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. INTRODUCCION

El tomate (Lycopersicon esculentum Mill) es uno de los vegetales u hortalizas més importante del

mundo y su popularidad aumenta constantemente. En el ambito mundial, se clasifica como €l
segundo vegetal mas importante superado Unicamente por la papa. En el tropico es el nimero uno. En
Nicaragua el tomate ocupa uno de los primeros lugares entre las hortalizas, tanto en consumo como
en produccion y comercializacion. Los rendimientos promedios varian de 12 a 18 ton/ha. En €l pais
actualmente se cultiva 2000 4 2500 ha, siendo las principales areas de produccién Matagalpa y
Jinotega, particularmente en el valle de Sébaco y Tomatoya (INTA, 1999).

El tomate es susceptible a muchas plagas y enfermedades, sin embargo, varios sistemas agricolas
tropicales y subtropicales han sido severamente afectada por la mosca blanca (Bemisia tabaci Genn),
(Homoptera—Aleyrodidae) que se ha convertido en la principal plaga agricola mundia (Brown,1994)
B.tabaci es un vector de geminivirus el mas importante en el continente y en el mundo (Caballero,
1996).

B. tabaci oviposita generalmente en el envés de las hojas maés jévenes cada huevo puede estar o no
cubierto de una secrecién cerosa blanca y estan adheridos a la hoja por un pedicelo. Pasa por cuatro
estadios ninfales, (véase la fig. 1 del anexo) el primer estadio es mévil y se mueve hasta que
encuentra un lugar apropiado para anclarse e iniciar su alimentacion, los estadios ninfales segundo,
tercero y cuarto se desarrollan anclados en el envés de las hojas, después de la tercera muda la ninfa
pasa por dos fases, en la primera que corresponde a cuarto estadio ninfal, aln se alimenta, mientras
gue en la segunda deja de hacerlo, sufriendo algunos cambios morfoldgicos, € adulto recién
emergido es de color amarillo pdlido, pero después de 3-5 horas toman un color blanco
caracteristico, debido al polvo ceroso que los cubre. La cdpula puede ocurrir unas dos horas después
delaemergencia de los adultos (Salguero, 1990).

Las moscas blancas dafian las plantas de varias formas, causan dafios directos a alimentarse
individualmente succionando la savia lo cua puede traer como consecuencia clorosis y hasta la
muerte. Otro dafio directo se relaciona con la produccion de extractos azucarados, sobre los cuales se

desarrollan hongos, dafiando la apariencia del producto y dificultandose la funcién clorofilica debido



al bloqueo de luz. Sin embargo, €l dafio mas importante se debe a la transmisién de virus,
especificamente los geminivirus (Perring et al 1991, Rosset 1988 ).

Se ha demostrado que la mosca blanca transmite seis virus pertenecientes a diferentes grupos.
geminivirus, carlavirus, closterovirus, potyvirus, luteovirus, comovirus, siendo el grupo de los

geminivirus el mas importante (Duffus et al 1986) citado por Bonilla F. 1995.

Los geminivirus causan enfermedades muy importante en varios cultivos de las zonas tropicales y
subtropicales. Estan compuestos por &cido desoxirribonucleico (ADN) y una proteina que forma la
cubierta. EI nombre (gemini: gemelo) se debe a las estructuras de sus particulas, compuestas por dos
cubiertas icosahédricas unidas por una de las caras, y estos pertenecen a la familia geminiviridae
(Ramirez et a,. 1996). El genoma esta constituido por una (virus monopartito) o dos (virus bipartito)
moléculas de ADN. Estas moléculas son circulares y tienen una sola banda o cadena: solo durante la

replicacion se convierten en moléculas de doble cadenas.

El primer reporte que se tiene sobre a presencia de geminivirus en tomate en la regién
Centroamericana. Fue en el valle de Sébaco, Nicaragua, en 1983 (Rosset, 1986). En esta misma zona
en 1986 se reporto una incidencia de geminivirus del 100% en las plantaciones de tomate. Estudios
posteriores revelaron la presencia de geminivirus en Guatemala en 1988 (Dardon, 1993), el Salvador
1988 (Serrano et al., 1993), Costa Rica 1988 (Hilje, 1993) y Honduras 1989 (Caballero y Rueda,
1993).

De acuerdo a su estructura genémica, €l vector que los transmite y los hospederos que infectan, la
familia Geminiviridae esta dividida en cuatro géneros: Mastrevirus, este género esta constituido por
geminivirus del viejo mundo, con un sélo componente gendmico, los cuales infectan exclusivamente
monocotiledéneas y son transmitidos por cicalidos (Mullineaux et al., 1984). El segundo género,
Curtovirus, esta formado por geminivirus distribuido en e Viejo y Nuevo Mundo, con un solo
componente gendmico, infectan dicotiledoneas y son también transmitidos por cicdlidos (Stanley et
al,. 1986). El tercer género: Begomovirus, formado por virus distribuidos en el Vigjo y Nuevo

Mundo, de uno o més componente gendmico, sblo afectan dicotiledoneas y son transmitidos por

mosquitas blancas (Bemisia tabaci Genn) incluyendo el biotipo B, también conocido como B.



argentifolii). El virus del enrollamiento de la hoja del tomate (TYLCV) (Navot et a.,1991), son
begomovirus atipicos, ya que a pesar de ser transmitidos por mosquitas blancas, poseen genomas
monopartitas. Estos geminivirus podrian ser intermediarios en la evolucién evolucién entre los
geminivirus monopartitas y los bipartitas. Recientemente se ha creado un cuarto género, como es €l
Topocuvirus. Todos citado por Rojas M. R, 2000.

