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RESUMEN

Guaman Cornejo, Jose Luis, 2000. Diagndstico molecular y seroldgico dc cnfcrmedades
viralecs cn chile y sandia cn Hondwws. Proyecto Especial del Programa ingeniero
Agronomo, Zamorano, Honduras. 63 p.

*Virosis” ¢s un término mal utilizado para rcfcrirsc a las cnfcimedades virales en las
plantas cultivadas. Los cultivos de chilc y sandfa son altamente susceptibles a cstos
problemas fitosanitarios; su manejo ha sido poco efectivo debido a la false de
conocimiento de la etiologia de ias enfermedades virales y sus relacioncs con vectores y
hespcderos. l.a percepcion errdnea es que la *““virosis™ constituyc un solo problcma
rclacionado a un vector, por lo general la mosca blanca. Dc ¢sta manera, el manejo es
principalmente el uso de insecticidas con sus repercusiones en la salud ambiental, piablica
y problemas de resistencia, La poca informacidon que se ticne sobrc cstas enfermedades
viene de diagnésticos visusles, que por lo general, son incficicntes en la identificacion
debido a la gran variedad de sintomas presentes, Se diagnosticaron visualmente y por
métodos de laboratorio S0 mucswas con diversos sintomas virales de cultivos de chile y 48
de cultivos dc sandfa (PCR para geminivirus y ELISA para potyvirus). El anilisis visual y
moleculac mostro una alta incidencia (88%) de geminivirus en cultivos de chile, sin
cmbargo, su relacion ante las pruebas para petyvirus lue lotalmente ncgativa (0%). I.as
mucsias de cultivos de sandia mostraron moderadas incidencias de potyvirus (22.5%) y
gcminivirus (10%). En chile, la comparacion dcl diagndstico visual de gcminivirus con el
de laboratorio en chile, al parccer, fue mas efcctiva; sin embargo la técnica dc PCR sélo
detecta geminivirus mas no los idcntifica. En la sandia, la relacion entre diagndstico visual
y dc laboratorio file muy baja, lo quc sugiere una intcraccion del cultlvo cen mayor
nitmcro dc cnfermedades de igual impertancia. Ultimamentc, el surgimicnto de vn nuevo
biotipo de mosca blanca, biotipo B o Bemisia argentifolii, dctcrmina la necesidad de
programas de manejo mucho mas aprepiades y agresivos para cl complejo mosca blanca -
geminivitus. Para esto, es necesacio ¢l conocimicnto profundo del vector, la enfermedad y
su relacidn.

Palabrasclaves : Bemisia so-gentifelii o Biotipe B, complejo mosca blanca ~ geminivirus,
ELISA, PCR, potyvirus, virosis,
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NOTA BE PRENSA

“*VIROSIS” EN CHILE Y SANDIA: MAS QUE UN PROBLEMA

Es muy comin escuchar a los productores de chile y sandia bablar sobre la virosis
en sus cultivos ya que encuentra planss pequeilas, descoloridas y arrugadas. Al hacerlo.
generalizan una serie de problemas que pueden estar afectando a sus cultivos y sus
bolsillos. l.a principal forma de manejo son las aplicaciones contra los insectos vectores
con los consecucntes problemas de resistencia y daiios a la salud publica y ambiental.

Se ha reportado que al chile y la sandia son cultivos altamente susceptibles a estas
enfermedades; solamente el chile es susceptidle a mas de 98 tipos diferentes de virus a
nivel mundial, que pueden presentar diversos sintomas y requieren diferemes formas de
manejo. We csta mancra, este diagnestico visual de los cultivos llega a ser ineficieme e
incfectivo. Es facil confundir los sintomas virales entre si, v con otros proklemas como
deficiencias de nurientes, excesos de plaguicidas. enfermedades, musaciones, ataques de
insectos chupadores, entre otros. Este problema s¢ ha maximizado con el cambio en la
eficiencia y agresividad de la mosca blanca en estos cultivos. que, como es sabido, es una

de los vectores de sirus, especificamente, los geminivirus.

En Zamorano, entre fines de 1999 y principios del 2000. se realizé un estudio que
permitié cvaluar qué tan facil cs diagnosticar un virus visualmente, enfatizendo en los
geminivirus que son los transmitidos por la mosca blanca, Se utiliseron compendios de
enfermedades, que seria en este caso, una herramienta de diagndstico al alcance de
cualquier agricultor. Como patrén de comparacién sc tomaron los rcsultados de los
analisis moleculares y seroldgicos del laboratorio dc csa institucién, Para esto, se
recolectaron muestras de chile de los valles de Comayagua y Zamorano y de sandia de
plantaciones de los departamentos de Valle y @®lancho.

En las plantas de chiles se diagnosticaron visualmente mds germimivirus que
cualquier otro tipo de virtis, esto fue respaldado con los resulados moleculares pues cerca
de 90% dc las muestras resultaron positivas. En sandia. el diagnéstico visual reportd
principalmente sintomas de otros grupos como los potyvirus ¥ los cucumovinis, Por el
contrario, los andlisis moleculares y serolégios encontraron incidencias moderadas de
gemnivirus {18%) vy potyvirus {(20%) Sin embargo, en el caso de los gemimvirus, los
andlisis de laboratorio s6lo permiten la deteccién de estas enfermedades vy no la
identificacién como en el caso de los compendios. Para esto se enviaron muestras a la
Universidad de Arizona para su identificacion, asi, esta seifa el primer estudio que
reportarfa las enfermedades virales producidas por este tipo de virus en los cultivos de
chile y sandia de Honduzas.



Zamosano estd compromeido a colaboiar con los produsetores .de estos dos
cultives, brindaude informacion sobre estas enfermedades poco conocidas. Sin embargo,
para lograrlo, es necesasa la participacion conjunte de fos productores, los ifFestigadores
y &l gobierno,

/ff’\,/

ic. Sobeyth Alvalez.
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L INTRODUCCION

1.1 JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Ci chile y la sandia constituyen cultivos de alta impoitancia cultural v econdmica en
Honduras. Estos generan fuentes de empleo, divisas v fuentes de nutricibén. Ambos
cultivos sc¢ ecncucntron seriamente amenazados por las enfermedades viales, v en
especial, iliimamente, por las generadas por el complejo mosca blanca - geminivirus,

*Virosis™ es ¢l término generalizado para denouminar todas las enfermedades de eagicter
viral, que por lo gencral, relacionan a la mosca blanca como vector. e esta manera, se ha
dado un uso indiseriminado de productos quimicos que han sido ineficientes en cl control
de la denomiada “virosis”. Asi, se hace nccesuaio el diagnostico de las enfermedades
virales como primer paso al control de las mismas.

Ultimamente, las mayores investigaciones han recaido sobr¢ un grupo de virus
denominado geminivirus. aparentemente solo transmisible por mosca blanca. Ademds del
poco conocimicento de este gupo de vinus. la uprusividad del vectur los ha convertido en
una (e las limitantes principales de una Serie de cultivos. Esto ha incentivado a los
cientificos a tratar dec conocer mas sobre esta relacion y su entormo. De esta manera,
surgen programas rcgionales como el IPM (*“Intcgrated Pest Management™ ) v el Bean
Cew-Pea CRSP (" Collabocative Rescareh Suppart Proggam™) guiodoes por Zamorano, cl
CATIE {Cenwo Agronomico Tropical de Investigacion Agricola), REDCAHOR (Red
colaborariva de investigacifn y desarrollo de las horwlizes para Améiica Central, Panami
y Repiiblica Dominicana) entre otros.

El presente estudio inicia una larga investigacion de identificacion y caracterizacion de
especies viraies de chile (Capsicin annuum) y sandia (Citrudlus lunnatus) y sus posibles
cstrategias de mancjo. con énfasis en el complejo mosca blanca - gcminivirus,
Posterioimente, st debe desarvollar estrategias de manejo, como ¢l uso de vaiedades
resistenies vy Wlerantes, asi como la identilicacion de mds enfeimedades virales v sus
veetores. Eswa investigiciGn se encuentra asociatla con owas similares realzadas en la
Universidad de Arizona en Tucson, la Universidad del Valle ¢n Guatemala y In
Universidad de Puerto Rico.

Por el alto nimero de especies de virus que infectan estos cuitives, la identificacion y
caractcrizacion de las mismas se toma econdmicamente prohibitiva, De essa manera, sc
limita ¢] néimero de muestras y anilisis a realizar.




Cabe resalwr. que el drea promedio de produccién por agricultor es muy pequeiia cn
ambos cultivos. Esto genera una limitante de logistica por lo que en este estudio, s& han
seleccionado localidades caractecizadas per su alta capacidad de producir los cultivos.

1.2 ORJETIVOS

1.2.1 Objetive general

Identificar las principales enfermedades virales producidas por geminiviius. en los
cultivos de chile y sandia y comparar su diagndstico visual con el diagndstico utilizando
métodos dc laboratorio,

1.2.2 Objetives especifices

¢ Decicrminar los geminivirus que intectan los cultivos de chile y sandia.

e Comparar el diagnostico visual con los resultados de pruebas de idenwficacion de
laboratorio. mediante un regiswxo fotogréfico,

¢ Probarun sistcma de conservacion de muestias para serologia.

¢ Colaborar con informacion obtenida para transmision a productores y mejoradores.



[¥E]

2. REVISI®N DE LITERATURA

2.1 CHILE
2.1.1 Taxoromia

El chile (Capsicum anmvum L.} es ana planta de la familia Solanaccae, que incluyve
plartas comestibles domesticadas (tomate, papa), poco dumesticadas {miltomate) o no
domesticadas pere de usos tradicionales (hierbamora, vuélvete-foco) (CATIE, 1993).

2.1.2 @rigen

Segin el CATIE (1993), el origen del chile es atribuido al consinente americano,
principalmente a la parte sur de Brasil. Sin cmbargo, existen indicios de una
domesticacién del C. annuum en México. En la época precolombina, el cultivo se
diswibuyd al resto del continente v se estima que para Jos s. XV y XVI fue llevado a
Europa. Afiica y Asia por los colonizadores. Actualmente, se lo considera cnmo un
cultivo cosmopolita.

2.1.3 Botanica

Las especies culwvadas de chile se comportan como anuales en xonas de clima templado
y como peremmes de vida corte en el tropico. s una planta semilcnosa, monoica,
dicotiledonea y autégama(Montes, ;1992 7).

2.1.4 Imporeancia Economica

En el mundo. el chile es la segunda solanacea vegetal en importencia después del tomate.
El 4rea plantada mundialmente se estuna alrededor de 1.9 millones de heclareas (Youn &/
al, 1989%). En América Central, ¢l chile en todas sus especies es importante en la
alimenwacion familiar. A nivel comercial, predominan las formas menos picantes, es
decir, el chile dulce {CATIE, 1993). En Honduras, esta hortaliza tiene una importancia
mayormente cultural. Econdmicamente no estd considerado den¥o de los principales
cultives horticolas del pais.



En Honduras e] &rea de siembra de chile dulce excede las 500 hectireas en la que
participan 1200 fincas en los 18 departumenius. sin embargo. no ocupa un lugar
importante entre las horlalizas principales sembradas en el pafs, El 54% de la produccién
se concentia en cuatro departamentos, tanto en valles a elevaciones entce 500 a 700
msnm, ¥ en mesetas ¥ laderas a 1 000 msnm.(Rodrittiez Estrada, ¢, 1999 7).

Cuadro [.  Honduras. Superficie ¥ produccién de chile dulce cn les deparmmentos mas
productores. 1993

Departamento has cosechadas Produccidn (i}
Pais 536 3,384

1, Comayagua 82 409

2. El Paraiso 33 779

3. Francisco Moruaén 60 339

4. Yoro 20 293
Total 217 1,819
Porcentajz del pais 40% 4%

has : hectdreas ; 1: tonelndas mdtricas,
* Sc exeitrven [os municiping envn produccitn no o5 sienilicativa,
Fucnie @ Rodriguez Esirada, 19997

[l consuino del chiie Jalapeito {C. annuum picante) a nivel local ¢s bajo comparado al
chile dulce. La produceidn de chile picante se destina al procesamiento industrial para su
comercialimacion en el exterior como producto no tradicional, otorgando un alto valor
agregado. Tal es el caso de compaii{as cransnacionales que se dedican a la produccion de
este tipo de honaliza como “Chesnut IIill Farms” vy Cultivos Palmerola, Comayagua,
Honduras, con dreas de produccidn supetiores a Jas 300 heetreas en conjunto.

Scgun el CATIE (1993), el sistema de cultivo que se practica en la region
centroamericana es hastante tecnificado. las inversiones son altas en insumos como:
semilla, fertilizantes, pluguicidas y materiales diversos. Estas represcntan altos tiesgos
para los productores (ladas las grandes fluctuacioncs de los precios cn el mercado, debido
a lag variaciones de oferta y al hecho de ser un producto perecedero.

El productor aipico hondurefio de chile dulce siembra areas pequedas. el censo de 1993
indica que la superficie promedio por finca ¢s de solo 0.4 ha. Dada la continua demanda
de e¢stos productos, en las principales zanas productoras, los agricultores estén escalonado
lus sicmbras de chile dulee ajustando su oferta a la magnitud y tendencia de la demanda
(Rodriguez Estrada, 1999 ), Esto tae ¢omo cunsecuencia un mal manejo de vectores y
enfermedades virales, pues ests siempre encuentian un hospederc susceptible. De esta
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manera. el tridangulo de enfermedades gue incluye un hospedero susceptible, un patégeno
virulento y un ambiente favorable, siempre se completan a navés del tiempo.

2.1.5 Principales limituntes {itesanitarias

Los productorcs de los tropices tienen serios problemas de produccion con chile (Yoon e¢
al.. 1989). Los rendimientes dependcn del nivel tecnoldgico utilizado por los productores,
los factores climéticos y las plagas. Eswes puedcn ocasionar grandes pérdidas en la
produccion reduciendo la renmbilidad al productor {CATIE, 1993). Tal es el case de ia
produccion de chile en Asia tropical, en donde las principales cnfermedades constituyen :
complejos virales, Phylophthora capsici, anwacnosis (Colletotrichum spp.), marchitez
wacterial (”seudomonas solunacearwum) y ma’ del ta luelo (Fusaoium oxysporum, Pythium
sp.» Rizhoctonia solani)}{Yoon e? al., 1989).

En Centroamérica, el gasto en plaguicidas para el manejo de insectos y enfermedades en
este cultivo, representa entre el 47 y 58% del costo total de insumes. Este tubro mas los
costos de aplicacign, representan entre el 34 y el 47% de los costos tota.es direcios de
produccion {cxcluyendo el costo de transporte). El manejo integrado de plagas (MIP)
constituye upa alternativa importante en mejorar el manejo de plagas reduciendo los
costos para aumentar las rentabilidades y mejorando la capacidad para afrontar las
fluctuaciones de les precios en el mercado {CATIE, 1993).

Moteiroso y Bustemante {1886}, citan las plagas mas importantes del género Capsicum
como cultivo horticola de clima templado a célido, para el aiio 1986 en Honduras
(Cuadre 2).



