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RESUMEN

Guerra, Marfa Luisa 2000, Caracterizacién agrondmica v molecular de 1a reaccida de
germoplasma de tomate y fiijol comiin a geminivirus, Proyecto Especial del Programa
de Ingeniere Agrdnomo, Zamorano, Honduras, 63 p.

Desde Ia década de los 807, la produccion de cultivos agrondmicos y horticolas han
sido gravemente amenazados por la presencia de mosca blanca come insecto vector en
¢l complefo con geminivirus, Reclentemente, se ha determinado que el fiijol comin es
reservorioc de una cepa del virus de la hoja amarilla en cuchara del tomate
(geminivirus) {TYLCV, siglas en inglés). Se probd la resistencia genética de
germoplasmas como upa alternativa de manejo para el complejo mosca blanca-
geminivirus. En agosto de 1999, se evaluaron en Zamorano cuatro Hneas mejoradas,
no comerciales, de tomate de origen israelita tolerantes a geminivirus TY-197, TY-
198, TY-8479 y TY-8933; su desempefic se comparl con PETC 98 mtilizada como
variedad testigo, En noviembre del mismo afio, se sembraron seis variedades de frijol
comin, tres con resistencia al virus del mosaico dorado del frijol {geminivirus)
(VMDF), Tio Canela 75, Dorado, Don Silvio; y tres susceptibles, Catrachita,
Desarrural (1R} y Danli 46, Se realizaron muestreos de mosca blanca a lo largo del
ciclo de los cultives para entender la epidemiclogia del complejo viral, y se recolectd
tejido vegetal para ser analizado mediante la técnica de la reaccion en cadena de Ia
polimerasa (PCR, sus siglas en inglés). Se utilizaron los “primers™ de la Universidad
de Wisconsio para la deteccion de geminivirus universal, TYLCV y VMDE, En &
tomate se encontré un alto porcentaje de plantas infectadas con geminivirus v se
obtuvieron resultados positivos a TYLCV, geminivirus anteriormente no reportado en
Centroamérica, Para corroborar este hallazgo, s necesario secuenciar 21 ADN det
virus, Esto tiene repercasiones importaotes para la industria tomatera en 1a region, va
que el TYLCYV constituye la limitante fitosanitaria de produccién mas importate. Las
lineas TY-198, TY-8479 y TY-8933 mostraron Jos niveles més bajos de incidencia de
infecciones virales y los mejores rendimientos, sin diferencia entre ellas (P<0,05). En
el frifol, se encontrd un bajo porcentaje de plantas infectadas con geminjvirus y
VMDF, debido 2 las condiciones poco favorables {bajas temperaturas) al vector. Las
variedades Tio Canela 75, Dorado, Don Silvie y Catrachita mostraron los niveles mas
bajos de incidencia de infeccidn viral y los mejores rendimientos, sin diferencia entre
ellas (P<0.05). Un 90% de las mmestras resuitaron negativas a geminivirus, indicando
la presencia de otfro tipo de virus mo transmitido por mosca blanca, El uso de
germoplasma mejorade y la slembra en época no favorable al vector, son técnicas
eficaces a corto plazo para €l manejo de geminivirus como limitante de produccidn,

Palabras claves: Bemisiz tabaci, mosca blanca, resistencia, TYLCVY, vims
fitopatogenos, VMDE.
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Nota de Prensa

VARIEDADES RESISTENTES PARA EL MANEJO DE VIRUS:
UNA ALTERNATIVA A CORTO PLAZO

Los gemintvirus son un tipo de virus que afectan a plantas y son transmitidos
poer 12 mosca blanca. Pueden llegar a mermar [a produccion de bortalizas y cultivos
agronémicos hasta en 100%.

Actualmente, la técnica de manejo més usada por los agricubiores es la
aplicacion de quimicos para combatir a la mosca blanca, muchas veces usados
indiscriminadamentc. Los resultados son conocidos: resistencia de la mosca blanca a
nuevos insecticidas, intoxicaciones humanas, comtaminacion de agua y futos no aptos

para el consupso humang,

Variedades resistentes de tomate y frijol a geminivirus fheron evaluadas en
Zamorano. Laos resultados fueron sorprepdentemente satisfactanios comparados con

variedades susceptibles a esta enfermedad.

Se evaluaron
cuatro nuevas variedades,
no comercigles, de tomate
de origen israclita, en los
meses  de  Agosto  a
Octubre de 1999, Las
vartedades TY-198, TY-
8933 y  TY-3479
mostraron  los  mejores
rendimientos (Figura 1).

PETO 98, una
variedad cominmente
nsada en las principales
Zo13s tomateras de
Honduras mosttdé  un
desempeiic muy  bajo
debido en gran parte a [a
presencia de gemnivirus,

Ademas se reportd
preliminarmente la
presencia de un  pucvo

virus, el Virus de las hojas amarillas en cuchara del tomate (TYLCY, siglas en inglés).

Figura 1, Rendimmsnts de cineo variedades de tomate
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Para el diagnéstico del TYLCV se utilizd la reaccidn en cadena dc la
polimerasa, una léenica gue moltiplica ¢l ADN del virus para que sea mds ficil
detectarlo.

EITYLCY ocasiona las mayores pérdidas en tomateras en Jas zonas donde estd
presente, Probablemente es el geminivirus de lomale mas agresivo existente hasta el
momento.

En el caso del fiijol, ¢l experimento también se llavd a cabo en Zamorano {en
los meses de Noviembre de 1999 a Enero de 2000), después de 14 cosecha del tomate,

Las variedades resistentes contra ¢l Virus del Mosalco Dorado del Frijol
(VMDF) (geminivirus), Tic Canela-75, Dorudo y Don Silvio, presentaron Ios mejores
rendimientos juniamente con Catrachita, una variedad susceptible al VMDF (Figura
2). Estc resultado sugicre la presencia de otro virus que no es geminivirus en las
plantas de frijol. Esto principalmente se debié a la época de frio que no favorece a la
mosca blanca.

El estudio determind que las varicdades rcsistentes & geniiaivirus y otros virus
son un herramienta efectiva, v sobretodo que ayudard a reducir el exagerado use de
insecticidas, obteniendo rendimientos que nos permitan compelir en el mercado.
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1. INTRODUCCION

La mosca blanca (Bemisia fabaci) en su papel comoe vector de gemimvirus
{Geminiviridae) produce un daifo directo ¢ indirecto que ha crecido durente los dltimos
anos basta convertirse cn ¢l factor imitante més importante en la produccién de varios
cultivos horticolas y textiles de Honduras, e¢specialmente en tomate, chile, fijol v
algoddn {Sponagel ¥ Floez, 1994). En los Gltimas afios, la produceién de estos cultivos
agricolas y horticolas se ha visio gravemenie amenazada por la presencia de mosca
blanca como insecto vestor en el complejo con geminivirus.,

La importancia del problema, ademis del factor productve de estos cultivos, radica en el
peligro ya existente que la mosca blanca por su plasticidad genética y capaeidad de
adaptacion a ecosisternas cada vez més diversos y plantas hospederas antes no reportadas,
siga exlendiéndose a otros cultivas, ademds de que se establezea como portador de
puevas enfermedades de indele viral, atin mas complejas (Sponagel y Finez, 1594),

En las zonas productoras importantes de cultivos horticolas v agrondmicos en Honduras
ya se ha observado la dificultad en el manejo que presenta el complejo mesca blanca-
geratnivirus, debido al escaso copocimiento © emrores gue $e¢ tenen sobre las
caracteristicas de Ja infececién causada por un patdgene de etiologia viral. Este problema
ha comprometido desde hace ya varias décadas Ja estabilidad ambiental, salud humana y
rentabilidad econdmica, al emplearse €l manejo quimico del vector comoe imica solucion
cfectiva a corto plazo,

Por otro lado, la tendencia actual de apertura de mercados ¥ libre comercio y su
implicacion en el movimiento de materizl de una regidn a otra, ademds de los factores
norurales abifticos imposibles de manipular, bhan cavsado l4  introduccion de
enfermedades de tipo viral a regiones donde antes no habfan sido reportadas, Esto ha
llevado a que actualmente Ja respomvabilidad de instituciones cducarivas y
gubernamentales radjque en adquirir una posicidn cemtinela para determinar [a presencia
de nuevos paidgenos virales que pucdan comprometer la produccitn de una regidn, y asf
mismo, la responsabilidad de ofrecer akemetivas de manejo que sean amigables,
rentables y efectivas.,

Es por esto que instituciones internacionales, gubernamentales v privadas, han enfocado
sus esfuerzos al desarrollo de germoplasma resistente a geminivirus como una alternativa
de fAcil adopeidn y promisoria para ¢t mancjo de este complejo problema fitopatoldgico.
"Tal ha sido ef caso del Programa de Investigacién en Frijol (PIF) de la Escuela Agricola
Panamericana y “The Volcani Center” del Ministerio de Agricultura de Israel en ¢l
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desarrollo de variedades resistenles 4 los geminivinus mas importantes en los cultivos de
frijol y tomate, respectivamente,

En conjunto con Zamoreno, cientificos del Programa de Apoyo para [a Colaboracién en
Investigacién en Frijol/Caupi, (Bean/Cowpea CRSP, siglas en inglés) desde hace algunos
afios han investigado la incidencia de geminivirus en los valles de Francisco Morazin y
Comayagua, Honduras. A través de este programa se ha conducido investizacion para
deierminar Ia presencia de geminivirus con relacidn a otras enfermedades virales en
frijol, tomate y otros cultivos borticolas, y malezas en Honduras y Costa Rica, Los
ultimos resulados demuestran que aproximadamente un 50% de las mnestras con
sintomas de infeccion viral resuttaron positivas a geminivirus mediante la téenica de la
Reuceién en Cadeny de la Polimerasa (PCR, siglas cn inglés) (Doyle erf af,, 1999).

Con relacién a lo anterior, &l 50% de las muesiras restantes con sintomatologfa viral
pueden ser atribuidas a la infeccidn por owos virus no transmitidos por mosca blapes,
deficiencias nutricionales, toxicidad u otras cousas. Este amplio rango de enfermedades
de etiologia viral, localmente mal llamade como “virosis™ son erréneamente atribnidos a
geminivirus transmitidos por mosca blanca. Esto trae como consecuencia que recursos
sean mal gastados cn controlar quinticamente ¢ste insecto, con beneficios cuestionables
(Doyle er al., 1999).

1.2. OBJETIV(QS

1.2.1. Chjetivos generzales

1. Evaluar germoplasma dc tomate y frijol resistente a infecciones causadas por
geminivirns como aliernativa de manejo para el problema dc cste complejo viral

2. Determinar la presencia del Virus de las hojas amarillas en cuchara del tomate
(“Tomate Yellow Leaf Curl Virus”, TYLCV) co Honduras.

1.2.2.0bjetives especificos

1. Proveer informacién bielégica v técnica del germoplama evaluado en tomate para su
uso potencial a nivel comereial.

2. Determinar la presencia de ADN viral en el germoplasma resistente a infecciones por
geminivirus para entender los mecanismos de resistencia y proveer informacién util para
Ia labor de los Momejoradores.

3. Documentar la rclacién de la presencia de infeccion por geminivirus y del insecto
veclor (Bemisia tabaci) mediante muestreos en el drea de produceién de Zamorape para
entender la epidemiologia del complejo.



4, Aportar informacidn para el entendimiente de la biologia y ecologia compleja de loy
peminiviras como agentes fitopatégenos en los cultivos de tomate v frijol




2. REVISION DE LITERATURA
Z.1L MOSCA BLANCA

2.1.1. Taxonomia

La mosca blanca, Bemisia tabaci {Gennadius), es un insecto que pertenece al Orden
Homéptera, Familia Aleyrodidae (Sponage] v Finez, 1994}, Existen mas 1200 especies
de la familia Aleyrodidae constituida por dos subfamilias Aleurodicinae y Aleurodinae,
siendo esta ilifma miis evolucionada y con mayor importancia ¢conomice. En América
Central y Ll Caribe existen por lo menos 30 especies de Aleyrodidae, siendo las més
troportantes en términos econdmicos : B. fabaci (Genn) v Tricleurades vaporariorum
{Westwood) (Caballcro, 1996) y actualmente Bemisia argentifolii {Bellows & Perring)
(Hiebert ef al., 1996) identificado como biotipo B de B. tabaci,

2.1.2. Biologia

La naluraleza de la mosca blanca es la de un nseclo picador-chupador. Se¢ alimenta
succionando la savia al introdneir una proboscis, que se encucnira en el estilete, en el
tejido foliar de} envéy de la hoja. Al misme ticmpo, en dirceeién contraria, Iz mosce
blanca inyecta saliva hacia el tejido foliar con el fin de que un complejo enzimdtico
suavice la células para facilitar la succién. Tiene un: metamorfosis incomplets
compuesty de seis estadios que sont huevo, gateador, dos ninfas sésiles, pupa y aduko,
todos ¢stos viviendo en ¢l envés de las hojas de las plantas hospederas. Su reproduccion
puede ser de dos tipos: sexuzl v asexual por partenogénesis. En el primer caso, la
progenie puede ser machos o hembras; en camblo, en el segundo caso, solo nacen crias
hembras (Sponagel y Finez, 1994). Esta condicidn reproductiva ha dado ventajas a la
proliferacién de poblaciones de mosca blanca a niveles inaceptables en muchos casos, y
asi su condicidn de vector de virus,

La duracién de su ciclo de vida ¢s determinado por cl sexo del insecto. Las hembras
pueden vivir un promedio de 13 dias, con un rango de 9 a 17 dfss. Los machos tienen un
ciclo de vida de 62 dias en promedio, con vm rango de 38 a 74 dizs. Esta condieidn da un
total de 1] 2 12 generaciones por =fio en Ia regidn tropical. A temperaturas menores de
17°C ]a mosea blanca no puede cumplir su ciclo de desarrollo {Sponagel y Funez, 1994).

El gateador es el tnico estadio inmadure mévil, Los siguientes dos estadios larvales y el
pupal son sésiles, El adulto es bastante mdvil cunndo es disturbado y puede moverse de




una planta a otra mediante el vuelo, aungue los desplazamientos mayores son ayndados
por efecto del viento.

