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| RESUMEN

La mosca blanca (Bemisia tabaci Gennadius) es un insecto que se alimenta
de mas de 600 especies de plantas y tiene 31 biotipos registrados a la fecha.
En especifico, el estudio de los biotipos B y Q ha sido dirigido con mayor
atencion, debido a su habilidad para transmitir virus y resistencia a insecticidas.
Algunas caracteristicas que se le atribuyen al biotipo B son la extensa gamma
de huéspedes y una mayor fecundidad. Al biotipo Q, se le relacionan
caracteristicas similares a las del biotipo B, con la diferencia de una
impresionante resistencia a unos cuantos insecticidas y tolerancia a altas
temperaturas. Asi mismo, los biotipos B y Q de Bemisia tabaci han sido
descritos como transmisores especificos de algunos begomovirus como el virus
del rizado amarillo del tomate (Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV), el cual es
un begomovirus monopartita perteneciente a la familia Geminiviridae que ha
causado dafios irreversibles en cultivo de tomate debido a las dificultades para
controlar esta plaga. Otro begomovirus transmitido por B. tabaci y que afecta
hortalizas es el PHYVV (Virus Huasteco de la Vena Amarilla del Chile), este
virus posee un genoma bipartita y aunque se ha reportado que su eficiencia de
transmision en tomate es baja, éste puede presentarse aun cuando las
poblaciones de mosca blanca son bajas. El PHYVV sélo ha sido reportado en
regiones de México productoras de tomate entre las que se encuentra el estado
de Sinaloa. Sin embargo, a pesar de su prevalencia y los dafios que puede
llegar a causar en los cultivos que afecta, las investigaciones cientificas que
existen acerca de éste virus son escasas. En particular, no existe informacion
que relacione a la temperatura con el comportamiento de estos virus en su
interaccidon con la planta. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue
determinar el efecto de la temperatura sobre la presencia del TYLCV y PHYVV
en biotipos de B. tabaci Genn. a partir de plantas de tomate infectadas. Se
recolectaron 109 individuos de mosca blanca durante los meses de Noviembre

a Marzo del ciclo 2015-2016 en cultivo de tomate en el sitio San Ignacio,
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Culiacan, Sinaloa, México. Se realizo la extraccidon de ADN de cada insecto, y
posteriormente se hizo la deteccién de TYLCV por medio de la amplificacion de
un segmento de 334 pares de bases de la regién 3’ del gen de la proteina de la
capside, y de PHYVV mediante la amplificacién de un segmento de 350 pares
de bases del componente A de begomovirus bipartita, el cual incluye la region
comun y parte de la proteina de la capside. La deteccién de los biotipos By Q
de B. tabaci fue mediante la amplificacion por PCR punto final de fragmentos de
292 pb y 334 pb de la carboxil esterasa Il del insecto, respectivamente. La
confirmacion de la identidad de cada uno de los virus y los biotipos B y Q se
realizd por medio de la secuenciacion de los fragmentos amplificados. Algunas
muestras no amplificaron con los iniciadores especificos para biotipos By Q, lo
que quizas se deba a la presencia de otro biotipo en la regidn; a estas muestras
inespecificas se les nombré como biotipos Ot. Los resultados indicaron que la
presencia de TYLCV en B. tabaci respondid a altas temperaturas en los
registros del biotipo B, ya que cuando se registraron 15.54 grados dia promedio
(GDp) en 15 dias, la incidencia de este virus fue mayor que cuando se tuvieron
11.17 GDp. Sin embargo, la presencia de PHYVV en el biotipo B presentd un
comportamiento inverso al TYLCV, ya que el mayor porcentaje de este biotipo
con PHYVV se registré a 11.17 GDp y éste fue menor a 15.54 GDp. En cuanto
a la relacion entre la presencia de los biotipos de B. tabaci expresada en grados
dia promedio acumulados (GDpA), se obtuvo una respuesta positiva del biotipo
B, contrario a lo ocurrido en el biotipo Ot, pero en el biotipo Q se observd un
comportamiento estable independientemente de los GDpA. Con lo anterior se
puede concluir que fue posible identificar la presencia de los biotipos B y Q en
B. tabaci Genn y de los begomovirus TYLCV y PHYVV en moscas blancas. La
temperatura se relaciona directamente con la presencia de B. tabaciy a su vez
con el porcentaje de begomovirus y de plantas con sintomas. Los resultados
obtenidos podran ayudar a mejorar las estrategias establecidas para el control
de B. tabaci.



ABSTRACT

The whitefly, Bemisia tabaci (Gennadius), is an insect that feeds on more
than 600 species of plants, and it have 31 biotypes registered to date.
Specifically, the study of B and Q biotypes has been addressed with more
attention, due to its ability to transmit viruses and resistance to insecticides.
Some characteristics attributed to biotype B are the extensive gamma of hosts
and greater fecundity. The biotype Q has some characteristics similar to those of
biotype B, with the difference of an impressive resistance to a few insecticides
and tolerance to high temperatures. Likewise, B and Q biotypes of Bemisia
tabaci have been described as specific transmitters of some begomoviruses as
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), a monopartite begomoviruses belonging
to Geminiviridae family that has caused irreversible damage to tomato crops due
to the difficulties in controlling this pest. Another begomoviruses transmitted by
B. tabaci that affects vegetables is PHYVV (Pepper Huasteco Yellow Vein
Virus), which has a bipartite genome, and although it has a low transmission
efficiency in tomato, this can occur even when the whitefly populations are
small. PHYVV has only been reported in tomato producer region of Mexico,
including the state of Sinaloa. However, despite its prevalence and the damage
it can cause to the crops, scientific research about this virus is scarse. In
particular, there is no information that related the temperature with the behavior
of these viruses in their interaction with the plant. Therefore, the objective of this
work was to determine the effect of temperature on the presence of TYLCV and
PHYVV in biotypes of B. tabaci Genn. from infected tomato plants. A total of 109
whitefly insects were collected from November to March of the 2015-2016 cycle
of tomato crop in San Ignacio, Culiacan, Sinaloa, Mexico. DNA extraction of
each insect was carried out, and the detection of TYLCV was performed by
amplification of a segment of 334 base pairs at the 3’ region of the capsid
protein gene, whereas PHYVV was identified by amplification of a 350 base

pairs segment of the component A of bipartite begomoviruses, which includes
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the common region and part of the capsid protein, as well as Bemisia tabaci B
and Q biotypes were detected by PCR amplification of fragments of 292 pb and
334 pb of the insect carboxyl esterase |l respectivamente. Confirmation of the
identity of each virus and B and Q biotypes was performed by sequencing the
amplified fragments. Some samples did not amplify with the specific primers for
B and Q biotypes, perhaps due to the presence of another biotype in the region,
these nonspecific samples were named as Ot biotypes. The results indicated
that the presence of TYLCV in B. tabaci responded to high temperatures in the
biotype B records, since the incidence of this virus recorded at 15.54 Average
Degree Day (ADD) in 15 days was higher than that at 11.17 ADD. Nevertheless,
the presence of PHYVV in biotype B had an inverse behavior to TYLCV, since
the highest percentage of this biotype with PHYVV was recorded at 11.17 ADD
and the lowest value was recorded at 15.54 ADD. Regarding the relationship
between the presence of B. tabaci biotypes expressed in Average Accumulated
Degree Day (AADD), a positive response of biotype B was obtained, contrary to
what happened in the biotype Ot, however, a stable behavior was observed in
the biotype Q regardless of the AADD. Thus, it can be concluded that it was
possible to identify the presence of B. tabaci Genn. B and Q biotypes and the
presence of TYLCV and PHYVV viruses in whiteflies. The temperature is directly
related to the presence of B. tabaci and at the same time with the percentaje of
begomovirus and plants with symptoms. The results obtained will be helpful to

improve the strategies established for the control of B. tabaci.



Il INTRODUCCION

Bemisia tabaci también conocida como la mosca blanca del algodon, del
tabaco o de la batata es una especie ampliamente distribuida en regiones
tropicales y subtropicales del mundo, donde se alimenta de mas de 600
especies de plantas cultivadas y silvestres (Mound y Halsey 1978; Greathead
1986; Secker y col 1998). Fue descrita por primera vez por Gennadius en el afio
1889, en Grecia, sobre planta de tabaco (Nicotiana sp.), con el nhombre de
Aleurodes tabaci (Gennadius 1889). Su ciclo de vida esta muy influenciado por
factores abioticos como la temperatura, la humedad relativa, baja cantidad de
lluvia, y el fotoperiodo, asi como las caracteristicas de su hospedante, por lo
que la literatura al respecto es muy variable. Su ciclo de desarrollo consiste en
una metamorfosis que pasa por los siguientes estados: huevecillo, cuatro

instares ninfales y adulto (Brown y Bird 1992).