Cuadro 2. PrinciPales limimntes fitosanitarias del coltivo de chile en 1986 en
Honduras.
Nombre Cemiin Agente Cansal Nivel de Comentarios
Imp.*
HONGQOS
Mal del talluelo Complcjo de 1 Mala preparacién de semitleros es la
o Damping- off hongos :(Fusarium causd
oxysporium, Pythium
sp., Rhizocionia
sefend) o
Marchitcz Fusarium axysporium, 1 Este marchitamieoto Jo atribuyen en
Sclerotivm ro st 1 sumayoriaa Pseudamonas
Phviephthara capsici ]
Manchasde la hoja | Cercospora capsici 2
BACTERIAS
Marchitamiento Psendomonay 1 Este es uno de los mayores problemas,
salunacearum pero confunden [a sintomatologia
pudiendo eStisr presentes otros
DHELOLEOUS
Manchadel fruto | XNewthiomonas 2
vesicutoria
YIRUS
Muerte sibi Virus del grabado del ] Bereccion en Clancho, en chile dulce
tabaco {(plantule) ¥ tabusco (en produccidn),
TEV Pusib]? confusion con njarch[mmiento
Dacterial. Lo caracteristica de este
problema cn chile tabasco es que
iaiciada la Moracién se observa Ja
planm sana, después de ciertos dfas
aparere un morchitamiento seguida
DOr muere
Mosaico Mosaico del Tabaco 1 identificado por sintomatologia en

TMV

Olancho: hojas pequenas, corrugadas
con color verde pdlido y peco
dessrrollado vn Ts plans. No hay
muerte perd si reduccién de
produccién, Sc¢ observo relacién con
manej o de semillero ¥ medidas usodas
para xansplante de las planrulas de)
semillero al tameo.
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Nombre Comun Agente Causal Nivel de Comentarios
Imp.*
NEMATOD®S
Nemdtodos llelicotylenchus sp. Es neeesarlo realizar evalnacién de
Meloidosgne spp. danaes, s importancia t_t’idcmiflcnci(m
Prm) denchus sp. dc estns plagas por regicn.
Rotylenchus sp.
Trichodorus sp.
INSECT@S
Yicudo Amhonomus eugenii 1 Se han inicindo trabojos paca
dete;minar niveles criticos.
Gusanos del fimto | Spodoptera spp. 3 £s una plaga vsporidica
Escarabajo Epitrix sp. 3 Casi siermpre estan presencas pero el
Toreuilla Diabrotica sp. 3 dado no s¢ considera econdmico
MALEZAS
Caminadora R. cuchinthinensiy 1 Cn Juticalpa ¢s un problemay se ha
transpartado por magquinatia agricola
de regioncs ihfestadas a nuevas Areas.
Covolillo Cyperus rotundus 1
Flor amarilla Varias spccies 3
Verdolaga Portulaco oleroceo 3
Bledo A mareanthus spp. 3
Mozote Cenchrus spp. 3
{tras especies

- lmp.: Importancia: 1 : la plaga cstd presenie en (Brna endéntica o se presenta en founa esporddica, ¢5
yenerdlizada en todas las dreas de Siembra de] culiivo, afectando Jos rendimientos e incrementando 10s
costos de control, 2 : La plaga es generalizada ¢n las dreas de cultivo ¥ euondo se presenlan caigan
pérdidas, pera su cantrol no es costese ni problemdtico. 3 : La plaga ¢S geacralizada en las dreas de
cuhive, nn causandn pérdidas alas al productor, )’ Su mancjo se realian al Minimo o no se eealiza.

Fuente: Momnterroso y Bustamante (1986)

Segun Rodriguez Estrada (¢, 19997}, Siguaepeque ha sido la principal <ona de produccidn
de chile dulce, pero recienteruente se ha reducido el area cultivada debido al ataque de
mosca banca. Este es un cultivo delicado. muy susceptible al ataque de peminivirus,
Marchitcz Bacterial (Pyevdomonas sp.) ¥ Mancha Bactenial (Xamhomonas sp.). A partir
dc la década de los 80s, sc ha observado un incremento en la problemitica causada por el
complejo mosca blnncn.geminivirus. La globnlizacion ha hecho que los paiscs desarrellen
ventajas competitivas especializandose c¢n ciertas productos para maximizar sus
ganancias. Sin embargo. esta tendencia ha llevado a cultivar grandes 4reas de un solo
cullivo, con las nefastas consecuencius gue esto conlleva, En la actualidad, las
enfermedades virales, funposas y bacterianas del cultivo se encuentian amplismente
diseminadas en Centroameérica (Cuadro 37,




Ademids, el CATIE (1993) cita como las principales plagas insectiles del chile en
Centroamérica a: Picudo (Amthonomus eugenii), Mosca del chile (Neositba sp.),
Tortuguilla (Diabrotica spp.), Afidos (Myzus persicae, Aphis gossypii), Gusanos del fiuto
(Spodoprera spp., Estigmene acrea, Heliotis zea, Heliodis virescens, Manduca sexta),
Cortadores (4grotis ipsilon. Felitia subterranca, Spodnptera sunia) y Mosca blanca
(Bemisia tabaci); los acares: Aruiliia ruju (Jermemyche urticae), Acaro blanco
(Polyphagotarsonemus latus). Seiiala, 1ambi¢n, que los ncmitodos mas datflines para ¢l
cultivo de chile son : Meloidogyne spp.. Nacubbuys uberrams y Rorylenchus sp. En cuaaio
a las malezas, se desciibe un alto nimere de especies entre lay cuales considera
impottantes a Aelompodium perfoliatum y Emilia fosbergii, por scr huspederos de la
bacteria Pseudomanas salanacearum |y, Cyperus rotundus, por su agresividad producida
por el intenso lahorco del suelo, el uso intensivo de herbicidas y ¢l descuido de las
pricticas de prevencion v sanidad.

Cuadro 3. Principales enfermedades de chile ampliamente diseminadas en América
Central,

ENFERMEDAD Y AGENTE CAUSAL

HONGO VIRUS* BACTERIA
Marehitez fungosa Virus del mosaico del tabaco  Mucchitez bacteriana
(Plviophthoro capsici, (TaV) {Pscudomonas sofanaceurum)
Sclerotium rolfsii, Tobamovitus
Fusarium oxysporum)
Mal del talluelo Virus def grabado del tabaco Bolsa de agua
(Rhyzoctonia solani, {TEY) {Ermvinia carolovora)
Phytophthora capyici, Potyvirus

Pythium sp.)

nlancha Cercospora Virus YV de lu papa
(Cercospora capsici) rvy)

Pooyvirus
Aatracnosis

(Colletoirichum spp.)

“Haswe ¢l momento Tepresentas factores limidentes cn produccién de chile solameote en Comayaius,
Honduwras y en varias regiones de El Salvador.

Fuente : CATIE (1993).

En ambos cswdios, se puede observar la diferencia de la imporuneta de lss plagas a
través del tiempo. Como causantcs, se podria considerar algunas opciones entre las que
constan: presion de scleccidn por malas aplicaciones de agroqulmicos, introduccién por
malenial infestado, resistencia, mutaciones, etc,




2.2 SANDIA
2.2.1 Taxonomia

La sandfa, Cirrullus lennurus 1., pertenece a la familia Cucumerinae,

2.2.2 Origen

La existencia de la sandfa se remonta a la época prehistérica (Montes, 41992 ?). En un
principio se adjudicé como lugar de origen al continente asidticn. Posteriormente, se
establecié su origen a Africa v de ahi se distribuy¢ @ Asiw. Europa ¥y América. (Montcs,
:19927)

é

2.2.3 Botanica

Es una planta herbdcea, monoica, guiadora y anual. Posee un sistema radicular profuntlo,
extendido lateralmentc en los primeros 60 ¢m. Por su comportamicnto floral, se considera
una planm absolusamente andromonoica, polinizada por abejas y otros insectos. La parte
comestible es ¢l tejidoy de ia placenm. comparadoe con el meldn v zapallo en Jos cuales es
el pericarpto (Mones, {19927).

il cultivo requiere una estacion prolongadu de altas tcmperaturas y baja humedad; ¢l
promedio de temperatura favorable sc encuentru entre los 20 y 25° C (Montes, ;,199272).

2.2.4 Importancia econémica

[.a sandia es el tercer producto horticola mds importante del pais luego del melon y el
tomate. En 1993, en el censo agricola, ocupé el 10,6% de la superlicic cultivada, el 15.5%
de la produccion en taneladas y el 17.8% dc las divisas generadas por las hortalizas. Las
principales zonas productoras del cultivo sc cncuentran en la region sur del pais, en
especial en los deparmamentos de Valle ¥ Choluteca, cn donde se estima que el drea de
produccion es de cerea de 780 ha (Cuadro 4) y en csta intervienen los productores de
melon. El producto s¢ destna wanto al conswno doméstico como a la exponecion.
(Rodriguez Eswada, §19997).
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Cuadro4. Honduras. Superficie ) produccién de sandia en los dcparamentos mas
productores. 1993

Nepartaments Heetdreas Produccién
Cosechadas ft}
Pais 2,549 64,716
. Choluteca 825 24,801
2. Valle 374 3472
3. @lancho 153 2256
4, Comayaguna 126 1.853
Total 1,476 34,362
Porcentaje del pais 58% 33%

Fuente : Rodricuez Estiada. (1999?

El drea de produccién promedio por agriculter de sandia es de 2.1 ha, comparéndolo con
el meldn que es de 71 ha y el de tomate. que oscila entre 0.7 y 1.4 ha. Existen alrededer
de 1200 fincas que se dedican al cultivo de esta hortaliza. principsimente para el consitmo
interno (Rodriguez Gstrada, §19997).

2.2.5 Principales limitantes fitesanitariax

Existen m3s de 200 enfermedades de cucurhitas reportadas de diversa etiologia. Entre los
principales desdrdencs fitosanitarios se encucntran hongos, bacterias, fitoplasmas, virus y
viroittes, nematodos, inscctos y 4caros; sin menospreciar los dafos causados por
enfermedades no inlceciosus como toxicidodes, condiciones abidticas y desbalances
nutiicionales. (Ziuer ¢f of., 1996).

I:n Honduras, la produccidn de sandia se ha visto limitada por la prescncia de los agentes
{itopatocenos citados anteiioimente. En 19%86. el MIP-CATIE/Honduras realizé un
estudio en todas las dreas productoias del pais y deterauinaren lay principales limitantes
fitosanitarias del cultivo de sandia (Cuadro 5).



Cuadro 5. Principales disdrdenes fitosanitanos en el cuitivo de sandia en Honduras en

19S6.
rNc:mbre coimun Agente causal Nivel de Comentarios
Imp.*
Hongos
Cenlcilla polvorienw |Erisiphe chichoraceerum ped El control quimice de las
. enfermedades
Antracnosls Colatrotichum Lagenarnium 3 'an cada ung de los cultvos, puede
variar gependlando del tipa de
MIldIh o cenlailia [Psoudopemospors Z agricultor y del sisterna de produccidn
vellosa Cubensis {consumo lgcal y expertacion),
virus |
lMosaico Yirus 1 Se desconoce cual es elvirus
que presenta (Vi° Pepino, VM
calabara
W sandla)
Inscctos T
Gusang barrenador  |Dlaphania spp. 2 Esta plaga afecta hojas, tallos,
flores y frutas, Se presentm en
[ EpOLas SeCas,
Pulga saltona \Epitrix cucumeris 2 i
Torguilla Diabratica spp, 2 |
hMoscs Blancs Bomisfa tabaal _z
Afidos Aphis gossyolf 3

® Imp.: Imponancia; [ : 12 plaga esta preseote en fnrma endémica o s¢ presenta en forma esparddica, vy
generalizadz en todas las Areas de siembra det cultivg, afectando los rendimivnlos ¢ incremensando 108
enstos de control, 2@ La plaga es generalizada en Jag Areus de cullivo y cbando se presenian eausun
pérdidas, pero su tontrol e cs testese ni problemdtice. 3 : La plaga es gencralizada ¢n las dreas de
cultive, no causande pérdidas alms al preductar, y su mane jo se realiza al m{nimo o oo se realiza.

b VM: vvizas del mosaico;.

Fuente: Monrerroso ¥ Bustamante (1986)

En la actualidad, [os problemas sanitatios que afcctan a esta cuctirbita son mayores tanto
N nimero como cn importancia (Cuadros 6, 7 v 8). Adcmis, [a constante investigacian
ha permitido conocer mejor ia biologia v ccologia de las plagas v, asi, determinar
practicas de manejo gue permiwen reducir los problemas que generen. Los productores
deben cstar preparados para coatracesiar ¢l ulaque de diferentes factores de una manca
amigable al ambicnic v competitiva sento en precios como en culidad.




Cuadro 6.

Plagas insectiles y vertebraclas de sandfa en Centruamdrica,

Especie Orden : Familia Impectancia® Tejidos afectadoy
{etapa dabina)

Phyllophaga spp, y Colcoptera: e Raices (lanvas)

otros Scarabeidae

Avolus sp. ¥ okos Coleopte:r a: Elateridae e Rafces {larvas)

Bemisia rabaci Homopiera : i Vector de vicus {(adulto), hojas
Aleyrodidae {fwnagina){ninfas)

Aphis gossypii, Homoptera: +t Yector de virus

Ayzus persicue Aphididac {adultos alados)

Diaphariia hyalinaia | Lepidoptesa ; ++ Flores, yemas, superlicie del
Pvralidae frunto (larvas)

Diuphaniu nitidaliy Lepidopters ¢ T Fruto (larvas)
Pstalidae -

Liriumy=a Dipterst : Agromy4idat i Hoias (larvas}

Ratas e Frutns

t 4 plaga claye; ++ ! plaga inducide; i ; plags mducida; e : plaga esporidivn.
Fuente : Gladstone, 1999

Cuadro 7. Enfermeducles (oliares v del lruto, y nemdtodos importantes del culuvo de

sandia.

CLASE NOMBRE COMUN AGENTE CAUSAL
Hongo Mildil polvoriento Sphaerotheca fillgineae
Hongo hIildid lanose Pseudaperanasnora cubensis
Hongo Alernaria Alterngria cucumering
llongo Aniracnosis Colletoirichum lagenarium
Bacteria Mancha anpular Praudomonays spp.

Hacteria Marehitez bacteriana Erwinia rruchelohile
Nemdtodos Meloldogyne incognita
Rotvienchus reniformis

Fuente : Gladstone, 1999

Gladstone., 1999), identifico los agentes causales de enfeimedades de suclo en Guatemala
y Honduras. Denro dc cstos se mencionan : hwimella bryonive, muy comdin en los
suelos de ambos puises; Rhizoctonia solani Y Fusarium semiteetum en porcentajes de
incidencia mayores al 50°/4%; Pyrthium sp,, hongo que estd en el mayor porcentaje ; ' otros
agentes entre los cuales cita a @ Monosporaycus cannonbalus, Meacrophomia phuseolina,
Rhizopyenis vagum, Selerotium rolfsii, Flectosporium wbacinum v Curvilaria sp, En la
acwalidad, los hongos de suclo constituyen una limitante para la produccién de otra
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cuctirbita como es el meldn. csto podria ser un problema para las santlla por ser un cultivo
altamente suseeptible n estos patogenos.