Todos los estadfos Jarvales y ¢l adulto s¢ alimentan de la savia del hospedcro, a
excepeldn del estadio pupal que no se alimenta, Mientras los estadios larvales se
alimentan de [a savia de las hojas bajeras de la planta, dada su limitada capacidad de
movimiento, los adultos inmediatamente después de emerger migran hacia la parte
superior de la planta para alimentarse de tejido joven, principalmente (Spornagel v Fuancz,
1994).

Bl rango de plantas hospederas es de al menos 500 especies de plantas comestibles y no
comestibles (Brown, 1993).  Las principales familias hospederas son {en ordep de
namero de especies hospedantes por familia): Leguminoseae, Solanaceae, Compositae,
Euphorbiaceae, Rulaceae, Malvaceae, Cucurbitaceae, entre otras {Caballero, 1993), A,
tabaci es upa plaga muy extendida en los cultivos de algoddn, tabace, frijol ¥ tomate bajo
riego en Centroan¥érica, desde su introduccién en 1961-62 durante ¢l ciclo algodonero en
EI Salvador (CATIE, 1990).

2.1.3. Morfolegia

Los huevecillos de mosca blanca son elfpticos y miden de (0.2 - 0.3 mm de Jargo
(Sponagel v Finez, 1994). Son ovipositados gregariamente en ¢l enyés de las hojas
inferiores de la planta hospedera, siguiendo un pawdén eliptico . Las ninfas son de color
amarillo palido, de forma eliptica v alargada v estin rodeadas de filamentos de cera que
parccen “setas” {Caballero, 1996). El adulto ¢5 de color blanco y mide de I - 2 mm,
giendo los machos mds pequedins que las hembras (Sponagel ¥ Fanez, 1994). Las alas en
reposo estan dispucstas en forma de “techo™ sobre el abdomen {Caballero, 1996).

2.1.4. Distribucién geogrifica

B, rabaci es presumiblemente originaria del Oriente o Pakistin, y ha sido dispersedn
hacia otros Iugares bdsicamente por transporte humano de materiul vegetativo {Brown y
Bird, 1992). Actualmente se encuentra distribuida desde el sur de los Estados Unidos
hasta Argentina, Incluyendo El Capbe. También ocasiopa problemas en Africa, Asia,
Ruropa y Australia (Ililje, 1996). Aunque la mosca blanca tienen upa distribucién
cosmopolita, un 63% de las especies se encuentran en las zonas tropitales (Caballero,
1993),

! Jaco, A, 1999, comm, pers. Zamorano, Honduras.



2.1.5, Datio que ocasiona & les kospederos

La mosca blanca puede ocasionar dos tipos de dafio: directo ¢ indirecto,

2.1.5.1. Daific directo. 1) Succidn de savia por parte de adultos e inmadures. Al
succionar elementos nuiritivos de Ia planta se producen trastornos en el desarrollo del
hospedere causando disminuciones en el rendimiemo v en la calidad de los frutes
obtenidos. Estos daios pueden ascender a pérdidas mayores al 50% (Sponagel y Flnez,
1994); ¥ 2) Inyeccibn de saliva de los inmaduros y adultos durante la alimentacion. Esta
substancia produce manchas ¢lordticas sobre las hojas del hospeders, En condiciones de
alta presién de mosca blanca pueden causar un amarillamiento irregular del tejido foliar
provacando marchitamiento , caida de hojas y brotes (Sponagel y Finez, 1994),

2.1.32. Daie indirecto. Todos los estadios de la mosca blanca producen una mielecilla
como mecanismo excretor, LEsta substancia al cubrir la superficie del tejido vegetal sirve
de medio de crecimiento para diversos hongos causantes de fumagina, La fumagina
causa una dismioucién del drea fotosintética disminuyendo asi los rendimientos y la
calidad de los frutos coscchados {Sponagel y Flinez, 1994). Bemisiu tubaci es el tinico
vector conocido de Geminivirus (Sponagel y Finez, 1994} y es probablemente el grupo
de virus de mayor crecimiento (Xiong, 2000),

2.1.6. Compiejidad del problema

El poco entendimiento sobre la biclogia, ecologia y epidemicloyia de este reino de
patdgenos, basicamente a nivel empirico y sintomatoldgice de identificacion ha Hevado a
que a la amplia gama genética de virus existentes y varios problemas fisioldgicos de la
planta sean incluidos bajo una sola identificacién comin: “virgsis”. Poca a poco, &l
esclarecerse algunas dudas sobre cste complejo grupo de patdgenos se¢ han llezado a
identificar algunos virus especificos y & determinar sus vectores, Tai es el caso de los
geminivirus y su complejo con la mosca blanca, Lamemablemente, asi como al grupo de
geminivirus y otros pocos virus estudiados, muchas otras enfermedades de etiologia viral
o no viral ban sido atribuidas a estos grupos sin serlo,

El manejo firosanitario de la mosca blanca se ha vuelto un temy complejo v hasta sobre
eslimado por el amplio rango de cafermedades virales desconocidas que se le adfudican a
este vector. La dificultad del manejo de este insecto, mas ann cuande esta relacionado al
complejo con geminivirus, se debe a Jas siguientes causas :

2.1.6.1. Plasticidad genética. Brown y Bird ()1992) mencionan que se ha comprobado Ja
presencia de por [o menos cuatro distintas razas o biotipos de B. {abagc/ en América del
Norte y El Caribe; adicignalmente, Hilje (1996) argumenta que en [a misma zona
geografica existen siete biotipos diferentes, Los dos principales biotipos son el A,




considerado a B. fabaci, y el B, considerado como una nueva especie, B, argentifolii,
siendo este iitimo mas fecundo y polifago que el biotipo A. Esta diferenciacion se basa
en la especificidad de la utilizacidén de diversos hospederos para su afimentacién v
reproduccién. Brown {1999} afirma que el incremento en importancia econOmics de los
begomovirus como agentes patdgenos, se atribuye a la expansion de la agricultura bajo
riego v a fa invasién de la especie de mosca blanca Bemisia tabaci biotipo B originaria
del Viejo Mundo y de caracteristicas polifagas. Owa prueba de la amplia plasticidad
geneética es la gran variacién morfologica de las ninfas (Fhlje, 1996), al punto de que las
claves de identificacidon de especies de mosea blanca sc basan en la morfologia del
estadio ninfal (Brown y Bird, 1997). Esta ampha variabilidad genérica ha provocado un
gran problema en el manefo de este insecto, répida adquisicién de resistencia a
insecticidas y ademéds su ficil adaptacién a nuevas zomas geogrificas (Hilje, 1996}
Brown {1993} afirma que inicialmente ¢f rango de adaptacién de la mosca blanca se
localizaba en ecosistemas entre los 30° porte ¥ suy, perv recientemente, este ha sido
ampliado hacia regiones del peotrdpico y zonas templadas que antes no eran
consideradas,

2.1.6.2. Condicién altamente polifaga. El nimerc de especies hospederas de 8. fubact
asciende a 506, concentradas en 74 familias entre mone y dicotiledéneas (Brown v Bird,
1992). En Mesocamérica se hospeda en por lo menos 71 especies, de las coales 17 son
cultivos y 54 plantas silvestres (Hilje, 1996},

2.1.6.3. Vector de geminivirns. Eafre las 1100 especies de mosea blanca en el mundo,
solo tres son conocidas comao vectores de virus fitopatdgenos (Sponagel y Fanez, 1994).
Brown y Bird {1992} citan que B. fabaci es aciualmente considerada como el vector de
viras fitopatdgenos mas importante y comifin y el (mico vector conocido de geminivirus,
de los gque hay reportados mundialmente al menos 43 (Hilje, 1996), Dependiendo del
cultivo, Iz estacion y la densidad poblacional del insecto, las pérdidas en los cultivos
varfan de 20 - 100% (Brown y Bird, 1992}, La transmision de geminivirus es de tipo
persistente-circulativo (Brown y Bird, 1992}, lo que significa que ¢l virus adquirido por
¢l insecto durante su alimentacidn circula dentro de su cuerpo a través del intestino y la
hemolinfa hasta Hegar a las glandulas salivales (Sponagel v Finez, 1994}, para volver a
ser inyectado en otra planta hospedera. B. fobaci es capaz de transmitir el geminivirus a
las 4 ~ 10 horas después de 1a adquisicion del virus ¥ puede hacerlo por un tiempo de 5 -
20 dias con una disminucion gradual en la eficiencia de transmisidén, Los virus
transmitides por mosca blanca pueden preseniarse solos o en infecciones miltiples
(Brown y Bird, 1992} limitando asi su pronta identificacién, Brown {1999) comenta que
¢l vector del biotipo B es capaz de desplazar al biotipo A que habita en el Nuevo Mundo,
y que probablemente también seria un vector mas efective en la transmisién de
begorovims,
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2.1.64. Alta proiificidad. Durante [a estacidon seca, bajo altas temperaturas, y
preferiblemente en ecosistemas bajo irrigacién la poblacion de mosca banca puede
alcanzar niveles desmesurados y contribuir asi & la diseminacién de geminivirus. La
propercion de sexos va de 1-2 hembras ; 1 macho en €l campo {Sponagel y Fiinez, 1994),
Bgjo condieiones favorebles en un afio se pueden completar de 11 - 15 generaciones y las
hembras fértiles pucden depositar de 100 - 300 huevecillos en un periodo de vida de 3 - 6
semanas (Brown y Bird, 1992). Ameriormeme se habia mencionado el fenomeno de
arrenotoquia gue sufren las hembras de mosca blanca bajo la condicién de faha de
machos para su fertilizacion, lo que conduce a que las hembras se reproduzean
asexualmente por partenogénesis oniginando crias machos.

2.2. GEMINIVIRUS

El complejo B. tabaci-virus se conoce y se estudia desde 1930 (Sponagel y Finez, 1994),
La primera enfermedad ocasionada por geminivirus fue diagnosticada en Africa en el
cultivo de maiz; rayado del maiz (o “Maize Streak Virus”, MSV), cuyos vectores fueron
identificados como Cicuduling mobila, C. storey y C. bipurella zece (Bock, 1974), y
pertenece al génere Masirevirys. En 1975, en Brasil se diagnosticd el primer geminivirus
transmitido por mosca blanca ocasionando el mosaico dorudo def tomate (Lastra, 1993},
Recientemente se han detectado enfermedades causadas por geminivinus en Ameérica y El
Caribe, considerado como el patégeno trasmitido por mosca blanca mas numeroso y
diseminado (Brown y Bird, 1992).

2.2.1. Taxonomiz

Seghn Ja clasificacitn del Comité Internacional para la Taxonomia de los Virus JCTYV,
siglas en inglés), de Briddon y Markham (1995), los geminivirus pertenccen a la familia
Geminiviridae que consta de tres géneros: Mastrevirus (Subgrupo D), Curfovirus
(Subgrupo II) v Begomovirus (Subgrupo T11).

2.2.2. Plantas hospederas de geminivirus

Algunas especies de malezas también son hospederas de mosca blancs, y posiblemente
hospederas de geminivirus, constituyendo la fuente de indculo del patégeno cuando las
poblaciones de mosca blanca son bajas. Entre estas malezas, las mas importantes
reporiadas en Puerto Rico por Brown y Bird (1992) son Jatropha gossypifolia (L.),
Macroptilium lathyroides (L.), Merremia quinguefolia (L.), Poinsettia heterophylla (L..),
Rivnchosia minima (DC.) y Sida carpinifolia (L.). Durante la investigacion del proyecto
Bean/Cowpea-CRSP en Honduras, se identificaron a Nicandra physaiodes, Abuzilon spp.,
Sida  acuta, Euphorbia heteropfyllu, Malvastrum corommdeliomen v Wssadula
excelslor, como melezas hospederas de geminivirus (Doyle &7 a/., 1999),



2.2.3, Morfologia

El virién de geminivirus estd formado de dos particulas icosahédricas de forma eireular
unidas por una cara, compuestas por ung cadena simple (58) de ADN y una proteina que
forma la cubjerta. El genoma estd compuesto por una o dos moléculas de ADN, mono o
bipartitos (Ramirez y Rivera-Bustamante, 1996). El genoma de los monopariitos esta
compuesta por 2.6 kb (2600 pares de bases nitrogenadas) v son transmitidos por la mosca
blanca ; los bipartitos se forman de 5.2 kb y son transmitidos por saltahojas (Brown y
Bird, 1992). Seglin Ramirez y Rivera-Bustamente {1996), el genoma de los menopartitos
tiene 2900 pares de bases nitrogenadas (pb) y los bipartitos con 2600 pb en cada
molécula. Las moléculas de los bipartitos tienen distinta constitucidn, a excepcidn de upa
zona llamada “region comin” compuesta de 200 pb yue differe de un virus z otro.

Cuadro 1. Caracteristicas y relaciones de los subgrupos de Geminivirus.

Subgrupo I Subgrupo II Subgrupe I1
Ntmero de ss ADN | 1 1 2
Insccta vector Saltahojas Sallzhojas Mosca blanca
Rango de Monocotiledéneas | Dicotiledéneas Dicotiledéneas
hospederes
Miembro “Virus del ravado del|“Virus de Ja cabeza|“Virus del mosaico
caracteristico maiz” (MSV)* arrcpollada  de  la|dorado del fiijol”

remolacha” (BCTV)* [ (VA DF)

* Siglas en inglés
Fuente ; Xiong, Z. (2000).

Dos virus recientemente reportados el Virus de las hojas amarillas en cuchara del tomate
(“Tomato yellow leaf curl virus”, TYLCV} y ¢l Virus de las hojas en cucharz del tomate
(*Tomato leaf curl virus™) que aparentemente se sitian entre el subgrupe I y TI1. Los dos
tienen ss ADN, se hospedan en dicotiledéncas y son transmitidas por mosca blanca
{Niong, 2000).

2.2.4, Sintomatologia

Aunque lz simtomatologia de las plantas hospederas de patdgenos virales es muy variable
y poco confiable para usegurar un diagnbstico, existen sintomas basicos debidos a la
infeceidn de geminivirus; ¢l amarillamiento general de la planta afectada, =nanismo
marcado y deformacién o ampollamiento en las hojas.
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X285 Detercicn

La deteccidén de geminivirus es compleja dado que son particulas en su mayoria no
transmisibles por medios mecénicos, dificultando asi el aislamiento bajo condiciones
controladas. Ademads, e] diagnéstico por sintomatologia no es un critefio que se uriliza en
virus debido a la gran variabilidad de sintomas que se presentan (Lastra, 1993), Sin
embargo, sxisten diversos mérodos de diagndstico;

2.2.5.1. Deteccién de la protefna viral. Basada en el nso de anticuerpos mediante la
téenica del Ensayo de immunoabsorbencia ligado a una enzima (“Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay”, ELISA). Tiene alta sensibilidad de deteccién de 1a proteina y
bajo costo, pero es raramente usada cn la deteccion de geminivirus porque las particulas
tienen una baja capacidad antigénica, lo que no provoca una reaccién inmmunolégica
fuerte en ¢l animal inoculado y asi los niveles de anricuerpos obtenidos son bajos
(Ramirez y Rivera-Bustamante, 1996).

