios con el geminivirus de Sébaco han demostrado que la mosca es capaz de
retener el virus por 7 dias y su porcentaje de transmision disminuye a medida que pasan

los dias Zeledon, ( 2002) (datos sin publicar).

Estos datos permitieron comparar la capacidad de retencion de cada geminivirus
mostrando que son diferentes, por lo que comparando resultados demuestran que los dias

se asemejan a dichos estudios.

A medida que se van realizando investigaciones con otros geminivirus como el de Santa
Lucia, sefiala que la mosca es capaz de retener las particulas del virus por 5 dias Salinas,
(2002) (datos sin publicar), siendo un porcentaje mas bajo en comparacion al geminivirus

de Condega y Sébaco, segln este geminivirus el comportamiento de infectividad por dias
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vario al igual que los otros virus estudiados. Gamez (1971), encontrd que B. rabaci puede

retener el BGMYV por un periodo tan largo como 21 dias.

4.5 Rango de hospedantes

La planta con PCR (+) sefiala la presencia de virus, ya que al hacer uso de la técnica de
electroforesis con la realizacion de un gel corrido, se visualizaron las bandas, donde se verifico
la presencia de geminivirus en la especie Nicotiana tabacum Cv. Benthamiana la cual presentd

sintomas mas severos y visibles del geminivirus de Condega.

Tabla 15: Resultados de la prucba PCR realizadas en laboratorio de biologia molecular de la
UNA en especies de la familia solanaceas injertadas con el geminivirus de Condega

Plantas injertadas Aislado con el que se injerto PCR
Chiltoma (Capsicum annum) Condega -
Nicotiana tabacum Condega +

Cv. Bernthamiana

Tomate (Lycopersicon esculentum Mill) Condega -
var. UC-82

4.6-Fase de invernadero

Se encontraron diferencias significativas en unos casos y altamente significativas en
otros, para los factores fecha y matenales, cuyas probabilidades respectivas fueron: para
el tratamiento 1 ( P>0.005 y 0.0001), el tratamiento 2 (P>0.0001 y 0.0001) y para el
tratamiento 3 ( P>0.0036 y 0.0098).

La interaccion fecha por material indica que no hay diferencias significativas en los tres

tratamientos, por lo que cada factor es independiente entre si (Anexo 9, 10y 11).
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En el tratamiento 4 (plantas sin inocular) podemos sefialar que los materiales testigos no
fueron infectados debido a que no se les inoculd el geminivirus y por lo tanto ninguna de

las plantas presentaron sintomas ante la ausencia del virus.

Con respecto a la variable evaluada (severidad) en cada uno de los tratamientos, el
material mas afectado fue la variedad UC-82 debido a que sus porcentajes de severidad

fueron de 60% en el tratamiento 1 y 40% en el tratamiento 2 y 3 ( Figura 4).

—m—Mat 111
g ‘ Mat 148
'5 . UC-82 : 
$ ‘—x——-—MatSS
> |—e—Mat 112

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Muestreos

Figura 4. Porcentaje de severidad de los materiales inoculados a los 7 ddt.

Comparando estos tres tratamientos podemos observar que la UC-82 disminuyéd el
porcentaje de severidad de un 60% a un 40% (Figura 5) pues las plantas tenian mas edad
y la susceptibilidad de las plantas al geminivirus disminuye a medida que las plantas

maduran fisiologicamente (Hilje y Arboleda, 1993).
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Figura 5. Porcentaje de severidad de los materiales inoculados a los 14 ddt.

Los materiales menos afectados severamente fueron el 112 en el tratamiento 1 y 3 con 15

y 25% respectivamente y el material 148 en el tratamiento 2 con 5% de severidad segun
la escala utilizada. ( Figura 6).

= | —m—Mat 111
§ ; Mat 148
o C|e-uce2
% | ——Mat 55
2 | —e—Mat112

] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Muestreos

Figura 6. Porcentaje de severidad de los materiales inoculados a los 21 DDT.
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4,7-Fase fuera del invernadero

4.7.1- Severidad del geminivirus en los materiales evaluados.