Cuadro S. Enfcrmedades virales de cuctirbitas : virus identificados entre 1950 3 1970
VECTOR VIRUS

A gossypii = M. persicoe WMIV.2 Watermelon Mosaic Virus

/L. gossypii +M, persicae + PRSV  Papay-a Ringspot Virus

Liriomy=a spp. {(menor (Watcmmelon mosaic)

importancia)

. gossypii + M, persicae + CMY Cucumber Mosaic Virus

8. tebaci

Diahrotica spp. + SqMV  Squash Mosaic Virus

slecat ymmaspp.

. gossvpii + M. persicae CTV  Curly Tep Virus

Fuente: Gladsmne, 1999

Lastres {1991) determina que en la actualidad los virus no persistentes de las cucurbitas
¢n Honduras sun: el virus del mosaico de la sandia (WMV-1 y WILIV.2), el virus del
musaico amarillo del zucchini (ZYNV), el virus del mosaico del pepino (CMV), el virus
del mosaico de! zapallo {SqMV) v el papays ringspot virus (PRSV) que se lo considera
sinénimo del WM V-1, La misma autora (1992a.) cisa un diagndstico realizado en sandfa
y meldn en diferentes zonas del sur de ilonduras, eu donde se encontrd las mismas
enfermedades virales citadas antcriormente y el virus del mosaico del frijol (BMV), en
algunas muestras dc meldn. Adexads revela infecciones de geminivirus, sin sefialar el
nombre del virus espeeifico.

23 ENFERMEDADES VIRALES
2.3.1 Generalidades

En 1386, Mayer estudio plantas de tabaco con *“mosaico del tabaco™. LEn sus
investigaciones concluyd que, por el no desarrollo de hongos en las plantas inoculadas o
en el jugo filmado, ¢l patdgeno era una bactcria (Agios, 1993). En 1892, Ivanowsky
dcmosard que el patdgeno podfa pasar por filiros que retienen bacterias, concluvendo que
la enfermedad cra ocasionada por wXinas de elgunas bacterias o por bacter’as pequefias
que lograban pasar por los poros del filwo (Agrios. 1995). Beijerinck, 1898, llegd a la
conclusion de que ¢sta enfermedad no ¢ra causada por un microurganismo, sino por un
contagium vivum fluidum, que denoming virus (A tmios, 1995).

Entre 1940 y 1958, el uso generalizado de la ultracentrifuga, el microscopio electronico,
la clectroforesis y las técnicas scroldgicas, permiten conocer la esfruciura, composicifn



quimica, replieaciéin y genética de los virus de las plantas (Agrios, 1995). Posterormente,
lus pruebas serolégicas. como el ensavo de inmunoabsorbeneiz ligada a una enzima
(ELISA. sus siglas en inglés), y la produecién de anmcuerpos mnnoelonales permiten
identificar los vimus y de esta manera, deswrollur una taxonomfa de los virus (Agrios,
1995).

En la aerualidad, més de 700 cnfermedades de plantas son causadas por virus, los cuales
han sido asignados a 335 grupos de familias por el Coro't¢ Imemacional de Taxonomia de
Virus, (ICTV por sus siglas en inglés). Los virus son organismns submicroscopicos quc
se replican solamente dentro de eélulus de huéspedes susceptibles. Varian en su
configuracion quimica (ARN o ADN), estructural. rango de huspederos y medios de
dispersién. Esks earacteristicas, ademds dc la sintomatologia y scrologia de loy
huéspcdes, son comitnmente usadas paa su deteccion, identificacién Vv caracterizacion.
Los virus son tansmitidos por insectos, dcares, hongos. nematodos, medios mecanicos,
injertns ¥ semilla infeciada (Zitter eral., 1996).

En su forroa simple. estos organismos constan de deido nucléico y protcina, esta dltima
forma una cubierta protectora llamada cdpside en torno al primern, Aunque les Virus
pueden tener distintas [ormas, principalmente son de forma polihédrica o de varilla, n
variantes de estas dos estructuras bésicas, Algunes de los virus m#s grandes pueden tener
varias proteinas diferentes, quiad con una funcién diferente cada una (Ajzios, 1993),

2.3.2 Sintomas

El desamwrollo de sfntnmas es el criterio usado nommalmente para determinar una
transmision viral exitosa. Biferentes sintomas pueden servir para dif crenciar, en muchos
cusos. entre virus v sus cepas. Es importante comprender que dos virus pueden inducir
sintomas similarcs en una especie de hospedero y muy diferentcs sintomas en otras
especies. Incluso, los [actores ambientales y ¢l desarrollo fisiolggico del cultvo, pueden
afcetar marcadamente los sintomas. {Gergerich. s.f.)

El tiempo que transcurre desde la inoculacion del virus hasta la aparicion de los sintomas
varia enormemente de un virus a o&o. En cicrtos casos Jos sfntomas se desarrollan mas
répidamente a ilemperaturas elevadas. La severidad dc los sintomas esti relacionada a la
concendacion del indeuln (f.astres, 1991) v con la resistencia aue mucstre el hospedero,

El sintoma mds comtin ¢s la reduccion en la 1asa de crecimienta de la planta, que produce
srarios grados de enanismo o achaparramiento de toda la planta, Al parccer casi tadas las
enferinedades virales ocasionan cierto grado de disminucion en el rendimiento total ¥ que
cl perfodo de vida de las plantes infectadas s: acorte. Estos efectos pueden ser severos y
fAciles de obscrvar o pueden ser muy poco significativos y pasar inadvertidos con
facilidad (Agros, 1993).
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La mayor evidencia sintomatoldgica de plantas infectadas por virus son cominmente las
que apurecen sobre ¢l lyllaje. aunque algunos virus pueden producir sintomas visibles
sobre el tallo, frutos v raices con o sin el desarrtllo de sintomas foliares. En la mayoria de
enfermetiades virales de plantas que apareten en el campe. ¢l virus se encuentra
distribuido en toda la planta, por eso se les ha denominado infeccidn sistémica, al igusl
que a .sus sintomas, Cuando el virus produce pequefias lesiones. 2 menudo necréticas,
sole a nivel de los puntos de enuada, se las conoce como lesiones locales. Algunos vicus
pucden iafeciar ciertes huypedantes sin el desarrollo de sintomas Visibles en ellgs. En cste
¢s50 se tendria un virus latente en un portador usintumatico (hospedante). Muchas planas
que comummente muestran sintomas al ser infectadas podiian no presenserles de no
encontrarse las condiciones ambientales adecuadas (como en el caso de altas @ bajas
temperaturas), llamdndose sintomas enmascarados (Agros, 1995).

2.33 Transmision de Ins virus

Los virus fitopatégenos nunca o casi nunca abandonan espontdneamente a las plantas. Por
¢sto. no son diseminudus por el viento o el agua. e incluso cuando $on transportados en la
savia o restos de plantas, en general, 3¢ pruducen infecciones a menos que entren en
contacto con los contenidos de una célula viva dafiada (Agries, 1995).

Existen varios métodos de wansmision de les virus. Aquellos como la propagacion
vegetagva y por semilla tienen mucha importancia por el hecho de pasar de unas
generacion a eww, sin embargo, oe son trascendenseles en la infeccion de plantas
enfermas a plantas sanas en una misma gencracion (Agrios, 1993}, Ultimamente. existc
una marcada impostancia hacia los vectores de tipo ioscctul, ain cuando existen
enfermedades virales ¢n las que la transmisién de tipo meeénico toma mayor importancia.

£n el case de los geminivirs, 1a dnica [orma de transmision conocida cs por medio de la
mosca blanca, Bemisia tabaci. Investigaciones actuales han determinado como vectores
de este opo de virus a dos especies del género Bemisia; €] cominmente conocido 8.
tabaci. ¥ un nuevo biotipo més agresivo que se ha llaraado 8. argentif vlii o Bioupu B. En
América Central, lucgo de la termente wopical Mitch, la presencia de mosca blanca y
otros vectores disminuyo enormemente (Anexo 1). Sin embargo, muchos productotes
siguieron teniendo problemas con geminivirus indicando dos posible problemas : una alta
eficiencia de transmisién del vector o un posible nuevo vector. Es necesario contar con
nuevas investigaciones que detesminen la problemdtica actual con los vectores y sus
posibles soluciones.

2.3.3.] Transmisiiin por vecteres. Los vectores. hasta ahorn conucidos, que ttansmiten
virus son : insectos, dcaros, nematodos v hongos. Be estos, los primeres son los mas
comuncs y cconémicamcente importantes como tansmisores, Sin embargo. son sole los
miembros de unos pocos grupos de insectos quc pucden infectar a las plantas. El orden
Homoptera contiene la mayor cantidad de especies vectores y lns mds importantes.
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Los iasectos pueden transmitir toda clase de virus, bacterias, hongos, espiroplasmas,
ricketsias, nematodos, fitoplasmas y {itomonas. El desancllo de epidemias es mas
imporlante a nivel de ricketsias, fitoplasmas y vitus, Estos tltimas, son el problema
fitopatolegico mas setio en el trépico ameticano, después de las causadas por hongos. El
afido Myzus persicae ilustra el problema distzibuyéndose mundialmente con un amplio
rango de hospedantes, Este es capaz dc transmitir mas de 180 enfermedades a cercade 30
familias de plantas {Andrews y Querada, [989). La mosca blanca, por su parte, es
considerada polifaga, y por lo menos 586 especies de plantas de 74 familias de
dicotiledoneas y monocotiledoneas han sido reportadas como hospederos. Por ejemplo,
se tiene datos de 96 especies de la familia de las Fabaceas, 56 Compuestas, 35 Malvaceas,
33 Solandceas y 17 Cucurbitaceas (Brown y Bird, 1992).

En el ciclo de la enfermedad, los insectos tienen una destacada paricipacién en la
inoeulacién, penemacién y rcproduccion del patdgeno (Andrews y Quezada, 1989).
Existen cuatro principales patosistemas que ilustran las principales relaciones entre el
virus y el vector:

e Transmisién no persistente, donde el virus es adquirido durante rapidas succiones a
la epidermis de la planra, siendo retenido por minutos u horas.

e Transmisiéon semipersistente, en las que el virus es adquirido e inoculado en largas
succiones al floema, pudiendo ser retenido por horas o dfas.

e Transmisién persistente y circulativa, en que se adquiere e inocula el virus durante
largas succiones del floema, se mantiene durante toda la vida del vecior
multiplicandose en su intestino y circulando en los tejidos a través de la hcmolinfa,
pero no es wansmitida a su progenie.

¢ Transmision persistente y propagativa, donde el virus se multiplica y circula de la
misma manera que el anterior y se propaga transovéicamente a la progenie.'

2.3.4 Chile

El chile es un cultivo muy suscepwble a las infecciones virales. Numerosas
investigaciones han determinado haste 95 especies que infecten a las plantes
domesticadas del género Capsicum en 1997 (Edwardson y Christie, 1997). Green ¥ Kim
(1991), por owe lado, afirman que son 35 las especies que infectan al cultivo y que la
mayoria de estos estan diswibuidos a nivel mundial, exceptuando unos pocos. Muchas de
éstes causan considerables pérdidas en rendimiento y reduccion en la calidad del fruto.

L.os vectores insectiles son la via principal de transmision de virus de una planta a otra
(Valverde, 199%). Mas de la mitad de las enferinedades virales que atacan al chile, son
wansmitidas por afidos. Otros virus se transmiten por nemitodos, thrips, saltahojas,
mosca blanca, tortuguillas y hongos {Green y Kim, 19%1). Se presume que estos insectos
causan problemas serios en las dreas mas secas, con sistemas bajo riego, y se dan

! Doyle, M. 2000. Patosistemas virus - vector, Honducas, Zamorane. (Cemunicacién petsenal),
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indicaciones que podrfan convertirse cn plagas mayores en ¢] continente cenlroamericano
(CATIE, 1993). Algunas de estas enfermedades son transmitidas por contacto y/o por el
suclo en mecanismos ain desconocidos (Green y Kim, 1991),

Cuoadro 9. Prinelpales enfermedadcs virales Que afectan el chile y sus sintomas.
Enfcrmedad viral Gruno devirus [Ena| Ar | M |Am | VI | C1 [ o |

Alfalfa mosaic (AMV) Virus haciliforme X

Chili venial motile Potyvirus N X

(CVMV)

Cucumber mosaic (CMVY | Cucumoiirug X X X

Pennier mottle (PMV) Potyvirus X | X | X

Pepper severe mosaic Potyvirus X

(PSMV)

Pepper veinal mottle Potyvirus N | X

(PVMVY

Petato Y (PVY) Potvvirus N X |

Tobaccy eleh (TEV) Polyvirus X X | X | X

Beel curlytop (BCTV) Geminivirus X | X X

Bell pcpper mottle Taobamovirus X X X | XN i X

(BPMV)

Pcpper mild mottle Tobamavirus X| X | X

(PMMV) I

Tobacco mosaic Tobamovirs X X X |

Tomate mosaic

(TMV), (ToiV)

Temate spotted wilt Tospovirus X| X | X X | X

(TSWV) I P

Chilli lcaler]l (CLCV) Geminivirus X X X

Tigre discase Complejo de X | X X X

geminivirus

Serrano golden mosaic Geminivirus X

{(SGMVY I

Texas pepper geminivirus | Geminivirus X X1 ]

Ena: cnanismo; A airugamicnto;

moteado.

Fuente : Black ¢t al,, 1993

M mosaico;, Am: ampollaniiento; VI: venas {rregulaces: Cl! clorosis: Ma!

Las enfcrmedades virales que infeeetan al cultivo del chile presentan una amplia gama de
sintamas, siende los mds comune$ el mosaico, el moteado, la necrosis y las
defermaciones foliarcs (Cuadro 9). Hojas, tallos, flores y frutos pueden $er afectados

(Green ¥ Kim. 1991).
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2.3.5 Sundia

Ziter ef al. (1996) deteaninan que entre 1as enl eemedades que afectan las cucirbitas, las
causadas por virus son dificiles de controlar y pueden ser muy deswrucuvas. Su incidencia
y severidad pueden variar, dependiendo de las complejas relaciones con patdgenos,
hespeduros. vectores, ¢l ambiente v 1a localidad en la que ocurren.

Se han reportado un gran nimero de enfermedade's vhales infectando cuctirbitas. siendo,
la mayoria de éstas, vconomicamcnte importante; sal es ¢l caso del “zucchini yellow
mosaic virus” (ZYMV), una de las enfermedades mas destructivas que afiecta esta familia
v que ha sido idcntificsda en 22 pafses de cinco continentes. Muchos de estos pueden
infecar especies de diversos géneros y familiac y solo pocos son resmngidos a cuctirbitas
(Ziner er al., 1996).

En Honduras se dispone de mwuy poca infurmacion sobre los virus yue atacan las
cuctirbilas y los alidos que los transmiten. Ademas, es necesario conocer patrones de
diseminacion y facieres ambicmales v culturales que pedrfan €avorecer su presencia
{Espinosa.1991).