Los organismos poiquilotermos, entre los que se encuentran artropodos
(muchos de ellos parasitos), se caracterizan por el hecho de que la variacion de
temperatura interna es una consecuencia de la variacién en la temperatura
ambiental. Por lo tanto, el factor abidtico mas importante para estos seres es la
temperatura, que tiene un papel crucial en su distribucion, crecimiento y
desarrollo (Marshall 1981; Dawson y col 2005). Se han distinguido varios
biotipos de Bemisia tabaci con base en su ubicacion geografica, los
hospedantes que atacan, las caracteristicas morfolégicas y las esterasas
marcadoras (Brown 1993; Bedford y col 1994). Existen descritos 31 biotipos de
mosquita blanca (Lee y col 2013). El biotipo B fue documentado en 1988 (Costa
y Brown 1991) y era el mas disperso en el mundo hasta que fue identificado el
biotipo Q en algunas regiones del Mediterraneo (De Barro y col 2010), éste ha
desplazado al B de varios paises debido a que posee resistencia al insecticida
piriproxifen (llamado comercialmente Knack) muy utilizado en cultivos agricolas,
y a neonicotinoides, mientras que el biotipo B es susceptible a ellos (Horowitz y

col 2005). Los biotipos B y Q de Bemisia tabaci han sido descritos como
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transmisores especificos del TYLCV (Brown y col 1995). Varios cultivos han
sido afectados econdmicamente por mosca blanca en diversos lugares del
mundo. En México, durante los ultimos 10 anos los cultivos horticolas han sido
afectados por geminivirus transmitidos por mosquita blanca (Bemisia tabaci
Genn. Biotipo B) (Torres-Pacheco y col 1996). En los estados de Jalisco,
Guanajuato y San Luis Potosi, donde se cultiva el 20% de la superficie de chile
y el 10% del tomate a nivel nacional, estos patégenos han danado del 30 al
40% del area sembrada (Garzon-Tiznado 1995). El TYLCV (Tomato yelow leaf
curl virus, TYLCV, por sus siglas en inglés) es un geminivirus perteneciente al
género de los begomovirus, con genoma monopartita. Este virus fue identificado
por primera vez en lIsrael en 1939 (Picd y col 1996), y debido a que continua
propagandose en el mundo se han reportado numerosos aislados (Lefeuvre y
col 2007), tales son los casos de diferentes paises del Mediterraneo y Africa
(Brown 1994). La adquisicion del virus por mosca blanca se lleva a cabo
mientras ésta se alimenta del floema de la planta infectada por begomovirus
como el PHYVV y el TYLCV (Benforf 1994); éste ultimo induce enfermedades
que limita la produccion del tomate en regiones tropicales y subtropicales de
todo el mundo (Moriones y Navas Castillo,2000), donde se han reportado
pérdidas en rendimiento hasta del 100% , sobre todo cuando las plantas son
infectadas en las primera etapas fenoldgicas del cultivo (Nakhla y col 1999,
Moriones y Navas Castillo 2008). EI PHYVV (Virus Huasteco de la Vena
Amarilla del Chile), posee un genoma bipartita (Brown 2003b) y fue identificado
por primera vez en la regién la Huasteca a finales de los 80s (Garzén-Tiznado y
col 1993; Torres-Pacheco y col 1993). Se sabe que puede presentarse aun
cuando las poblaciones locales de mosquita blanca son bajas; el virus posee un
rango reducido de hospederos y no hay evidencia de que pueda transmitirse
por semilla (Brown 2003a). Este begomovirus se ha reportado con alta
eficiencia de transmision en chile y tabaco, pero con una baja eficiencia en

tomate (Garzon-Tiznado y col 1993; Torres-Pacheco y col 1993).



Ill REVISION DE LITERATURA
A Bemisia tabaci Gennadius
1 Biologia

La mosca blanca (Bemisia tabaci) también conocida como la mosca blanca
del algodon, del tabaco o de la batata Mound y Halsey 1978; Greathead 1986;
Secker y col 1998), pertenece a la familia Aleyrodidae, (Westwood 1840),
subfamilia Aleyrodinae, integrada en el orden hemiptera, al género Bemisia
(Quaintance y Barkeer 1914), a la especie B. tabaci (Gennadius 1889), clase
insecta, subclase Pterygota (Hemimetabola), phylum Arthropoda y al reino
animal. B. tabaci es una especie ampliamente distribuida en regiones tropicales
y subtropicales del mundo, donde se alimenta de mas de 600 especies de
plantas cultivadas vy silvestres (Mound y Halsey 1978; Greathead 1986; Secker
y col 1998).

La mosca blanca, se cree que tiene su origen en el continente africano o
bien en la zona de la India y Pakistan (Brown y col 1995). Fue descrita por
primera vez por Gennadius en el afio 1889, en Grecia, sobre planta de tabaco
(Nicotiana sp.), con el nombre de Aleurodes tabaci (Gennadius, 1889). Anos
después, en el Nuevo Continente, en concreto en Florida, Quaintance (1900) la
describié de nuevo, a partir de ejemplares capturados sobre varias especies
vegetales, y la denomind Aleurodes incospicua. Quaintance y Baker (1914), al
describir a Bemisia como un nuevo género utilizando como especie tipo a
Aleurodes incospicua, cambia su nombre por el de Bemisia incospicua. En 1957
esta especie y otras 18 previamente descritas, fueron sinonimizadas por Russell
(1957) en una especie unica, Bemisia tabaci. En 1978 se hizo una revision de
las especies incorporando todas las sinonimias de Russell y posteriores (Mound
y Halsey, 1978a), se obtuvieron un total de 22 sindbnimos que se atribuye a la

variabilidad en la morfologia de la capsula pupal (Mound y Halsey 1978a).



2 Ciclo de vida y reproduccién

Las mosquitas blancas son pequefios insectos con aparato picador
chupador en forma de pico, tienen el cuerpo y las alas cubiertas con un polvillo
blanco. Su ciclo de vida de esta muy influenciado por factores abiéticos como la
temperatura, la humedad relativa y el fotoperiodo, asi como las caracteristicas
de su hospedante, por lo que la literatura al respecto es muy variable (Mound y
Halsey 1978). De las 1,300 especies de moscas blancas descritas soélo los
géneros Bemisia y Trialeurodes han sido citados como vectores de virus
(Mound y Halsey 1978). Se reproducen por arrenotoquia, procediendo los
machos de huevos haploides no fecundados y las hembras de huevos diploides
fecundados por los machos. Los huevecillos son depositados por las hembras

normalmente en el envés de las hojas (Gill 1990; Castané y col 2008).

La fecundidad, es de 100 a 300 huevecillos y varia dependiendo de las
condiciones ambientales (Brown y Bird 1992). Los huevecillos de Bemisia
tabaci, son colocados individualmente o en grupos en el envés de las hojas. La
eclosién puede presentarse de entre 5 a 10 dias después (Byrne y Bellows
1991).

El ciclo de vida bajo condiciones éptimas en el trépico, generalmente dura
menos de tres semanas (Mound 1983), y es afectado por las condiciones
ambientales (temperatura y precipitacion) y el tipo de hospedante (King y
Saunders 1984; Byrne y Bellows 1991). Los adultos de la estacion seca tienen
una longevidad de 10 a 15 dias (Van Lenteren y Noldus 1990), siendo las
hembras las que generalmente viven mas tiempo (Mound 1983). La proporcién
de sexo generalmente es 1:1 (Van Lenteren y Noldus 1990), aunque las
hembras infertilizadas colocan huevos de los cuales eclosionan solamente
machos (Mound 1983). Este vector es una plaga estacional, cuyo impacto mas
severo se presenta en la estacion seca (Hilje y col 1992). La alta temperatura,

baja humedad relativa y baja cantidad de lluvia favorecen el incremento de las
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poblaciones (Anzola y Lastra 1985; Saikia y Muniyappa 1989), especialmente
en los cultivos irrigados, fertilizados con nitrégeno, donde las condiciones para
el aumento de su poblaciéon son las ideales (Mound 1983; Anzola y Lastra
1985).

B. tabaci es capaz de completar en los meses mas calidos una generacion
en tan solo 12-14 dias, mientras que en los meses mas frios estos valores se
incrementan hasta los 43—-49 dias (Rapisarda 1990). De este modo, en areas
calidas se produce un solapamiento de las generaciones, ya que esta especie
se reproduce sin interrupcion, pudiendo producirse de 11 a 15 generaciones en
condiciones tropicales, por afio (Lépez-Avila 2004). Por otro lado, también
parece ser que el hospedante, asi como el estado sanitario de éste influyen en
la fecundidad de B. tabaci. El rango de temperaturas al cual puede desarrollarse
y multiplicarse esta plaga es muy amplio, ya que puede realizar estos procesos
en un intervalo de temperaturas que va desde los 16 °C hasta los 34 °C. Los
valores de los umbrales extremos de temperatura por debajo y por encima de
los cuales no pueden realizar estos procesos son respectivamente 9 y 40 °C
(Sanchez y col 1991). Los valores térmicos limitantes dependen también a su
vez del estadio de desarrollo considerado y del hospedante vegetal (Powell y
Bellows 1992). De este modo, la ninfa | encuentra su valor térmico minimo a
16,2 °C en calabacin y a 11,5 °C en el algodon. Por otro lado, el huevo tiene su
minimo térmico a 18,3 °C en el calabacin y a 15,8 en el algodon. La
supervivencia de esta especie se incrementa para temperaturas del orden de

los 25 — 30°C por encima de la que presenta a 20°C. (Powell y Bellows 1992).