La complejidad de la mosca blanca obedece a varios factores claves entre ellos gran plasticidad
genética, lo que demuestra las siguientes evidencias: gran variacion morfolégica de las ninfas, incluso
dentro de una misma planta, capacidad para desarrollar resistencia a los insecticidas, existencias de

varias razas o biotipos (Brown 1990, Brown y Bird 1992; citado por Hilje, 1996).

El insecto tiene muchos biotipos siete de los cuales estan en América Central y € Caribe (Brown et
al.1995,). Es necesario investigar més sobre los biotipos de B.tabaci, dada la implementacion
epidemiol6gica que tiene € hecho de que €l biotipo B de B.tabaci tenga un rango méas amplio de
plantas hospederas (Brown,1993). Informacién reciente derivada de una identificacién molecular
realizada en el CIAT con muestras proveniente del valle de Sébaco, Matagalpa indica que los
especimenes recol ectados no pertenecen al biotipo B (Sediles 2000, datos no publicado).

La relacion del complejo mosca blanca-geminivirus se da a través de la relacion virus -vector,

mediante |os siguientes periodos:

Periodo de inoculacion que es e tiempo minimo necesario que la mosca necesita alimentarse para

transmitir e virus a una planta sana.

Periodo de adquisicion es el tiempo minimo de alimentacién que B.tabaci necesita para adquirir el

virus en una planta infestada.

Periodo de retencion que es e tiempo méaximo que la mosca permanece infectiva después de haber

adquirido e geminivirus de una planta enferma.



La deteccion de los geminivirus es importante para €l manegjo de las enfermedades que ocasionan, y
pueden hacerse detectando la proteina de su capside o su genoma.

En el érea de Mesoameérica y el Caribe el diagndstico es mas complejo, porque a menudo coexisten

varios geminivirus en una misma planta.

Como se puede apreciar es necesario considerar la alta patogenisidad de los geminivirus y las
pérdidas que éstos ocasionan a los productores del cultivo del tomate. Por tal razén consideramos
gue esta informacién servira como bases a futuras investigaciones, tomando en cuenta el estudio
bioecol6gico del problemay que actualmente la mayoria de los estudios epidemioldgicos en plantas
se realizan en € &mbito molecular, y todos ellos involucran de una u otra manera la deteccion de
fitopatogenos por PCR. Por €llo, la presente investigacion surge ademas con el propdsito de ensayar,
en un cultivo de importancia econémica como es el tomate, un protocolo de PCR, para la deteccion
de geminivirus transmitido por la mosca blanca; para luego ser implementado en e diagnostico

molecular y aplicada a otros cultivos en estudios posteriores.



Resumen
El objetivo del presente trabajo consistid en la caracterizacion bioldgica de un geminivirus que afect6d
el cultivo del tomate (Licpersicon esculentum Mill). El estudio se realiz6 en la Universidad Nacional
Agraria (UNA), en € periodo de enero 2001- enero del 2002.

Esta investigacion se realizo en tres fases: la primera de invernadero, donde se cultivaron plantas de

tomate de la variedad UC-82, se improviso una cria de moscas blancas (Bemisia tabaci Genn) vector

del geminivirus en estudio y donde se estuvo reproduciendo € geminivirus de Sébaco en las plantas
de tomate de la variedad ya mencionada, que servirian posteriormente como fuente de indculo, esto
se hizo por medio de injertos e inoculaciones, con e propdsito de caracterizarlo biol6gicamente
determinando los periodos de adquisicidn, inoculacion, retencidn asi como el rango de hospedero.
Para este estudio se determind a demas el porcentaje de infectividad de las colonias de moscas
blancas, €l cual fue de 66.6%, lo que indicd que se necesitaban cinco moscas por tratamiento, ya que
estas garantizarian que a menos tres de €ellas serian portadoras del geminivirus una vez que han
adquirido €l virus de la fuente de in6culo. Los tratamientos consistian en los diferentes tiempos
expresados en horas como 0.08, 0.16, 1, 2, 4, 8, 10, 12, 18, 24, 48, h con tres repeticiones para cada
uno deellos.

La fase de laboratorio de vectores consistié en llevar a cabo practicamente los periodos de
adquisicion, inoculacion y retencidn, los cuales dieron como resultados que B.tabaci necesita
alimentarse de una planta infestada tan sélo 0.16 h que es equivaente a 10 minutos para adquirir €l
Virus y que necesita un mismo tiempo para transmitirlo una vez que se ha aimentado en una planta
sana. Respecto al periodo de retencion € vector es capaz de retener las particulas virales hasta un
séptimo diay que a medida que pasan los dias |a capacidad de transmision disminuye.