2.4 C@MPLEJO MOSCA BLANCA-GENMINIVIRUS
2.4.1 Importancia del problema

Segiin Ramifrez (1992), de las aproximadaments 1208 cspecies de mosca blanca en
América Central ¥ ¢l Caiibe. las 30 mas importantes estan agrupadas en 13 génerus. No
obstante. en base u critetios como persistencia, densidad poblacional, gmbito de
hospederos y distribucion geografica, las especices claves son: Bamisia rabaci (Gennadius)
v Trimleurodes vaporariorum (Westwvood)., Las infestaciones de Bemisla tabaci han
aumentado en scveridad ¢ imponancia en sistemas agricolas secos tropicales e inigados
en América desde 1981(Brown, 1992). Entre 1980 ¥ 1990, las lantudes calidas de
América ) el Carbe, productoras de fibras y vegctales han cxperimentado altas
infestacioncs dc 8. rwbaci y las pérdidas por cnfermedad ahnra asociadas al complejo
mosca blanca-geminivirs (Brown y Bird, 1992)

Caballerc (1992) observo a la mosca blanca, B. tubaci en wonas bajas v culientes, y 7.
vaporarigrum en zonas allas y lempladas, come las especies mds imporeantes en muchos
cultivos del mundo, Las consideré como plagas super dotadas por poseer las
caracteristicas como agresivadad, potencial reproductivo, amplio rango de hospederos,
entre ouos. B. rabaci coloni#endo yuca solamente babia sido encontrada en A frica, sin
cmbargo, cn 1990-1991, se encontrd en este cultivo en Flosida, Puetto Rico y Repiblica
Dominicana. Tampoco era considerada plaga del tomate hasta 1991 cuando se convirtié
en problema clave en Florida. Anle esw situacion, determiné la necesicad de estar
preparados para enlrenlarse 4 biolipos o mzas geograficas, Concluyé que los primeros
anos de la década de los 90°s c¢ra ¢l momento propicio para comenz.ar a amcar un
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problema que lo prevefa, argumentando que el costo de wrevencion seria menor que el de
solucion.

Trialerurodes vaporiarioran produce un dano directo mediante [a exwaccion de savia
provoeando la calda del follajc y evivando Ja maduracion de los ltutus, as{ como,
desarrollando el crecimiento de furnaginas que tlificulta la {utosintesis y deteriora los
frutos, 8. rabaci, ademas de los dafios directos mencionados, pucde wansmitir
geminivitus (Ramircz, 1992). La primera wanwmnision de un fipo de virus transmitido por
B. tabaci fue demostrada al inicio de la década de los 30"s con el virus dcl
encrespamiento de la hoja del tabaco y con el virus del mosaico africano de la yuca en
yuca (Brown y Bird, 1992). En Centroamériea, las densidades de esm especie alcanzasqn
niveles extremos iniciada la €poca de los 70's, csmando asociada en 1961 con la
xansmision del virus del enrollamiento de la hvja del algodon ¢n El Salvador, 1964 ¢n
Honduras ¥ 19635 en Guatemala ¥ Nicaraguy. Pusteriommente, causé severos problemas en
fifjol, principalmente ¢n El Salvador, siendo ¢l vector del vitus del mosaico dorado
(Ramirez, 1992). Desde mediados de los 88°s, 8. rabaci se ha convertido ¢n una plaga
seria ¥ vector de virus cn algodén, cuctirbitas, lechuga, chilie y tomate entre las regiones
tropicales del mundo. Actualmente es considerado el vector mas impostante ¥ comin a
nivel mundial, asi como el unico vector conocido de geminivirus en horwlizas {Brown y
Bird, 1992). Cabe rccalcar, que Black et al. (1993) citan a Circulifer ienellus y C.
opaci pennis, espeeies de saltahojas vectorss del geminivirus que casusa el enchinmniento
dc la remolacha BCTV (*Beet curly top virus™).

Las razones para ¢l cambio de status de B. fabuci de una especie inocua a una plaga clave
y transmisora de virus n¢t han sido dvbidamente aclarados. Sin embargo, s¢ considera que
los cambios en las pidcticas agricolas locales y regionales, la expansion del monocultivo
bajo irrigacion de hortalizas y otros cultivos, la expansion de ¢pocas de cultivo debido a
las variedades mejoradas, la introduccion y resistencia subsecuente de poblaciones de!
insecto a nuevos plaguicidas y ¢l incremento del transporte mundial dc plantas y
productos vegetales, han contribuido con el problema (Brown, 1993).

La sistemdtica de éstc insccto ha sido un problema. La taxonomia de A. rabaci ha
resultado dificil de reconciliar dehido a |a plasticidad de sws caracterfsticas morfolégicas
claves, que pueden variar para adaptarse a las caracteristicas morfoldgicas de la planta
hospedante (Browm, 1993).

La moscu blanca se alimenta del contenido del floema de una planta mediante un estilete,
método tlicicmie de adquirir y transmitir geminivitus, La transmision de geminivirus es
persistente de tipo circulativa. Para una infeccion adccuada sc nccesita un periodo de
alimcntacidn (adquisicién) sobre la planta de 2 n 24 horas, seguido de un lapso de 2 6 3
dias para una inoculaci¢in Spema, Normalmente. la qaasmision ocurre solo después de un
periodo latente de 4 a 10 horas, pudiendo un individuo trinsmitir geminiviras por 5 a 20
dias con una pérdida gradual en la vlicicncia de trunsmision con el tiempo. Es importante
conocer que, bajo condiciones favorables, se pucden completar de 11 a 15 peneraciones
en un atlo ¥ las hembras pueden depositer entre 100 y 300 huevros en un periodo de vida



de entre 3 v 6 semanas. Cuawo de los cinco instares de una mosca blanca son algo o
completamente sésiles en e] hospedero, por lo que el adulto e¢s €] vector imporsente
(Brown ¥ Bird, 1992).

Actualmente, la agricultura centroamericana cstii enfrentando una gran crisis que podrfa
incrcmentarsc mucho més con la apuricion de un nuevo biotipo de 8. rabaci, denominado
biotipo B o 2. argenrifolii. reponado hasta ahora en Guatemala. Belice, Nicatagua,
Republica Wominicana, Cuba, Pucrio Rico ¥ otras islas amillanas (Ramirez. 1992).
Ademads, Guerra (2000), sugiere la presencia de la enfermedad de las hojas amarillas en
cuchara de] tomate, TYLCV, cn Honduras. Es conocido que la 5. argentifait! es el (inico
vector reportado de esta enfennedad por lo que es posible que este insecto s¢ encucnare en
el pais, sin embargo, es necesario continuar las pruebas moleculares de esta enfennedad
antes de dar un veredicto,

Este biotipo se caracteriza. compardndolo con el biotipo A, por poseer mayur lecundidad,
completar su desarrollo en el cultivo de tomate y atacar un mayor nimero de cultivos
incluyendo crucifeias, eftricos v papaya (Ramirez, 1992). Ademuis. tiene mayor facilidad
de desarrollar resistencia, es mds movil, tiene un mayor 1ango de hospederos v es capaz
de elevar sus poblaciones en un corto periodo de tiempo.

242 Shwuacion en Honduras

La mosca blanca, especialmente Bemisia rabaii, ha estado presente en varios cultivos cn
Honduras desde hace mucho iempo. Hasta finales de la década de los $@'., ésms plagas
fueron cunsideradas sceundarias, aunque su control fue necesario en cultivos ¥ €pocas
especilicas, A panir de 1989, llegaron a ser plagas claves en varios cultivos cn Honduras
(Caballero y Rueda, 1992).

En ¢l caso del tomate del valle de Comayagna, Hilje vy Arboleda (1993) estimaron que la
reduccién de la produccién por enfermedades viiales wansmitidas por Bemisia tabaci es
mayor al 709 obteniéndose pérdidas por mds de USS 4 millones. Normajmente. eswas
cstimaciones sc haccn basado en la poblacién de mosca blanca dei [ugar lo qQue sobre
estimaria los datos. Ante estos prohlemas, [a Secrctaria de Recurse Naturalcs, tomando cn
cuenta recomendaciones de la FAQ, eswmblecié un plan de veda entre diciembre de 1991 v
junio de 1992. periodo ¢legido por ser el de mayor proliferacion de la plaga. De esta
maneraq, s¢ queria romper el ciclo de vida de la mosca induciendo la rotacion de cultivos
no atractivos para la misma. Sin embargo, algunos agriculiores sembraron en esta época
santo por necesidad como par cultura. (Caballero y Rueda, 1992).

Las poblaciones de cste insccto en los eultivos de mclén y sandfa han sido bajas hasia el
presente cn [a zona sur del pais. Uno de Jos principales problemas fitosanitarios de estos
son las enfermedades \irales. Como s¢ menciond anteriorinente, cstudios realizados enwe
1990 ¥ 1992 determinuron cuatru enlermedades virales claves, todas ellas del grupo de
los Porvvires, wansmitidos prineipalmente por dfidos: virus del mosaico del pepino




{*Cucumber mosaic virus*, CM V), del mosaico de la sandia (“Watetmelon mosaic virus"
WMV < 1), del mosaico del aepallo (“Squash Mosaic virus", SqMV) v del moszico
amarillo del zucechini (“Zucchini vellow mosaic virus™. ZYMV). Para 1989 y 1990, se
estimaba que el 11% de las infecciones viiales cran producidas por gemtinivirus. Adn
existe incertidunbre sobre la proporcion de estas enfemnedades tronsmitidus por este
vector (ITilje y Arboleda, 1992)

2.5 METO®OS DE PETECCION

El diagndstico de cualquier enfenncdad es un componente clave para el desarrollo de un
programa de manejo. Los métodos recicntementc desarroliados de deteccidn de proteinas
vy acidos nucleicos también son usados en el diagnastico de enfermedades virales y son
practicas que permiten a los investigadores detectarlas con mayor rapidez y precision,
(Valverdc, 1999). La idcntificacign cxacta de los virus debe ser confirmada con pruebas
serolégicas, molccularcs y sccucnciacion, y suplcmcnradas con la caracterizacien
microscopica de la particula viral ¥ pruebas a los veetores (Green y Kim, 1991).

I.os méindos acruales dc dcteceién normalmente utilizados son : 1a sintomatologia visual;
las inclusiones citoplastmaticas; la Reacciéon ¢n Cadena de la Polimerasa (PCR
“Polymcerase Chain Reaction™) ¢n combipacion con la Electroloresis; v, las pruebas
serologicas/inmunoldgicas como ELISA (“Enzime Linked Immuneserbent Assay™).

2.5.1 Sintemgztelegia visual

El uso de la sintomatologia como un medio de deteccion de enfermedades virles es poco
confiable., Segin Green y Kim (1991), la identilicacién de las enfermedades virales nunca
debc basarsc cn los sintomas solamente, porque estos pucden variar con la raza del virus,
la espccie del hospedern, ia edad del hospedemn, condiciones ambientales v posibles
infécciones miluples. Inclusive, enfermedades virales diferenies pueden causar sintomas
similares, al igual que los dafios por inscctos, en especial por thrips y dcaros.

25.2 Inclusiones cituplasméticas

Las enfcimedades virales, normalmente, atacan los componentes de las células de los
organismos, por lo que es posible observar microscopicamente las ‘“inclusiones
citopldsmaticas™ que Torman. Sin embargo, la observacion dc estas no permite dif erenciar
clarammeme la especie de virus que la provoca por la similitud de inclusiones que existen
en la actualidad cnire las difercites especies vitales. Ademds, es neccsaria mucha
experitneia para poder difereaciarlos.
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2.5.3 Técnicas moleculares

2.5.3.1 PCR. Este m&rodo provee medios extremadamente sensitvos de amplificacidn
de pequenas cantidades de dcido desoxirribonucleico (ADN). El método fue desatrollado
tras cl descubtimientu de la enzima Tuy ADN Politnerasa, una politnerasa de ADN que es
usada por la bacteria Vhermus aguaticus. Esta enzima pernmanece estable a las altas
temperaturas necesarias para la amplificacion, mientras otras polimerasas de ADN se
despawurzlizan (Slish, 2000).

“Descrito para los genes como la imprenta de Gutenberg para la escriturg, el PCR puede
amplificar una secuencia deseada de ADN de cualquier origen (viral bacterial. vegetal o
humano), cientos de millones de veees en cuesidon de horas, un tiabajo que hubiera
requerido varios dfas con tecnelogfa wecombinunte. El PCR es especialmente valiose
porque la reaccidn es altamente especifica, facilmente automatizada y capaz de amplificar
diminutas cantidades de mueswa, Por cstas razenes. el PCR ha tentido, también. un sran
impacto en medicina c¢linica. diagndstico de desdrdencs genéticos. ciencias forenses v
biologia cvolucionista.” (Smith, 1999).

En el PCR se sigue una setie de pasos conocidos como fases, En un inicio, se prepara una
mezcla que contiene el ADN a reproducir o ADN meta, los primers® complemetaios a la
regién a ser amplificada, bufier conieniendo iones de magnesio v polasio,
dideonuclefitidos trif nsfatos y la enzima Tag ADN polimerasa que se mantienc estable a
altas temperaturas, El ADN a reproducir o ADN mcta es calentado a 90 - 95¢ C por un
minuto aproxiamdamente. part sepurar sus dos cudenas. Este paso se conuee como Fase
de Desnutumlicacion. Posteriommente, en la Fase de Ligamiento, la enzima cataliza a los
primers, usando las cadenas simples de ADN como mewa. E| proceso, en csia fase. se
mantienc 2 cierta temperawura, generalmente entre 52 ¥ 38 °C. Finalmente, la Tag ADN
Polimerasa sintetiza ¢l ADN creando una copia de cada cadena. Csw fase es conocida
come de Extensién v se llega a temperaturas de 72 « 75°C, en la que [a enzima sintetiza
mas eficientemente el ADN {Anexo 2).°

El ciclo se repite varias veces en un icrmociclador, con las nuevas cadenas de ADN meta
y las enzimas extendiendo los primers adheridos a las cadenas simples de ADN. La
reaccién en csdena resulta en la nmpiificacién exponencial del ADN originai donde el
nimero de ciclos (n) deteirmina cuantas copias de ADN son producidas. (Herington,

1997).

2.5.3.2 Eleetroforesis. Este téimino describe la migracion de una particula con una
carga a través de un medio de dispersion o soporte, por la inftuencia de un campo
clécuico. Los métados clectrof oréricos son muy versétiles, sirven principglmente para la
separacién de mezclas complejas, como criterio de pureza, conocer las caracterismcas
dcide-hd.sicas de las protcinas presentes en un preparado crudo, entre otras.