Es comun calcular el ciclo de vida del insecto en base a la temperatura
ambiental, sin embargo, lo correcto es determinar las fases de su ciclo biolégico
por la acumulacion de unidades calor (UC) 6 grados dia (GD) que presente.
Esta es una unidad que combina el tiempo y temperatura acumulada entre los
umbrales de desarrollo aplicables en un periodo de 24 horas, lo que nos puede

indicar entre qué fases de desarrollo se encuentra un organismo. Para realizar
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el calculo de unidades calor, se toman en cuenta las temperaturas maximas y
minimas diarias y se dividen entre dos (por dia) menos el umbral de
temperatura del insecto, que en el caso de Bemisia tabaci Genn. es 10°C,
aunque varia dependiendo de la region (Mufiz 2000). Este insecto requiere de
una acumulacion de 316 a 400 unidades calor entre generaciones
aproximadamente (CESAVEG 2004; INFOAGRO 2014; SAEPI 2009).

a Factores abioticos en la regulacion del ciclo de vida

Los factores ambientales (temperatura, humedad y fotoperiodo
principalmente) influyen de modo decisivo en los organismos, teniendo efectos
muy diversos, desde cambios en el comportamiento (desplazamientos,
busqueda de lugares adecuados, migracion) hasta cambios hormonales
(regulacién de la época reproductiva, estrategias de resistencia a condiciones
desfavorables) (Ostfeld y col 2005). Aunque las respuestas fenoldgicas
requieren de la combinacion de varios factores ambientales (Visser y col 2010),
se conoce que la temperatura es un elemento fundamental en la regulacion de
ciclos de vida y fenémenos fisioldgicos, sobre todo en ectotermos (Sharpe y
Demichele 1977; Merino y Potti 1996; Thomas y Blanford 2003; Maioriano y col
2012). Los organismos poiquilotermos, entre los que se encuentran artrépodos
(muchos de ellos parasitos), se caracterizan por el hecho de que la variacion de
temperatura interna es una consecuencia de la variacién en la temperatura
ambiental. Por tanto, el factor abidtico mas importante para estos seres es la
temperatura, que tiene un papel crucial en su distribucion, crecimiento y
desarrollo (Marshall 1981; Dawson y col 2005). Ademas, la temperatura
ambiental es un factor clave en la regulacion de los ciclos de vida de los
organismos ectotermos, debido al efecto que éste causa en estos organismos
ya que no son capaces de regular su temperatura corporal (Tauber y col 1986)
y particularmente, por su efecto en la conformacién y respuesta enzimatica que
controla el metabolismo (Sharpe y De Michele 1977; Bonhomme 2000). Muchos

parasitos usan otras variables ambientales, como la humedad o el fotoperiodo,
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como pistas para sincronizarse con el momento adecuado del ciclo vital del
hospedador (Marshall 1981).

El factor abiético que de manera general se denomina temperatura, engloba
en realidad una multitud de facetas de gran importancia biolégica. La
descripcion de las caracteristicas térmicas de un habitat determinado debe
incluir variables como temperatura media, oscilacién térmica, valores extremos.
Cada una de estas facetas tiene importantes implicaciones en la fisiologia de
los organismos ectotermos. Por ejemplo, se sabe que la fluctuacién térmica
provoca una aceleracion del desarrollo ( Ratte 1984; Radmacher y Strohm
2011; Inoue 2012; Marshall y Sinclair 2012), aunque se ha visto que la amplitud
de fluctuacién (es decir, las temperaturas extremas) pueden tener un efecto
contrario (Petavy y col 2001; Carrington y col 2013). Los eventos de frio pueden
igualmente actuar como estimulo en el desarrollo (Tauber y col 1986; Dong vy
col 2013), o bien pueden producir situaciones de estrés térmico (Marshall y
Sinclair 2012) y /o promover tolerancias a condiciones extremas (Bale y col
2002). Los cambios y senales térmicas son detectados por fase o estadios
sensibles en la poblacion y emergencia en los momentos 6ptimos (Tauber y col
1986; Kostal 2006).

3 Morfologia

Las especies de mosca blanca presentan 4 estadios: huevecillo, larva, pupa
y adulto (Figura 1). A su vez el estado de larva tiene tres estadios: |, Il y Ill.
Existen algunas discrepancias en la utilizacion del término pupa, que no lo es
realmente, ya que existe alimentacion en la primera parte del estado, y la
transformacién en adultos se produce en la parte final del mismo, sin que exista
una muda pupal. Por ello seria mas correcto el nombre de ninfas en lugar de
larva (I, Il y Ill) y ninfa IV para la pupa (Gill 1990). Sin embargo, la terminologia
larva-pupa sigue siendo la mas utilizada en la actualidad (Carapia y Castillo
2013).
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Figura 1. Ciclo de vida y reproduccion de Bemisia tabaci (Chaubey y col 2015).
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El huevecillo es eliptico e inicialmente de un tono amarillo blanquecino y
segun va evolucionando va adquiriendo un tono marrén-rojizo. La hembra
coloca los huevos en posicidon vertical o circular y generalmente en el envés de
las hojas (Figura 2). Los huevecillos se hayan recubiertos por una secrecion
pulverulenta de color blanco. Miden unos 0.16 mm de longitud por unos 0.072
mm de diametro (Gomez-Menor 1944). En funciéon de la especie de planta
huésped los puede colocar de forma aislada o bien en grupo. En este ultimo
caso la hembra, tras clavar su estilete en la hoja y a la vez que se alimenta, gira
alrededor de su estilete, el cual usa como eje de rotacion, colocando asi una
hilera de huevos que tiene forma de circunferencia (Carapia-Ruiz y Castillo-
Gutiérrez 2013). La eclosion puede presentarse de entre 5 a 10 dias después
(Byrne y Bellows 1991). En los insectos exopterigotos (aquellos que tienen una
metamorfosis simple o incompleta) los estados juveniles se denominan ninfas y

no existe estado pupal.

La ninfa (larva) | (larva del primer estadio) fija, es la que emerge del huevo,
tiene forma eliptica de color blanco verdoso ventralmente plana y dorsalmente
convexa, es movil (caminante) después de que ésta se fije a la superficie de la
hoja. Los ojos ocupan los margenes cefalicos y aparecen como dos pequeias
manchas rojas, el aparato bucal se compone de dos pares de estiletes que
conforman las maxilas y las mandibulas. Se encuentra ventralmente entre dos
patas delanteras, posee patas bien desarrolladas (Gémez Menor y col 1994;
1989), cuando se fija, repliega sus patas y antenas, clava su estilete bucal y
empieza a alimentarse. También se produce un endurecimiento del
exoesqueleto de la ninfa (SAEPI 2009). A la ninfa | fija tras una muda la sucede

la ninfa Il (larva de segundo estadio).

La ninfa Il exteriormente es muy similar a la ninfa |, diferenciandose
unicamente en que la ninfa Il es de un tamafio algo mayor (Gémez Menor y col
1994; 1989).
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Figura 2. Huevecillos de Bemisia tabaci fijados a la superficie de la hoja por el
estilete, puestos en forma circular (Bayer CropScience 2014).
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La ninfa Ill, surge tras producirse una segunda muda. Dimensiones con 0.53
mm.de longitud y 0.36 mm.de anchura de aspecto muy similar a esta ultima
(Gomez Menor y col 1994,1989).

Finalmente, tras una tercera muda, aparece el ultimo estadio larvario, la
ninfa IV o pupa, que se diferencia del anterior estadio en que la ninfa IV es de
mayor tamafo. Segun esta descripcion podemos decir que los diversos
estadios larvarios por los que pasa B. tabaci en su desarrollo se diferencian
basicamente en el tamafo de los sucesivos estadios, ya que exteriormente son
muy similares (SAEPI 2009).