2.2.5.2. Deteccién del ADN viral Es posible visualizar el ADN mediante su tincién con
bromuro de etidio y su posterior exposicidén a rayos UV. El matergl utilizado para la
visualizacidn es ADN previamente amplificado por la técnica de Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (“Polymerase Chain Reaction™”, PCR) con “primers” especificos para
aumentar Ja concentracion del ADN varal enconirado en el tejido Infectado.

2.2,5.3. Hibridacidn moleculzr. El proceso sirve para unir dos cadenas simples
complementarias de dcido nucleico ya sea ADN o ARN, y oblener productos como
ADN/ADN, ADN/ARN o ARN/ADN. Lz molécula hibrida marcada con un compuesto
radioactivo o con una enzima puede detectarse respectivamente por auto-radiografia o
por hidrolisis de algin sustrato (Ramirez y Rivera-Bustamante, 1996).

2.2.5.4. Bioensayos de transmisign, La transmisién otilizando un vector como mosca
blancs ba sido muy eficiente bajo condiciones controladas del ambiente y de [a poblacion
del vector (Lastra, 1993).

2.2.5.5. Observacion de inclusiones virales. Utilizando un microscopio de luz se pucde
lograr observar las inclusiones virales de los geminivirus, TPara esto se mecesita tejido
proveniente de la parte apical de [a planta sintomatica {(Lastra, 1993), La desventaja del
método estd en la destreza y capacidad de reconocimiento de las inclusiones virales por
parte del técnico para no confundir con otros artefactos,
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2.2.6. Manejo del contplejo mosca bianca-geminivirus

Antes de iniciar cualquier accion de manejo conita mosca blanca como posible vector de
geminivirus, es necesario descartar la posibilidad de infeccion de otros virus transmitidos
por ofro tipo de vectores que no sean B. haci, salvo es el caso qua se trate de
infecciones mixtas, Ademas, cabe recalcar gue muchas alteraciones fisioldgicas como
efectos de toxicidad, deficiencias nutricionales v condiciopes abidticas en ocasiones
pueden aparecer visualmente como sintomas producidos por infecciones virales,

El manejo del geminivirus se puede dar de dos modes: manejando {a poblacion de mosca
blanca como insecto-vector mediante diversas pricticas y compatibles y/o wilimando
germoplasma resistente o tolerante a la presencia del patégeno.

Convencionalmente el manejo de poblaciones de mosca blanca se ha basado casi
exclusivamente en ¢l uso aplicaciones de insecticidas sistémicos, Sin embargo, es
necesario desarrollar otras ticticas de manejo pues el control exelusivo del vector, mosca
blanca, &5 inadecuado para el control del virus y ademas el insecto ya ha desarrollado
resistencia a plaguicidas (Hiebert ef @, 1996). Hay que tomar en cuenta el estado del
equipo de aplicacidn en el caso del manejo quimico ya que requiere una cobertura total
del follaje de la planta hospedera del insecto, dadas las caracteristicas bioldgicas de los
mstares inmaduros v la gran movilidad del estadio adufto.

El manejo integrado de plagas (MIP) ¢s una estrategia que ha tenido buenos resultados en
manejar ¢l complejo mosca blanca-geminivirus y otras enfermedades de etiologia viral.
El MIP consiste en la incorporacidn de practicas compatibles de tipo cultural, biclégico,
mecanico, sip excluir ademas el uso sostenible y racional de agroquimicos basado en fa
determinacion de piveles de dafio econdmico. Para el caso del complejo mosca blanca-
geminivirus algunas practicas MIP estim las pricticas culturales {Sponagel y Fiinez,
1994) que incluyen la el uso de variedades resistentes, toleramtes o de ciclo corto;
incorporacion de rastrojos de cnltivos anteriores con ¢l fin de romper el ciclo de la mosca
blanca; [a eliminacitn de plantas hospederas altemas dentro y fuera de Ia plantaci6n: el
inicio de la slembra en la URtima posicién contra ¢ viento considerando que la mosca
blanca es una plaga de facil traslado por las corrientes de aire; la siembra de altz
densidad; la rotacion con cultivos no hospederos de la mosca blanca: el establecimiento
de barbecbos; 1a planificacion de stembras de acuerdo a las épocas de baja incidencia del
vector; Ja uniformizacidn de las fechas de siembra de acuerdo 4 las épocas de baja
incidencia del vector a nivel de una regién; vy la siembra de cultives atrayentes en. los
bordes y combate quimico de [a mosca blanca aduia,

Entre las pricticas mecinicas que recomienda el MIP, se tienen la siembra de barreras
rompevientos; €l raleo de plantas con simtomas de virosis en la planracién; el uso de
trampas amarillas; y el uso de viveros protegidos y uso de mmich plastico de color blanco
o plateado para cultivos borticolas de alta rentabilidad.



I2

En cuanto al empieo dc enemigos naturales {Caballero, 1993), se incluye el uso de los
parasitoides Ffucarsia spp., Dirphys spp., Ereclomocerus spp. {Familia Aphelinidag),
Euderomphale spp. {Familia Eulophidag) y Amitus spp. (Familia Platygasteridae) y los
depredadores Geocoris sp. (Familia Lygaeidae), Chrysoperle externa {Familia
Chrysopidae), Cycloneda samguinea, Delphastus sp., Nephaspis sp., Scymsrus sp. (Familia
Cocinellidae), Allograpta sp. y Toxomerus sp. {(Familia Syrphidae),

2.2.7. Uso de variedades resisientes

La resistencia varetal a infecciones virales es la {inica manera para ¢l manejo de la
enfermedad chando no se puede combatir al vector (Salguerc, 1993).

La resistencia genética permile 4 la variedad soportar ¢l dafio de la plaga. Lo ideal es
tener resistencia al vector y al virus, ¢ en el peor de los casos s6lo a une de los dos
factores. La resistencia al vector se basa en caracteristicas fenotipicas de la planta que
no favorecen o o son afractivas (mo preferencia) para el insecto vector (Salguero, 1993).

El desarrollo e implementacién de variedades resistentes es un campo gue deberia

enfatizarse como una solucién promisoria en el maneje del complejo B. fabaci-
geminivirus y su implementacion dentro de programas MIP (Salguero, 1993},

2.3. PRINCIPALES ENFERMEDADES DE ETIOLOGIA VIRAL DEL TOMATE
Y FRIJOL

2.3.1, Tomate

El tomate {Lycopersicon esculentum) esté considerade entre los cultives horticolas en
estado fresco y procesado mas importantes, Esta planta es afectada por un sinmimero de
plagas insectiles, hongos, bacterias, virus ¢ incluso un micoplasma (Blancard, 1992).

Cuadro 2. Principales enfermedades virales del culiivo de tomate

VECTORES
AFIDOS MOSCA BLANCA MEDIOS MECANICOS
“Y™ de 1a Papa Amariliamiento de las hojas Mosaico del tabaco
{potyvirus) en cuchara del tomate {tobamovirus)
{geminivirus)
Mosazice del pepino Moteade del tomate “X de la papa
{cucumovirus) (geminivirus}) {potexvirus)
Mosaico de la alfalfa
(alfamovirus)

Fuente: Blancard (1992}, Spraytec {1999} y Brunt ef o/, {1995}
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En estudios recientes efectuados por Nakhla ¢f w/, (1998), sobre geminivirus existentes en
Honduras, se determingé mediante PCR la presencia de tres geminivirus o
Acucharamiente Severo de la Hoja del Tomate (“Tomato Severe Leaf Curl
Virus//Honduras” ToSLCV/HN, asociado a 1a filogenia de los Virus del Acucharamiento
de la Foja dc la Calabaza, e idéntico a los geminivirus asociados a tomates y pepinos en
Guatemala. Los otros dos geminivins distuntos que fueron identificados son el Vinis del
Motezdo del Tomaie-Honduras I (“Havans Tomate Virus” o “Tomato Mottle Virus-
Honduras 17, ToMoV-HN1) y Vorus del Moteado del Tomate-Honduras 2 (“Tomato
Mottle Vims-Honduras 27, TolfoV-HN2) que perienecen a la filogenia del Virus del
Mosaico del Abutilon,

2.3.2. Virus de las hojas amarillas en cuchura del tomate (TYLCY)

23.2.). Taxonomia. Este virus fitopatégeno pertenece a la familia Geminiviridae,
género Bigeminivirus (Geminivirus). Existen varias cepas reportadas de TYLCV
provenientes de paises como China (TYLCV.CHI), Espafia (TYLCV-SP) y Tailandja
{TYLCV-TH) (Brown, 1997), e Israel {TYLCV-IS) (Anderson, 1998),

2.322. Crigen y distribucién actnal. El origen del TYLCV se atribuye al Medio y
Lejano Oriente, aungue segun las cepas, el origen es especifico para cada una de éstas
(Brown, 1997). Este geminivirus fue descrito por primera vez en Israel en 1964 ¢
identificado como TYLCV-IS hasta 1994 (Anderson, 1998) y es considerado como el
factor limitante de produccion de tomale en ese pais desde 1930 (Polston ef &/, 1994), La
incideneia de TYLCV se ba incrementado considersblemente entrc 1990 y 1996
(Czosnek y Laterrot, 1997).

El TYLCYV afecta al cultivo del tomate en varios paises de Ia Cucnca del Mediterraneo,
incluyendo a Tsmael, Jordania, Libano, Irak, Arabia Saudita, Turquis, Tinez, Nigeria,
Senegal, Sudim, Tunisia, Egipto, Ruwait, Jamaica. Ademds se ha reportade en Cuba,
Repiblica Dominicana y recientemente en Portugal, Espaiia y el estado de Florida, USA
(Blancard, 1992; Brown, 1997; Anderson, 1998),

2.3.2.3. Hospedcros. Asclepiadaceae, Compositae, Leguminosae-Papilionoidae,
Muvaceae y Solanaceae son las familias de plantas que se han reponado con hospederos
susceptibles al virus (Brum ef ¢f, 1997 b). Entre los hospederos naturales se encuentran
1. esculemtan, Cynemelmm acuiin y Aahe parviflora (Brown, 1997). Datura
stramonium, Nicotana ghinosa, N, benthamiana y Phaseolus vulguris son especies que
también presentan sintomas de la enfermedad (Brunt er @f., 1997 b). Recientemente s ha
determinado que el frijol comin actia como reservorio narural del TYLCV-IS gue es ia
cepa del virus mas facilmente tramsmitida por mosca blanca; incluso, se ha visto que
TYLCV-IS esta desplazando a otras cepas de TYLCV (Sanchez-Campos e? al., 1999).
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2.3.2.4. Morfologiz. Este virus consiste de un genoma de ADN de una simple cadena
(ss) circular y monopartita, El genoma total mide vnas 5,5 kb (Brunt ef o, 1997 1),

2.3.2.5. Biologia. El nombre de TYLCY ha sido dado a varios geminivirus transmitidos
por mosca blanca por 1o que actualmente sdlo son nombrados de esta manera a virus con
alta homologia al genoma del TYLCV-IS (Czosnek y Laterrot, 1997).

El insecto vector reportade de TYLCV es Bumisia argentifolii (Perring & Bellows), o
biotipe B de mosca blanca, en estado adulto, El TYLCV infecta varios cultivos, pero
solo ha sido reportado como problemsa en tomate (Polston er o, 1994; Czosnek y
Laterrot, 1997), aunque acrualmente se conoce que el frijol comin achia como reservorio
de TYLCV en estado natural (Saochez-Campos et al, 1999),

A diferencia de lo que anterionmenie se pensaba de la relacién mosca blanca-geminivirus
Yy su transmisién netamente persistente-circulativa, recienres estudios, citados por
Czosnek y Laterrot (1997), han demostrado que el TYLCV puede ser transmitido a los
huevecillos de mosca blanca por fo menos dos generaciones, Esto indica que en ausencia
de una planta hospedera del virus, Ja mosca bianca puede servir de reservorio del virus.

2.3.2.6. Sintomas, En las hojas, los sintomas de infeccion por TYLCV se presentan
como mérgenes clorGticos, enanismo, acucharamiento y engrosamiento del tejido
produciendo rigidez. Los sintomas presenies en la planta en generul son: enanismo y
brotes terminales “arrepollados “. En los frutos el virus produce bajo “cuajado™ por la
absicion de flores como producte de la infeecidn (Spraytee, 1999),

2.3.2.7. Manejo. E]l TYLCV pusde tener un efecto devastador en el rendimieato def
cultivo de Tomare, especialmente cuando los sintomas se presentan ¢n la etapa temprana
de desarrollo, Los efectos pueden ser mitigados por la incorporacion de pricticas
culturales v quimicas para asegurar una infeccidn tardia al proteger las plantas del insecto
vector (Stansly y Conner, 2000} sin dcjar de lado al uso potencial de permoplasma
resistente o tolerante,

Stansly y Conner (2000), realizaron un estudio con resultados promisorios para reducir el
nitmero de mosca blanca y asi retardar el aparecimiento de sintomas, obteniendo buenos
resultados 2l utilizar ¢) agroquimico imidacloprid y en con menor efecio ¢l uso de mulch
de aluminio,

m




2.33. Frijol

El frijol comin {Phaseols vulgarls) cs una de las especies vegetales mas susceptibles a
enfermedades causadas por virus fitopatGzenos. Se conocen mas de 70 virys diferentes
capaces dc infectar a esta leguminosa. Hay reportados tres clases de insectos vectores de
los principales virus que afectan al fitjo] : Afidos, crisomélidos y mosca blanca {CIAT,
1588).