En el estudio era también objetivo conocer cua era el rango de hospedante que tenia el geminivirus
de Sébaco, por 1o que se evaluaron 5 especies de la familia Solanacea, injertandolas con plantas
infestadas del cultivo del tomate, resultando la especie Nicotiana tabacum cv Benthamiana con
sintomas del virus. La Ultima fase se llevd a cabo en €l laboratorio de Biologia Molecular donde se
analizo a través de la técnica de PCR la presencia y ausencia de geminivirus en las plantas con las
gue se estuvo trabagjando en el transcurso de lainvestigacion.

Finalmente los resultados obtenidos en |os diferentes periodos fueron analizados mediante un andlisis

de Regresion Logistica Binaria, ya que los datos eran categoricos, es decir, cuyas respuestas son de si



0 Nno en otras palabras presencia o ausencia del geminivirus, donde la presencia eraigual auno y la
ausencia de este mismo igual a cero.



. OBJETIVOS

Objetivo General

1.Caracterizar biolégicamente un geminivirus transmitido por la mosca blanca en e cultivo del
tomate del valle de Sébaco para conocer su diversidad bioldgicay contribuir con nuestrainformacion
adisefiar nuevas estrategias de manejo.

Objetivos especificos

1.Determinar €l tiempo minimo de alimentacion que la mosca blanca necesita para adquirir € virus
en una planta infestada.

2.Conocer €l tiempo maximo de retencién que la mosca blanca permanece infectiva después de un
periodo adquisitivo en una planta enferma.

3.Determinar € tiempo minimo de alimentacion que el vector necesita
paratransmitir e virus a una planta sana.

4.Conocer € rango de hospedero que € geminivirus tiene en plantas tanto inoculadas a través de su
vector como por injerto.



II. MATERIALESY METODOS

El presente trabajo se llevé a cabo en la Universidad Nacional Agraria (UNA) ubicada en el Km. 12
% carretera norte Managua, especificamente en los invernaderos del Departamento de Proteccion
Agricola 'y Forestal, asi como en el laboratorio de vectores y € laboratorio de Biologia Molecular

ubicados en la institucion antes mencionada.

Se hizo con el propésito de determinar los periodos de adquisicion, inoculacion y retencion, como se

menciono anteriormente en los objetivos.
L ainvestigacion se desarroll6 en fases, una de invernadero y otra de laboratorio.

IIl. FASE DE INVERNADERO

3.1 Criade moscas blancas

Se establecieron crias de moscas blancas dentro del invernadero y fuera de éste, paralo cual usamos
jaulas de madera forradas con mallas finas, con e fin de no dejar que penetraran otros insectos que
ateraran el proceso de desarrollo de las moscas.
Las moscas se extrgjeron del campo, de cultivos de ayote y de pepino, de una finca ubicada en “El
RODEQ" cerca de las instalaciones de la universidad. Estas moscas se capturaron con succionadores

(véase lafigura 1) y posteriormente se trasladaron y se introdujeron en pequefias jaulas de maya, las
gue contenian macetas con plantas de frijol (Phaseolus vulgaris) de la variedad DOOR 3 64 siendo

este cultivo hospedero principal de la mosca blanca, para que acanzaran grandes poblaciones, y para
esto era necesario proporcionarles las condiciones dptimas como luminosidad suficiente si estaban
en el campo o un techo de pléstico grueso en caso de lluvias. Las moscas con las que se trabajé eran

generaciones nuevas, libres de virus.



Fig. 1 Succionador con €l que se capturaban las moscas blancas

3.2 Fuentedevirus

En € caso de las fuentes de virus se trabajé con plantas infestada por un geminivirus transmitidos
B.tabaci (Genn) del valle de Sébaco. Este geminivirus fue identificado como e geminivirus
relacionado a virus del enrollamiento de la hoja del tomate Sinaloa (STLCV) por (Rojas et a., 2000)
en laUniversidad de Ciencias Agricola (SLU) Upsala, Suecia.

Las fuentes de in6culo se mantuvieron en plantas de tomates de la variedad UC-82 a través de
inoculaciones e injertos, a demas se les realizaban practicas fitosanitarias como podas, asi como

labores de fertilizacion, seleaplicd NPK liquido arazdn de 2.5 cc por litro de agua.



Composicion quimica del NPK

Nitrégeno (N) 11.00%
Fésforo (P205) 13.00%
Potasio (K20) 18.00%
Ingredientes Inertes 58.00%
Total 100.00%

Semanamente se hicieron siembras de plantas de tomatey frijol, laprimera se hizo en bandgjasy su
posterior trasplante en maceteras, y la siembra de frijol directamente en las maceteras, con €l
objetivo de tener disponible alimento para la cria de mosca blanca, y para mantener al geminivirus en

estudio, esto Ultimo lo conseguiamos a través de injertos o inoculaciones.

IV.FASE DE LABORATORIO DE VECTORES

Relacion virus —vector

4.1 Por centaje de infectividad

Se necesitaba determinar el nimero de moscas que se iban a utilizar en los diferentes tratamientos
(horas de alimentacion de las moscas 0.08, 0.16, 30, 1, 2, 4, 8, 10, 12, 18, 24, 48) y para esto se tomo
de la cria de moscas blancas 20 mosquitas, se alimentaron de la fuente de virus, en este caso una
planta de tomate, por un periodo de 48 horas, luego las pasamos a 20 plantas de tomate, colocando 1
mosca por planta en pequefias trampitas de clip, (véase Fig. 2) y después de 24 horas |as retiramos.
L os resultados se obtuvieron después de 22 dias de inocularlas. Este proceso se repitid 3 veces, para
disminuir e margen de error.