La pupa presenta diversas modificaciones respecto al estadio anterior; los
ojos se vuelven compuestos y de color rojo. El cuerpo es de color amarillo y de
forma mas o menos eliptica. A ambos lados del cuerpo y en el interior de este,
pueden verse dos bandas de color blanco que son las alas. Mantiene una
coloracidn mas opaca que en el estado larval, aunque las pupas parasitadas
toman un color mas oscuro (SAEPI 2009). Tras el desarrollo de la pupa, el
adulto emerge tras abandonar el exhuvio a través de una apertura en forma de
T practicada en la parte posterior de ésta. Tras emerger el adulto tiene las alas
replegadas, las cuales extiende en poco tiempo. El cuerpo del adulto es de
color amarillo y las alas de color blanco (Figura 3). Cuando se encuentra en
reposo mantiene las alas plegadas formando una especie de tejadillo, después
de la emergencia secreta una sustancia cérea con la cual recubre sus alas y
parte de su cuerpo. Los 0jos son compuestos y de color rojo. La hembra adulta
generalmente es de mayor tamafio que el macho. Ademas, se diferencia de
este ultimo en la forma del abdomen, ya que el de la hembra tiene una forma
mas o menos globosa y oval mientras que el del macho tiene una forma mas
apuntada (SAEPI 2009). Los adultos son alados y los estadios inmaduros,
después del primer instar son sésiles, aplanados y parecidos a escamas, miden

de 1 a 2 mm de longitud y son de color blanco (Mound 1983).
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Figura 3. Adultos de Bemisia tabaci (Gennadius) (Bukovinszky 2004).
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Bemisia tabaci tiene 31 biotipos documentados (Lee y col 2013)
(denominados con letras en secuencia, desde la A hasta la S) (Perring 2001),
de los cuales al menos seis estan en América (Brown 1993; Brown y col 1995;
De Barro y Driver 1997). Los mas difundidos son el A (biotipo “original” en
América), el B (originario del Viejo Mundo) y el Q (localizado en la cuenca del
mar Mediterraneo) (Perring 2001). Casi todos los estudios bioecoldgicos: ciclos
de vida, fisiologia, comportamiento, ambito de hospedantes, relaciones insecto -
planta y enemigos naturales se han realizado con los dos primeros biotipos
(Perring 1996).

Existen, ademas, diversos biotipos identificados en todo el mundo y que
muestran diferencias en lo que refiere, entre otros aspectos, a hospedadores,
parametros biolégicos y capacidad de transmisién de virus (Oliveira y col 2001;
Perring 2001; De Barro y col 2005).

4 Biotipos

El término biotipo, aplicado a los insectos, se usa para distinguir entre dos o
mas poblaciones morfolégicamente similares o indistinguibles, pero que difieren
entre ellas en cuanto a la preferencia de hospedante, tiempo de desarrollo,
resistencia a insecticidas y otras caracteristicas de importancia biolégica o
ecoldgica (Bush 1994). Las especies del complejo se pueden distinguir por la
secuenciacion del gen mitocondrial CO1. Los analisis de esas secuencias
muestran que la diferencia genética de las poblaciones de Bemisia tabaci
corresponde al origen geografico excepto para dos especies que se encuentran
en todo el mundo (Guirao y col 1997; De Barro y col 2005; De la Rua y col
2006; De Barro y col 2011; Hu y col 2011; Alemandri y col 2012; De Barro
2012).

Se han distinguido varias especies de Bemisia tabaci, con base en su ubicacion
geografica, a los hospedantes que atacan, a caracteristicas morfolégicas y a

esterasas marcadoras (Brown 1993; Bedford y col 1994). Hasta 1992 se habian
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reportado en América Central los biotipos B, C, D y F (Brown 1993; Brown y col
1995). Debido a la gran similitud morfolégica (Bethke y col 1991) la especie
Bemisia tabaci muchas veces comprende un complejo de razas o, segun ciertos

autores, un complejo de especies (Bellows y col 1994; Perring y col 1993).

El biotipo B fue documentado en 1988 (Costa y Brown 1991) y era el mas
disperso en el mundo hasta que fue identificado el biotipo Q en algunas
regiones del Mediterraneo (De Barro y col 2010), éste ha desplazado al B de
varios paises debido a que posee resistencia al insecticida piriproxifen (llamado
comercialmente Knack) muy utilizado en cultivos agricolas, y a neonicotinoides,

mientras que el biotipo B es susceptible a ellos (Horowitz y col 2005).

La prevalencia del biotipo B en cultivos de algodon es mayor que el biotipo
Q, el cual ha tenido impacto sobre la resistencia al piriproxifen, por lo que, en
cultivos protegidos, donde los regimenes quimicos son comunes, el biotipo Q
ha sido predominante. La resistencia al piriproxifen ha sido detectada en Israel
desde los afios noventa (donde no se detecto resistencia del biotipo B a este
insecticida) (Horowitz y col 2002, 2005, 2014). Sin embargo, una alta resistencia
para B. tabaci ha sido encontrada, con un decremento en el uso de insecticidas.
Este descenso ha resultado en que el biotipo B sin la seleccion de insecticidas
suele ser mas competitivo que el biotipo Q, por lo que el uso constante de

insecticidas animaria el desarrollo del biotipo Q (Horowitz y col 2014).

El biotipo B de Bemisia tabaci se caracteriza por poseer una mayor
fecundidad (Bethke y col 1991) que le confiere la capacidad de desplazar
poblaciones previamente establecidas de otros biotipos, o que eventualmente
podria producir cambio en la epidemiologia de los virus que transmiten (Cohen
y col 1992). Esta especie produce una o varias toxinas que provocan en los
hospedantes sintomas que le son particulares (Yakomi y col 1990; Brown y col
1992; Cohen y col 1992; Costa y col 1993; Bedford y col 1994).
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La mosca blanca biotipo B, fue identificada por primera vez como una nueva
cepa de B. tabaci cuando aparecio en América a mediados de la década de
1980 (Brown y col 1995a). Se diferenciaba de la cepa nativa de B. tabaci por la
capacidad de sus larvas para inducir un trastorno citotoxico “hoja plateada de la
calabaza” (Costa y Brown 1991) y por su perfil distintivo de esterasa (Bedford y
col 1994), aunque esta ultima caracteristica no es infalible (Byrne y col 1995).
Hasta 1994, fue universalmente conocido como biotipo B de Bemisia tabaci,
Bellows y col (1994) lo describieron como una especie separada, nombrandola
como B. Argentifolii, esta decision fue un tema polémico entre los
investigadores y los taxonomistas en todo el mundo, debido a que el
nombramiento del biotipo B como B. Argentifolii se basaba en una comparacion
con la cepa americana nativa (el biotipo A) y no entre los muchos otros biotipos

que estaban siendo identificados en todo el mundo (Bedford y col 1994a).

Un estudio realizado por Rosell y col (1997), donde utilizdé SEM
(microscopia electrénica de barrido) para examinar los caracteres morfolégicos
documentados por Bellows y col (1994) para la identificaciéon de B. argentifolii,
mostraron que la mayoria de las poblaciones del Viejo Mundo de B. tabaci eran
morfolégicamente indistinguibles del biotipo B. Estas poblaciones del Viejo
Mundo no indujeron trastornos hoja plateada o patrones de esterasa de bandas
similares a las del biotipo B. Sin embargo, en el Nuevo Mundo, el biotipo B ha
sido aceptado facilmente como una nueva especie, B. argentifolii (De Barro y
col 2005). Sin embargo, hay datos moleculares y biologicos insuficientes para
apoyar la separacion de B. tabaci y B. argentifolii como especies diferentes (De
Barro y col 2005).

Los biotipos B y Q de Bemisia tabaci han sido descritos como transmisores
especificos del TYLCV (Brown y col 1995). El biotipo B es el mas extendido
alrededor del mundo, mientras que el Q es el mas extendido en la cuenca
mediterranea, estando presente también en Asia y América. Ambos biotipos

pueden coexistir en el mismo cultivo, siendo el biotipo Q el mas resistente a
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insecticidas (Horowitz y col 2005; Arné y col 2008). La importancia de la
identificacion de los biotipos de B tabaci se relaciona con un control especifico
de esta plaga en cosechas, asi como la pronta respuesta al manejo de las

mismas (Kang y col 2012).
5 Importancia econémica y dafios ocasionados

Varios cultivos han sido afectados econdmicamente por mosca blanca en
diversos lugares del mundo como, por ejemplo, en Nigeria, mas del 90% de
pérdidas en caupi (Vigna unguiculata), han sido atribuidas a un mosaico

amarillo transmitido por B. tabaci (Rizk y Ahmed 1981).

En Sinaloa, en el ciclo horticola otofo-invierno 2014-2015, se presentaron
danos dramaticos en algunas variedades de cultivo de tomate muestreadas en
el valle de Guasave, Ahome, Mocorito y Culiacan, con pérdidas hasta del 100%
por enfermedades causadas por TYLCV (Méndez y col 2016). La peor crisis
ocasionada por este mismo virus, se presentd en el ciclo agricola 2005-2006,
en Sinaloa, en el 30% de la produccién, donde los productores de tomate

calcularon sus pérdidas en 300 millones de délares (Bayer de México 2009).

La mosquita blanca (B. tabaci: Biotipo B) tanto en el invernadero como en el
campo, ha sido considerada como la plaga de mayor impacto en las hortalizas
en México y otras regiones del mundo, por ser un importante transmisor de
enfermedades virales. El vector puede alcanzar una eficiencia de transmision
del virus del 85-90% cuando la enfermedad es adquirida en la etapa de planta
(Rosset 1986).