Como se menciond anteriormente, ¢ fi3jol comun en si, actia como reservorio natural de

vims que afectan a otras especies de plantas como cs ¢l caso del TYLCV-IS (Sinchez-
Campos ef al., 1999),
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Cuadre 3. Prineipales virus que atacan al [fjol commin, sus vectores y sintomas,

Vector
Virus Afidoes Crisemélidos Mosca Blanca
Mosaico Comun Mosaico ¥ necrosis
(potyvirus) ststémica (“raiz
negra”)
Mosaice Amarille | Amarillamiento,
(potyvirus) “raiz negra” segln
cepas
Mosaico Surefio Clorosis y
{sabemovirus) deformacion foliar
ieves
Mosaico Snave Dificiles de apreciar
{sobemovirus)
Moszico Severe Deformacion foliar y
{comovirus) mosaico {verde clarp
¥ Q8CUro)
NMosaico rugoso Deformacion foliar
{comovirus}) pOT armugamiento
seVero
Mosaice Dorado Amarillamiento
{geminivirus) intenso y
generalizado y
enanismo.
Abaorto de flores.
Deformacién de
Vainas,
Mosaice Exano Clorosis
{geminivirus) irregular en
hojas,
Deformacién
foliar, vainas.
Enanismo.

Fuente: CIAT (1988).

Segin Rosas (1998}, el Virus del Mosaico Dorado del Frijol (VMDF) es la enfermedad
que 8 corto plaze se ha convertido en uno de los factores de mayor importancia que afecta
l2 produccidn de frijol en América Latina. Miklas er o/, (1998), afirman que el VMDEF es
la enfermedad del frijol comin mas importante en las tierras bajas del trépico americano,
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2.3.4. Virus del mosaico derade del frijol (VMDE)

2.3.4,3, Taxonomia, Su nivel taxonémico Hega al nivel de especie. Es un virus
perieneciente al género Begomovirus {Geminivirus), familia Geminiviridae (Bitschen-
Osmond, 1998), Su nombre en ingiés “Bean Golden Mosaic Virus”, con sus siglas
BGMYV.

Existen tres cepas de este geminivirus reconocidas actualmente ; la cepa BR, identificada
en Brasil, PR reportada por primera vez en Puerfo Rico y recientemente identificado en
Honduras el VMDF tipo Il nombrado y caracterizado por D.P. Matwell como VMDATF
(“Bean Golden Yellow Mosaic Virus®, BGYMV)* (Brown et al., 1997).

2.3.4.2. Origeu y distribucidén actual. La cepa VMDF-BR e3 originaria de Sur América,
mientras el origen de VMIDF-PR oo ha sido identificado hasta el momento. La cepa
BGYMYV fue identificada por primmera vez en Honduras,

El VMDF se encuentraz a elevaciones menores de 1200 msnm, en las coales las
temperaturas son altas y las fuemtes de indaudo y poblaciones del vector son mas
numerosas (Rosas, 1998). Actmalmente o] VMDF sz extiende en 1a zonas geograficas de
El Caribe y Centroamérica, abarcando a Repiiblica Dominicana, Jamaica, Puerto Rico,
Guatemala, Honduras, Nicaragua (Brown ef «fl., 1997), ademds de Brasit y Venczuela
{Biischen-Osmond, 1998}, Curiosamente, las cepas de Venezuela y Puerto Rico difieren
en los andlisis de ADN por la técnica de hibridacion (Bront ef af, 1998), Io que podria
sugerir Ja identificacién de una cepa no reportada anteriormente dada la baja homologia
con [as cepas existentes.

2.3.43. Morfologia. El virus estd conformado por dos cubiertas de proteina (capsides)
gemclas, simétricas e icosabédricas {(Bischen-Osmond, 1998)., con un genoma
consistente de ss ADN eireular (Brunt 7 /., 1997 a).

2.3.4.4. Biologia. El VMDF es transmitido por Bemisia tabeei {Genn.} biotipo A. En el
insecto vector, el virs se comporta de una manera circulativa-persistente, lo que indics
que no puede transferirse a la descendencia del insecto. EiI VMDF no puede ser
transmitido por contacto entre plamtas infectadas, semilla o polen (Brunt er 4/, 1997 7).

Los vinones (estructura unitarja} del VMDF pueden ser encontrados en las hojas,
mesdfilo, floema y talles, ademas en el micleo ¥ nucleolo {Bischen-Osmond, 1998).

# Maxwell, D,P.; Nakhla, M. 1999, Development of DINA-based Detection Methods for Geminivimses in
Central America. Correspondeneia csorita,
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2.3.4.5, Hospederos. Los hospederos paturales del VMDYF ademas del frijol coman
{(Phaseolus vulgaris) son Phaseolus lunatus v las malezas Macroptillun lathyroides y
Malvastrum coromandeliarum, Experimentalmente se han infectado hospederos po-

naturales mostrando basicamente clorosis como sintomas de la presencia del virus {(Brunt
et al, 1997).

Idris ef . (1999} sfirman que Macroplilivm lathyroides (L.) es una maleza hospedera de
begomovimus en América subtropical ¥ que &8 considerada el reservorio del VMDFE- PR
para fijol.

2.3.4.6. Sintomss. Las plantas infectadas por el virus presentan un amariflamiento
intenso y generalizado del follaje, ademés de distorsidn generalizada en toda 1a planta y
diferentes grados de emamismo. Espinoza {1996), estudidé la sintomatologis come
respuesta a infecciones de VMDF en varias variedades de fmjol y determind que los
sintomas tipicos pueden aparecer o no segln el germoplasma hospedero.  Cuando se
produce Ia infeccion en etapas tempranas de desarrollo el rendimiento se ve afectado por
Ia baja produccion de vainas debido al aborto de flores, Cuando la infeccién se produce
en efapas de crecimiento avanzado se Jogra Ja produccién de vainas pero presentan
deformacion severd y Tetraso general del periodo reproductive {CIAT, 1988),

2.3.4.7. Manejo. La resistencia genética y la adopeién de pricticas culturales son un
método econdmico y de las pocas alternativas disponibles a pequefios agricultores gque no
pueden acceder al nso de agroquimicos para ¢l manejo de la enfermedad, v que serd la
base para el manejo de B, fabaet y sus virus vectores incluyendo el VVMIDF (Bogran ef al.,
1998),

Bogran er al {1998) realizaron un experimento para determinar la efectividad de
enemigos naturales mativos en Homduras para el control de mosca blanca en fiijol
utilizando una variedad resistente a VMDF Dorado (Doro 364), v una susceptible
Catrachita. Encontraron que basicamente los dos parasitoides que ejercian un control
natural del 8 - 37% (segln Ja época de siembra) eran Enmcarsia pergandiella y E.
nigricephala, Los investigadores aseguran que dada la distribucién y abundancia de
estos parasitoides pueden ser aprovechados como agentes potenciales de control
biolégico de B. fabaci en América Latina y el Sur de los Estados Unidos. Asi mismo,
pero en menor efectividad (3 a 13% de depredacidén segdn la época de siembra)
encontraron la accién de Coleomegilla maculaln, Nubis spp. y Geocoris punctipes como
depredadores de B, fahaci cn ambiente nataral,



3. MATERIALES Y METGDOS

3.1. DINAMICA POBLACIONAL PE MOSCA BLANCA EN ZAMORANO

Para poder entender 1z epidemiclogia del complejo mosca blanca-geminivims en la zona
en donde se llevd a caho este ensayo fue necesario estudiar la dindmica poblacional del
insecta vector g través del tiempo para determinar Ias estaciones con mayor propensitn a
presentar infecciones causadas por gemimivirus causantes de dafie econdmicamente
significativo,

Un estudio sobre la dindmica poblacional de Bemisia wbact desde 1997 hasta la presente
fecha fue realizado por la autora de este documento, Andrea Campaiia y Jose L. Guamén
con el objetive de determinar ] efecto sobre las poblaciones de mosca blanca que tuvo el
Huracdn “Mitch™ que azotdé a Honduras en noviembre de 1998, Se determind Ia relacidon
de las fluctuaciones poblacionales de este insecto con relacidon a temperatura v
precipitzcién promedio mensual en Zamorano,

Guareia (1999), mediante encuestas a pequefios productores en Iz Region del Yeguare,
Honduras, observd que la mayoria de agriculiores opinaban que los principales plagas
insectiles habian disminuido en su poblacidn después del Huracén “Mitch™, en especial la
mosca blanca, debido a las variacién extrema de las condiciones climéticas (luvia,
temperatura y viento),

3.1.1. Materiales

Datos de pluviometria y precipitacién fueron proporcionadus por Iz base metcorolégica
manejada por Ja Unidad de Maquinaria Agricola de fa Escuela Agricola Papamericana.
Los registros de muestreo de plagas Hevados por 1a UPH sirvieron para obteper datos
sobre niveles criticos de mosca blanca en Zonz I y ITE de produccidn de horalizas,
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3.2. EVALUACION DE GERMOPLASMA DE TOMATE RESISTENTE A
INFECCIONES VIRALES

3.2.1. Caracteristicas del germoplasma

El germoplasma resistente a TYLCV fue desarrollade por la Organizacion de
Investigacion Agricola del Institute de Proteccion Vegetal “The Voleani Center”
institucién perteneciente al Mindsterio de Agricultura de Israel. Las semilas de las lineas
fueron desarroliadas por Moshe Lapidot y sa equipo de investigacién, La denominacion
de las lineas todavia en estado de evaluacion es la signjente : TY-197, TY-198, TY-8479,
TY-8933. En experimentos anteriores en Guatemala, estas lineas demosiraron un buen
desemperio ante infecciones por geminivirus.

La vartedad testigo, altamente susceptible a geminivirus, fite PETQ 98 de la Casa
Comercial “Petoseed”.

3.2.2. Ubicacion del ensayo

El ensayo se Hevéd a cabo en la Zona IJ de 1a Unidad de Produccion Horticola {(JPH} de
Zamorano, Regién del Yeguare, Departamento de Prancisco Morazan, Esta localidad
esta sttuada a 30 kan al sudeste de Tegucigalpa, carretera & Danli, Honduras, a una latimd
de 14° W v longitud de 87° O, altitad de 800 msom y temperatura promedio de 23°C,

3.1.3. Descripeion del ensayo experimentad

Fl ensayo se desarrollo en un frea total de 130 m?. La separacién entre hileras fac de 1 m
v entre plantas 0.25 m. Hubo un total de 20 parcelas con 22 plantas cada una, Se
evaluaron cinco variedades de tomate, de las cuales cuatro eran variedades resistentes 3
TYLCY vy una variedad testigo altamente susceptible a geminivirus, frecuentemente
utilizada en la UPH y en las principaies zonas tomateras de Honduras.

El disefio experimental consistié en un disefio incompleto al azar (DIA} con un mdnimo
de fres repeticiones por varedad hasta um maximo de cineo, dependiendo de Ja
disponibilidad de plantulas de cada linea al momento del transplante,

3.2.4. Unidad experimental

3.2.4.1. Muestreo aleatorto. La unidad experimental {(UE) estuvo represcntads por una
planta tomads al azar sintomatica ¢ no, Se tomaron seis plantas de cada Ifnea
independientemente de las parcelas donde se epcontraros. Se determind bacer el
muestreo de esta manera dada la baja dispomibilidad y estade de las plantas que
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sobrevivieron al transplante v a la alta incidencia de bacteriosis (Pseudomoris
solcnacearum) y el Mal del Talluelo (Fusarium oxysporan).

3.2.4.2. Muesireo por sintomas. En este caso una UE fue considerada como nna planta
individual con sintomas de infecoidon viral. Se tomaron dos plantas de cada variedad
independientemente del mimero de parcelas, Los siotomas fueron documentados por
escrito y mediante fotografias.

3.2.5. Variables

32,51, Campo. Las variables medidas en ¢} ensavo de campo fireron :

= Numero de moscas blancas por planta mediante una toma de dafos semanal partiendo
desde una semana después del transplaote hasta 1a cosecha,

« Incidencia de infeccidn viral a Jas cinco semanas posi-transplante expresada en
porcentaje de plantas sintomaticas.

» Severidad de 1z infeccion viral & las cinco semanas post-transplante expresada en
porcentaje de plantas con infeccidon alta, moderada o baja y plantas samas o
asiptomaticas.

= Peso de frutos comerciales ¥ no comerciales al momento de fa cosecha (semana 9-14
post-transplante} expresado en kilogramos.

« Porcentaje de solidos totales de los flutos completamente maduros de cada cosecha.

3.2.5.2. Laboraterio, Mediante procesos de laboratorio para determinar [a presencia de

ADN viral se determinaron las siguientes varigbles :

+ Numero de plantas con presenciaz de ADN de geminivirus mediante las téenicas de
PCR y clectroforesis, utilizando los “primers” universales para peminivirus de la
Universidad de Wisconsin cpc 715 y repv 1978.

+ De las plantas que se determinaron positivas a fos “primers” de geminivirus universal
se hizo una prueba medianie PCR y electroforesis para detectar [a presencia de ADN
de TYLCV utilizando los “primers” para TYLCV de la Universidad de Wisconsin
TYLCV v 21 y TYLCV ¢ 187. Como conirol positive de TYLCV se utilizéd un
aislanniento de Egipto proporcionado también por la U. de Wisconsin.

3.2.6. Manejo del cultivo

Las semillas fheron sembradas en jovernadero 25 dias antes del transplamte que huve
lugar ¢l diz 31 de julio de 1999, La fertilizacién se realizd bajo riege por goteo a razin
de 20 kg/ha de Urea tres veces por semana. El sistema de tutoreo se instald tres semanas
post-transplante. Se aplicé Sevin {carbaryl) para comirol de insectos defoliadores. El
control de malezas se hizo mannalmente aproximadamente una vez cada dos semanas.
La cosecha se inicid a la novena semana post-iransplante y se extendié hasta la décimo
cuarta scmana. Se hicieron dos cosechas principales en las que se recolectaron los frutos
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maduros y pintones de todas las lineas. En la tercera cosecha se extrajeron tanto frutos
maduros como inmaduros,

3.2.7. Muestreos en campo

3.2.7.1, Mosca blanca. Para la realizacidn del muestreo semanal de la poblaciéon de
mosea blanca, se tomé en cuenta las tres hojas superiores completamente desarrolladas de
cinco plantas de tomsate por parcela, Durante la primera etapa de desarrollo se muestred
la planta de tomate en su totalidad. Se contabilizé cl mimero de moscas blancas en
estado adulto posando sobre ¢l emvés de ias hojas.