2 Iniciadorcs, ¢chaderes.,
? |as tiempos ¥ condiciones vartan ScEan «] protocolo utilizado.



Las moleculas organicas, como el ADN, poseen una carga ncgativa por los fosfatos que
forman el esqueleto de la molécula; una mezcla de éste es colocada en una celda del gel
de electreferesis (agaresa o poliacrilamida). [.as moléculas mds grandes tienen mayor
dificultad en pasar, mienwas que las mas pequeflas se mueven facilmente, ¢reando una
separacién enwe moléculas que crece a medida que aumenta el tiempo de prueba. Les
marcadores del método son una mezcla de moléculas de ADN con peso molecular
conocido. Estos marcadores de pesos moleculares son usados para estimar el tamarfio de
los fragmentos de ADN de la muestra. {Hughes, 1999)

2.5.4 Pruebas scrolagicas

2.5.4.1 Ensayo de icmunexbserbencia ligada a wna ecnzima ELISA {(“Enzytre linked
immunoserbent assay”). l.a prueba de ELISA es una prueba inmunoenzimatica que se
basa en lareaccion entre un anticuerpo que reconoce un antigeno especifico y su posterior
conjugacion con una enzima. Esta union es almente especifica y cuando la reaccién
ocurre puede ser visible. Esta prueba Wene varias variantes, que se usan de acuherdo al
andlisis deseado, sin embargo, las dos m4s importantes son el método indirecto y el
Sandwich de doble anticuerpo (Castahio-Zapata et a/., 1993). En la actualidad, las pruebas
serolégicas permiten la deteccidn de geminivirus pero no la identificacion precisa de qué
Yirus se trata pues estos estan seroldgicamente muy relacionados y por la dificultad de
obtcner capside proteica a portir de la planta infectada (Brown y Bird, 1992). En la
actualidad, no se ha podido desarrollar anticueipos especilicos para las enfermedades
causadas por geminivilus por ser poco iamunogénicos, cen excepcién del virus del
mosaico dorado del frijol ("Bean golden mosaic virus”, BGMV). Ahora, el énfasis cae
sobre el PCR ¥ la hibridacién para la identificacion de geminivirus.

2.54.2 “Pot immunebinding assay” (DIBA). Eswa técnica seroldgica utiliza el mismo
fundainento de ELISA indirecto, sin embargo. se diferencia por scr un método rapido y de
menor costo. Se utilisa una membrana dc nitrocelulosa, en lugar de una placa de ELJSA,
en donde se realiza la prieba, esto representa un costo mucho menor. [.as mueswas en
esta mcmbrana, de ser especificas, se unen al anticuerpo correspondiente. Los que han
logrado unirse, son detectados por un segundo anticuerpo conjugado, especifico al primer
ansicuezpo, lo que se podiia llamar un anti-anticuerpo. Por ejemplo. si el primer
anticuerpo es obtenido de wn conejo, el segundo anticueipo es una gamaglobulina
preparada al inyectar el primer anticueipo del cenejo (gamaglobulina del conejo) en un
animal diferente como una cabra, gallina o ratén. La interpretacion de los resultades se
basa en un cambio de color por Ja accidn de la cnzima sobrce ¢l sustrato cromageno ligado
al segundo anticuerpo (Randles, 1998).
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2.6 ESTRATEG1IAS DE MANEJO FUkay

La falta de informacion bésica de la epidemiologia de las enfermedades virales es un
problema principal en el desarollo de programas de manejo de virus (Gspinosa, 1991). La
lictica comon utilizada cn los campes ¢s ¢l control de vectores la cual ha sido deficiente
pues nn se lo hace de manera global y se somete a presion a las poblaciones, adquiriendo
resistencia. Este control es mucho mas dificil traséndose de geminivirus, como se
menciond anteriormente, por la plasticidad del vector. Ademds, la diversidad de los
geminiviius tranamit'dos por mosca blanca se ha comenzado a estudiar en detalle
recientemente. No obstante, atin se desconoce la epidemiologia de este grupo de virus, lo
que presenta enormes problemas para el manejo de las enfermedades causadas por estos.

Hilje (1996), cita la importancia que ha tomado la investigacion basica y en métodos de
combate para el complejo mosca blanca-geminivirus; de esta manera se han desarrollado
el Plan Nacional de Invesligacion y Accidon sobre Bemisia tabaci, de los EEUU., y el
Plan de Accion paa el [lanejo de [-foscas Blancas y Geminivirus en Lalinvainéiica y el
Caribe.

El manejo de la mosca blanca ha tenido complicaciones muy senas debido a la
plasticidad genética, el amplio rango de hospederos. la nansmisién de geminivirus y las
poblaciones desmesuradas que se generan dado a su potencial reproductivo. Por el
momento, la tendencia es hacia el manejo integzado de plagas (MIP}, con los principios
de convivencia, prevencion y sostenibilidad (Hilje, 1996).

En sf, se han presensado muchas estrategias basadas en todas las tdcscas conocidas del
MTIP, sin tener mayores resuldedos. Como ejemplo. Lastres (1992b.). deteimina que al
desiruir las plantas hospederas de virus en los alrededores de los cultivos, es una
alternativa para el contrel de virosis; sin embaigo. al no tener otras alternativas, el virus
se podifa hospedar completamente en el cultivo. Sponagel y Fumez (1994). citan las
medidas de control mayorrnente utilizada en el pais. Describen medidas culturales como
la destruccién de 1astrojos, la eliminacion de plantas hospederas y otros; medidas
mecanicas como sicmbra de barreras rompevicntos, raleo de plantas sintomaéticas, uso de
trampas amarillas y otras: medidas biolégicas como enemigos naturales; insecticidas ne
toxicos, como Nim, aceites, jabones; y, las medidas quimicas que no dejan de faltar en un
cultivo.

Una de las practicas mas estudiadas en ja actualidad es la resistencia genética. Esta es una
alternatva viable si se la utiliza como una tactica mas del VP, caso contrario podria tracr
repercusiones mayores como desarrollo de resistengia, disminucién en ¢l rescrvorio
genético de las plantas, entre otros. De esta ttanera, se toma una altemativa presente y,
hasm cierto punto, efect'va para el manejo de enfemedades virales. En este caso se ha
utilimado los métodos convencionales de [itomejoramienlo y. illimamente, la
biotecnologia expresada en los cultivos transgénicos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MUESTRE®
3.1.1 Ubicacidn de lus muestreos

Para el presente estudio se recolectaron muestras de material infectado de chile y sandia
de distintas regiones de Honduras, En el caso del chile. se preliné hacerlo en el tipo
picante (Jalapefio), pues como se mencioné anteriormentc, el drca promedio de cultivo del
chile dulce es de 0.4 ha. El chile jalapefio tiene una importancia mayor a nivel de
procesamiento ¥ exportacion, concentrando la produccién en empresas como *Chesnut
Hill Farms” y Cultives Palmerala. Por esta razdn, se visité dos fincas de “*Chesnut Hill
Farms™ en el Valle de Comayagua, donde se realizd la recoleceion de muestras.

La sandfa, a su vce, fue muestreada a mvel de pequetios agricultores en los departamentos
de Valley Olancho durante enerv del 2000.

3.1.2 Recoleccion de muestras

Para la toma de muestras. se utiliz.aron bolsas pldsticas pequeiias. En los lugares de
muestreo se iden#ficaron plantas con sintomatologfa viral variada. Se seleccioné el tejido
joven, suculento y sin ningun otro dafio, pard la posterior extieceidn de su ADN. El
tejido cra arrancado usando como guante la misma bolsa que iba a serwvir para su
almaccnamicaro, de ta} manera que la mano no entre en contacto con la planta. para evitar
contaminacién de savia enre plantas distintas, Las muestras se identificaron ¥ guarduron
en hieleras para su conservacion hasta llegar al laboratotio en Zamorano.

3.1.3 ldentificacidn Jde muestras

Para la identifieacién de muestras, se elabord un sistema de codificacién basado en el
existente en el Laboratono de Biologfa Molecular de Zamorano. En el caso del chile, se
wnlizaron tres letias que resumfan el lugar, zona y cultivo recolectado. Estas eran
seguidas por nimerons dados, siguiendo el orden que se ha llevado en el laboratorio, en la
recoleccidn de muestras, Por ejempla. la muestra CNC-190, significa :
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C . Cemayagua (Lugor de recoleccion)

N : Notte (Zona)

C : chile (cultivo o M en caso de ser malera)
190) : nimero de muestra

Puru la sandia, la codilicacién consté de dos letras por el departamento y cultivo, seguide
por el numero de la muestra, de tal manera que la muestra VS-257, significa :

V : Valle (Lugar de recoleccion)
S : sandfa (cultivo)
257 : nimero de muestrs,

3.1.4 Descripcién de sintomas

Se realizd una descripeion de sintemas a cada muestra recelectada, basindose en la
nomenclatwia usada ¢ la regidn. Las  caractesisiicas cemunmente  utilizadas
fueron mosaico, corrugamiento, achaparramicnto, clorosis o amarillamicnto
encrespamiento.

Los sintemas presentes en el i¢jido foliar de las plantas fucron forografiados para la
creacidn de un archivo y base de datos.

3.1.5 Diagngéstico visual de infeccinnes virales

Una vez recolectada la inleninacion de sintomas, se didgnosticG la pesible enl'ermedad

viral presente, utilizando manuales de identificacion de enferniedades virales : Black e
al,, 1993: Zittereral., 1996; Blancard etal., 1991,

32 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS EN EL LABORATORIO
3.2.1 Extraccién y purifieacion del ADN tetal

Se utiliz6 el protocolo de Doyle & Dovie, FOCUS 12(1) :13-13 (Anexo 3). Se usé te jido
foliar joven y en buen estado para este proceso,

3.2.2 Cunscrvacion de (ejido falixr

Pe cada muesna, las hojas que presentaron mayor sintomatologfa visual, fueron certadas
en tiras delgadas. Se utilizé una tijera que se esterilizaba bajo flamco para cada mucstra
dc manera dc cvitsr contaminacién. Las tiras de tejido fueron emnvueltas en pados
delicados de laboratorio, selladas con cinta adhesiva que contenfa la codificacion de la
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mucstrs ) almacenadas en bolsas plasticas contenicndo silica secante. Sc almacenaron a
42C, renovando la silica secante cada ves que fucra necesario.

3.2.3 Métudo de amplificacidn de ADN

Se umlizo la técnica molecular dc PCR. Se usaron los primers AV 3514 (cadcna viral) y
ACI1048 (cadena complcmentaria) para gcminivimus proporcionados por la UJniversidad
de Arizona cn Tucson, desarrolladog para aislar ¢l centro del gen de la cdpside proteicade
geminivirus del subgrupo IIl (Begomoviridae) y amplificar un producto de PCR de un
peso molccular de 576 pares de bases nitrogenadas (pb) (Wyatt ¥ Brown, 1996), Ademuis
se utilizé perlas dc PCR (“Amersham Phannacia Bietech, Inc.”. Piscataway, NJ, USA)
conteniendo ~1.3 unidades de Tag ADN Polimerasa con 10 mM! de Tris-HCI (ph 9.0), 30
mh1 de KCl, 1.5 mM de MgCla, 200 M de cads base nitrogenada y cstabilizadores
incluyendo albimina de suero bovino (ASB). Sc reconstituyeron con 24pl de agua
destilada esteril y 0.51) de cada primer para obtemer un volumen final de 25pl.
Posterivtmene, esia mezcla se dividid en dos panes. waosfiriendo 12.5 11! de reaccion a un
nuevo tubo, De esta manera. se realizaron dos pruebas a partir de una sola perla, A cada
microtubo se adiciony 1.0 i de la respectiva muestia de ADN, [as amplificaciones
fucron realizadas en un tennociciador Perkin Elmcr 480% (Nonwalk, CT, USA) por 30
ciclos con deénawralizacién, ligamiento y extension establecidas a las siguientes
condiciones :

. Fase de desnaturalizacidn : 94°C por | minute.
. Fase dc licamiento : 58°C per | minuto
. Fase de extensién : 72¢C por | minuto

1D —

W

Tuicialmente se realizd un ciclo de desnaturalizaci#n a 94°C por 3 minutos, conocido
como “Hot Seert”, y un ciclo de extension prolongado a 72°C por 3 minutos para
aumentar la eficiencia de laamplificacion.

Los controles positivas pata geminivirus wsadns fuernn muestras de chile y sandia de
Comayagua. Diez muestras de chile y cuawo de .sandfa fueren cnviadas a la Universidad
de Arizona en Tucson, para Su secuenciacidn, El producto de PCR fue consevado a -
13°C,

32.4 Método de visualizacidn del preducte de PCR

El ABN se analizd por elecwofloresis, uulizando geles de agarosa al 0.75% conteniendo
bremuro de etidio (0.5 pg/ml) . Bl equipo usado para estc proceso en cl laboratorio fue
un tanque de electrof oresis Hoeler IE 33% (San Franciso, CA, USA), una fucnte de poder
Bio-Rud 1000/500® (Richmond, CA, USA) ¥ un wansiluminador de rayos ultravioleta
UVP® (Upland. CA, USA).
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Esws geles fueron cargadas con % il por agujero. Se colocd el marcador de ADN que
detemmina el peso dc las bandas, un control positivo de una muestra del Valle de
Comayagua posiliva para geminivirus, un control negativo constituido por los buffers sin
ADN de ninguna muestra ¥ en los agujeros restantes se distribuyeron las mueswas a
probar, La gel se colocd cn el sanque y se la sometid a 90 voltios por 30 minutos
aproximadamente Las geles resultantes fueron fotografiadas con una maquina Polaroid
DS34% (UK.

3.2.5 Serclogia

Las mueswas fueron sometidas a la técnica de ELISA indirecto, para identificacion de
potyvirus, wtilizando “kis” de ELISA de la casa comercial AGDIA (Anexo 4). Los
resultados fuircron analizados visualmente v utilizando un lector Bio-Tek Instruments@®
EL311 (Winoosky, VT, US). equipado con un filtro de 485 nm.

En e] caso de]l DIBA, se usaron membranas de nitrocelulosa las cuales se colocaron €n
platos petri para realizar las pruebas. Para esta, se utiliz6 el protocolo que cita Randles
(1998) (Anexo 3). Este método no ha sido probado por lo que se realizaron pruebas
preliminares de concentracidn de las muestias ¥ anticuerpos paia poder realizar estudios
posteriores, Be esta manera, se utilizd tres muestias de diferente sintomatologia v se los
expuso a dos anticuerpos dif erentes (CMV, PVY). Las muestras fueron diluidas en buffer
PBS. en concentraciones (volumen de savia: volumen de wuffer} de: 1:1, 1:2. 1:4, 1§,
1:16, 1:32, 1:644, 1:128, 1:256. Ademas se usé diluciones de los anticuerpos de : 1:500,
1:1000 y 1:2000.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CHILE
4.1.] Sintematelegia y diagndstico visual

En los cultivos de la compaiiia “Chesout Hil! Farms Co.” se pude apreciac alrededor de
vn 70° de incidencia de enfermedades virales con diferemies grados de severidad. A
pesac de o anterior. Jos rendimientss no se vicron afectados sugiriendo una posible
tolerancia de) hibridu Mitla. utilizado en esos campos. Cabe recalcar que las poblaciones
de moscu blunca estuvieron siempre por debaje del nivel critico {una mosca por planta).*

Los culiivos de chile de Zamorano sc encentraban bajo invernadero por lo que Ja
incidencia de Jas enfcrmedades fuc bsaja, atn ctiando se recolecsaron muestras con
diversos sfntomas prcsentes en pequeno nimera en el campo,

e [as 30) mueswas recolectadas en €] cultivo de chile, el 90% correspondieron a muestras
de planias de chile que presentaron sintomas virules. El cesto flieron tomadas de maler.as
y plantas asintomdticas. La descripeién sintematolégica obtenida se comparé con la
descrity ¢n ¢l manug) de identificacién de enfurmedades virales deBlack et af (1993),
presenidndose Jas siguicntes enfermedades: “Tiger disesse™, SGMV (“Scrrano Golden
Mosaic Virus"), “Texas pepper gcminivirus™, PVMP (“Pepper Veinal Motle Virus™),
PVY (“Potato Virus Y™), CMV (“Cucumber Mosaic Virus™), TEV (“Tobacho Etch
Virus™), PMoV (“Pepper Mottie Virus™)} y TSWV (“Tomato Spotled Wil Virus™)
(Cuadro J0)(Figura [).