Los resultados demostraron que 5 moscas blancas por plantas eran capaces de transmitir al

geminivirus.
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Fig. 2. gemplo del uso de las trampas con clip en las hojas de tomate.

4.2 Periodo de adquisicién:

De la cria se extrajeron 360 moscas blancas en realidad s6lo se necesitaban 300, pero a manipularlas
algunas morian, por lo que se ponian 30 moscas blancas, para garantizar las 25 que se necesitaban por
cada tratamiento, estas se ponian alimentar en plantas infestadas con €l geminivirus de Sébaco por
periodos de (0.08, 0.16, 1/2, 1, 2, 4, 8, 10, 12, 18, 24, 48, horas) siendo estos los tratamientos antes
mencionados. Luego se retiraron y se colocaron nuevamente en trampas de clip en grupos de cinco
mosquitas por planta sanas de tomate, por un periodo de 24 horas, después de este lapso se vuelven
a retirar y se eliminan dichas moscas, y tales plantas se llevan a invernadero con e fin de
chequearlas de manera visual después de dos a tres semanas, que es el tiempo aproximado para
visualizar los sintomas. Para saber con exactitud cuando aparecian los sintomas, se observaban todos

los dias.
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Cabe mencionar que las plantas infestadas de las cuales se alimentaban inicialmente las moscas para
adquirir €l virus ya habian sido analizadas en €l laboratorio de biologia molecular para garantizar la
presencia del geminivirus. Las plantas sanas las cuales se inocularon tenian una edad de 14 dias

después ddl trasplante.

4.3 Periodo de inoculacién

Con €l objetivo de conocer € tiempo minimo de alimentacion que B.tabaci necesita para transmitir
el virus, se tomaron 360 moscas del criadero y se pusieron alimentar colocindolas en unas trampita
en plantas infectadas con e geminivirus en estudio por un periodo de 48 horas, cada trampita
contenia 30 mosquitas. De cada trampa se extrajeron 25 moscas después de haber adquirido € virus
en € tiempo antes mencionado, y las pusimos alimentar por un periodo de tiempo de 0.08, 0.16, 1/2,
1, 2,4, 8, 10, 12, 18, 24 y 48 horas. Estos periodos eran los tratamientos y por cada uno de ellos
utilizamos cinco plantas sanas de tomate, en las que pusimos aimentar 5 moscas por plantas, que
anteriormente ya habian adquirido el virus. Luego de alimentarse en los tiempos mencionados, las
retiramos nuevamente y eliminamos las mosquitas. Posteriormente trasladamos las plantitas al

invernadero para chaquearlas diariamente y registrar las fechas de aparicién de sintomas.

4.4 Periodo deretencion
Se extrgieron 25 moscas blancas de la cria se pusieron a adquirir €l virus durante 48 horas en una
planta infestada, luego las pasamos a 20 plantas de tomate colocando una mosca en su respectiva
trampa, de manera que se dejaron alimentandose por 24 horas, después de este tiempo se retiraron y
estas mismas moscas se pasaron a huevas plantas de tomate por otras 24 horas manteniendo la misma

poblacién de una mosquita por planta. El proceso se repitié hasta que las moscas murieron.

Latoma de datos se realizaron en €l invernadero.
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4.5 Rango de hospedantes

Bajo condiciones del invernadero también se comprobd que el geminivirus
en estudio podian infectar a través de injertos no solo a la planta del tomate, sino que estos tienen un
amplio rango de hospedante ya que pudieron replicarse en otros cultivos como chiltoma (chile

dulce), tabaco, usando plantas (Nicotiana tabacun var.samsun) y (Nicotiana tabacun var.

Venthamiana), asi como Nicandra physaloides las que posteriormente se analizaron a través de la
técnicadel PCR y latécnica de electroforesis, técnicas que posteriormente se describiran.

Los datos obtenidos a culminar la investigacion fueron sometidos a un andlisis de Regresion
Logistica Binaria, ya que este método permite analizar datos cuyas respuestas son de si 0 no, en

nuestro caso presenciay ausencia del geminivirus.

V. FASE DE LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECAR

Las plantas inoculadas e injertadas se probaron con e fin de saber si los sintomas eran provocados

realmente por geminivirus transmitido por la mosca blanca. De ahi 10s siguientes pasos.

5.1 Extraccion de ADN del tgjido infestado (Wyatt and Brown, 1996)

Procedimientos
Se colectdé las muestras del aisdado de Sébaco que presentaban  sintomas, una cantidad

aproximadamente 0.2 gramos de tejido de |os brotes nuevo.

A cada muestra se le agreg6 200m de buffer de extraccion (10mM EDTA+50mM Tris), €l primero

inhibe la accion de enzimas, y € Tris evita cambios de pH.