3.2.7.2. Tejido vegetal, La recoleccion del tejido vegetal ya sea para el caso del
muestreo aleatorio o por sintomas de plantas individuales, se realizd mediante la
obtencion de matcrial proveniente de los brotes terminales en crechmiento activo, fresco,
tierno v sin dafic por alghin ofro patdgeno que no sea viral,

El muestreo aleatodo se realizd tres semanas post-transplante y el muesireo por sintomas
de plantas especificas fue z Ia sexta semana y otro a la novena semnana post-transplaote
efectuado sobre las mismas plantas,

Fl objetive de tener dos tipos de muestrens de tefido vegetal fe poder identificar todos
los diversos sintomas {en el pmestreo individual por sintomas} y ademds poder
determinar la proporcién de plamtas sintomdticas ¢ no a enfermedades virales y Ia
presencia de ADN viral en ellas {mmestreo aleatorio).

32.3. Equipo y muaterial de Iaboratorio

Para el proceso de extraccién de ADN  y su purificacion se utilizé morteras v pistilos
estériles, buffers de extraccién CTAB y lavado, tubos eppendorf, micropipetas y
microcentrifuga.

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando las perlas de PCR {Amersham Pharmacia
Biotech, Inc.}, conteniendo ~1.5 unidades de Tag polimerasa, 10 mM de Trs-HCI (pH
9.0), 50 mM de KC}, 1.5 mM de MgCls, 200 M de cada dNTP (bases nitragenadas) y
estabilizadores incluyendo ASB (albimina de suerc bovino). Se reconstituyeron en 24 ui
de agua destilada esiéril para obtener un volumen final de 25 o 26 ul (dependiendo del
par de “primers” wtilizado), Para cada muestra se wutilizd Ja mitad del volumen de Ta
mezela de agna destilada estéril, “primers” v una perla de PCR.
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Cuadro 4. “Primers” proporcionados por la U, de \Wisconsin para Ja deteccion de
geminivinus, TYLCV y VMDF y controles positives y negativos utilizados,

“Primers” Tamaio {(ph) pl C+
geminivirus  cpe 715 y repv 1978 1406 1 chile {(+)
Zamoerang
TLCY TYLCV 21 y TYLCV ¢287 450 0.5 aislamienio de
Egipto
YMDF v47 y c1068 300 0.5 frijol {+)
Comayagua

ph: pares de hases nitrogenadas, pi: micrelitros wiilizodos de cada primer, C +: eontrol positive
Nota: E] coatrol negative en todos los casas fue una suspension de una perda de PCR en 24 pl de ague
destiluda estéril.

La amplificacion del ADN fue realizada en un rermociclador (Perkin Elmer 480), Para la
visualizacién del ADN viral ampldicado, en caso de estar presente, sc¢ reahlizéd
clectroforesis utilizande un tanque de electroforesis {Hoefer HE 33), fuente de
electricidad (Bio-Rad 1000/500) y un transiluminador de rayos ultravioleta.

Se utilizaron dos concentraciones de geles de agarosa al 1% (paras visualizacion de ADN
amplificade de geminivirus universal) v 1.5% (para visualizacion de ADN amplificado de
TYLCV), segim recomendaciones de Ja U. de Wisconsin.

3.2.9. Método de extraccidn y purificacién de ADN

Se utilizo 2l protocolo de extraccion de ADN total {planta y viral) de Doyle & Doyle.
(Anexo 1)

3.2.10. Método de amplificacién de ADN

Para la amplificacion del ADN viral deseado & partir del total de ADN (planta y vical)
extraido previamente se utilizé €l método de PCR, El principio del método es la réplica
de una seccién especifica de ADN de un organismo mediante la repeticidén de ciclos de

temperatura por liempos determinados.

El proceso consia de tes fases que proveen las condiciones especificas para la
amplificacion del geminivirus. Estas son {Hughes, 1999):

Inicialmente, se somete a una etapa llamada “hot star”, ki cual copsiste en 1 ciclo a 94°C,
por 3 minutos para que se lleve a cabo una desnaturalizacidn o separacién preliminar.
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1. Fase 4z desnaturalizacion : 94°C dwrante 1 mimrto. A csta temperahurz la doble
hélice de ADN se separa para formar dos cadenas simples.

po

Fase de igamiento : 55°C durante 2 minutos. En esta etapa los “primers” derecho y
reverso se adhieren a la regidn comin de las cadenas de ADN en la posicion 3* y 3°
de los carbones de) azicar de los nucledtidos,

3. Fase de extension: 72°C por 2 minutos. A esta temperatura la Taq polimerasa
trabaja mejor sintetizande ADN. Se hace una copia completa del ADN meta (viral) en
direccion 3” o 5° dependiendo del "primer”,

BExiste un ciclo de extension adicional de 4 minutos a 72°C.

Al fmal de las tres fases (1 ciclo de PCR) ya se tiene el doble de ADN (viral) que se tenia
al principio. Este procedimiento se repite por lo menos durante 30 ciclos hasta obtener el
suficiente material para ser analizado.

Este mismo programa se utilizé para amplificacién de ADN viral con los “primers” para
geminiviras cpe715 y repyl1978, TYLCV v21 y €287 y VIMDFE v47 y ¢1068.

3.2.11. Método de electroforesis

La elecroforssts es una téenica para separar moléculas de proteinas o acidos nucleicos de
acuerdo a su tamafio 0 pesp molecular a traveés de un malenal estacionario (gel dc
agarosa) mediante ¢l efecto de un campo eléctrico (Hughes, 1999).

El principio de esta téenica estd en que la direccidn de Ia migracién de las particulas de
ADN estard determinada por accion del campa eléctrico formado, tomando en cuenta que
[as moléeulas del deido nucléico poseen carga negativa, En cambio, la tasa de migracidon
de las particulas estard regida por el tamafic y forma de la partfcula y la facilidad para
desplazarse en la marriz del gel de agarosa. Por consiguiente, las particulas pequefas y
lineares tendrin una mayor rasa de migracién que las particulas grandes ¢ circulares
{Hughes, 1999).

Es necesario demtro de los reservorios de la gel de asarosa incluir ademds de los
marcadores moleculares (coctel de ADN de  diferentes tamafios especificos) y las
mucstras de ADN amplificado, un control positive y une negativo. El control positivo
puede ser una muestra de ADN conocida, de unz planta ¢oferma que bava sido
amplificada por el mismo primer uiilizado y el control negativo se requiere paca eliminar
la posibilidad de una mala interpretacién de los resultados por coniaminacion de las
muestras durante el proceso (sc ubliza una planta sana confiable).

Para poder visualizar las bandas de la gel, preducto de la migracién (a un voltaje de 90),
del dcido nucléico amplificado de las muestras, es necesario afladir una solueidn do
bromuro de etidio (0.5 pg/ml) ya sex & la gel de agarosa o bien al buller de comrida, Tris-
Borato-EDTA {TBE) al 0,5 X, EI proposito de esta solucidn es que el bromuro de etidio
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se incorpore a la cadena de ADN del material de las muestras, El bropuro de etidio tiene
la propiedad de fluorescer bajo 1a presencia de iz UV. Para este procedimiento se
necesita €l transiluminador (fuente de luz ultravioleta) en el que se coloca la gel con
bromuro de etidio. Finalmente, se pueden visualizar las bandas de ADN y determinar la
tasa de migracidn para compararla con los marcadores moleculares y el control positivo.

Para este ensayo se utilizaron dos tipos de gel de agarosa | al 1% y al 1.5%, dependiendo
del peso molecular (pb) de la zona de la cépside del virus que sirvid para la elaboracion
de los “primers” especificos. En el caso de los “primers” universales para geminivirus,
con un aproximado de 1400 pb se utilizaron geles al 1% de agarosa, Para los “primers™
especificos para TYLCY, con un aproximado de 500 pb se utilizaron geles de agarosa al
1.53%. Esto sc debe a que TYLCV al tener un menor niimero de pb, 1a migracion de las
moléculas de peguefio tamafio pueden vishalizarse mejor bajo el transihminador suando
tiepen una matriz de agarosa mis densa.

3.2.12. Anélisis estadistico

Se utilizd cf paquete estadistico “MSTAT™ CV 2.1.

3.3. EVALUACION DE GERMOPLASMA DE FRIJOL RESISTENTE A
INFECCIONES VIRALES

3.3.1, Caracteristicas del germoplasma

Se utilizaron sels variedades de frijol comin, tres de las cuales poseen genes de
resistencia a VMDF y tres variedades susceptibles z la infeccién, Las variedades
mejoradas resistentes fueron Tio Canela 75, Dorade y Don Silvio; vy las
susceptibles Desarryral (1R}, Catrachita y Danli 46,

La variedad Tio Cancla 75 fue desarroliada y liberada en 1996 por Zamorano como un
cultivar resistente a enfermedades y tolerante a altas temperaturas (Rosas et af., 1997),
Fue desarrollads mediante la cruza triple DOR 483 x F1 (DOR 391 x Pompadour )
{Rosas y Varela, 1996).



26

Cuadro 5. Principales caracteristicas de las variedades de frijol cultivadas en Hondurss.

Variedad Color de|Dias 3| VMDF [VMSF |VMCF |{BAT |ANT, |MH |ROY.|MA,
semitla M.E

Tic Canela-75 [ Rojo 63-70 R S R I 1 I 1 S
Brill,

Don Sikvio Rojo Ret, |70-72 R S R 1 1 i I I

Dorado RojoRet, | 73-77 R 8 R I 1 I 1 I

Desarrural I | Rojo S R S

Catrachily Rojo 63-65 3 S R 5 I S X S
Brill,

Danli 45 Rajo Ret. [63-68 S R S S I 3 3 S

M.F. - Madurer, Fisiclogica, Brill : Brilanie, Ret. ¢ Rojo retinto, VMDF @ Virus def Mosaico Domdo del
Frijol, VIMCF ; Virus def Mosaico Comin del Frijol, VMSF : Virus del Mosaico Scyero del Frijol, BAT :
Bacteriosis, MH : Musta Hilachosa, ANT: Antracmosic, ROY ¢ Roya, MA: Mancka apgular, R=
Resistente, [= termedio, S= Susceptible.

Fuemtes: DICTA (1998} y Voysest, 0. (1983),

3.3.2. Ubicacion del ensayo

El epsayo se llevd & cabo Zona IIT de Ja Unidad de Produccion Horticola {UPH} en
Zamorano, Deparfamento de Franctseo Morazio.

3.3.3. Descripcidn del ensayo experimental

El ensayo se desarrolld cn 1w area total de 612 m?, Se wtilizé una separacion entre hileras
de 1.0 m y entre plantas de 0.1 m. Se trazaron vn total de 24 parcelas de cuatro surcos
con aproxrmadamente 320 plantas por parcela. Se evaluaron un total de 6 variedades de

frijol comin (Phaseoius vulgaris).

El disefio experimental utilizado fue un Disefio de Bloques Completamente al Azar
{DBCA) con cuatro repeficiones por fratamiento,

3.3.4. Unidad experimenial

3.3.4.1. Muestreo aleatorio. Una unidad experimental (UE} estuvo representada por una
planta tomada al azar sintomética o no. Se tomaron cuatro plantas de cada parcela.
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3.3.4.2. Mucsiree por siotomas. En este caso una UE fue considerada como una planta
individual con sintomas de infeccitn viral. Se fomaron 16 plantas con diferentes
simtomas de infeccion virsl, independientemente del bloque o variedad. Los sintomas
fueron documentados por escrito y mediante fotografias.

3.3.5, Vartables

3.3.51. Campo. Lasvariables medidas en el ensayo de campo fueron :

+ Nmero de mosca blanca por planta mediante una toma de datos semanal partiendo de
dos semanas después de la siembra hastq coatro semanas antes de [a cosecha.

» Incidencia de jnfeccion viral a la sexta semanas post-siembra expresada en porcentaje
de plantas sintomaticas.

+ Severidad de Ia infeccidn viral a la sexia semana post-siembra expresada en porcentaje
de plantas con una infeccidén alta, moderada o baja v plantas sanas o asintomiticas.

3.3.52, Laboratorio. Mediante procesos de laboratorio para determinar [a presencia de

ADN viral se tomaron las siguientes variables ; '

s+ Numero de plantas con presencia de ADN de geminivirus mediante lag téepicas de
PCR y electroforesis, utilizando los “primers”™ ubpiversales parz geminmivirus de Ia
Universidad de Wisconstn cpe715 y repvi978.

+ De las plantas gue se determinaron positivas z los “primers”™ de gemintyinus universal
se hiro una prueha mediante PCR y electroforesis para detectar la presencia ADN de
VMDY utilizando los “primers” para VIMDF de la Universidad de Wisconsin v21 y
287,

3.3.6. Manejo del cultivo

La siembra se realizé el dia 29 de octubre de 1999, Dos semanas antes de la siembra se
aplicé el herbicida el Prow!] (pendimentslina) 1 razén de 2 1 de producto comercial por
hectérea. Ubpa semana después de la siembra s¢ depositaton cebos atrayentes para el
contro] de babosa. La emergencia de las plantulas tuvo lugar una semana después de Ia
stembra. Al momento de la siembra se realizé una fertilizacién con férmula 18-46-0, El
riego proporsionado fue por aspersién hasta 4 semanas amtes de la cosecha que se realizé
el dia 24 de enero del 2000. Tres semanas después de Ia emergencia se realizé una
deshierba manual y fertilizacion con Urea. Inz dltima deshierba se realizd 2 la sexta
semana después de la emergencia,

La cosecha se realizé cuando todas las variedades llegaron a scnesencis en &] campo v
solo se cosecharon las parcelas tiles que consistieron en los dos surcos centrales de cada
parcela dejando por fhera 0.5 m a cada extremo de los surcos. El apomreo se realizd
manualmente cuando todo & materal estuvo completamente seco.
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3.3.7. Muestireos de campo

3.3.7.1. Mosca blanca. Para la realizacién del muestreo semanal da Ia poblacidn de
mosca bianca se tomé en cuenta una hoja trifoliada superior completamente desarrollada
de cinco plantas de frijol por parcela, Durante la primera etapa de desarrolto se muestred
la planta de frijol en su totalidad. Se contabilizd el mimero de moscas blancas en estado
adulto posando scbre ef envés de lag hojas.