*Suazo, J. 1999. La produccion de chile en las Mincas de Chesnut Hill Farms. Honduras, Chesnut Llill
Fams Co, (Comunicacién personal).
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Cuadro 10.  Diagnéstico visual de enfermedades virales en las 45 mueswas de planses de
chile que presentaron siotomas y su frecuencia

Dapnastice visual T
“Tiger Disease™ 48.9
SGMV 17.8
“Texas pepper geminiving 13.3
PVMP 4.4
PVY 4.4
ChY 2.2
TEVY 2.2
PhoV 22
TEWWV 2.2

Figura 1. Muestras de cultivos de chile, su diagnoOstico visual y molecular, (a.)ZCC-237,
planta asintomatica, negat'va para geminivirus. {b.) ZCC-238, PMoV, positiva a
geminivirus. {c.) ZCC-239, TSWV, positivo para geminivirus, (d,) ZCC-22¢,
Tiger disease, positivo a geminivirus, (e.} ZCC-227, Tiger disease, positivo a
geminivis. (f} ZCC-228, PVY, negativo a geminivirus. (g) ZCC-229, Tiger
disease, positivo a geminivirus.



4.1.2 Resultados moleculares ¥ scrolégicos Para el diagndstico de virus en el cultivo
de chile

Luego dc la exmraccion del ADN total (planta y patogeno) de las muestras de chile
obtenidas en el Valle de Comayagua ¥y Zamorano (Valle del Yeguare), estas fueron
analizadas mediante [as técnicas moleculares utilizadas para la deteccion de geminiviius

(PCR y electroforcsis), Posteriomiente se realizd la prueba de ELISA indirecia para
Potyvirus.

Cuadro I1.  Porcentaje de muestras de chile positivas a geminivitus y potyvirus por
lugar de muesweo.

Lugar # muestras Mucestras positivas  Muocostras positivas
recelectadas a gemimivirus (Y%) a patyvirus {%)
Valle de Comayagua 28 93.0 9.0
Zamorano 22 $2.0 0.0
Toual 30 S8.8 0.0

4.1.2.1 Resaltados por técmica de PCR.  Como se aprecia en el cuadro 11, los
porcema jes de deteceidn er el caso del chile son muy alos (Figura 2.), por lo que se
podria concluir que el prablema del complcjo mosca blanca-geminivirus es muy
importantc en este culfivo. Sin embargo, las pnblaciones de mosca blanca estuvieron
siempre por debajoe del nivel critico, En cste taso podrfu lratarse un nivel critico
ineficiente para esta plaga como vector o la gran efectividad de la mosca blanca como
vector. Este ultimo, maximisady por la presencia de nueves biotipos como el B o B,
argeniifulii. mis agresivos. prelffico, volagl y que han evadido [a mayoria de tcticas de
manejo cstablecidas pera el vector.

Figura 2, Resuliados de PCR para geminivirus en chile (primers; AV314/ACI1048),
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4.1.2.2 Resulsados por récaoiea de ELISA indirces. En la prueha seralégica de ELISA,
los resultados fizeron tnialmente andlogos (Cuadro 11). Ninguna mueswa de este cultivo
fue positiva a este ensayo (Anexo (). Este resultado es contrarit a lo que se encuentra
reportado en la literatura, en la que se cita a los potyviros como un grupo muy importante
de virus atacando al chile en Honduras y a nivel mundial. Ademds, no se encontrd
ninguna infixeciodn doble entre los dos grupos mds importantes de vints que atacan al chile
en Honduras. Es posible que los geminivirus del chile, particularmente ¢l jalapciio, logren
evitar infeccioncs de potyvinus, o $implemente, la informacitn anterior basada en el
diagndstico visual es crrénea. Se descarta la posibilidad de una falla en la prueba ya que
los controles positivos reaccionaron adecuadamente, ademds, el misnio material fue
usado posteriommente en las muestras de ssndia en donde se encontré resultados
positivos, Sin embargo, se presenta la posibilidad de algiin posible mecanismo de
resistencia en el hibrido Mitla de Petoseed. mayormente analiv.ado en este estudio

3.1.3 Comparacidu del diagnéstico visualy molccular/serolégico

Visualmente se diagnnsticaron 3§ muestras como posibles geminivirus, de Jas cuales el
07.4% fucron positivas por PCR para geminivirus {Cuadro 12). En este case, el
diagnéstico visual ¥ moleculdr concorlaren, sin embargo, se podria mal interpretar los
resultados pues la técnica de PCR pemiite detectar la presencia de geminivirus pero no
identificarlos. Serfa necesario determinar si las enfermedades especificas diagnosticadas
visualmente son iguales a las diagnosticadas moleculaimente para tener resultados mas
certeros, mediante el uso de piimers especificos /o la secuenciacion de los mismos.

Cuadro [2.  Rclacién del diagnostico visual con [os resultadns de laboratorio en chile

Piagndstico visnal # muesiras # muestras positivas # muestras positias
geminivirus potyvirus
Geminivirus 38 37 {
Potvvirus 3 ¢ ¢
Otros 7 3 0
Total 50 44 0

Dentro del grupo de plantas recolectadas en [os diversos lugares, se recogieron muestras
de planias de chile asintomdticas, La mueswa VLET-CNC-217 no presentd sintomas
virales pero fue positiva para geminivirus, pudiéndose uatar de sintomas enmascarados
por la planta o una infeccién sistémica en grado muy leve que no manifieste sfntoma.s adn
(infeccion temprana),




En los cultivos dc donde se tomaron las mues@as. se recolectaron dus malez.as. En ambos
casos se 1ratd de bledo {(Amaranthus hibridus). Ls primera muesteca (VET-ZCMN-206) no
presentaba sintomas pury su recolecté por estar junto a una plana de chile muy afectada
por los sfntomas (VEI.ZCC-205), esta ulMma positiva a geminivirus; sin embargo, la
maleza resultd negativa a la prueba, De la misma manezra, sc recolectd la scgunda muestra
de A, htbridus (VET-CNi-1-234) e¢n Zamorano por presentar sfntomas como venas
iiregulares y ampollamiente, reaccionando negalivamente a los primers para geminivirus,
Es impnrante mencionar que las malcaas constituyen un grupo dificil de analizar
mediante ¢stas pruebus pudiendo existir falsos negativos.

Las exrracciones de ADN de 10 muestras (Cuadro 13) fueron enviadas por cuadriplicado,
en etanol (70% de concentracion), al laboratorio de virologfa de la Universidad de
Anzona en Tucson, dirigido por Ja Dra. Judy K. Brown para su secuenciacion. Estas
muestras aiin estan siendo analiz.adas por lo Que se espera tener la identilicacion de los
tipos de gcminivirws enconkados en un tiempo muy proximo. De esta manera, este
estudio cnnsituird 1a primera caracterizacion de geminivirus de chile en Honducas.

Cuadro 13.  Muestras de chile procesadas para secuenciacion y sus caracteristicas.

Cidiga : Sintomuy PCR geminivirns

VET-CNC-19¢} }Mosaico en vena cential. arrugamiento hacia el +
haz, ampollarmiento ¢n hojas tiernas.

VET-CNC-192 |Enanismo, mosaico, arrugamiento hacia el ha, +
ampollamiento, vena cental irregular, frutos
delornmies.

VET-CNC-193 [ Mosaico, ampollamiento, venas inegulares, +

VET-CNC-194 | Mosaico uniforme, ampoilamiearo y +

| arrupamiento,

VET-CNC-198 )‘Enanismo, arrugomiento, brolniento excesivo, +
vena hireguar, Planw areirica,

VET-CNC.199 | Mosaico gencraliz.ado, hojas onduladas, +

: atrugamients hacia el haz.
VET-CNC.216 |Enanismo, mosaico, entrenudos cortos, +
| arrugemienta hacia el envés,

VET-CNC-218 [Clorosis, mosaico, vena irregnlar, ariugamiento +

para el haz, enanismo, entrenudos cortos,
__ibrotamiento eXcesivo.

WET.CNC-222 |Mfosaico, enanismo, anrugamiento. Frutos sin +
def'ectos.

VET-CNC-224 | Clornsis, enanismo, ampollamivnto excesivo, +
venas Iregulares, wrmugamiento hacia arriba,




4.2 SANDIA
42.1 Sintomatolagia ¥ diagnéstica visual

Como se mencioné anteriormente, los agricultores que siembran sandia lo hacen en areas
relativamente pequedias sin mayvor uso de insumos conuario al caso del melén, la
cucurbiticea de mayor unportancia en el pais. La percepeién que tiene ¢l peguedo
agricultor hacia la “virosis™ es relacionarlo con la mosca blanca como vector. El manejo
tipico sigue siendo la aplicacién de insecticidas para climinar los vectores, De esta
mancra, ¢s facil apreciar cultives libres de vectotes pem con al incidencia de
enfermedades de tipo viral.

En este caso se reculectaron un total de 40 mueswas <le las cuales ¢l 87.3%
correspondieron a pluntas de sandia con presencia «le sintemas de enfernedades virales.
Esta siniomatologia [u: comparada con la presentada en los manuales de identilicacién de
enfeninedades viales de Ziteer er of. (1996) v, Blancacd er uf. (1991), encontrandose
Z£YMYV (“Zucchini Yellow Mosate Virus”), CMV(*Cucumber Mosaic Vieus™) y WHIV.2
(*Watermelon Mosaic Vitus 2”) (Cuadro [4) (Figura 3). En ciertos cases, [0os sintomas
presentes en las muestras eran mejor caracterizados por deficiencias o infeccionesde otm
tipe de patdgenos, Como en cl caso del chile, Jas mucstras restantes correspondieron a
maleza v plantas asintomaticas.

Cuadro 14. Diagndstico visual de enfermedades virales en las 35 muestras de plantas de
sandia que presentaron sfntomas ¥ su frecuencia

| IHagnhstico visual | % |
ZYMV 57.1
CNV 22.9
WMV-2 14.3

4.2.2 Resultados melecu lares ¥y scrolégicos para cl diagndstico de virus en el cultivo
de sandia

4.2.2.]1 Rusulmados pur téenica de PCR. De lus 40 muestrus de cultivo de sundia,
solamente cuauo fueron pesitivas para geminivirus (Figura 4). De ésms, tres fueron
recolectadas en el Pepartamento de Valle ¥ una ¢n ¢| Bepartamento de @lancho (Cuadro
13.) Estos resultados no fueron relacionados con su diagndstico visual para geminivirus
pues no se dispone de informacién de sintomatologfa de geminivirus en este cultivo.
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Figura 3. Muestas de sandia, su diagnostico visual, molecular y serolégico: (a.) 0S-264,
fitotoxcidad. (b.) 0S8-265, CMV. (c.) 0S-266, ZYMV, (d) 0S-267,
Cladosporium cucumesinum 4+ ZYMYV, pasitivo a potynirus.
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Figura 4, Resultados de PCR para geminivirus en sandia (primers: AV514/AC1048)



Cuadro 15, Porcentaje de muesmas de sandfa pogitivas a geminivirus y petyvirus por
lugar de muestreco.

_Lugar # muestras  # Muestras positivas # Muestras pesitivas
rceolectadas a pgeminiviruy a potyyirus
Departamento de Vaile 20 3 4
Departamento de Olancho 20 [ 5
Total 40 4 9

4.2.2.2 Resulmdos por técnica de ELISA indirecta. En las pruebas seroldgicas, los
resultados para potyvirus tueron diferertes a Los del cultivo de Chile (Cuadro 13). Las 9
muestras serologicamente positivas a potyvirus fucron probadas. de la misma manera,
partt PRSV (“Papaya Ringspot Vius"™) o WMIV. (“Watermelon Mosaic Virus 1),
resultando todas negativas,

En el caso de las muestras del cultivo dc sandfa, la de cédigo (OS-268 reacciond
positivamente a ambas pruebas, pudiéndosc tratar de una infeccién multiple,

4.2.3 Comparacién del diagnistico visual y molecular/serolégico

Visvaimente, como posibles potyvirus s¢ diagndstico la mayoria de las muestras (63%),
sin embargo, v como se muestra en el cuadro 10, solamente el 22.5% del total de
mucstras fue posilivo serolegicamerrte. Come se mencion# anterioimente, no se pudo
diagmosticar visuaimente geminivitus por falte de informacion.

Cuadro [6. Comparacion del diagndstico vistal en muesttas de sandia con log
resultados moleculares y scrologicos del laboratorio

Diugnésiico visual # mnestras # mucostras positivas # muestras positivas
_ georinivitus potyviruy
Powvvirus 25 2 2
Cucumovirus 3 2 1
Otros 7 0 {}
Total 40 4 9

Cuatro mueswas fueron cnviadas por cuadriplicado en etanol (70% de concentracion), al
laboratorio de virologia de la Universidad de Arizona en Tucson, dirigido por la Dra,
Judy K. Brown para su secuenciacion. Estay muestras atin estén en proceso por lo que s
espera tener la identilicacion de los tipos de eeminivirus encontrados en un periodo de
tiempo inmediato (Cuidre 17).
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Cuadro 17,  Muestras de sandfa procesadas para sccucnciacién y sus caracteristicas.

| Cadigo Sintomas PCR geminivirus I
VE-233 Arrugamiento  severo, clorosis, ampollamicnto + ‘
B severp. enanismo
VS-253 Clorosis seviera +
W5-356 Enanismo severo +
05-268 Arrupamiento leve, enanismo, moteado, presensia +
| de §fidos | J

4.3 PRUEBAS PRELIMINARES DEL METODO DIBA

Ninguna de las pruebas realizadas con este mérodo dio resultados positivos. i2s posible
que el conjugado haya sido desactivado por haber sido almacenado, durante el transito. a -
15°C, cuvandn se recomienda refrigerar a 4°C, Adcmads. no se contd con muestras
positivas como comrol que pennitieran determinar ¢] buen seguinziento del método.

Serfa necesario obtener muestras positivas a los anticuerpos presentes en el laboratorio de
Zamorano para detenninar si la metodologfa usada es la commecw Este laboratorio cucnra
con los materiales ¢ instramentos necesarios para desarrollar esta prueba por lo que
deberia ser mds tomada en cuenta por traterse de un método de bajo costo, sencillo y

rapide.



5. CONCLUSJONES
5.1 CONCLUSIONES DEL ESTUDI®

Los resultados obtenidos indican que las enfermedades virales producidas por
geminivirus en el cultivo del chile (Capsicum onnuwn) constituyen la problemdtica mis
comtn € importantc cn las dos zonas muesweadas. micneas que las otras infecciones
virales son secundarias.