En Meéxico, durante los ultimos 10 afios los cultivos horticolas han sido
afectados por geminivirus transmitidos por mosquita blanca (Bemisia tabaci
Genn. o B. argentifolii, Bellows and Perring) (Torres-Pacheco y col 1996). En los

estados de Jalisco, Guanajuato y San Luis Potosi, en donde se cultiva el 20%
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de la superficie de chile y el 10% del tomate a nivel nacional, estos patdégenos

han dafiado del 30 al 40% del area sembrada (Garzén-Tiznado 1995).
a Como plaga

Succiona la savia de la planta de la cual se alimenta, tanto por los adultos
como por las ninfas, manifestandose un debilitamiento y marchitamiento del
vegetal (Berlinger 1986), segregando sustancias nucleosas que sirven de
substrato al hongo que causa la fumagina, el cual tiene un efecto adverso en la
fotosintesis, al impedir la llegada de luz a la superficie foliar (CIAT 1986). Este
hongo ensucia y torna pegajosas las hojas de la planta (hojas, flores, frutos,
etc.) reduciendo la tasa fotosintética y el valor comercial de las partes vendibles
(Berlinger 1986), maduracion irregular de los frutos como el tomate (Schuster y
col 1990), transmision de enfermedades virales (Muniyappa 1980) y también
inyecta toxinas a la planta en el momento en que se alimenta. Es una plaga de
mucha importancia econdmica, por las pérdidas que se derivan de las

enfermedades producidas por los virus que transmite (Sponagel y Funez 1994).
b Como vector

El dafio mas importante producido por mosca blanca, es el indirecto, por
medio de la transmision de enfermedades virales, provocadas principalmente
por geminivirus. Dichas enfermedades pueden reducir hasta un 100% los
rendimientos del cultivo del tomate si la infeccidén se produce en los primeros 40
o 50 dias, después de la germinacién de las plantas (Lastra 1993). Bemisia
tabaci es capaz de transmitir gran cantidad de virosis, de entre ellas un buen
nuamero afectan al tomate. Se conoce su eficacia en la transmisién de
enfermedades como: Tomato Yellow Leaf Curl Virus (TYLCV), Tomato Yellow
Mosaic Virus (TYMV), Tomato Leaf Curl Virus (TLCV), Chino del tomate
(CdTV), Tomato Golden Mosaic Virus (TGMV); de todas estas virosis, la
primera es en la actualidad, el mas extendido y pernicioso en las areas

mediterraneas, al originar una parada casi total en el desarrollo de las plantas
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afectadas (INFOAGRO 2014). Eventualmente, las altas poblaciones de B.
tabaci comenzaron a transmitir virus de plantas no cultivadas a las cultivadas,
pues este insecto transmite mas de 200 virus diferentes, principalmente
Begomovirus, como el virus del rizado amarillo del tomate (TYLCV) y el virus del
mosaico dorado amarillo del frijol (BGYMV), entre otros (Vazquez y col 2007). El
problema actual con B. tabaci obedece basicamente a los siguientes factores:
sus poblaciones desmesuradas y a la asociacidn con geminivirus, que por
reproducirse en el floema de las plantas son muy dafinos (Hilje 1996), entre
estos tipos de geminivirus se ha detectado el del mosaico dorado del frijol y el
del mosaico amarillo del tomate. Las densidades altas dependen basicamente
del potencial reproductivo, fecundidad, tiempo generacional y proporcion de
sexos (Hilje 1996).

B FAMILIA GEMINIVIRIDAE

Los geminivirus son agentes fitopatdgenos de importancia econémica en
México y casi en todas las regiones tropicales y subtropicales del mundo, esto
debido a que disminuyen el rendimiento de los cultivos que afectan (Brown
1994). Cuando el geminivirus ingresa a la célula hospedera se desencapsida,
posteriormente, el material genético ingresa al nucleo, una vez alli se replica y
se transcribe, estos procesos requieren energia y proteinas las cuales

provienen de la célula hospedera (Vega y Rivera 2001).

En México, la primera mencion de una enfermedad posiblemente causada
por geminivirus se realizd durante el ciclo agricola 1970-1971. En el estado de
Sinaloa se describié una enfermedad en tomate cuyo sintoma caracteristico era
el enchinamiento de las hojas, posteriormente, se confirmé que el agente causal
de esa enfermedad era un geminivirus que se denomind, siguiendo la tradicion
de los virus de planta, virus chino del tomate (CdTV) (Brown y Nelson 1988).
Los geminivirus, son la segunda familia viral de menor tamafo que afectan a las

plantas, pues tienen un diametro de 30 nm y de largo entre 18 y 20 nm (ICTV
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2006; Ramos 2004), ademas presenta una capside en forma de dos icosaedros
iguales incompletos unidos por una de sus caras, dandole una forma geminada,
de ahi se deriva su nombre “gemini=gemelos” (Ramos 2004). Este tipo de virus
deben su nombre a la apariencia geminada de su capside, observada al
microscopio electrénico (Lazarowitz y Lanzdins 1991) (Figura 4). La estructura
icosaédrica externa esta recubierta por 220 subunidades proteicas (Zufiga vy
Ramirez 2002), y en su interior presenta un genoma de ADN de cadena simple
(ssADN) en forma circular. ElI material gendmico de los geminivirus puede ser
monopartito, donde la informacion genética estd ubicada en un solo
componente, o bipartito, es decir que su material gendmico esta distribuido en
dos componentes, cada uno de los cuales tiene una longitud entre 2500 a 3000
nucledtidos (0.7 a 0.9x106 gramos por mol, g/mol) (Flores 2003; Ramos 2004).
Sin embargo, este tipo de genomas bipartitos es mas comun en los
begomovirus. Su genoma total puede transcribir y traducir hasta ocho proteinas
que se pueden encontrar codificadas en sentido positivo (viral) o negativo
(complementario) de acuerdo a la posicidon que se encuentren los marcos de
lectura abiertos (MLA 6 ORF por sus siglas en inglés) que son secuencias de
nucledtidos que se encuentran entre un codén de inicio y un codén de parada,
que posiblemente traducen una proteina (Zufiga y Ramirez 2002; Ramos
2004).

Los geminivirus en su region intergénica presentan una horquilla de 30
nucleodtidos (nt) en los monopartitos y 46 nt en los bipartitos (Ramos 2004) y
un area nanomeérica (secuencia invariable de nueve nucledétidos) (TAATATTAC)
formando el asa de la horquilla, donde se ha demostrado que la variacion o
mutacidon de esta pequefia region origina la inhibicion de la replicacion viral ya
que esta zona es un elemento de especificidad para el reconocimiento del
origen de la replicaciéon (Martinez 1998; Faria y Nava 2007; Briddon y col
2010).
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Figura 4. Micrografia electronica de geminivirus. A, B y C particulas virales

geminadas. D; geometria de las particulas geminadas (Ruelas 2007).
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Otra secuencia invariable de importancia que interviene en el
reconocimiento para el acoplamiento de la proteina que acelera la replicacién
viral (REP), es una secuencia repetida (5° GGTAGTAAGGTAG) que esta
ubicada de ocho a nueve nucledtidos debajo de la secuencia TATA (Martinez
1998).

La familia Geminiviridae esta constituida por 7 géneros (Cuadro 1) que son
los Becurtovirus (2 especies), Begomovirus (288 especies), Curtovirus (3
especies), Eragrovirus (1 especie), Mastrevirus (29 especies), Topocovirus (1

especie) y Turncurtovirus (1 especie) (ICTV 2016).

En uno de los primeros trabajos desarrollados por el grupo de Virologia
Vegetal del Cinvestav sugiri6 que algunas enfermedades como el
“‘enchinamiento del tomate en Sinaloa y “planta atigrada” o “rizado amarillo del
chile” en Tamaulipas eran causadas por geminivirus (Garzén Tiznado y col
1989). En la peninsula de Yucatan se realizdé un escrutinio para analizar la
distribucion de geminivirus, debido a que se reportaban pérdidas de hasta el
95% en cultivos de chile (Ascencio Ibafez y col 1999; Diaz Plaza y col 2002;
Diaz Plaza 2003), los resultados obtenidos en este escrutinio fueron positivos
para el virus huasteco del amarillamiento de las venas del chile (PHYVV) y el
virus del mosaico dorado del chile (PepGMV) y, ademas, se detectaron otros
geminivirus previamente caracterizados en paises vecinos: el virus del moteado
del tomate (ToMoV, tomato mottle virus), el virus del mosaico dorado del frijol
(BGMV) vy el virus del rizado amarillo del tomate (TYLCV) (Ramos y col 1996;
Polston 1999).

1 Mastrevirus

Su genoma esta organizado en una sola molécula (monopartita) y su
tamafo varia de 2.6 a 2.8 Kb, el genoma de este virus codifica para 3 6 4
marcos de lectura abiertos (ORF) que codifican las proteinas V1, V2'Y C1, C2).
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Cuadro 1. Clasificacion de los miembros de la familia Geminiviridae.