Se macerd cada muestra en bolsas especiales con el objetivo de desintegrar la pared celular del
material vegetal, y se extrgjo de cada muestra 150m de savia y se deposité en los tubos eppendorf.
Luego se centrifugd por 10 minutos a 9,000 rpm, para lograr la sedimentacion de las proteinas y
restos celulares, para su eliminacién. En general se recomienda trabajar con tejido joven como hojas

en crecimientos, el cual proporcionalos mejores resultados (Hoelzel, 1998).
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Posteriormente tomamos 50m para afiadirlos a los tubos PCR, los que dejamos incubando por 30

minutos en hielo con € objeto de sedimentar en las paredes del tubo ADN. Luego se retird la

{ Comentario [AB1]:

muestra de los tubos PCR y se lavaron 2 veces con 200 !m deTris (50mM) por cada lavada y se

dejaron secar en papel absorbente, por un periodo de 30 4 45 minutos aproximadamente.

5.2 Amplificacion del ADN atravésdelatécnicade PCR, en un termociclador (PROGENE)

Laduplicacion del ADN se lografacilmente en el laboratorio mediante el método de Reaccidn en
Cadena de la Polimerasa (conocida como PCR, por sus siglas en ingles). Para comenzar la
polimerizacion, la polimerasa generalmente necesitan los iniciadores (“primers’), que son pequefios
fragmentos de ADN complementarios a cierta region de la plantilla.

El método consiste en un proceso ciclico, mediante el cua se generan muchas copias de una molécula
de ADN en presencia de un ADN polimerasa termoestable (taq polimerasa). Se sintetizan dos
iniciadores, cada uno complementario de una pequefia secuencia de una de las bandas del ADN que
se va amplificar. Los iniciadores corresponden a los extremos de las secuencias que se quiere
amplificar. Las moléculas del ADN se desnaturaliza por calentamiento y después se enfria, junto con
el exceso de iniciadores sintéticos y otras sustancias. El proceso se repite automaticamente 25 a 40
veces (ciclos), generalmente durante varias horas en un aparato denominado termociclador . De ello
resultan ADN amplificado, es decir muchas copias exactas del mismo segmento.

L os componentes para llevar a cabo la amplificacién:

Buffer 10xReaccion Buffer con MgCl, dNTPs mix 25mM, Primers, que sirven para cortar el AND

en sitios especificos previamente determinados, Agua.

Para una muestra, con un volumen de 50m necesitabamos.

25 m de solucién kit Ready PCR mix
b) 25m primer Av
¢) 2.5m primers AC
d) 20 deagua
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Es de vital importancia sefialar que siempre se usaba guantes para manipular estas reacciones en
tubos PCR, yaque eraposible contaminar las muestras con el ADN del cuerpo del investigador.

El programa PCR utilizado consta de 37 ciclosy es e siguiente

Procesos Grados Celsius Periodos
snaturalizacion inicial 94 im
snaturalizacion 94 2m
ngacion 55 2m
ension final 72 10m

5.3 Técnica de electroforesis

El término electroforesis alude a la migracion de moléculas en un campo eléctrico. Para usar esta

técnica se colocd un gel de agarosa a 1%, esta agarosa se prepara de la siguiente manera.

Se pesd la agarosa 2.0g y se mezclé en 200 mL  del buffer 0.5 X TBE se someti6 a calor en €
microondas (4 minutos) y luego se dej6 enfriar, se la afiadié 15m de bromuro de etidium, se colocd
en un molde, e cua contenia peines ubicados de manera horizontal, para dividir el gel y delimitar
los carriles 0 pozos, y después de solidificarse a temperatura ambiente, se le afiadié un poco més de
TBE, con el objetivo de sacar los peines. Enseguida se ubico € gel en una cdmara de electroforesis, a
100 voltios, se le afiadié buffer TBE hasta tapar €l gel. Para que los orificios fueran visibles, se
coloco un papel de color negro en la parte de abagjo de lacdmara y en cadauno se afiadié 5m de
producto de PCR mas 1 mi de loding buffer = 6m por cada pozo, este ultimo es de color violeta'y
sirve para visuaizar e ADN una vez mezclado, como regla en e primer orificio poniamos un
marcador (Lambda DNA/Hind I1l Marker) con peso molecular conocido y en los orificios restantes
las diferentes muestras, luego aplicamos una corriente eléctrica, durante una hora en los extremos, lo
gue generd un campo eléctrico en el gel. Como el ADN tiene carga negativa, los fragmentos se
desplazan hacia €l polo positivo ya que e TBE tiene una carga positiva, a diferentes velocidades
seglin su peso y carga neta. Para la visualizacion de las bandas se usa una lampara ultravioleta y

finalmente se toma la foto.
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VI.RESULTADOSY DISCUSION

6.1 Por centaje de infectividad

Las colonias con las que se trabaj6 tenian un porcentgje de infectividad de 66.6%, esto indica que de

100 moscas blancas solo €l 66.6 % eran portadoras de virus y que el 34.4% podrian ser moscas sanas.

De ahi, la decision de tomar 5 moscas para garantizar la efectividad de nuestro estudio ya que con

éstas garantizamos que al menos 3 de €llas sean portadoras.

6.2 Periodo de adquisicion

De acuerdo alatabla 1 en todos los tratamientos hubo adquisicion, a excepcion del tratamiento 1 €l
cual corresponde a periodo de alimentacion de 0.08 horas, que es igual a 5 minutos. La mosca
blanca necesita alimentarse, para adquirir e virus de una planta infestada un minimo de 0.16 horas,
equivalente a 10 minutos. Por tanto, €l periodo de adquisicion determinado en este estudio fue del0
minutos.