3.3.7.2. Tejido vegetal. La recoleccion del tejido vegetal sea ya para el caso del
muestreg aleatorio o por simtomas de plapias individuales se realizé mediante la
recoleceion de material provepiente de los brotes terminales en crecimiento activo,
fresco, tierno y sin dafio por algin otro patdgeno que no sea viral,

El mmuestreo aleatorio y por sintomas de planiss especificas se realizé a los 45 dias
después de la siembra,

3.3.8. Equipo ¥ material de laboratorio

El equipo y materfal de Jaboratorio para la extraccién y purificacién de ADN (planta v
viral) ¥ para Ja ampiificacion del ADN viral por PCR y visualizacion de los resultados
por electroforesis fue el mismo wtilizado para e cultive de tomate (pumeral 3.1.7), con fa
diferencia que se wtilizaron ademads de Jos “primers” Geminivirus unmiversal 715 y 1978,
los “primers” VMDF v47 y ¢1068 {Cuadro 4} v se utilizé gel de agarosa al 196 dado €l
tamafio del ADN producto de PCR.

3.3.9, M¢étodo de extraccién y parificacidn de ADN

Se utilizd el protocolo de extraccién de ADN total (planta y viral) de Doyle & Doyle
(Anexo 1),

3.3.10. Miftode de amplificacidn de ADN

Se uttlizo el método de PCR descrite en ef numeral 3.1.10,
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3.3.11. Método de electroforesis

Los resultados de la amplificacidn del ADN por PCR se visualtzaron por la téenica de
electroforesis descrita en ¢l pumeral 3.1.71.

Como se menciond anterfiormente, sdle se wilizo gel de agarosa at 1% para visualizar los

resuitados de la amplificacion de ADN utilizando los “primers” universales de
geminivirus y Jos de VMDE

3.3,12, Anailisis estadistico

Se atilizé el paguete estadistico “MSTAT” CV 2.1,



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. DINAMICA POBLACIONAL DE MOSCA BLANCA EN ZAMORANOC

Las variaciones climéticas (nfluyen directamente sobre ia presencia de plagas y
enfermedades. En e caso de Ia mosca blanca, el clima que favorece su proliferacion es el
célido y seco.  El afio de 1998 se caracterizo por ser sumamente drido, incluso se afirma
que la estacion seca comespondié a la peor sequia ocurrida en varigs décadas; Jo que
favorecid a una alta poblacion de mosca blanca v por ende, presencia de geminivirus en
las zonas productoras de Honduras haciendo casi imposible [a obtencidn de rendimientos
satisfactorios.

A lo largo de 1997 v 1998 se observé una elevacion de las poblaciones de mosca blanca
alrededor de los meses de la estacidn seca y caliente en Zamorano (Marza a Junio}
(Figura 2}. Durante 1999, no se pudo apreciar esta tendencia a consecuencia del Huracan
“Mitch” que afecto a Honduras del 30 de Octubre al 1 de Noviembre de 1998, Durante
este fendmeno se prodifjo una presipitacién cercana a los 600 mm, ¢comparado con los
700 mm aproximados que se dieron a lo largo de 1997, La presencia del Furacén
“Miteh™ alteré las condiciones abidticas favorables para este insecto vector. Desde
mediados de Diciembre de 1998 hasta mediados de Enero de 1999 1a poblacion de mosca
blanca s¢ vio reducida a cero (Figura 1).

Figura 1. Dindmica poblacional de moscz blanca en Zamorano de Enero 1997 a
Dictembre 1999,
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En 1999 se observa que las poblaciones de meosca blanca no signieron el patrdn
poblacional que se observd en afios anteriores. En los meses de Febrero a Junio de 1997
v 1998 las poblaciones del insecto alcanzaron niveles de hasta dos individuos por planta.
Darante los mismos meses en 1999 Ias poblaciones alcanzaron niveles aproximados de
0.5 insectos por planta. Esto se pudo deber a que 1999 fue un afio en el que posiblemente
s¢ experimentaron altas precipitaciones a causa de que la estacion Buvioss se extendit en
relacion a afios anteriores. Lamentablemente esta afirmacién no se puede visualizar en
el Figura 2 por falta de datos en los primeros meses de ese afio.

Figura 2. Precipitacidn total y temperatura promedio mensual desde Enero de 1996
hasta Diciembre de 1999 en Zamorano.
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La principal Bmitante ¢n este experimento fie la alta incidencia de agentes fitopatagenos
de etiologia no viral, incluyendo las bacterias vy bongos del suelo Pseudomonas
(Reflossicg) spp. y Fuscoium oxysporum, que afectaron al cultivo desde etapas tempranas
de desarrollo. Los efectos de estas enfermedades como disminucién de vigor de las
plantas, se observaron postenormente cvando se presenté un ataque fuerte de
Phyfophtora infestans v Alternaria solani en la etapa de formacién de fruto. Las
variedades que sucumbieron al ataque de estos dos hongos fueron PETO 98 v TY-197,
yue presentaron alta incidencia de infeccion temprana de las enfermedades causadas por
bacterias v hongos del suelo, anteriormente mencionadas, Las varedades TY-198, TY-
8479 vy TY-8933 mostraron un mejor desempelio ante [a incidencia de enfermedades
tardias. Estas variedades mostraron tolerancia a las bacterias y hongos del suelo que
atacaron en etapas tempranas de desarrollo a Ias dos variedades restantes cvaluadas, Esto
explica la posibilidad de la existencia de genes de resistencia a varios agentes
fitopatdgenos y no solamente 2 infeccioncs por geminivirus,
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4.2, 1. Mucstreos semanales de adueltos de mosca hlanea

A lo largo def cicle del cuftive (Agasto-Octubre, 19992}, se observd una alta poblacidn del
ingecto vector {mosca blanca), debido a Jas condiciones climiticas {sequia v calor)
favorables (Figtma 1 v 2). Con este mvel poblacional se asegurd una pronta mfeccidn por
geminivirus,

El muestreo de adultos de mosca blanca se realizé en cada repeticion de las cinco
variedades, Se muestred de esta manera para identificar posibles diferencias en ¢l ndmero
de insectos por variedad, al obscrvarse diferentes grados de preferencia de la mosca
blanca hacia las variedades.

Figtira 3, Muestreo semanal de adultos de mosca blanca en cinco variedades de tomate,

—dr— Potn 58 —l— T 157 —A— TY-158
—=—TY-8478 —o—TY-8533

8L0

700 1

600 +

Etapa critica de infeccidn

Ingectosiplanta
o
&

0.00 - z t = ¥ : t } i
{8-Ago 13-Age Z20-Ago 27 Age (03-Sep 10-8ep 17-Sep  24-Sep 01-0ct
tluestreos semanaies 1999

En estudios preliminares citados por Sponagel v Funez (1994}, se determiné que a partir
de los 30 a 40 dias después del transplarte {DDT) de un ensaye de tomate, €l grade de
infestacidn asciende dristicamente por Ia eclosién de la primera generacion de adultos
sedentarios.

En el presente ensayo, la fecha de eclosidon de la primera generacion de adultos
sedentarios de mosca blanca correspondié a los 42 DDT, cuando la poblacidn de insectos
muestreados ascendio drasticamente (Figura 3).

Scgiin ensayos citados por Sponagel v Fimez {1994), existe uns “resistencia por edad™
hacia infecciones por geminivirus. Se detenminé que el succionamiento de la mosca
blanca en las primeras cuatro sernanas DDT es importante para la transmisidn del virus,
La alta poblacidn observada desde 1z cuarta semana en adelante, posiblemente no tvo
ningun efecto en la infeccidon de geminivirus entre las vanedades, pero definitivamente
inciden en la poblacién inicial de mosca blanca para un cultivo de relevo posteror y de
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esta manera, [a presencia de geminiviras en la etapa critica de infeccién (4 semanas
después del transplante).

Peto 98 mostrd un bajo niimero de mosca bianca por planta con relacidn a las variedades
mejorada, debido al estado fisioldgico y fisico que presemtS a comsecuencia de la
temprana y fuerte infeceidn por enfermedades virales y no virales que suffid.  Esta
condicion de estrés que experimentd PETQ 98 probablemente causéd gue Ja mosca blanca
mostrara preferencia por las ofras variedades mas suculentas, verdes y posiblemente més
palatables.

4.2.2, Incidencia y severidad de infeccidén viral en fomate

Los valores porcentuales de incidemcia de infeccién viral fueron determinados
visnalmente a cada repeticidn de cada variedad, en relacion al total de plantas presentes
en ese momento en cada parcela, Cabe mencionar que se tomaron en cuenta plantas
sintomdticas a infecciones virales en general, sin diferenciar simtomas de geminivirus ya
que es imposible distmguir visualmente un virus de otro a causa de similifudes en
sintomatologia ¢ infecciones mixtas,

Los datos de severidad también fueron determinados visualmente bajo tres grados do
acuerdo a los sintomas: alta, media o baja. Plantas con una severidad de infeccion viral
alta fheron consideradas aquellas que presentaban achaparramisnto agudo v generalizado,
encrespamiento total de las hojas, y amarifamiento (o clorosis) severo en el caso de que
se presentara.  Una infeccidon — mediamamente severa fue considerada como
achapamramicnto moderado en ciertas partes de la plamta, encrespamiento y/o
amarillamiento leve en todas o 1a mayoria de las hojas. Se clasificd como severidad baja
a aquellas plantas que no mostraban achaparramiento y apenas slgunas hojas mostraban
encrespamiento y/c amarillamiento leve.
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Cuadro 6. Incidencia y severidad de infeccidn viral de cinco variedades de tomate.

Variedad Repeficion Incidencia (%} Severidad
PETO 98 108.00
160.00
100.00
$8.89
5.88
0.00
7222
(0,00
556
0.00
o.00
a0.08
17.65
35.29
68.42
0.00
0.00
¢.00
0.00 .
31.58 8

At alta, M : media, B : baja.
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4.2.2.1. ANDEVA. Para los valores de incidencia de infeccion viral del Cuadro 6 fie
pecesario hacer una iransformacidn de los datos mediante [a formula : arcoseno(raiz (X)),
recomendada para datos porcentuales con un amplio rango de valores {Steel v Torrie,
1988). Se obtuvo una diferencia significativa entre las variedades {P=0.0037), con un
coeficiente de variacién de 62.06% debido a los distintos niveles de reaccidn a
infecciones virales entre variedades.

42.22. Prueba Duncan pars separacion de medizs. Se enconttd que PETO 98
presenté ur indice de incidencia de infeccién viral muche mayor a todas las otras
vartedades (Figura 4), lo cual fue observado visualmente en ¢l campo desde que los
primeros sintomas de infeccidn viral fueron expresados por las variedades.
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Figura 4. Separacion de medias por la Prucba Duncan del indice de¢ infeecidn viral de
cinco variedades de tomate.
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4.2.3. Rendimiento de tomate

Debido a la pérdida de plantas, excesiva en algunas variedades, por la incidencia de
enfermedades causadas por Xunthonronas sp., Pseudomonas {Raflossia) sp., Plytophtora
infestars, Alternaria solani, ¥ hongos del complejo det “Mal del walluelo”™, se tivo que
realizar un analisis de covarianza {ANCOVA) para ajustar los valores de rendimiemto al
ntimero de plantas cosechadas, La férmula de ajuste de rendimiento que se wtilizd fue la
siguiente;

Y adj= (kg de fruto/parcela) * (plantasha) / (plantas/parcela), donde :

Yadj= rendimicnrto ajustado cu kesha
plantastha= 40000

4.2.3.1. ANDEVA. Scobtuve un coeficicnte de variacidon de 115.97% dcbido al tamafio
reducido del ensayo y a variaciones en la reaccion diferencial de las variedades a log
diversos agentes fitopatogenos, incluyendo las infecciones virales, No hubo diferencia
significativa entre variedades, adjudicindose asi [a gran variacién de rendimientos a
efectos del error experimental,

4,2.3.2. Prueba Duncan para separacidn de medias. La variedad que mostrd un mejor
desempefioc en rendimiento fue TY-198, TY.-8933, TY-8479 y TY-197 tuvieron
rendimientos similares segiim la prueba Duncan, PETO 98 mostrd el desempeiic més

bajo (Figura 5}



35

Figura 5. Separacion de medias mediante la Prueba Duncan para valores de rendimiento
en kg/ha para einco variedades de tomate,
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Cabe aclarar que no fhe posible obtener datos de rendimiento de fruto comercial dada la
alta presion de agentes fitopatdgenos a los cuales se vieron expuestas las variedades
durante este ensayo.

4.2 4. Solidos totales en tomate

El porcentaje de solidos totales en el fruto de tomate es decisive para determinar el uso
que se le puede dar & esta bortaliza, ya sea para consumo fresco o procesamiento
mdustrial  Valores altos de sdlidos totales favorecen los procesos industrisles dando
mejor consistencia al producto elaborado,

4.2.4.1. ANDEVA. Ce obtuvo diferencias altamente significativas cptre variedades
{P=0.0012, alpha=0.05), v un coeficiente de vanacion de 19.79%.

4.2.4.2. Prueba Buncan para separacion de medias. Se determind gne la vartedad con
un mayor porcentaje de sdlidos totales fue TY-8933, seguida por TY-197. TY-8479 y
PETO 98 tuvieron valores de solidos tatales similares, y TY-198 fue la variedad con el
menor valor para esta variable (Figura 6},
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Figura 6, Separacion de medias mediante la Prueba Duncan para valores de sdlidos
totales de frutos de cinco variedades de tomate.
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4.2.5. Muestreos de tejido foliar para el andlisis por PCR

Para la recoleccidn de muestras de tejido vegetal se escogieron las hajas tiemnas,
provenientes de brotes terminales sanos.

$4.2.5.1. D™luoestreo alextorio

Para ¢] muestreo alcatorio de mmaterial vegetal se escogieron al azar un total de seis
plantas por variedad indistintamente de la repeticion en donde se encontraron.  Se realizd
este omestreo para determinar la presencia de geminivirus en plantas sintométicas como
asintomaticas a infecciones virales,

Solamente 3 plantas de un total de 30 recolecladas alealoriamente preseniaron
sintomatologia a infecciones de tipo viral; debido a que el muestreo se realizd tres
semanas DDT, probablemcente las infeeciones virales todavia no hablan side expresadas
en el fenotipo del germoplasma. Las 3 muesiras sintomadticas pertenecian a las lineas
TY-197 (2 muestras) y TY-8933 {1},

Cuadre 7. Plantgs positivas a geminivirus (“primers” epe715 y repy 1978) y 2 TYLCV
(“primers” v21 y ¢287} en ¢inco vuriedades de tomate,

Variedad No. plantas No. plantas No. plantas No. plantas

asintomiticas  sintom:ticas geminivirus TYLCV

positivo pPosilivo
PETO 98 G 0 L I
TY-187 4 2 1 1
TY-198 6 0 3 3
"-8479 6 0 3 2
TY-8933 5 1 3 0
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En el Cuadro 7 sc observa que PETO 98, sin poseer genes de resisiencia a infecciones por
geminivirus, mostrd sintomas tardios de inlkccion, al igual que T'Y-198 y TW-8479, con
relacidn a las dos variedades restantes que mostraron ser resistentes,

Se determind la presencia de ADN de geminivirus en muestras asintomaticas en las
variedades, PETO 98, TY~198 y TY-8479, Las muestras sintométicas que resultaron
neyalivas a geminivirus y las positivas a geminivirus que fueron negativas 2 TYLCV
indican la presencia de otrofs) geminivirus que no se dercctaron con los “primers”
especificos.