Género Organizacion | Principal Insecto Especies
genomica ] vector identifica-
Huésped
das
Monocotiledd-
Mastrevirus neasy Chicharritas 29
dicotiledéneas
. Dicotiledo- _ .
Curtovirus Chicharritas 3
neas
. Dicotiledo- Trepadores
Topocuvirus . 1
Monopartita neas de hojas
. Dicotiledo- _ .
Becurtovirus Chicharritas 2
neas
Monocotiledo-
Eragrovirus Desconocido 1
neas
Turncurto- Dicotiled6- .
. Desconocido 1
virus neas
. Monopartitay | Dicotiled6- Bemisia
Begomovirus o _ 288
bipartita neas tabaci
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Los miembros de este género se transmiten por chicharritas (Hemiptera:
Cicadellidae) de manera persistente circulativa no propagativa e infectan
plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas ( Figura 5a). Se han reportado
solamente 11 especies tentativas. Especie tipo: Virus del estriado del maiz
(MSV) (Fauquet y Stanley 2005).

2 Curtovirus

Su genoma monopartita mide alrededor de 2.9 a 3 Kb, codifican de 6 a 7
proteinas dependiendo la especie (Figura 5d). Estos virus se limitan al floema
de la planta y son transmitidos por chicharritas (Hemiptera: Cicadellidae) de
manera circulativa no propagativa e infectan plantas dicotiledéneas. Este
geénero presenta cinco especies definidas de las cuales tres infectan betabel,
una el cultivo de rabano y la otra, espinaca. Especie tipo: Virus del apice rizado
de la remolacha (BCTV) (Fauquet y Stanley 2005).

3 Topocuvirus

Su genoma monopartita codifica seis proteinas, las cuales estan
relacionadas a las de los Curtovirus. Los Topocovirus (Figura 5e) se transmiten
por insectos de la familia Membracidae (Hemiptera: Micrutalis malleifera,
Fowler) (trepadores de hojas) e infectan plantas dicotiledoneas (Stoner y Ogan
1950). Solo se conoce una especie definida en este género, el Virus del
pseudoenrollamiento del apice de la remolacha (TPCTV) (Fauquet y Stanley
2005).

4 Becurtovirus

Este género contiene 2 especies reconocidas: Beet curly top Iran virus y
Spinach curly top Arizona virus (SCTAV). Los miembros de ambas especies son
inusuales en que en lugar del nonanucle6tido "TAATATTAC' que se encuentra
en el origen de la replicaciéon de la cadena del viribn en casi todos los

geminivirus conocidos, estos tienen un nonanucleétido 'TAAGATTCC'.
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Figura 5. Organizacién gendémica de la familia Geminiviridae. (LIR, region
intergénica larga; SIR, regién intergénica corta; CR, region comun; rep, proteina
asociada a la replicacion; ren, potenciador de replicacion; trap, proteina
transactivadora; ss, supresor de silenciamiento; sd, determinante de los
sintomas; cp, proteina de la capside; mp, proteina de movimiento; reg, gen
regulatorio; NSP, proteina de transporte nuclear (Buchmann y col 2009; Luna y
col 2012; Wang y col 2014).
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Se transmiten por chicharritas. Los aislados pertenecientes a estas dos
especies tienen genomas que comparten una identidad de entre 77 y 78%. El
virus de la hoja enrollada de la remolacha de Iran (BCTIV) tiene 28 secuencias
del genoma completo, todos comparten 88.7% de identidad a escala del
genoma por pares y se han encontrado exclusivamente en Iran ( Figura 5c). El
unico aislado SCTAV que hasta el momento ha sido secuenciado
completamente se encontré que infecta plantas de la especie Spinacia oleracea
en Arizona, EE.UU. (Yazdi 2008; Bernardo y col 2013; Heydarnejad y col 2013).

5 Eragrovirus

Se ha reconocido soélo una especie perteneciente a este género, Eragrotis
curvula streak virus. Todos los aislados conocidos que pertenecen a este
aislado; Eragrotis curvula streak virus (ECSV) tienen una inusual secuencia
motivo de nonanucleotido “TAAGATTCC” a su origen virion de cadena de
replicacion (Figura 5b). Este geminivirus aislado comparte el 91.6% de
secuencia de identidad de todo el genoma, y la distribucion de las identidades

entre los 15 pares unicos de estos virus (Varsani y col 2014).
6 Turncurtovirus

Turnip curly top virus es actualmente la unica especie dentro de este
género. Las 20 cepas pertenecientes a esta especie que se conocen hasta el
momento han sido todas estudiadas ya sea de Brassica rapa o Raphanus
sativus. Turnip curly top virus (TCTV), sin embargo, también se ha detectado
por PCR en Descurainia sophia,Anchusa sp., Solanum americanum e Hibiscus
trionum (Figura 5f). Todos los 20 aislados del conocido TCTV tienen el mismo "
motivo de secuencia” "TAATATTAC' nonanucleotido que se encuentra en los
origenes de la cadena de viriones de replicacidon de mastrevirus, begomovirus,
curtovirus y topocuvirus (Briddon y col 2010; Varsani 2013; Razavinejad y
Heydarnejad 2013).
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7 Begomovirus

El género Begomovirus es el unico género de la familia que cuenta con
genomas monopartitas o bipartitas (Figura 5g y h) (Padidam y col 1999), es el
grupo mas numeroso, con 288 especies definidas (ICTV 2016). Los virus
clasificados dentro del género Begomovirus se caracterizan por tener uno o dos
componentes de ADN cadena sencilla, el vector biologico es Bemisia tabaci
Genn. (Homéptera: Aleyrodidae) e infectan plantas dicotiledoneas (Rojas y col
2005).

a Descripcion y caracteristicas

Los Begomovirus originarios del nuevo mundo tienen su genoma
organizado en dos moléculas (bipartitas) llamadas ADN A y ADN B, mientras
que los del viejo mundo pueden tener su genoma bipartita o en una sola
molécula (monopartita), se transmiten por mosca blanca (Bemisia tabaci Genn.)
e infectan plantas dicotiledéneas (Brown 1997; Fauquet y col 2003; Garcia y col
2007). Los miembros del género Begomovirus se caracterizan por tener uno o
dos componentes de ADN circular cadena sencilla, su tamafo varia entre 2.5 a
3.0 Kb (Rojas y col 2005; Seal y col 2006; Jeske 2009). Los Begomovirus
bipartitas (Figura 5a), poseen dos componentes denominados ADN A y ADN B
respectivamente, el componente A (ADN A), contiene marcos de lectura abierta
(MLA u ORF por sus siglas en inglés Open Reading Frame) para funciones
como replicacion, transactivacion y encapsidacion del virus (Gutiérrez 2000).
Contiene 5 genes que codifican para diversas funciones: la proteina viral de
replicacion (Rep) tiene una fuerte competencia con la secuencia repetida
(GGTAG), que se encuentra en la region 3’ del ADN del hospedero. Tras la
union con el origen de la replicacion, la secuencia conservada de nucleotidos
(TAATATT-AC), libera 3 moléculas OH, que inician la replicacién del circulo
rodante de la maquinaria de replicacion del hospedante (Fontes y col 1994); en

este componente se localizan también los genes que codifican la proteina de la
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capside (CP), la cual es indispensable para la transmisién del virus a través del
insecto vector, ya que es la proteina que encapsida al ADN. En el componente
A se encuentran de cuatro a cinco MLA en sentido reverso (complementario) y
de uno a dos MLA en sentido directo o del virion. En el componente B (cuando
estd presente) se encuentran dos MLA. Ambos componentes son
completamente diferentes en su secuencia excepto por unos aproximadamente
200 nt de la region intergéncia no codificante localizados en la llamada region
comun (Lazarowitz 1992). La secuencia de la regidn comun es idéntica tanto en
el componente A como en el componente B de cualquier simple bipartita, pero
es diferente en cualquier otro geminivirus con excepcién de una secuencia de
alrededor de 30 nt (GGCCA(t/a)CCGN(t/a)(t/a)TAATATTACCGG(t/a)TGCC)
(Figura 6).