El ANDEVA denota que existe diferencias altamente significativas entre las fechas
(P>0.0001) al igual que en los materiales existe diferencias significativas (P>0.001), sin
embargo, en la interaccidn fecha por material no existe diferencias significativas
(P>0.6029). Ambos factores son independiente entre si, para el comportamiento de la
severidad cada uno de los factores no esta influenciado uno sobre el otro resultando en el

analisis un R? de 0.915474 con un coeficiente de variacion de 21.3206 (Anexo 12).

Los materiales se comportaron en ¢l campo de manera diferentes, la variedad UC-82 fue
la que presenté mayor cantidad de plantas enfermas y mayor porcentaje de severidad
58.75%, con sintomas muy severos, observandose plantas arrugadas, cloréticas, enanas y

con frutos muy pequefios, moteados y con maduracion desuniforme (Figura 7).

El mejor material ante el ataque de mosca blanca fue el material 55 con 40% pues
presentd menos plantas enfermas y en menor escala de acuerdo a la severidad, siendo un

material resistente ante la virosis, aunque ninguna vanedad es resistente a todas las plagas
y enfermedades a la vez (CATIE, 1990).

~J
o

60 4 o
£l —&—Mat 148
E 401 ——Mat 55
g 307  —%— UC-82
@ 20 [
/-]

10 4

0,

Figura 7. Porcentaje de severidad de geminivirus en los materiales evaluados.

Un factor metodologico que podria haber afectado los resultados, y la explicacion de lo
que sucede en el campo, es que en el invernadero los sintomas virales generalmente son
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mas leves, pues las condiciones climaticas son més benignas que en el campo (Bonilla,
1995).

4.7.2- Incidencia del complejo mosca blanca-geminivirus en los materiales

evaluados.

El ANDEVA realizado demuestra que se encontré diferencias altamente significativas
(P>0.0001) entre las fechas de muestreos de acuerdo a la variable incidencia, el factor
material no mostrd efecto significativo entre los materiales (P>0.1015) al igual que en la
interaccion fecha por material no hay diferencia significativa (P>0.4009), ya que ambos
factores son independiente entre si. Resultando en el analisis un R? de 0.876599 con un

coeficiente de variacion de 25.06113 (Anexo 13).

Los materiales no difieren mucho uno sobre el otro porque lo tres materiales evaluados
presentaron sintomas. En los primeros muestreos realizados la variedad UC-82 presento
mayor incidencia de virosis en comparacion con los otros materiales y a partir del

muestreo 7 todos los materiales tuvieron 100% ( Figura 8).

Incidencia (%)

|‘ Muestreos

Figura 8. Porcentaje de incidencia de geminivirus en los mateniales evaluados.

Experimentos realizados sobre incidencia de virosis en cuitivares como Ty-8472, Ty-
8484, Ty-5656, Ty-8479, XPH-5979 y UC-82 demostraron que los cultivares UC-82 y
Ty-8479 presentaron mayor incidencia de virosis, no obstante el cultivar UC-82 presento
¢l menor numero de adultos de mosca blanca, tanto en semillero como en plantacion io

que indica que este cultivar es muy susceptible a la virosts y no se debe de establecer en
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localidades con alta presion de insecto. Los cultivares de origen israelitas Ty-8472, Ty-
8484 asi como el de origen estadounidense XPH-5979 presentaron mayor grado de

tolerancia, ( Castilla y Castilblanco, 1998).

Otros estudios que se han realizados sobre incidencia de virosis en diferentes variedades
como UC-82, Peto-95, Rio Grande demuestran que la variedad Rio Grande tiene el

promedic mas alto de incidencia de virosis en comparacion con las demas (Olivas, 1996).

Al comparar los porcentajes de severidad e incidencia en los materiales se comprobd que
aunque todas las plantas se enfermaron no presentaron el mismo grado de sintomatologia,

debido que cada material respondi6 de manera diferente ante la infeccion.

4.7.3- Promedio de mosca blanca en los materiales evaluados.

Los resultados obtenidos del analisis de vananza realizado para la mosca blanca muestran
que existe diferencia significativa entre las fechas (P>0.01) igualmente el factor material
mostrd efecto altamente significativo entre los materiales (P>0.0001) sin embargo en la
interaccion fecha por material no hubo diferencias significativas (P>0.1316), ya que
ambos factores son independiente si, con un coeficiente de variacion de 20.59 yun R2 de

0.53 ( Anexo 14).
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Figura 9. Dindmica poblacional de mosca blanca en los materiales evaluados.
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La figura 9 muestra que la variedad UC-82 obtuvo como promedio 2 adultos por planta ,
resultando ser la que presentd mayor nimero de mosca en comparacion con los demas

materiales.