Como se podra observar € geminivirus relacionado al virus del enrollamiento de la hoja del tomate
sinaloa (STLCV) tiene mayor eficiencia una vez adquirido por su vector en los tratamientos 3 (0.5
horas) con un porcentgje de transmision de 66% y € tratamiento 10 (18 horas) con un mismo
porcentaje de transmisidon que el tratamiento antes mencionado (66%).

Segun Uzcategui y Lastra 1977) citado por Lastra en 1992, € adulto puede adquirir € virus de una
planta enferma a alimentarse por 4 horas, como sucede con €l virus del mosaico amarillo del
tomate. Sin embargo, estos resultados indican que € vector es capaz de adquirir € virus en menor

tiempo, en este caso 0.16, 0.5 horas.
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Tabla 1 Porcentaje de transmisién de la mosca blanca en el cultivo del tomate, después de un periodo adquisitivo, UNA

2001.
Tratamientos/ intas con sintol
riodos adquisiti| 15 plantas/ )0 de transmisig
en horas tratamiento

0.08 0 0

0.16 5 33

0.50 10 66
1 4 26
2 6 40
4 9 60
8 6 40
10 8 53
12 9 60
18 10 66
24 9 60
48 5 33

Morales en 1993 afirma que B. tabaci requiere un minimo de 10 minutos para adquirir €l virus, lo que
concuerda con los datos de este trabajo. Sin embargo Lastra en 1993, a igual que Bonilla, F, 1995

encontraron periodos de adquisicion de 4 horas.

Estos resultados van a variar en diferentes experimentos, debido a que no todos los geminivirus son
iguales, ni todos tienen una misma poblacion en cuanto a vector se refiera. En esta investigacion el

geminivirus es especifico asi como las colonias de moscas con la que se trabajé.

Idris et a., 1998 sefiala que el periodo de adquisiciéon de la mosca blanca para adquirir (STLCV),
fall6é en un periodo de 0.5 horas, habiendo resultados positivos para los periodos de 1, 2, 4, 10, 12,y
18 horas. Como se menciond anteriormente el geminivirus de Sébaco esté relacionado en un 95%

con €l virus (STLCV), probablemente los resultados de dichos trabajos no coinciden a pesar de su
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relacion, por la evolucién y el desarrollo de nuevos biotipos que han tenidos los vectores en estos

Ultimos afios.

Como se puede apreciar en la tabla 1 de la pagina anterior, estadisticamente no existe significancia
estadistica entre los tratamientos, esto se traduce que una mosca que adquirié e virus por 10
minutos va tener la misma capacidad de transmitirlo que la mosca que lo adquirié en 0.50, 1, 2 .....
48 horas.

Biol 6gicamente estos resultados indican que no hay unarelacion entre el tiempo de alimentacién y la
transmision de virus. Es 16gico suponer que a mayor tiempo de exposicion a la mosca con las plantas
infestadas, haya una mayor efectividad para adquirirlo, sin embargo la figura 3 demuestra mas
claramente que no es asi, y demuestran que una vez que adquirié € virus, va tener la misma
capacidad de transmitirlo, que las moscas que lo adquirieron en un tiempo mayor, sin embargo varia
la efectividad de hacerlo, ya que se observan las variaciones en la eficiencia de transmision. Debido a
factores como la eleccién al azar del vector, esta comprobado que la hembra de la mosca blanca son
mas eficientes en la transmision de geminivirus, parece légico la explicacion que esto se deba a la
mayor actividad metabdlica que la hembra realiza debido a la produccion de huevos, esto hace que la
toma de alimento de la hembra sea en mayor grado con respecto a macho, adquiriendo y liberando
grandes cantidades de virus (Costa y Bennet, 1950). Por otro lado no existe un méodo de
manipulacién donde podamos obligar a la mosquita alimentarse una vez que esta en el envés de la
hoja. Otro factor que no se debe obviar es la edad de la mosquita, ya que su edad es inversamente
proporcional ala de latransmision, es decir, a menor edad mayor capacidad para transmitir el virus

y viceversa.

18



LaFigura 3: Periodo de adquisicion del geminivirus en estudio en los diferentes tratamientos, UNA 2001.
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Los picos que sefidala figura 3 corresponden a los tratamientos 3y 10 en estos tiempos se logro la
mayor €ficiencia de transmision, se puede observar a demas que no es una transmisién con
crecimiento logaritmico, s no que existen en las variaciones altos y bajos, debido alas fluctuaciones

entre los tratamientos.

6.3 Periodo de inoculacion

Como se podra observar en 2 hubo transmision del geminivirus en los diferente tratamientos excepto
en el tratamiento cinco, que corresponde a periodo de inoculacion de 0.08 horas equivalente a cinco
minutos, como se puede apreciar también en latabla, los periodos de mayor eficiencia de transmisién
corresponden a los tratamientos seis y siete con un porcentaje de efectividad de 66.6%. Sin embargo,
€l periodo de inoculacion determinado en este estudio es de 10 minutos, que esigua a 0.16 horas.