El componente A contiene los genes requeridos para la encapsulacion de la
progenie o viriones para la replicacién del ADN viral y el componente B contiene
los dos genes requeridos para el movimiento sistémico viral en la infeccién de la
planta hospedante. En la region intergénica o region no codificante se
encuentra la mayoria de las secuencias conservadas reguladoras (cajas TATA,
cajas G, motivos CAAA, etc.) que permiten la transcripciéon de los genes de
manera divergente y estructura en horquilla con un tallo rico en G-C y un asa
rica en A-T. En la estructura tallo-asa se encuentra el origen de replicacién
(TAATATTlAC) y el punto de inicio ( l ) de la sintesis de la cadena
complementaria. Ademas, en la misma regién se han identificado secuencias
adicionales involucradas en la replicacion llamadas iterones o elementos
repetidos. La CP es determinante en la acumulacion del ADN viral dentro de los
tejidos infectados, al ser la proteina viral mas abundante, ademas de intervenir

en la regulacion de la funcion de la replicacion (Rep) (Singh y col 2005).
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Figura 6. Esquema de la region intergénica del componente A de un
geminivirus bipartita tipico. Se observan los sitios de union de las proteinas Rep
(iterones) y los sitios de accion de diferentes reguladores de la transcripcion
(motivos, CLE) y la estructura tallo- asa y el sitio de corte para el inicio de la

replicacion (Singh y col 2005).
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En los begomovirus el marco de lectura del gen Trap codifica para una
proteina que transactiva la expresién del gen de la proteina de la capside y de
la proteina de movimiento (MP), ademas de tener la funcion de supresor de
silenciamiento en Trap para el caso de begomovirus bipartitas y C2 para
monopartitas (Bisaro 2006); la proteina Ren es codificada por el gen AC3, el
cual es un factor de amplificacién de la replicacion viral y esta asociado en la
acumulacion de ADN viral, es por esto que se dice que Ren potencia la
replicacion de ADN viral (Hanley y col 1999; Ascencio-lbafez y col 1999; Rojas
y col 2005).

El componente B (ADN B) contiene un marco de lectura abierto (MLA) del
gen MP o BC1 que codifica para una proteina involucrada en el movimiento
célula a célula, llamada proteina de movimiento (MP), localizada entre la pared
celular y la membrana plasmatica por su afinidad con el ADN de cadena doble y
sencilla. La MP puede alterar el limite de exclusion de los plasmodesmos
(Lazarowitz 1992).

El gen BV1 o NSP codifica para la proteina de transporte nuclear, la cual
tiene afinidad al ADN viral de cadena doble y sencilla, empaquetandolo y

transportandolo del nucleo al citoplasma y viceversa.

El gen BC1 o MP codifica para la proteina de movimiento (MP), la cual
tiene afinidad con los plasmodesmos (Sanderffot y Lazarowitz1996; Link y
Fuchs 2005). El origen de la replicacion de los begomovirus se encuentra en la
region intergénica (IR), por un motivo situado en el sitio de union de la
replicacién y por una estructura tallo asa, que corresponde a la zona donde se
inicia la escision del ADN para iniciar la replicacidon por circulo rodante
(Florentino y col 2008).

En los Begomovirus monopartitas el genoma posee MLA para funciones de
replicacién, transactivacion, potenciador de la replicacion, proteina de la

capside y determinante de la patogenicidad. Los MLA en estos virus se
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encuentran sobrelapados bidireccionales y distribuidos en dos unidades
transcripcionales divergentes que se encuentran separadas por una region

intergénica (Hanley y col 1999; Ascencio Ibafez y col 2000; Rojas y col 2005).

La transmision de los begomovirus por B. tabaci es circulativa o persistente
(Harrison 1985; Polston y Anderson 1997; Brown 2003a). Este tipo de
transmision tiene dos fases: la adquisicion, cuando el insecto se alimenta de
alguna planta infectada y el virus se transporta del aparato bucal al
hemoceloma del insecto. Probablemente a través de la pared del intestino. Por
ende, para adquirir un begomovirus de una planta infectada o transmitirlo a una
planta hospedante, los estiletes de B. tabaci necesitan encontrar un camino
entre las células epidermales y parenquimales antes de la penetracién hacia los
tejidos vasculares y alcanzar el floema para alimentarse (Pollard 1955). Una vez
ingerido, los begomovirus no estan inmediatamente listos para infectar. Estos
necesitan traslocarse del tracto digestivo a las glandulas salivares para lo cual
son excretados por medio de la saliva durante la alimentacion, el tiempo que
toma para que un begomovirus complete este paso e infecte a plantas
susceptibles es llamado periodo de latencia. Este periodo, no puede reflejar la
rapidez de translocacion del virus sino mas bien el tiempo que toma para que
un insecto acumule suficientes viriones para ser capaz de transmitir la
enfermedad a las plantas. Para algunos begomovirus este limite puede ser
alcanzado mas rapido que para otros (Rosell y col 1999). Y la segunda fase de
inoculacion a la planta, que involucra el paso del virus desde la hemolinfa hacia
las secreciones salivares del insecto, lo que permite la transmision del patégeno

cuando el insecto se alimenta de las plantas (Liu y col 1997).

El tiempo aproximado en que el virus llega a ser circulativo en el insecto es
de 4-8 horas después de que lo adquiere (Mehta y col 1994). El periodo de
transmision incluye el tiempo durante el cual el patdégeno circula dentro del
vector hasta la transmision del virus (Harrison 1985). Después de la inoculacion

del virus en la planta por el insecto vector, se inicia el ciclo infectivo con la
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introduccidon del ADN viral al nudcleo de la célula huésped, es empaquetado
dentro del nucleosoma, donde se utiliza la maquinaria de la célula huésped para
sintetizar un ADN de doble cadena o forma replicativa (FR). La uniéon de Rep
con la secuencia conservada de nucledtidos (TAATATT/AC) es el punto de
inicio de la replicacién por circulo rodante, donde las FR (formas replicativas)
promueven la sintesis de un ADN de cadena sencilla, que inicia el proceso de
transcripcion y amplificacion de genomas virales (Yadava y col 2010). En una
ronda de doble cadena o FR, para servir a una nueva ronda de replicacién o ser

encapsidado como una particula geminada (Jeske 2007).

No todos los hospedantes son igualmente preferidos, B. tabaci es polifaga y
tiene preferencias por ciertas familias, ataca a 16 cultivos y 70 hospedantes en
39 familias, predominando las Compositae, Solanaceae, Cucurbitaceae,
Malvaceae, Euphorbiaceae y Fabaceae (Hilie 1995). A este grupo de
begomovirus pertenecen virus de gran importancia econdmica que causan
pérdidas cuantiosas a los productores agricolas de muchos paises, tal es el
caso del Virus del rizado amarillo del tomate (TYLCV). EI miembro tipo es el
Virus del mosaico amarillo del frijol (BGMV) (Fauquet y col 2003). Existen
reportes de TYLCV afectando cultivos como chile (Capsicum annuum vy
Chinense), frijol, tabaco, plantas ornamentales y maleza (Sanchez Campos y
col 1999; Morilla y col 2005).

C VIRUS DEL RIZADO AMARILLO DEL TOMATE (TYLCV) Y VIRUS
HUASTECO DE LA VENA AMARILLA DEL CHILE (PHYVV)

El virus del rizado amarillo del tomate (Tomato yelow leaf curl virus, TYLCV,
por sus siglas en inglés) es un begomovirus monopartita que ha tomado gran
importancia en el mundo debido a los dafos devastadores que ha registrado
(Lefeuvre y col 2007).

El TYLCV fue identificado por primera vez en Israel en 1939 (Pic6 y col

1996), y debido a que continua propagandose en el mundo se han reportado
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numerosos aislados (Lefeuvre y col 2007), tales son los casos de diferentes
paises de Mediterraneo y Africa (Brown 1994). Induce enfermedades que limita
la produccién del tomate en regiones tropicales y subtropicales de todo el
mundo (Moriones y Navas Castillo 2000), donde se han reportado pérdidas en
rendimiento hasta del 100%, esto es comun sobre todo cuando las plantas son
infectadas en las primeras etapas fenolégicas del cultivo (Nakhla y col 1999;
Moriones y Navas Castillo 2008). Este virus se transmite de una manera
persistente por su insecto vector Bemisia tabaci. Después de su caracterizacion
molecular en 1988 se ha demostrado que TYLCV-IL se ha extendido en todo el
mundo (Martinez y col 1996; Pico y col 1996; Navas Castillo y col 1999; Wu vy
col 2006), se tienen dos versiones de su introduccion en el nuevo mundo; a
través de la Republica Dominicana en la década de los 90s (Nakla y col 1994;
Polston y col 1994) 6 a través de Cuba (Martinez y col 1996; Quifionez y col
2001) posiblemente en un traslado de plantas de tomate de Israel (Polston y col
1999). ElI TYLCV posteriormente se propagd a otras islas del Caribe y de
América del Norte (Morales 2006).

Se han obtenido recientemente aislados de TYLCV del oeste de América
del Norte (WNA, desde Sinaloa, Meéxico, y California) que no estan
estrechamente relacionados con otras cepas de TYLCV del Nuevo mundo

(América) (Brown y col 2006).

Recientemente se ha debatido la idea de que este begomovirus se replica
dentro de su insecto vector (Bemisia tabaci); investigaciones realizadas han
concluido que el TYLCV si se replica dentro del insecto, debido a que al adquirir
particulas virales éstas permanecen y aumentan su concentracién los primeros
dias (Pakkianathan y col 2015). En contraste, en otros estudios, se ha
demostrado que la transmisién es no propagativa (Harrison 1985; Polston y
Anderson 1997). Esta documentado que la proteina de la capside (CP) es
esencial para su infectividad, ésta proteina se une y envuelve el genoma

localizado en el nucleo de las células infectadas y se ha encontrado que tiene
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capacidad de exportar tanto ssADN como ADN de cadena doble (sdADN)
(Gronenborn 2007).