B.fabaci Gennadius es una plaga estacional cuyo impacto mas severo se presenta en la
estacidon seca, los adultos tienen la capacidad de invadir ripidamente sus cultivos
preferidos, favorecidos por la direccion del viento, 1o que representan un reclutamiento
muy intenso de €stos en el envés de la hoja, en grupos de tamafios variables, presentan
una mayor actividad en horas de la mafiana entre las 6:30 a.m — 8:30 a.m y por la tarde
entre las 3:30 - 5:30 p.m. (Hilje e o/ .,1992) (citado por Castillay Castilblanco, 1998).

Experimentos realizados sobre poblacion de mosca blanca en cultivares como Ty-8472,
Ty-8484, Ty-5656, Ty-8479, XPH-5979 y UC-82 indicaron que la mayor presencia de
mosca blanca en la plantacion la obtuvieron los cultivares Ty-8484 y Ty-8472, mientras
que el cultivar XPH-5979 manifesté menor presencia del vector, Los cultivares de origen
israchtas Ty-8472, Ty-8484 demuestra la preferencia que tiene el insecto tanto en estado
de plantula como en plantacion definitiva, por lo que se les debe dar un buen manejo

agronomico y fitosanitario (Castilla y Castilblanco, 1998).
4.8-Caracterizaciéon molecular
Después de la purificacion de los plasmidos se midio la concentracion de ADN, (Tabla

16) donde se sometieron a una prueba PCR y prueba de digestion enzimatica de ADN en

la cual se verifico la presencia del ADN viral inserto en los clones.



Tabla 16: Concentracion de ADN de los plasmidos purificados

Muestras Clones pg/mi pg/ul
SL-4B 1 10.61 0.53
2 942 0.46
3 10.32 0.51
§-C 4 9.61 0.48
5 10.62 0.53
6 10.06 0.50
C-1 7 11.96 0.59
8 11.45 0.57
9 4.2 0.21

El fragmento secuenciado del compenente A de los geminivirus de Condega, Santa
Lucia y Sébaco fue de 1200 pares de bases abarcando la Regién Comuiin (RC), la proteina
de céapside (AV1) y la proteina de replicaciéon (AC1) (Anexo 7), revelando similitud en la
secuencias de los nucledtidos, el analisis de las secuencias en los porcentajes de similitud
indican que el geminivirus de Sébaco con el de Condega tiene 89.0 de similitud y con
Santa Lucia 95.2, igualmente el geminivirus de Condega con el de Santa Lucia tiene 91.8

de similitud, mostrande mayor porcentaje Sébaco con Santa Lucia (Tabla 17).

Tabla 17: Porcentaje de similitud de la secuencia de los geminivirus de Condega, Santa

Lucia y Sébaco

SECUENCIAS PORCENTAIES DE SIMILITUD
Geminivirus de Condega con Sébaco 89.0 %
Geminivirus de Sébaco con Santa Lucia 95.2%
Geminivirus de Condega con Santa Lucia 91.8 %
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CONCLUSIONES

El porcentaje de infectividad de ia colonia de mosca blanca en la transmision del

virus de Condega fue de 45%.

El periodo de adquisicion minimo fue de 10 minutos, fos tiempos de mayor
eficiencia de adquisicion fueron el de 12 y 48 horas (60%) y los que obtuvieron

menores porcentajes fueron los tiempos de 10 minutos, 2, 4 y 10 horas (40%).

El periodo minimo de inoculacion fue de 10 minutos, de los periodos de
inoculacion los de 24 y 48 horas presentaron el mayor porcentaje de transmision

(66.66%) y el periodo de 1 hora el menor porcentaje (13.33%).

El periodo de retencion del vector en su capacidad de transmision del virus fue de
6 dias, siendo el dia 5 el que presentdé mayor porcentaje de infectividad con
72.5%.

. De las cinco especies de la familia solanaceas injertadas, resultd con sintomas la

especie Nicotiana tabacum CN . Benthamiana.