Figura 7 . Resultados de PCR para geminivirus (“primers” cpe715 y repv1978) en
plantas de tomate (muestreo aleatorio)

TY-198 2

TY-1983

TY-8479 1
TY-84792
TY-84793
TY-8479 4
TYR479 5
TY-3479 6
TY-§933 1
TYR933 2
TY-8933 3
-§933 4
TY-4933 5

oz
2
—
N
Vai
—
-

TY«198 4
TY-198 5
TY-1986

C-+: control positivo, C-; control negalivo, pb: pares de bases nitrogenadas.

En la prueba de PCR para TYLCV wtilizando Jos “primers” especificos v21 v c187 se
observd que tres de las variedades israelies y PETO 98 mostraron la presencia de ADN
de TYLCV, La mayoria de las muestras de TY-8479 y todas las de TY-8933 positivas a
geminivirus resultaron negativas 2 TYLCV. Estos resubtados sigieren la presencia de
algtin otro tipo de geminivirus que no sea TYLCV presente en el culiivo.

Se realizaron varias diluciones {1:1000, 1:3000, 1:5000 y 1:10000) del coatrol positive
(aislamiento de Egipto) para disminuir la intensidad de una banda de gran peso molceular
que no comresponde al peso del TYLCY (300 pb) (Figura 8). El mejor resultado se
obtuvo con 1z dilucién 1:10000.
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Figura €. Resultados de PCR para TYLCV {“primers™ v21 y c287)
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C+; control positive, C~; control pegalivo, pb: pares de bases.

4.2.5.2. Nuesireo por sintomas

Este tipo de muestreo se realizé con el objetive de identificar Jos distintos sintomas presentes
en el ensayo y determinar ef porcentaje de muestras positivas a geminivirus v a TYLCY,

Para el caso, se identificaron 10 plantas de tfomate (dos de cada variedad),
independientememte de la ubicacidn de estas entre [as repeticiones. Los sintomas y
caracteristicas de las muestras recolectadas se presentan en ef Anexo 2.

De Jas 10 muesiras recolectadas, al someterlas a la prueba de PCR utilizando los
“primers” universales a geminivirus cpe 715 y repv 1978, et 100% resultaron positivas a
geminivirus,

Posteriormente a Jas muestras en su totalidad se les sometié a PCR wrtilizando los
“primers” especificos para TYLCV v21 y cI87. Ninguna de estas muestras resultd
positiva a este virus.

Este muestree se realizé noevamente tres semanas después recolectando nestras de las
mismas plantas de donde se obtuvieron en el primer muestrea. Los resultados por PCR
uytiizando los “primers” nniversales a gemintvirus dieron resultados positives,
confirmando previos resultzdos. Es importante sciialar que Jas bandas def producio de fa
electroforesis, al ser visvalizadas bajo la fuente de luz ultravioleta, mostraron ser més
proounciadas que en el primer nmcstreo, posiblemente debido & una mayor acumulacidén
de gemintvirus en €l tejido infectado,
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4.3.1. Muestreos sepianales de adultos de mosca blanca

Los valores para adultos de mosea blanca por planta se presentaron sumamente hajos,
influenciados por Ja estacidn en fa que se condujo el ensayo. El clima frio, himedo v
ventoso no peritio a la proliferacion del insecto vector (Figura 1 v 2), tal es asi que no
tomd lugar [a eclosion de la primera generacion de adultos sedentarios, que normalmente
se da en el primer mes v medio despuds de la emergencia, A pesar de la baja poblacion
del insecto vector si se obtuvo infeccidn de geminivints annque en baja incidencia.

Figura 9. Muestreos semanales de adultos de mosca blanca en seis variedades de fiijol
con datos sin transformar,

R
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4.3.3. Incidencia y severidad de infeccién viral en frijol
Para la toma de datos se utilizaron los mismos patrones citados en =] numeral 4.2,2,

Cuadro 8, Incidencia y severnidad de infeccibn viral en seis variedades de fifjol comuin.

Variedad Repetlicion Incidencia {%) Severidad
DON SILVIO 7.00 B
0,00

3.00 .
0.30 M
0.00
0.00
0.00
0.30
15,00
55.00
70.00
80.00
£0.00
50.00
80,00
70,00
0,30
15.00
1.00
290
0,60
4,20
0.00
1.06G

DORADC

DESARRURAL

BANLE 46

CATRACHITA

TIO CANELA-75

R B R Y B SRR X I S A R RN TN ST RN I
FIAODWEP D rrER I|W:

o -

A alta, M : media, B : baja

Para rcalizar cl analisis estadistico se tuvo que transformar los datos mediante la (ormula
arcoseno {raiz (X)), debido a mucha diferencia cotre los datos porcentuales de incidencia
de las variedades {Steel y Torrie, 1938).

433.1. ANDEVA. Se epcontré una alta significancis (P >0.0001) entre la diferencia
para la incidencia de infecciones virales entre variedades, El coeficiente de variacion fue
de 50.44% indicando la presencia de resistencia varietal ante este tipo de agentes
fitopatdogenos,

4.3.32. Pruebs Duncan para separscién de medias. Las variedades eriollas Danli 46 v
Desarrural {IR) mostraron los més attos niveles de incidencia de infeccién viral, sin
existir diferencia entre éstas (Figura 10),
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Figira 10. Separacion de medias mediante la Prueba Dancan para valores transformados
de incidencia de infeccién viral de seis variedades de fiijol comin.

Lanll48 Pesarrursl Catracnita Don Sivie Tic Canela  Doradoe
1R

Indlce de In¢ldencla de [nfecclan

4.3.4. Rendimiente de frijol

Para obtener ¢l valor de rendimicnto para cada variedad, se tomd el dato del mimero de
plantas cosechadas de cada repeticion. Posteriormentc se ajusté el rendimiento al pimero
de plamtas y 4 un porcentaje de humedad dado. Se ufilizd la sipniente f&rmula para el
Caso;

kgfha = peso de grano por parcelz {g) * ((# plantas’'ha) / {# plantas/parcela*1000)) *
({100-% humedad) / {100 ~ % hwmedad deseada)}), en donde :

# plantas/ba= 100000
% bumedad deseado—= 13

4.3.4.1. ANDEVA. Se ohservd una diferencia significativa del rendimiento entre las
variedades (P= 0,002, alpha= 0.05), con un coeficiente de variacién del 20.77%. No hubo
diferencia significativa enfre repeticiones.

43.4.2. Proeba Duncan puara separacion de medias. Se determindé que las
varicdades mejoradas Don Silvio, Tio Canela-75 y Dorado, y Catrachita po tuvieron
diferencias en e} rendimiento obtenido, pero fueron superiores a Desarrural y Danli 46
(Figura 11},
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Figura 11. Separacién de medias mediante la Prueba Duncan para valores de rendimiento
de seis variedades de fijjol comin.
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4.3,5. Muestreos de tejido foliar para anilisis por PCR

Se utilizaron las mismas coasideraciones para la recoleccidn de foliar vegetal
espesificado 2n el numeral 4.2.5.

Tanto el muestreo por sintomas como el aleatorio se realizaron con diferencia de tres dias
entre el uno y ¢l otro, durante la tercera sernana de Diciembre,
4.3.5.1. Mucstree aleatorio

Para cl mestreo aleatorio se escogieron 4 plantas de cada variedad y de cada repeticion,
dando un total de 96 muestras sintomaticas y agsintomaticas (Ancxo Z).

Cuadro 2. Plantas positivas a geminivirus (“primers” cpc715 vy repv1978) y a VMDF
(“primers” v47 y c1068) en seis varjedades de frijol comim.

Variedad Ne. plantas  No. plantas  No. plantas No. plarntas

asigtomaticas simtomiticas  geminivirus VMDF

positivo positivo
Tio Cancla 75 16 0 G 0
Poa Silvico 16 0 G 0
Catrachita 16 0 0 4
Desarmral (1R) 1 15 ¥ 1
Danli 46 3 13 A 1
Dorado 16 Q G 4




Existe un gran nimero de muestras sintomaticas de Jas variedades Desarrural {(1R) y
Danli 46 que no muestran resultados positivos a geminivirus utilizando los “primers”
generales cpe/15 v repvi978. Esto podriz significar que en promedio, un 90% de las
plantas muestran la presencia de ADN viral distinto a geminivirus {Cuadro 9).

4.3.5.2. Muestreo por sintomas

Se recolectaron un total de 16 muestras que mostraron diversos sintomas de infecciones
virales. Las plantas fueron escogidas independientemente de la variedad y de las
repeticiones.

Figura 12. Resultados de PCR para geminivirug (“primers™ cpc715 y repv1978) en frijol
{muestreo individual por sintomas}.

B4 D46 Pl
B4 Dd Pl

8 B1 Ctch Pl

f 51 Tio C P1

f 32 Tio ¢ Pt

§ 31 DS P

dl B1 DS B2

2 BI Drr Pl

)

gl BL Dir P3

B B2 Drr F2

[ Marcador
Bl D46 Pl
B2 D46 Pl

B2 Dre P2

) B2 Dy P2
B3 Dir PI

B3 Dr B2

1400 po [N

BIl: blogque I, BZ: hloque 2, B3; bloque 3, B4: bloque 4, D46: Danli 46, Dd: Dosado, Cich: Catruchita, Tio
C: Tio Canela-75, DS: Don Silvio, Dt Desarrural, PL: planta #1, P2: planta #2, P3: planta #3, pb; pares de

Un 50% de las plantas sintomaticas resultaron positivas a gemdnivirus a través de PCR.
uttiizando los “primers™ epe715 y repvI978, v pertenecieron & las vaniedades Danli 46,
Catrachita, Don Silvio y Desarrural. Muestras sintométicas de Tio Canela-75, ast conto
de Dorado, no mostraron resultados positivos a geminivirus {Cuadro 9).

Al total de muestras sintomaticas a infecciones virales gque resnltaron positivas a
geminivirys se sometieron a PCR utilizando los “primers” especificos para VMDF v47 v
c1068. Todas Ias muestras 2 excepeidn de dos, pertenecientss a las variedades Desarrural
{IR) y Danli 46, resultaron positivas a VMDF utilizando los “primers™ mencionados
{Cuadro 9) (Anexo 2). No se puede afimar que todas las plantas positivas a VMDF
contienen ADN de este viros especifico, pues en estudios anteriores, los “primers” v47 y
¢1068 detectaron €l virus en un amplio rango de cultivos diferentes al frijol (Doyle e1 .,
1998).



15

Muestras que se ideatificaron como VMDF pero que no mostruban  sintomas
caracteristicos, posiblemente debido a la reaccidn fenotipica del germoplasma, fueron
analizadas para VMDF con Jos “primers” especificos en Zamorano, resultando negativas,
Para corroborar estos resultados, las muestras fueron enviadas al CIAT en Colombia en
donde se amalizaron para VMDF por PCR, resultando negativas, comoborande los
resultados obtenidos anteriormente.  Esta informacion explica la compleja etiologia viral
y la importancia de una pronta idenrificacién de los virus presentes en la zona para iniciar
un TANEJO CETLETO.




5. CONCLUSIONES

Las poblaciones de mosca blanca durante 1999 no alcanzaron los niveles criticos
observados en afios anteriores dadas las condiciones climéticas desfavorables al insecto,
A pesar de este hecho, la infeccién por geminivitus estuvo presente en los cultivos
evaluados, con menor incidencia en £l frijol; esto demuestra Ia efectividad de la mosca
blanca come vector de geminivirus posiblemente debido a un alto nivel de virulencia del
insecto presemte en ja zona. Practicas de manejo como concentracién de 1z produccion
de tomate ¥ fifjol en época de frio y iluvia cansaria yna dsminucion en la infeccidn de
geminivirus presente en ¢f campo; pero se podria comprometer la produccion a causa de
la incidencia de otras enfermecdadces no virales favorecidas por estas condiciones
climaticas como son Tizén tardio en tomate y Roya y Mancha angular en frijol.

Lasg variedades mejoradas de tomate TY-198, TY-8479 v TY-8933 mostraron un buen
desempeifio ante enfermedades cansadas por bacterias v hongos del suelo presentes en los
primeros dias después dei transplante, La presencia de genes de resistencia a geminivirus
y su buena condicion fisiolégica ayudd a las variedades a resistir la presencia de otras
enfermedades. Los resuhtados obtepidos en el presente emsayo de svaluacién de
germoplasma mejorado, demmuestran que los esfuerzos de instituciones agricolas por
desarrollar material genéticamente adaptado a factores adversos estd dando resultados
reales que pueden favorecer a Ia produccién actual de alimentes a nivel mundial. Se
puede concluir que la resistencia genética es Ja dnica forma viable de manejo contra
geminivirus a corto plazo y largo plazo, sl no existen leyes que impongan vedas
estacionales de cultivos claves, que no es una opcidn econdndcamente viable en muchos
lugares.

Las mismas variedades menctonadas anteriormente mostraron los niveles mas bajos de
incidencia y severidad causadas por infecciones virales de diversas especies. A pesar de
esto, TY-198 obtuve los mayores rendimientos, destacéndose entre el reste de variedades
mejoradas de tomate. Sin embargo, el uso de TY-198 seria el de “tomate de mesa™ dados
los bajos niveles de solidos totales que presentd, haciéndola no apta pars procesamientos
industriales. En todo caso, TY-8933 que mostré rendimientos un poce menores, pero
obtuvo el mayor ntvel de sblidos totales, puede ser un germoplasma promisorio para el
procesamiento industrial,

En pruebas preliminares que necesitan ser confinnadas por anélisis de secuenciacidn, se
detectd por primera vez, Ja presencia del virus del amarillamiento de las hojas en cuchara
del tomate (TYLCV) en muestras obtenidas de este ensayo. Ante ests posible precedente
y sabtendo que Bemisia argerifolii es ¢l Gnico insecto vector de este virus, y que no ha
stdo anteriormente reportado en Honduras, se podria inferir que €l vector se encuentra



A7

actualmente en este territorto, Las repercusiones de este resultado en el manejo de
enfermedades de etiologia viral en el cultivo de tomate comprometerian aGn més la
produceién achial, dado el poco copocimiento ¥ preparacién de institaciones del agro
nacional para afrontar este nuevo problema que ha sido devastador en otras partes del
mundo.