Por el contrario. en ¢] caso de la sandfa, los resultados sugicren que las enfermedades
virales del grupo de los potyvirus son mas limitantes que las del @rupo de los geminivirus,
en las dos zonas muestreadas. Con la baja incidencia demoswada, es probable que sean
algunas las enfermedades virales de importancia Que afectan este cultivo y de dif crentes
erupos. lo que difieufraria su manejo.

52 CONCLUSIONES GENERALES

El conocimicnto de fa etiologia de la enfeimedad es un factor determinante para poder
desarrollar prograinas de manejo. Haste el momento se cucnta cen poca informacion
acerca de este tipo de enfermedades lo que ba limitado su entendimiento y, por ende, su
mane jo.

Los métodos visuales de diagnostieo ¢ identificacidon no son hervamientas efectivas y
adecvadas en el caso de las cnfennedades virales. ES nccesario la ayuda de
proccedimientos moleculares para poder ascgurar un buen mancjo de las enfermedades; sin
embargn, se Mene como limitantes el alto eusto de los reuctivos, equipo v personal
especializado para su realizacion,

La errdnea percepcidn de los agricultores hacia la relacién de la “virosis™ con la mosca
blanca ha detmminado un mal manejo del problema. Son muchas las enfermedades
virales que asacan estos dos cultivos y la mosco hlanca no es su tnico vector. El conwrol
quimico del vector, por lo general la Unica tictica de manc jo, ha sido inaliciente en el
control de este tipo de enfermedades v ha desarroliado otros problemas de resistencia,
daifios a ]a salud ambiental y pablica, entre otros.

Las poblaciones de mosca blanca en 1999 y principios del afin 2000 no nlcanza.on los
niveles criticos en las dreas de recnleccién. Sin embargo, sc observé alta incidencia y
scveridad de geminivirus, principalmente en el cultivo del chile, demostrando la
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efectividad de estc insccto como vector o, posibicmente, un mal uso de niveles ciiticos.
LEsto toma ineficientes las tacticas de marejo utilizadas hasta el momento..

La erradicacion de esm plaga en Honduras es una idea practicamente imposible. Las
tacticas de MIP no han funcionado, no accesadamente por su inefectividad, sino por la
actitud de los agicultores ante los problemas. Incluso se ha ¥atado, como método legal,
establecer vcdas de produccion de cultivos susceptibles al asaque del vector, sin
resultados pues los agricultores siguen sembrando cstos cultivos.



¢. RECOMENDACIONES

Es ncecsario darle seguimiento a cstudios de este tipo para poder desacrollar programas
de manejo de las enli:rmedades virales.

Se necesit un programa dc apoyo de lns productores, investigadores y gobiemo para
poder continuar con cste tipo de estudio por su alto costo y dilicultad cn logistica,

Sc deberian realizor ensayos de variedades ¢on geimoplasma resistente o tolerante a
genunivirus para poder tener soluciones a corto plazo. dado que es un preblcma que en un
futuro cercano purde comprometer seriamente la produccién y tener importantes
fepercusiones socio econémicas.

Se deben investigar las posibles relacioncs dc los geminivirus con otros tipos de vectores,
pucs es conocido que en el caso del chile, el veelor de la enfermedad del BCTV (“Beet
Curly Top Virus") cs un geminivirus tmnsmitido por un salia hojas y no por moscu
blanca,

Posiblemente los nivcles criticos con los que sc csta trabajando actualmente ya estén
nbsoletos. Podria evaluarse ensayos con diferentes niveles criticos ya que. en el caso del
complejo geminivirus- mosca blanca, se irata de un vector muy agresivo y de una
plasticidad genética cnorme. Sin cmbargo, ¢sto podria convertirse en un anna de doble
filo pues, en si, ya los niveles critices son bajos y wmpoco se quiere aplicaciones
continuas de insccticidas.

Las mucsuas obtenidas en el ¢ampo debcerfan scr analiaadas con pruebas de ELISA
cspecificas para otros tipos de virus para desenrtar posibilidades de infecciones miliiples
en el chile y enfermedades recientemente ingresadas en la sandia,

Ademads. es necesario realizar un estudio de biotipos de Bemisia rberci 0 nuevas espeeies
del género, v asi determinar la presencia de . argentifolii o Biotipo B que podria alterar
todas las practicas de manejo sugeridas haswa ¢l momenro,
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8. ANEXOS



Anexo 1. Fluctuacién de 2 poblacidn de mosca blanca ¢n Zamoranu

(>}
[¢)]
s 2
£ar
S8

TIEMFPO

1998

ENE ABR JUL OCT ENE ABR JUL OCT ENE ABR JUL OCT

1997

— o o

L

[t b ad — =
eviueid/eoue|q
BISOW 3P 0I3WNHN

2.50
00
0.00



Anexo 2. Amplificacion de ADN
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Ancxo 3. Extmeccién de ADN ol (Planta v Viral), modificacion de Bovie & Doyle

(1990), FOCUS 12 (1): 13~15. Extaccién Miniprep de ADN

Procedimiento:

l.

2

b

10.

11.

Anoar la informacicn de la muesua.

Pesar 0.1 a 0.2 g de tejido dc la planta v anotar su peso en el libro. Seleccionar el
crecimiento de nuevas hojas cuando sca posibic. Las mueskus ¢n glicerol pueden
remo jarse cn agua por S min. antes de macerarse,

Macerar el tejido en un mortero con aproximadamente 5-10 mg de alumina. Moler
el tejido complctamente pero con cuidado de no dejar que el tejide se derrita.
Alternativamente, se pucde moler adicionarnde 700 a 8§00 il de CTAB a 65 °C con
la arena (o una rclacién de tejido: bufTer CTAB de 1:3-~3). Incubar en bafio maria a
60 °C por 30 min.

De jar quc los tubos s¢ eaffien por 3 min en una camana de (lujo laminac, ¥ luego
adicionar | volumen (730 pL,) de clomforino:alcohol isoamilico (24:1), e invertir
para mezclar.

Centrifirgar a ¥.000 RPM por 18 minutos pars separar las fases.

Remover ¥ wansferir con micrepipcla la fase superior acun.sa a un nuevo tuha
microcentrif ugo. Descarwr la capa orgiinica en cloroformo en un recipiente aparte,

Adicionar 2/3 partes de volumen de isopropanol frio (almacenado en el
congelador), cerrar el tubo y suavemente invertir para mczclar (precipita los
acidos nucleicos), [ncubar a temperatura sunbicnte por toda la noche.

Centrifugar a 9,000 RPM por 10 min. Cuidadosamente decuntar ¢l sobrenadante
(el sedimento puede e¢star suelio). Pipctear cualquier lfquido cemianente cen
micropipeta,

Adicienar 100 il de wash buffer o buffer de lavado (es variable de acuerdo al
peso de tejido utilizado v sustituye la sal CTAB con sal d¢ amonio) directemente
al sedimento, mezclar ¢ incubar por 20 min. 4 temperatura ambiente.

Cenmtifugar a 9,000 RPM por 5 minutos.
WNota: Si la mucstra se obscrva sucia, se puede repetrr cl paso 10 al 1}
(cemrifugar).

Decantar el sobrecnadante y colocar los tubos en una incubadora a 37 *C por 30-60
min., o dejar sccar en una camara de [lujo laminar por 30 min. hasta que el ADN
se observa casi (ransparente.

. Resuspender el sedimento en 50 pL {variable segim pcso de la mucstra) de agus

destilada estérnil. Almacenar a 4 °C,



ateriales: Buffers

Buffer de Extracciin CTAB:

NaCl (L4 M)
EDTA (20 mM)

Trizma (mw 121.1:100 mM)

ah

1X
S1.82¢g
7.44¢g

121¢

Mitad
4091 ¢
3.7

6.05¢

Disolver los rcactivos en aproximadamente 1,7 L de agua destilada (850 ml si es para
la mitad). Disuelva calentando hasta casi el punto de ebullicion ¥ luego adicione 40 ¢
(2 %) de CTAB (Bromuro IJexadeciltrimetilamonio) o 20 g dc CTAB si es para la
mitad. ¥ mezcle hasta disohver. Enfrie 2 temperatura ambiente y ajusie a pH 8.0 con

HCI concentrado, Autoclave y almacenea 63 °C,

Antes de usar: Adicionc 4 ml (2 ml s] es la mitad) de 2-mercapteetanol (0.2 %: 2-
ME). Dcvuelva a la incubadora, cierre muy bien para evitar la evaporacion.

Bulfer de Luavadae:

935 % etanol (76 %)
$ 1 NH:iOac (10 mM)

Agua destlada

Almacenar en el congelador a—20 °C.

TE Buffer:

Trisma base (mw 121.1: 10 miv)
EBTA (1 m\)
Agua destilada

pH 8.0 con HCI concentrado

100.0 m][
79.0 ml
0125 m]

20.0

500.0 ml
121g
0.185¢g

500.0 ml

Autloclave ¥ almacenar a temperatura ambiente 0 2 4 °C,

10.0 m1
7.9 m]
12.0 uL

2.0 ml
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Laboratorio Moiecular de Fitopatologia, DPV, Zamorano, 1999

Protocolo de PCR para Diagpéstico de Geminivirus
utilizando PCR Ready-to-go Beads

Set de Primers Universales de Judy Browa {514/1048)

Mezcla para 1 Reaccidon

Agua destilada 240 uL.
Primer 514 0.5 uL
Primer 1048 0.5 L
Total 250 L

Se owbtienen 2 reacciones de cada PCR tube, por lo tanto, una vez que se ha
adicionado 25.0 1L de la mezcla (agua con primers), se permite que los reactivos se
homogenicen ¥ se transfiere posterioimente 12.5 jtL de esta mezcla a un tubo esteril
(0.5 piL). Aseguréndose de haber rotulado cada tubo microcentrifuga con el ntimero
correspondiente a la muestia, se adiciona 2.8 pL. de ADN (5.0 ng/ml) de la mucsta o
1.0 jtl de ADN de concenwacién desconocida. Se mezcla bien con la micropipeta y se
le agrega una gota de aceite mineral estéril.

Condicienes de PCR en termeciclador;

File (archivo) 35 (1 ciclo) %4 *C-3:00 ruin
File 36(30 ciclos) 94°C - 1:(:0 min
58*C - 1:00 min
72 °C — 1:00 min
File 33 (1 ciclo) 72 *C ~5:00 min
Filc 7 4°*C-o
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Anexo 4. Protocolo de la prueba de ELISA indirecta proporcionado pur AGDIA

PATHOSCREEN KIT
AGDIA

ELISAINDIRECTA

. PREPARANDOSE PARA LA PRUERBA

» Diluya los buffers concentzados proveidos con el kit a su dilucion de trabajo (1X) con
agua destilada, Preparc L X bufer para un dia,

» |Jsando va marcador permanente, numere las franjas en caso de que¢ una se separe del
marco.

e Doblc un papel toalla para acoplaise dentro de una caja plastica hermeélica. Ponga el
papel roalla doblado cn cl fondo dc la ca ja, luego agreguc suficiente agua para mojar el
papel toalla. Mantener el plato en esta caja hiimeda durante los pasos de incubacidn
ayudard a prevenir la evaporaciéo de las muestras himedas.

2. DIAGRAMA DE PROCESAMIEENTQ

Haga una copia del diugruma y registre la localiz.acién de sus muestras y conwoles. Es
recomendable que se use una celda de bufler v una de conwol positivo en cada plato, cada
veyx que procese muestras,

5. MUESTRAS MACERAPAS Y BILUIDAS

« Cuando sea posible. seleccione tejidos que muestiren sintomas para la prueha.
Remueva cualquier residuo de suelo del tejiclo a ser probado.

NOT A : contaminacion con suelo puede interterir con los resultados.

» Puede usarse moricro y pistilo o cvalquier vtro ubjelo que permita macerar las
muestras. Si estd usando un mortero y un pistilo, ldvelo y ¢njuiguely exhaunstivamente
eniremuesaas.

» Cuando se haya extraido la savia de [a planta, dilivalo en buffer de extraccion e
muestras indirecto con una proporcion I: 10 (velumen de savia: volumen de buff'er).

POTYVIRUS :

Se puede macerar el t¢jido de la planta en bufler de exwxaccién de muestras indirecta con
una concenwacion 1: 10 (peso del tejido : volumen de buffer). Si se esta probando
Powvirus ttansmitidos por éfidos usando ¢l ndmero de sistema 27200, macerar con una
concentracidn 1 : 100, Si ¢s Asparagus virus 2, usando numero de sistema 71000, macerc
a una concennacion 1: 200.

Sc necesitard cerca de 100 ul de extracto de muestra diluida por celda, mds una cantidad
adicional para asegurar su fiacil reparticién. Una manera conveniente para preparar esta
muesta dilnida es medir 100 u] de savia no diluida cn un pequeiio tubo de prueba. luego
aiiadir 1 mi de buffer de cxtraccion de muestras indirecta.
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REPARTICI®N DE MUESTRAS

Siguiendo el diagrama, se debe repartir 10# ul de la mueska preparada en las celdas.
Coloque 180 ul de control positivo en su celda corrcspondiente y 100 ul de bufferde
extraccién en la suya.

INCUBARPLATO
Ponga cl plato enlacaja himeda e incube por una hora.

PREPARAR EL ANTICUERPO

Unos pocos minutos antes de que se complete la incubacién, prepare el anticucrpo
usando buffer ECT 1X y la ampolla de anticuerpo.

Primero, coloque Buffer ECI I X, luego el anticuerpo de acuerdo a la dilucién dada en
la etiqueta.

EL volumen de buffer ECI 1X requerido depende del munero de celdas a usar, con 108
ul requeridos por celda. Para estimar el volumen necesario prepare 1 ml por cada 8
celdas a usar o 10 m} por el plato de 9§ celdas.

Se debe calcular el volumen de anticuerpo requerido basado en el volumen de buffer
ECI 1X usado y en las diluciones dadas en la botella. Use una nueva punta estéril de
pipeta por cada botella para prevenir conseminacion.

e Luego de apadir el anticuerpo, mexclar bien.
¢ Coloque el anticuerpo preparado a un lado. Se 1o nccesitara luego de lavar el plato.

~!

LAVARELPLATO

Cuando la incubacion de la muestra se ha completado, lave el plato. Mientras se
sostene los Tados largos del marco para mantener las franjas en su lugar, usar un
movimiento de sacudida rapida para arro jar las celdas en un fregadero o en un
cortenedor de residuos, sin mezclar los contenidos.

Llent hasta el tope las celdas con PBST IX, vaciclas nuevamente, Repetirdc 4 a §
veces.

Luego de lavar, mamener el marco boca abajo 3 golpcarlo firmemente conwa un papel
toalla doblado para secar las celdas.

AWNADIR ANTICUERPO

e Anada 190 u] de anticucrpo prepaiado por celda.