. De los 5 materiales evaluados en ¢l invernadero en los diferentes periodos de
mnoculacion, el material 112 fue el que resulté mas resistente ante el complejo, ya
que comparando los porcentajes de severidad con el resto de materiales fue el
menos afectado y la variedad UC-82 fue la mas susceptible, debido a que presento

mayor numero de plantas enfermas con sintomas muy severos.

De los tres materiales evaluados en la fase fuera de invernadero incluyendo la
testigo UC-82, resulto el material 55 con el menor porcentaje de severidad (40%)
siendo el material que mejor se comportd ante el complejo mosca blanca-
geminivirus, mostrando ser mas resistente respecto a los demas materiales, la

variedad UC-82 fue la mas susceptible, debido a que presentd mayor porcentaje
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de severidad {58.75%). De igual forma el material 148, 55 y la UC-82 resultaron
en los muestreos finales con igual porcentaje de incidencia 100% y en la dinamica
poblacional de mosca blanca resultd la variedad UC-82 con mas adultos (2) por

planta en cornparacion con ¢l resto de mateniales.

. La secuencia del fragmento 1200 pares de bases del compouente A de los
geminivirus de Condega, Santa Lucia y Sébaco, permitié conocer a través de la
secuencia de nucledtidos, los porcentajes de similitud que existen entre eflos,
obteniéndose como resultado que el geminivirus de Sébaco con Santa Lucia
alcanzo un mayor porcentaje de stmilitud con un 95.2 en comparacion con el

geminiviros de Condega {89.0%).
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VI-RECOMENDACIONES

Uso de variedades tolerantes y resistentes utilizados de forma directa por los

productores o como fuente de genes para trabajos de mejoramiento genético.

Tomando como referencia que el periodo minimo de adquisicion e inoculacion
obtenido en esta investigacion fue de 10 minutos y que el ultimo tratamiento
observado fue de 48 horas, se deben llevar a cabo estudios mas prolongados en
cuanto a los diferentes tiempos de alimentacion del vector, para determinar si es
capaz de adquiric y transmitir el virus en mayor valor del mencionado

anteriormente.

Al realizarse trabajos con periodos de inoculacion y adquisicion recomendamos
utilizar de 10-15 moscas, debido al tamafio de las trampas, para evitar que las

mescdas € mueran,

Se recomienda tener en el invernadero la cantidad suficiente de plantas, para
reemplazar aquellas que se dafien al momento de ser utilizadas en los diferentes

periodos de adquisicion, inoculacion y retencion.
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VIIl. ANEXOS



Anexo 1: Materiales de tomate evaluados en fase de invernadero
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Anexo 2: Material de tomate infectado con geminivirus
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Anexo 3: Materiales evaluados en fase fuera de invernadero




Anexo 4: Frutos de tomate silvestres evaluados en la fase fuera de

invernadero
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Anexo 5: Fuente de indculo del geminivirus de Condega




Anexo 6: Visualizacion de bandas de nucledétidos mediante
técnica de electroforesis

Fragmento de ADN-A de geminivirus

Fragmento de ADN-A de geminivirus

Digestion enzimdtica de plasmido de ADN
conteniendo mserto de ADN viral.
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Anexo 7: Organizacion tipica del genoma de un begomovirus.

ACH

pe BB
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Anexo 8: Composicién quimica del fertilizante liquido Completo NPK

Ingrediente activo; 11%
Nitrégeno (N) 13%
Fasforo {(P205) 18%
Potasio (K20)
Ingredientes inertes 58%
TOTAL 100%

Contiene quelato organico, fitohormonas, antibiotico y acidos himicos,
posee 420 gramos de ingrediente activo por litro de producto comercial.

Formulado por: PRONEINAGRO, S.A. Guatemala C.A.
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Anexo 9:Anilisis de varianza para el tratamiento 1 bajo condiciones de
invernadero.

F.V GL SC CM ¥C Pr>¥
Fecha 11 3.712 0.337 2.49 0.0055
Material 4 11.771 2.942 21.79 0.0001
Fecha x 44 0.823 0.018 0.13 1.0000
material
Error 240 32.432 0.135
Total 299 . 48.740

Separacion de Medias segimlDuncan

FECHAS MEDIAS GRUPO
1 11.000 C
2 18.000 BC
3 25.000 ABC
4 25.000 ABC
5 27.000 AB
6 27.000 AB
7 31.000 AB
g 31.000 AB
9 34.000 A
10 35.000 A
11 36.000 A
12 36.000 A
MATERIALES MEDIAS GRUPO
1 24.583 B
2 20.833 B
3 56.667 A
4 28.750 B
5 9.167 C
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Anexos 10: Analisis de varianza para el tratamiento 2 bajo condiciones

de invernadero.