Las variedades mejoradas de frijol Tie Canela 75, Dorado, Don Silvio y Catrachita
mostraron el mejor desempefic en rendimiento freme  las otras vanedades criollas; esto
se debid basicamente a los bajos niveles de incidencia y severidad gque mostraron ante la
presencia de infecciones virales de diversos tipos. Con esto, s@ asegura la existencia de
germoplasma de fifjol resistente a geminivims y otras enfermedades virales, como una
opcitn de manejo actual para asegurar [a produccién de este grano de mmportancia
alimenticia v cultural en la regidn,

Segin la prueba de PCR y los “primers™ utilizados en muestras de tomate y fijjol, se
dermastrd la posibilidad de la presencia de otros tipos de virus (adenzas de geminivirus), o
factores abiéticos y/o de manejo que estin causando distorsiones fenotipicas similares a
sintomas causados por enfermedades virales. Esto demmestra la importancia de realizar
estudios subsiguiemtes que demuestren la presencia ¢ no de otras enfermedades de
etiologia viral. De esta manera se podria recursir 2 la bisqueda de practicas de manejo,
incluyendo Ia resistencia varietal para asi contrarrestar el efecto detrimental que estas
enfermedades o condiciones causan sobre el rendimiento.

Lo anterior se sustenta con los resultados obtenidos en el CLAT, Colombia, en los que
mnestras de frijol procedentes de este ensayo, con sintomas caracteristicos a VMDF, se
determiné la ausencia de ADN de este geminivirus. Esto asegura la complicada
epidemiologia viral en relacién a la sintomatologia ante la presencia del virus y la
expresion fenotipica, dependiendo del material vegetal, Esto conduce a la pecesidad de
recarrir a técnicas de diagnostico cada vez mas precisas para identificar correctamente
enfermedades virales y de otra etiologia.



6. RECOMENDACIONES

Secuenciar ¢l genoma completo de ADN del TYLCV encontrado para asegurar la
presencia o no de este virus, mediante ¢l apoyo de nniversidades del exterior (U.de
Wisconsin).

Iniciar nn estudio para determinar [a presencia de Bemisia argertifolii (Bellows &
Perring) en Honduras, pues es considerado como €l imico vector reportado de TYLCV.

Si el TYLCV encontrado pertcneciera a la cepa IS, no se recondenda siembras de tomate
en secuencia con frijol, o cultivos vecinos de estas dos plantas, pues se ha reportado que
el frijol actia como reservenio det TYLCV-IS.

Elaborar programas nacionales de informacion sobre 1a presencia de TYLCV y posibles
acciones de manejo Inmediato gue sean accesibles, econdmica y técnicamente, a
pequedos ¥ mediangs productores,

Se recomienda el uso de variedades resistentes de frijol 12 concentracion de Ja produceidn
de tomate y fijol en épocas con clima desfavorzble z 1a mosca blanca (fiio), pues como
se observd en el caso del frijol, las bajas poblaciones de mosca blanca no permitieron una
alta incidencia de geminivims {10%). Es importante recalcar que la siembra de estos
cultivos en €poca de frio, ademwas de que no se recomienda por la falta de lluvia, podra
favorecer la presencia de otras enfermedades de etiologia no viral como hongos,
comprometiendo la produceién,

S8i se logra la introduccidén al mercado de las variedades israelies en forma comercial,
logrando asi un precio de 1z semilla accesible a los productores de tomate de la regidn, se
recomendaria la adopcidn def germoplasma, principalmente Jas variedades TY-198, TY~
8479 y TY-8933 al presentar el mejor desempefio ante enfermedades causadas por
gemintvinus, especialmente TYLCV, v otras enfermedades de etiologia no viral,

Iniciar programas de manejo de TYLCY a nivel Centroamericano, pues no se descartaria
la posibilidad de la presencia de este virus en otros paises de la regidn,

Si es factible econdmicamente, repetir el ensayo de desempefio del germoplasma de
tomate resistente a infecciones virales a un nivel mayor para evitar los altos grades de
vafacion que se observd en este experimento, provocado por ¢l emor experimental.
Asimismo, realizar un mejor manejo de enfermedades fungosas y bacterianas que pueden
imterferir en el estudio,
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Evahar el germoplasma de tomate resistente a infecciones virales bajo condiciones de
mnvernadero v précticas agrondmicas elaboradas para lograr determinar el verdadero
potencia) de produccin en un medio ambiente que justifique 21 alto costo de su semilia,

Profundizar este estudio para detenminar Ja presencia de otros agentes virales gue 1o sean
geminivirus y evaluar, de ser posible atsladamente, su efecto detrimental en estos
cuitivos.
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ANEX(O L

Extraccidén de ADN Total (Plaata y Viral)
Modificacidn dc Doyle & Doyle (1990), FOCUS 12 (1): 1315
Extracciéo Miniprep de ADN

Anotar la informacion de la muestra,

Pesar 0.01 g de 1ejido de la planta y anotar su peso en el libro.  Seleccionar el
crecimiento de nuevas hojas cuando sea posibie. Las muestras en glicerol pueden
remojarse en agud por 5 min, antes de macerar,

Macerar el tejido cn un mortero ¢on aproximadamente 5-10 mg de alumina. Moler ¢l
tefido completamente, pero con cuidado de no dejar que el tejido se derrita,
Altcrnativamerte, se puede moler adicionando 100 ul de CTARB a 65°C con la arena
{0 una relacion de tejido:buffer de 1:3-5).

Mezclar bien y transferic con una micropipeta a un twbo microcenirifuga (1.5 mL).

Adicionar 1 velumen (300 ul) de cloroformo;aicohol isoamilico (24:1), e invertir
para mezclar,

Centrifugar a 12000 rpm por 10 min. Para separar las fases,

Remover y transferir con micropipeta la fase superior acuosz a un nueve tubo
microcentrifuga, Descartar la capa orgéanica de ¢loroformo en un recipiente,

Adicionar 2/3 partes de volumen de isopropanol fric (almacenado en el freezer),
cubrir con parafilm e invertir suavemente para mezclar (precipita los acidos
nucléicos). Incubar a temperatura ambiente por toda la poche,

Centrifugar a 12000 rpm por 10 min, {(4°C). Cutdadosamente decantar el
sobrenadante (&l sedimentc puede estar disuelte). Pipetear cualquier liquido
remanente con micropipeta.

Adicionar 100 vl de buffer fric de lavado directamente al sedimento {sustituye la sal
de CTAB con sal de amonio), mezclar e incubar por 20 min. a temperatura ambiente.,

Centrifugar a 12000 rpm por 5 min, (4°C),

Nota: 5i la muestra se observa sucia, se puede repetir el paso 10 al 11 (centrifugar).

12,

13,

Decantar ¢i sobrenadante y colocar los tubos cn una incubadors a 37°C por 30-60
min., o dejar secar en una camara de flujo laminar por 30 min,

Resuspender el sedimenta en 50 ul. de agua destilada esténil. Almacenar g 4°C,
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Buflers
Buffer de Extraccién de CTAB:
1X Mitad
NaCl (1.4 5) 81.82g 4091 g
EDTA (20 mM) 744 ¢ 3.72g
Trzma (mw 121,1;100 mM} 121 6.05g

Disolver los reaclivos en aproximadamente 1.7 L de agua destilada (850 ml si es para la
mitad}. Cuando disuelva, caliente hasta casi el punto de ebullicién y adicione 40 g (2%)
de CTAE {(Bromuro Hexadeciltrimetilamonio) o 20 g de CTAB si es para Ia mitad, y
mezcle hasta disolver. Enfrie a temperatura ambiente y ajuste a pH 80 con HCI
concentrado. Autoclave y almacene a 65°C.

Antes de usar: Adicione 4 ml (2 ml st es la mitad} de 2-mercaptoetanol (0.2%: Z-ME),
Devuelva a la incubadora, cierre muy bien para evitar evaporacion,

Bufler de lavado:

10 ml
95% etanol (76%) 7.9
8 M NH4Oac (10 mM) 1.2

Agua destilada 2




SINTOMAS Y RESTATADOS DE PCR PARA GEMIHIVIRUS Y TYLCV PARA MUESTRAS DE TOMATE (MUESTREQ ALEATORID)

MUESTRA | ENANIEMO |CORRUGAMIENTO| CLORQSIS | BORDES MORADOS | ACUCHARAMIENTO |GEMINIVIRUS|  TYLCV
PETC 08 4 X X X X X X
FETO 932 X

PETO 8 3 X X X

PETOSA 4 X A

PETOEA S X X X X

PETOB 8 X X X

Y-197 1 X

Y1872 X

T¢-1973 X X X A X
TY.507 4 X

TY-1876

TY-197 6

TY- 16681 X X X
TY-1€82 X X A
TY-1€623 X X X X
TY-168 4 X

TY-1885 X

Y1638 X

TY-83476 1 X X X

TY-8476 2 X X X X X
Y8483 X X X X
TY-8478 4 X X X

TY-8476 5 X X X X

Y8478 8 X X X X

Y-8 X X

TY88332 X

TY-833 2 X X

TY-8003 4 X

TY-8833 5

TY-8333 B X X X

¢ OX3NY

Ly



SINTOMAS Y RESULTADOS QE PCR PARA GEMINIVIRUS ¥ TYLCV PARA MUESTRAS DE TOMATE {MUESTREO POR SINTOMAS)

MUESTRA [NO, MUESTREQ| ENAtISMO | CORRUGAMIENTO| CLOROBIS | BORDES MORADOS | ACUCHARAMIENTO | GEMIMIVIRUS|  TYLCV
PEYO S8 Pt 1 X X X X
FPETO 66 P2 i X X s X
TY-187 PA i X A X X
TY-187 P2 § b X
TY-188 Pi § X X
TY-1668 P2 1 b X
Y8472 P1 1 X X hS
Y8473 P2 1 A X X
[TY-8833 P4 1 X X
TY-8933 P2 1 X X
PETO S8 P 2 X X £ X
PETQ 98 p2 2 X X X X
TY-197 M 2 X . X X
TY-197 P2 2 X !
TY-1£8 P1 2 X X
Y-8 P2 2 b A
TY-8478 P1 2 X X X
TY-8479 PR 2 X X X
TY-8523 P1 2 A X
TY-8933 P2 2 X X

b5



SINTOMAS Y RESULTAROS DE PCR PARA GEMINIVIRUS Y VMDF PARA FRIJOL (MUESTREO POR SINTOMAS)

MUESTRA |CORRUGAMIENTO |AMPOLLAMIENTO |CLOROSIS [MOSAICQ  |ENANISMO [DEFORMACIGHN [GEMIMIVIRUS |VMOF
B1 D48 P X X X

B2 D48 P1 X X X X X
B4 D46 Py X X X X X X
B40dP1 X X X

31 Cteh P1 X X X X X
Bl TloC Py X X

B2 Tlo C P1 X X

B1 0§ P1 X X X X
Bi DS P2 X X X

B1 O P X X X X
B1 Orr P2 X X X

Bl DT P3 X X X X

820m P14 X X X

82 0n P2 A A X X X
A3 Dt P1 X X X

B3 Dir P2 x X X X X

65



SINTOMAS Y RESULTADOS DE PCR PARA GEMINIVIRUS Y VIADF PARA FRUJOL (MUESTREO ALEATORIO)

MUESTRA

CORRUGAMIENTQ

AMPOLLAMIENTO

CLOROSIS

HOSAICQ

ENAHISMO

DEFORMACION

GEMINIVIRUS

VMDF

BT C1

B8] To C2

B1ToCQ

B1Twd 4

B1 DS

B1OS2

B1 D53

BiDS 4

B Cich §

B1 Ctoh 2

Bl Cihd

B1 Clch 4

B1Dm1

B1 02

31 B3

£10m4

Bipasy

B1 D482

R

M x| x

BID4G3

B1 D46 4

bed

>

21 0a1

Bl Dg2

El D63

81 0d 4

B2Ti C 1

BeTaC?2

BZTlo C3

B2 Tlo C4

/2 DS {

B2DS§ 2

0o



MUESTRA

CORRUGAMIENTG

AMPOLLAMIENTQ

CLORDEIS

MOSAICO

ENANISMO

DEFOAMACGION

GEMINIVIRDS

VDF

B2Ds3

B2D5 4

B2 Cich 1

B2 Cich 2

B2 Ctch 3

B2 Cloh 4

02Cr 1

B2Dm 2

8203

82 D4

B2 D43 1

8204682

B20483

B2D46 4

MM | XK 2

H KX R | > |

82001

B2Dd 2

B2Dd3

B2 D4

B3TC!

B3TinCR?

H3ITRCS

R3TlaC4

p3CS 1

alns 2

a30s3

B3DS 4

B3 Cieh 1

B3 Clkh2

B3CIeh3

B3 Clch 4

B3Dm 4

BaDmT2

19



MUESTRA

CORRUGAMIENTO

AMPOLLAMIENTO

CLARCEIS

MOSAICO

ENANISMO

NEFORMACION

GEMINIVIRDS

VMDF

B3 D3

X

X

B3 Dir 4

X

B3I 0451

X

X
X

BI0452

830453

>

Bl D454

ko

BIDd |

BlOd 2

BICI A

80 0d 4

BATbC 1

BATwC 2

B4Te C3

B4TR C 4

84051

BADS 2

B4D§ 2

B4 DS 4

B4 Cich 1

84Cich2

B4Cich 3

B4 Ckh 4

B4 D7 1

B4 O 2

B40x3

B4 Drr 4

B4 D451

B4 D432

B4AD453

H P> |2 |>x | =

R [ x| =

B4 0454

B4 0d

B4Dd 2




MUESTRA

CORRUGANMENTC

AMPOLLAZMENTO

CLOROSIS

HOSAICO

ENAKISMO

DEFORMACION

GEMINIVIRUS

VIMDF

84643

84Dd4

£g
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