Morales (1993) considera que la transmision de geminivirus puede realizarse en menor tiempo que
su periodo de adquisicién una vez superado €l periodo de latencia (21 horas); sin embargo, €l cuadro
2 reflgja que el geminivirus de sébaco tiene un periodo de inoculacion igua a periodo adquisitivo de

lamosca, (10 minutos)
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Tabla 2: Porcentaje detransmision del geminivirus de Sébaco en €l cultivo del tomate, después de un periodo de

inoculacién.

'r_atamient_qs/ periodo antas con sintoma % de transmision
inoculacion en horas htas por tratamie

0.08 0 0

0.16 1 6.6

0.50 5 333
1 7 46.6
2 7 46.6
4 10 66.6
8 10 66.6
10 6 40
12 2 13.3
18 7 46.6
24 9 60
48 7 46.6

L os datos demuestran que la mosca necesita més de 0.08 h para adquirir €l virus.

Idriset al., a 1998, lamosca no es capaz de transmitir el (STLCV) en 0.5 h, pero que después de 24
h de adquisicién, es capaz de transmitirlo por un periodo de 1, 2, 4, 10, 12 y 18 horas. Segun latabla
2 ¢ tratamiento 3, que corresponde a 0.5 horas, la mosca blanca transmitié con eficiencia el
geminivirus en estudio, estos resultados difieren de los datos mencionados anteriormente, aln
estudiando un geminivirus estrechamente relacionado. Por otro lado estos resultados coinciden en
parte con tales datos, ya que el vector una vez que adquirié € virus es capaz de transmitirlo por un
periodo de 18 hasta 48 horas.

Se ha comprobado que a medida que pasa € tiempo y se buscan alternativas para la solucion del
problema mosca blanca-geminivirus, se incrementan las habilidades que este insecto vector puede
desarrollar, en € tiempo.

Al comparar los datos (tabla 2), con los resultados del geminivirus de Condega, estudiado por
Marcenaro y Rayo (2002) y con los resultados del geminivirus de Santa L ucia, estudiado por Salinas
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2002, existe semejanza ya que €ellas también determinaron un periodo de inoculacion de 10 minutos,
encontrando a demas variabilidad entre sus tratamientos.

Segin  los resultados obtenidos en este  proceso de inoculacion, no existe significancia
estadisticamente. Esto puede ocurrir en una poblacion controlada, pero en condiciones naturales las
poblaciones exageradas provenientes de cultivos al edafios, marcan un total de pérdida de un 100%, ya
gue puede haber un asocio de geminivirus transmitidos por moscas blancas, tomando en cuenta que

en el campo se conjugan diferentes poblaciones que provienen de campo infectado.

Figura4: Efectividad dela Transmision

70
60 -
50 -
40 -
30
20 -
10 -
0 +—e T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Tratamientos

% de transmision

Como se puede ver el comportamiento de la infeccidn vari6, seguin los tratamientos.
Los picos representan la mayor efectividad de los tratamientos, los cuales se obtuvieron en los

tratamientos 6 y 7, que corresponden alos periodos de inoculacion de 4y 8 horas.

6.4 Periodo de Retencidn
De acuerdo a la tabla 3 el geminivirus de Sébaco, una vez que adquirié e geminivirus, las
concentraciones de éste empiezan a bajar a medida que lo va transmitiendo, destacando un tiempo

maximo en el gque la mosca blanca alin permanece infectiva en el séptimo dia, por tanto, la mosca fue

capaz de retener €l virus a séptimo dia. Estos resultados coinciden con los resultados de Uzcategui y
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Lastra en 1977 donde determinaron un periodo de retencion de 7 dias. Sin embargo, estos mismos
sefiores en 1978 afirmaron que la mosca blanca estaba en capacidad de transmitir 1os geminivirus en
formaintermitente por un periodo de 10 hasta 21 dias en casos excepcionales.

Idrisy Brown, 1998 afirmaron que el STLCV puede retener las particulas virales por 9 dias. Este dato
se aproxima alos resultados obtenidos en esta investigacion.

De acuerdo a virus y la temperatura ambiental, la mosca esta en capacidad de transmitir los
geminivirus por un periodo de 10 dias, 6 20 dias en casos excepcionales (Lastra, 1992).

Segun Bonilla, 1995 las plantas bajo condiciones de invernadero una vez infectadas, los sintomas
virales generalmente son mas leves, pues las condiciones climaticas son més benignas que el campo,
esta condicidn es vdlida para nuestro trabgjo; ya que todos las estudios se llevaron a cabo en las
condiciones de invernadero.

Tabla 3: Porcentaje de infectividad que la mosca blanca transmite por cada dia que pasa, después de un periodo

adquisitivo de 48 horas.

ntas con sint. | rémtas con sint. Il régPlantas con sint. [1Total de plantasco| Porcentaje de
réplica sintomas infestividad.

16 11 16 43 71.5

9 13 3 25 415

6 9 4 19 315

5 4 2 11 18.3

2 2 1 5 8.3

1 0 1 2 33

0 0 1 1 16

0 0 0 0 0

Por otro lado Morales, 1993 afirma que el insecto vector puede portar € virus hasta por 3 semanas, 1o
cua clasifica alos geminivirus como persistente, 0 semi-persistente cuando Bemisia tabaci pierde su
capacidad de transmitir e virus alos pocos dias de adquirirlos.