F.V GL SC CM FC Pr>F
Fecha 11 5.128 0.466 5.17 0.0001
Material 4 5.130 1.282 14.24 0.0001
Fecha x 44 1.515 0.034 0.37 0.9999
material
Error 240 21.767 0.090
Total 299 33.542
Separacion de medias segin Duncan
FECHA MEDIAS GRUPO
1 2.000 C
2 3.000 C
3 11.000 BC
4 11.000 BC
5 15.000 AB
6 16.000 AB
7 16.000 AB
8 18.000 AB
9 21.000 AB
10 25.000 A
11 27.000 A
12 27.000 A
MATERIALES MEDIAS GRUPO
1 23.750 A
2 4 583 C
3 26.250 A
4 13.750 B
5 11.667 B
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Anexo 11: Anilisis de varianza para el tratamiento 3 bajo condiciones de
invernadero.

F.V GL SC M FC Pr>F
Fecha 11 3.826 0.347 2.62 0.0036
Material 4 1.812 0.453 343 0.0098
Fecha x 44 0.567 0.012 0.09 1.0000
material
Error 240 31.884 0.132
Total 299 38.090

Separacion de medias segin Duncan

FECHA MEDIAS GRUPO

6.000
6.000
15.000
16.000
16.000
17.000
19.000
23.000
24.000
29.000
30.000
12 36.000

R R L ~. ¥ T - e T S N

—
S

e > E 5028w @

MATERIALES MEDIAS GRUPO

1 24.167 A
15.417
27.083
14167
13.750

G W
= @ » W
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Anexo 12: Anilisis de varianza de la severidad del geminivirus en los
materiales evaluados en la fase fuera de invernadero.

F.V GL SC CM FC Pr>F
Fecha 9 8.42 093 103 .33 0.0001
Matenal 2 0.46 023 2517 0.001
Fecha x 18 0.14 0.007 o1 0.6029
Material
Error 90 0383 6.009
Total 119 986
Separacion de medias segin Duncan
FECHAS MEDIAS GRUPO
1 0.417 H
2 2.500 GH
3 6.250 G
4 12.500 F
5 20.417 E
6 25.833 D
7 32917 C
8 44.167 B
9 45 833 AB
10 50.833 A
MATERIALES MEDIAS GRUPO
1 23.750 B
2 18.750 C
3 29 875 A
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Anexo 13:Analisis de varianza para determinar la incidencia del
complejo mosca blanca-geminivirus en los materiales evaluados bajo
condiciones fuera de invernadero.

FV GL SC CM FC Pr>F
Fecha 9 40.49 4.49 74.83 0.0001
Material 2 0.30 0.15 2.5 0.1015
Fecha x 18 1.25 0.06 1 0.4009
Material
Error 90 592 0.06
Total 119 4798
Separacion de medias segun Duncan
FECHAS MEDIAS GRUPO
1 1.667 E
2 10.000 E
3 25.000 D
4 48.333 C
5 76.667 B
6 86.667 AB
7 100.000 A
8 100.000 A
9 100.000 A
10 100.000 A
MATERIALES MEDIAS GRUPO
1 63.500 A
2 62.000 A
3 69.000 A
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Anexo 14: Analisis de varianza realizado en poblacion de mosca blanca
en la fase fuera de invernadero.

F.V GL SC CM FC Pr>F
Fecha 9 0.92 0.10 25 0.0140
Material 2 224 1.12 28 0.0001
Fecha x 18 1.07 0.06 1.5 0.1316
Material
Error 90 371 0.04
Total 119 7.95
Separacion de medias segin Duncan
FECHAS MEDIAS GRUPO
1 0417 H
2 2.500 HG
3 6.250 G
4 12.500 F
5 20415 E
6 25.833 D
7 32.917 C
8 44 167 B
9 45833 AB
10 50.833 A
MATERIALES MEDIAS GRUPO
1 0.951 B
2 0.838 C
3 1168 A
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