INCUBAR PLATO
Poner el plato dentre de 1a caja iimeda por 2 horas a tempcratura ambiente o toda Ia
nochce cn refrigeracién a 4*C

.PREPARAR CONJUGADO DE ENZIMA

Pocos minutos antes de que se complete la incubacién, prepare conjugado de enzima
usando buffer ECI 1X y laampolla de endma conjugada,

Primero, cologue el buffer y luego aifiada el conjugado de la enzima de acuerdo a la
dilucien dada enla etiquese,



e Prepare e] mismo volumen de cnzima conjugada como de anticuerps.
e Calcular el volumen rcquerido de comuzado basado en e) volumen de buffer ECI 1 X y
en Jas dilucioncs dadas en la botella. Use una nueva punsa por cada botella para

prevenir contaminacién.
e Bespués de anadir el conjugado de la enzima, mezclar bien.
» Ponga el preparado de enzima a un Jado, lo necesivrd después de lavar e] plato.
Nota : Siemprc prcpare el conjugado de enzimaentre Jos 10 minutos antes de su uso.

b LAVARPLATO
e Como antes, lave el plato 4 a 8 vecescon PBST 1X

12. ANADIR ENZIMA CONJUGADA
¢ Coloque 10# ul de preparado de conjugado de enzima por celda.

13. INCUBAR PLAT®

¢ Incubare] plato por 1 hora a temperatura ambiente.

14, PREPARAR SOLUCION PNP

e (ada tableta PNP hara 5 mi de solucién PNP, a una concentracién de Img/ml,
suficiente para 5 franjas de 8 celdas.

e Aproximadwnente 15 min antes de] final de Ja incubecién, medir 5 m] de buffer PNP
1X a temperatura ambiente por cada tableta que se use. Luego. sin tocar las tabletas,
agregue las tabletas PNP al buffer.

NOTA : No tocar las tabletas PNP o exponer la solucién PNP a luz ['verte. Luz o

contaminacién puede causar color de fondo en celdas negativas.

15. LAVAR PLATO
e Como antes, lavar plato 4a § veces con PBST IX

16. ANADIR SOLUCION PNP
e Colocar 100 ul de solucién PNP 1X por celda.

17. INCUBAR REACCION
¢ Incubar e] plato por 30-60 minutlos en una caja himeda,

3. PARAR REACCION

¢ Afgda 50 ul de NaOH 3M a cada celda. Este paso es opcional. A] agadir NaOH
detiene ¢l desarrollo de color, pero el plato puede ser interpretado visualmente o con
un lector de piato sin este paso.



19. EVALUAR RESULTADOS

Examine las celdas al ojo o mida en un lector de plato a 485 nm.

Celdas en las que hay desarollo de color, indican resultados positivo.

Resultados de prueba son validos selo si el control positivo da un resultade positivo ¥
el buffer se mantiene claro.

Resultados deberin ser interpretados después de més dc 60 min. De incubacitn
mientras las ccldas negativas s& mantengan claras
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Anexo 5. Protocolo para la prucba DIBA.

DOT INMUNOBINDING ASSAY (DIBA)
Tomado de Randles (1992)

Preparacion del anfiseno:

e Tome muestias Ya pesadas de las hojas jovenes de las planms a analizar,
coldquelas en el fendo de bolsas de plastico, agregue un volumen igual de PRS
(P/V) y macere la hoja,

e Suspendalabolsa para permitir que la fibia s« sedimente.

» Pipetee el sebrenadante en tubos para microcentrifirga.

e Clarificar por centrifugacién a 10,000 RPM por 2 minutos.
Realice diluciones dobles consccutivas de cada muestra en una sere de tubes,
usando PBS como diluyente.

Preparacign de la Membrana para DIBA:
e Corte un pedazo de membrana dc mwecelulosa para obtener cuadrosde 6¥12; no
tocar con los dedos.
» Aplique lplde la mucstra, por duplicado. Anote el patrén u orden.
e Deje secar, ¥ si es necesario almaccene entre papel filtro a =20 °C,
e Lamembrana puede rotularse en el borde con un lépiz.

Deteccion del antigend:

Bloqueo:

» Saturar los sitios de unién de la preteina colocando las membranas en una placa
petri con Buffer B de bloquee (conticne el equivalente de 1% de caseina y
antigeno de planta sana paraabsorber los anticuerpos ne-virales).

» Incubar por 15 minutosa 37 ®C, con rotacion suave.

Union del anticnerpo:
o Pescariar ¢l Buffer de bloques, reponer con anticuerpo especifico.
e Incubar por 30 minutos a 37 °C, con rotacién suave.

Lavado:
e Lavar en Buffer A de bloquee; 3 veces por 3 minutos,

Union del conjugado:

e Escurnr. Agregar el conjugado anti-conejo-fosfatasa diluido 1/1000 en PBS +
1%BSA.
e Incubera 37 °C por 30 minutos con rotacidn syave.
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Lavade.
e Lavar 2 veces por 3 minutos en AP 7.5
e Lavar 2 veces por 3 minutos en AP 9.5 a tcmperatura ambientc,

Reaccion:
e Mexclar con el sustrato, adicionar a la membrana,
e Incubar en oscuridad {con poca luz) hasta quc los puntos azules aparezcan y
parar la reaccién anles que aparezca color de fondo.

Parada:
» Eliminar suswato y adicionar Stop Buffer

Rcgiswar los resulwdos de acuerdo a la intensidad de los puntos. Describir los limites de

dctcecién de la prueba; i. E. La dilucién final de la muestra infecva, Si la reaccién es
comparada con savia de una planta sana, cual dilucién parece dar la reaccién optima.

REACTIVOS

“Phesphate Buffered Saline (PBS):
$ o NaCl

02 ol KH2P0O4

1.15 911 NaZHP®4

02 gl KC1 (pH 7.4)

e Buffer A de Blogueo:
Al PBS agregar leche en polvo descremada a una cencentracion de 2.6% (P/V).

e DBuffer B de Blogueo:
A 9 ml de Buffer A d Bloqueo agregar I ml de savia de planta sana. Centrifugar
a 3,008 RPM por 5 minutos para scdimentar el debri de la planta.

e Buffer de lavado AP 7.5
0.1 M Tris-HC1pH7.5
01 M NaCl
2 mlf MgCl2
0.05% viv Triton 100X

e Bullerde Lavado AP 9.5
01 M Tris-HCl pH 9.5
o1 M NaCl
S5 mM MeCi2



56

Stop Buffer.
10 mM Tris-Hel pH 7.5
5 mM EDTA

Antisuero para el anticuerpe: diluido 1/250 en Buffer B de blogueo.

Fosfatas alcalina comjugada a gamma-globulina ant-con€jo: Diluida a
concenWacion de trabajo apropiada {1/190) en PBS + 1% P/V de BSA (Bovine
Serum Albumin).

Slociones Stock de fosfatasa (sustato)
Inmediatamente antes de usar adicione 44 (il de NBT v 33 ul de BCIP a 10 ml de
APS.5

NBT: Tewaxolio Nitreaul (75 mg/ml en 70% dimelilf oimamida)
BCIP: Fosfato Bromo-4.cloro-3 indolil (50 mgml en 100% de
dimetilf ormamamida)

Fuente: Randles, 1998.



Gemuimnivirus

Muestra Ena ([Cl|Am | M | Mo | Ar | VI | Observaciones | Diagnéstico | Resultados | Resultados
visual PCR ELISA
geminivirus | potyyirus

VET-CNC-190 XX| X X CMV Positivo
Cucumovirus

VET-CNC-19! X | X X PVMV Positivo
B Tobamnovirus

VET-CNC-192 X XX | X X | XX TEV Positivo

Potyvirus

VET-CNC-193 X | XX X Tigre disease | Positivo
Geminivirus

VET-CNC-194 X | XX X SGMV Positive
Geminivirus

VET-CNC-195 X | X XX | XX | ivlueha brote Texas pepper|  Positivo
basal peminivirus

VET-CNC-196 X | XX X SGIV Positivo
Geminivirus

VET-CNC-197 X X Mosaico basal | Tigre discase |  Positivo
Geminivirus

VET-CNC-198 | XX |XX XX | XX Tigre distase | Positivo
Geminivirus

VET-CNC-199 XX X SGMV Positivo
Geminivirus

VET-CNC-200 X X PVMV Positivo

Polyvirus

VET-CNC-201 | XX XX X | XX | XX Tigre discasc |  Positivo
Geminivirus

VET-ZCC-202 X XX | X X | X SCMV Positivo
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Muestra Ena | CULAm | M | Olo | Ar | VI | Observaciones | Dingodstica | Resultados | Resuliados
visual PCR v BLISA
geminivirus | pobyvirns
VET-ZCC-203 XX XX X X SGMV Positive
Geminivirus
VET-Z2CC-204 X XX | Deformacion Tigerdisease| Positivo
foliar severa Geminivirus |
VET-ZCC-205 X XX X SGMV Positivo
Geminivirus
VET-ZCM-206 Amaranthus
Wibridus
VET.ZCC-207 X | XX X Tiger discuse | Positivo
Geminivirus
VEET-ZBC-2018 X | X ]| X X Tiger disease | Positivo
Germinivirus
VET-ZBC-209 X | X]| X X Tiger tliseasc|  Positivo |
Geminivirus
VET-CNC-210 X Tiger disease
Genmmivirus I
VET-CNC-211 X XX X XX | XX |Hojas Mdgiles | Tiger discase | Positivo
Geminivirus
VET-CNC-212 X| X X Tiger discase | Positivo
Geminivirus
VET-CNC-213 X XX X SGNMV Positivo
peminivirns ;
VET-CNC.214 X | X X Tiger disease|  Positivo
Genunivirus
VET-CNC-215 X Tiger diseuse | Positivo

Gentinivirus




Muestra o | CLL Am | M | Mo | Ar | V1] Ohservactones | Disgmidslien | Resultades | Resultados
visusl PCR ELISA
peminivirus | pofyvirns
VET-CNC-216 X XX X SGMV Positivo
Geminivirus
VET-CNC-217 | Asintomética Pasitivo
VET-CNC-218 X X X | Deformacicn Texas pepper | Positivo
foliar severa eeminivinis
VET-CNC-219 X Texas pepper | Positivo
peminivisus
VET-CNC-220 | XX | X XX | XX Tigre disense | Positivo
o Geminivirus
VET-CNC-22i XX | XX Texas pepper | Positivo
EENLNIVIRIS
VET-CNC-222 X X X SGhV Positivo
Geminivinus
VE'I'-CNC-223 XX Tigre disease | Positivo
Geminivinus
VET-CNC-224 | XX | X | XX XX Texas pepper | Positivo
gehminivirus
VET-CNC-225 | Asintomdtica
VET-ZCC-226 X X Tiger disease | Positivo
Geminivirus
VET-ZCC-227 X| X XX | X Tigerdisease | Positivo
Geminivirus
VET-ZCC-228 X X PVY
Polyvirus
VET-%ZCC-229 XX X XX |¥ruto defomme | Tiger discase | Positivo
Geminivints




Mues(ra Ina |[Cl | Am | M | Mo | Ar | VI | Observiciones | Dingndstico | Resultados | Resultados
visual I'CR LLISA
_ geminivirus | potyyiras
VET.ZCC-230 X X NN | Fruto defoime | Tiger disease | Positive
B (Feminivirus
VET.ZCC-231 X XX X XX | Fruto delorme | Tiger discase Positivo
Geminivirus
VISI-ZCC-232 X | X| X M | Fruto deforme | Tiger discase | Positivo
horas redondas | Geminivirus
VET-ZCC-233 X X XX Fruto deforme vy Po.sitivo
Potyyirus
VIET-ZCM-234 X XX |A. hibridus
VET.ZCC-235 | XX | X XX Texas pepper|  ositivo
fenlinivirus
VET-ZCC-236 | XX |XX| XX X |Fruto deforme | Tiger discase | DPaositivo
hejas rigidasy | Geniinivirus
acucharudng
VIET.2CC-237 Asintomatica
VET-ZCC-238 X | X MoV P'ositivo
L Palyvirug .
VIET-2CC-239 XX TSWV Paositive
Tosnovirus

Ena: Enanismo; Cl: Clorosis; Am: Amprollamiento; M: Masaizo: Ae: Amugamiento; VIt Venss hregulanes; XX: seviro; N lew
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Mucstra Ena | Cl [Am | M | Mo | &r | VI | Obscrvaciones Diiigndstica | Resultados Resultados
visual PCR ELISA
eeminivirus puiyvirus
VS-240 X | XX X X IHojas ZYMV
achlchansdas
VS-241 X N N Clorosis de afuera ATYY Posilivo
a adeniro
VS-292 XX X ZYMV Positiva
VS-243 X | XX ZYMV
VS-244 X X Hojns deturmes CMV
VS-245 X X X No hay hojas WMV2
jovenes
VS-246 X X ZYMV
VS-247 X s XX afidos ¥ hojus CMV
raguiticas
VS-248 N X X ZY MV .
VS-249 Asintom’tica
VS-250 X X X XX CMV Posilive
VS-25] X X X Dif emetes tonos CMV
del color verde .
VS-252 XX | X X ZYMV Positive
VS-253 X X | XX XX CMV Positive
VS-254 X | X Puntas de hojas WMV2 Positivo
yuemitdnsg
VS-255 AX AT RY Posituso
VS-256 XX ZYMV
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Mucstra Ena| Cl |Am | M | Mo | Ar | VI | Obscrvaciones Diagnéstico | Resultados | Resultaclos
visual PCR ELIS A
i peminivirus potyvirus
\1S-257 X X Pelormidad ZY NV
severa
VS-258 X X Tallo celpado ZYMV
VS-259 Asintomfticd
0S.260 X | XX Ampollas verde WMV?2 Posilive
VSCUro
0S-26! X Hoja defonne WMV2
0S-262 XX XX Clorosis de afuera LZYMV
A aclentro
0S-263 XX XX ZYNY
0S5-264 XX X Copgollu vertical Filoloxicidad
08-265 X | XX X Hojas artugadas CMV
para alrdy
0S-266 XX tHojas “cerradas” ZY MV
05-267 XX X Apaenic Cletdos porivm Positiva
deficiencia cHetmerinum
+ ZYMV
0S-268 X X | X Afidos ZYMV Positivo Posilivo
08-269 \ A Asinlomiica
0S-270 X 1 WX Tallo oscura ZYMY
0S-271 X Hoja deflorme ZYMV
0S-272 XX Tallos oscuro Fitoloxicidad
0S-273 X | X | XX X Puntas de hojas CMV
guemadas
| Tallo uscure
(0S-274 X | X | X | ! ZYNV




Muestra Ena | € | Am | & [Ma| Ar | VI | Observaciones | Disgnéstice | Resultados | Resultados
visusnl PCR ELISA
geminivirus putvyirus
OM-275 X 1 X1 X X Solo en hojas
infectadas
05-276 N | X Clorosis en punias ZYNV Positivo
copollo vertical
{8277 _ Asinlomatica
{S-278 X ] X Hojus pdlidas WhIV2 Pusilivo
08279 | | o X | [Delsrmidad ZYMY |

Ena: Enanismo; CI: Clomsis; Am: Ampollamfenio; &2 Mosaice; A Armupanicenio; ¥1: Venas Imegulares; XX sevemn; X zleve
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