Bonilla, F. 1995 La mosca blanca fue capaz de transmitir la enfermedad del mosaico amarillo del
tomate en forma semipersistente circulativa, siendo capaz de retenerlo hasta el décimotercer dia. Una
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caracteristicas de las mayorias de los geminivirus es la inconsistencia de su patrén de transmision,
pues después de inoculaciones sucesivas exitosas, €l vector puede fallar a transmitir, pero recuperar
su habilidad para hacerlo después (Bock, 1982). En esta investigacién como lo indica la figura 3
existe descenso en la transmisién a medida que pasa e tiempo, debido entre otras causas a la

variacion en la edad de los adultos, asi como en la eficiencia de la transmision.

Biolgicamente la mosca después de un periodo adquisitivo de 48 horas, tuvieron capacidad de
transmitir € virus por una semana, esto indica que no hay en ella multiplicacién de las particulas
virales comprobando su transmisién de semi persistente circulativa. Por otro lado se puede comparar
esta situaciéon con los estudios realizados en la misma época y desde las mismas condiciones
clim&ticas con los resultados de los periodos de retencién de la investigacion de Marcenaro y Rayo,
2002 con el geminivirus de Condega, €l cual obtuvo un promedio de 6 dias, y €l geminivirus de Santa
Lucia (Salinas, 2002) con un promedio de 4.3 dias.

Figura 5: Descenso de las particulas virales en la mosca blanca a medida que pasa €l tiempo.
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La fig. 5 reflgja que € geminivirus de Sébaco cabe en la clasificacion (semi- persistente) ya que
pierde su capacidad de transmitirlo al séptimo dia, después de adquirirlo.
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6.5 Rango de hospedante de la mosca blanca

Después de andlizar las plantas indicadoras de tabaco a través de las prueba de PCR, y la técnica de
electroforesis se concluye que e geminivirus identificado en e cultivo del tomate del valle de
Sébaco puede replicarse también en el cultivo del tabaco, ya que este se injertd de una planta de
tomate infestada con tal geminivirus resultando positiva la prueba mencionada anteriormente, como
se observaen latabla 4.

Los virus transmitidos por la mosca blanca, infectan plantas de familias tales como: Compositae,
Convolvulaceae, Cruciferas, Scrophulariaceae, Linaceae, Malvéceae, Labiatae, Geraniaceae,
Leguminosas Tilaceae, Urticaceae, Verbenaceae, Fabiaceae, Rosaceae (Brown y Bird,1992; Costa,
1969; Salguero, 1992) Lo que demuestrael amplio nivel de hospedante.

Tabla 4: Muestras amplificadas por la técnica PCR y electroforesis

Cultivo Transmision Edad Sintomas PCR
Tomate Injerto 40 ddt + -
tabacun var. Sams Injerto 150 ddt + -
tabacun var. Sams Injerto 150 ddt + +
Tomate Injerto 49 ddt + +
Tomate Inoculacion 49 ddt + +
Tomate Injerto 45 ddt + +
Tomate Injerto 48 ddt + +
Tomate Injerto 48 ddt + +
Tomate Injerto 37 ddt + +
Tomate Adquisicién 30 ddt + +
Tomate Adquisicién 30 ddt + -
Chiltoma Injerto 45 ddt - -
Nicandra physiloidg Injerto 45ddt - -
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Fig 6: Andlisis Electroforético del AND amplificado, correspondientes alatabla 4, donde el primer
carril corresponde a marcador Lambda/Hind 111 y los carriles restantes tabaco y muestras de
tomates.
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VIlI. CONCLUSIONES

1. El tiempo minimo de alimentacion que la mosca blanca necesita para adquirir el geminivirus de

Sébaco relacionado al virus del enrollamiento de la hoja del tomate sinaloa es de 10 minutos.

2. El vector es capaz de adquirir € virus en un periodo desde 10 minutos hasta 48 horas.

3. El tiempo minimo de adquisicién que e vector necesita para transmitir €l virus a una planta sana es

de 10 minutos

4. El tiempo maximo de retencidn que la mosca blanca permanece infectiva después de un periodo de

adquisitivo en una planta infestada con el geminivirus de sébaco es de 7 dias.

5. Lamosca blanca va disminuyendo su efectividad de transmisién a medida que pasa el tiempo.

6. Latransmision de geminivirus es més eficiente, a través de injertos que inoculadas a través de su
vector.
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VIII. RECOMENDACIONES

Realizar nuevos estudios para lograr la identificacién y relacion de los geminivirus causante de las

enfermedades en las diferentes zonas productoras de tomate.

Tomando en consideracion que e periodo de inoculacion y adquisicion es de 10 minutos, llevar a
cabo estudios en afios consecutivos, para determinar si este puede ser menor a valor mencionado a
medida que pasa € tiempo.

Hacer estudios gendmicos de B. tabaci que demuestren el verdadero genotipo presente en Nicaragua.

Redlizar esta investigacion en condiciones de campo, en diferentes regiones del pais, y en diferentes

hospederos de la mosca blanca.

Desarrollar estrategias de control de la mosca blanca a nivel de semillero, para obtener plantas libres

devirus.
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X. ANEXOS
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Fig. 1. Ciclo de vidade B. tabaci Genn

Fig. 3. poblaciones de B. Tabaci en su estado ninfal en una hoja de tomate.
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