El genoma del TYLCV es monopartita, el cual posee un tamano de
aproximadamente 2.8 Kb, contiene seis marcos de lectura abiertos (ORFs)

parcialmente traslapados (

Figura 7) (Fauquet y Stanley 2005). Dos ORFs se encuentran en el sentido
del viridn y 4 en antisentido o cadena complementaria y una region intergénica
(RI) de 313 nucledtidos.

En la cadena del sentido del virion se encuentran dos marcos de lectura
abierta que codifican para la proteina de la capside V2 (preCP) y la proteina de
la capside V1 (CP) (Kallender y col 1988). En el sentido de la cadena
complementaria se encuentran cuatro marcos de lectura abierta que son
denominados C1, C2 C3 y C4.

El gen C1 o Rep, es una proteina multifuncional, posee actividad de
endonucleasa y ATPasa, interactua con reguladores del ciclo celular y es
esencial para la replicacion (Elmer y col 1988; Fontes y col 1992, 1994;
Gutiérrez 1999).

El gen C2 o TrAP codifica para un activador de transcripcion de los ORFS
de la hebra virica, se encuentra involucrada en la regulacion de los genes
virales que se expresan en etapas tardias en la infeccion (CP y BV1) (Sauders y
Stanley ,1995; Sunter y Bisaro, 1991; Sunter y col 1994; Van Wezel y col 2001,
2002, 2003), el gen C3 o Ren, es una proteina potenciadora de la replicacion
(Elmer y col ,1988; Hanley Bowdoin y col ,2000; Sung y Coutts ,1995; Sunter y
col ,1990).

En el TYLCV se ha identificado el gen C4 que codifica una proteina de
movimiento especifica para su hospedante y que a su vez esta involucrada en

la severidad de sintomas de la enfermedad (Gronenborn 1996).
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Figura 7. Esquema del genoma del TYLCV mostrando los sentidos de los 6
marcos de lectura abiertos (ORFs). IR= region intergénica, C1 o Rep= proteina
de la replicacion, C2 o TrAP= proteina de la transcripcion, C3 o Ren=
amplificacion de la replicacion viral, C4= proteina de movimiento, V2 o Pre-CP=
esencial para el movimiento sistémico y célula a célula, y la V1 o CP= proteina

de la capside (Fauquet y Stanley 2005).
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1 Sintomas causados por TYLCV

Los sintomas que presentan las plantas infectadas con TYLCV van desde
enanismos, clorosis, aborto floral, clorosis intervenal, acucharamiento de las
hojas hasta la maduracién prematura de fruto (Figura 8) (Nakhla y col 1999;
Polston y col 1999). El efecto negativo sobre la fruta depende de la edad de la
planta al momento de la infeccion y las producciones mas bajas de rendimiento
ocurren cuando las plantas estan infectadas en etapas de crecimiento jovenes
(1 a 5 hojas verdaderas). Las plantas infectadas en etapas posteriores (6 0 mas
hojas verdaderas) no producen frutos; sin embargo, la fruta que se establece en
el momento de la infeccion puede madurar normalmente y ser cosechada
(Brown y Czosnek 2000).

La sintomatologia esta influenciada por las condiciones ambientales,
precocidad e intensidad de la infeccion, variedad de tomate y especie del virus
presente. Los brotes nuevos se desarrollan de forma anormal, con entrenudos
cortos, una importante reduccion de la lamina foliar y aspecto redondeado de la
misma. También se puede observar una gran proliferacion de tallos axilares lo
cual, unido al tamafio reducido de los foliolos, confiere al conjunto un aspecto
arbustivo. Las pérdidas de producciéon pueden ser importantes (Monci y col
2000).

La amplia distribucion mundial del cultivo de tomate, asi como la facil
adaptacion y la rapida reproduccion de Bemisia tabaci, ha ocasionado pérdidas
devastadoras en esta hortaliza (Morales y Anderson 2001). En Estados Unidos,
la estimacion de las pérdidas causadas por geminivirus en tomate han
alcanzado alrededor del 20% de la produccién, pero en Republica Dominicana,
Cuba, México, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Venezuela y
Brasil, los dafios son mayores, oscilando entre 30 y 100% de pérdidas en el
rendimiento, ademas de los costos de control de la mosca blanca (Czosnek
2007).
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Figura 8. a) TYLCV en planta de tomate, b) TYLCV en planta de chile : clorosis,

acucharamiento de las hojas.
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La distribucidén global de geminivirus esta directamente relacionada con el
vector polifago, Bemisia tabaci, se estima que esta especie de mosca blanca es
capaz de tomar alrededor de 500 plantas como hospedero alrededor del mundo
(Morales y Anderson, 2001) y se ha encontrado con una invasividad de hasta
200 km de radio (Deying y col 2006).

2 Virus huasteco de la vena amarilla del chile (PHYVV)

A finales de los 80°s al sur de Tamaulipas, norte de Veracruz y este de San
Luis Potosi, region conocida como la Huasteca, se detectd un begomovirus
infectando chile serrano, tomate y frijol (Leal y Quintero 1989), y fue llamado
Virus Huasteco del Chile (PHV) (Garzén-Tiznado 1993). Mas tarde se renombro
como Virus Huasteco de la vena Amarilla del Chile (PHYVV) (Garzén-Tiznado y
col 1993; Torres-Pacheco y col 1993). EI PHYVV es un miembro del género
Begomovirus en la familia Geminiviridae, posee un genoma bipartito de
aproximadamente 5.2 kb, codificando seis o siete proteinas (Brown 2003b). Se
sabe que puede presentarse aun cuando las poblaciones locales de mosquita
blanca son bajas; el virus posee un rango reducido de hospederos y no hay

evidencia de que pueda transmitirse por semilla (Brown 2003a).

Los sintomas son los efectos visibles de la infeccidon viral que ocasionan
cambios fenotipicos en la planta. Hoy en dia, la observacion de sintomas
resulta no ser el mejor criterio de identificacion, debido a la influencia de
multiples factores externos (clima, nutricion, genotipo, manejo, etc.) (Blancard
1996), ademas de que recientemente se han encontrado infecciones mixtas en
condiciones naturales, donde varios geminivirus (PHYVV, PepGMV) al parecer
estan involucrados en la expresion de sintomas (Méndez-Lozano y col 2003).
Aunque al parecer no es muy comun, pero la produccion de frutos puede ser
severamente afectada durante infecciones tempranas, debido al aborto floral y
metabolismo deficiente de la planta, aunque los frutos ya formados cuando la

infeccion ocurre se desarrollan de una manera aparentemente normal (Jones y
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col 1991; Agrios 1997). Cuando las infecciones en plantas son producidas por
PHYVV, se forma un reticulado muy fino y amarillamiento que se extiende a
toda la hoja, junto con severas malformaciones, expresando lo sintomas
primero en la base de las hojas jovenes (Figura 9). Este begomovirus se ha
reportado con alta eficiencia de transmision en chile (Figura 9b) y tabaco, pero
con una baja eficiencia en tomate (Figura 9a) (Garzén-Tiznado y col 1993;
Torres-Pacheco y col 1993). Se han encontrado evidencias en infecciones
mixtas con PHYVV y PepGMV, en donde el componente B de PHYVV es capaz
de suplir la funcién de movimiento de PepGMV, pero no viceversa (Méndez-

Lozano y col 2003).
3 Replicacién del ADN viral

La acumulacién de particulas virales de geminivirus en el nucleo de las
células vegetales sugiere que la replicacién del ADN viral se lleva a cabo en ese
organelo en donde la maquinaria de replicacion del ADN del hospedante
convierte el ADN de cadena sencilla a ADN de cadena doble o forma replicativa
(ADN-FR). La forma replicativa del ADN entonces funciona ya sea como molde
para la transcripcion de genes virales o para la amplificacion del genoma por
replicacion por circulo rodante (RCR) (Saunders y col 1991; Stenger y col
1991). La transcripcion del genoma viral es bidireccional, iniciando ésta
indistintamente en cualquier lado de la region intergénica. La existencia de una
region comun fue primero identificada en los geminivirus bipartitas y se
demostré que AC1 es el unico gen esencial en la replicacion tanto en el
componente A, como en el componente B en su posiciéon trans (Elmer y col
1988). AC1 codifica la proteina (Rep 40.2 kDa) que interactua especificamente
en la iniciacion de la replicacion del ADN viral (Etessani y col 1991). Por otra
parte, estudios bioquimicos mostraron que la proteina Rep es una nucleasa
sitio-especifica que corta el ADN al inicio de la replicacion de la cadena del
viridon en la secuencia nonanucleotidica conservada (Laufs y col 1995; Orozco y

col 1996).
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Figura 9. a) PHYVV en planta de tomate, b) PHYVV en planta de chile.
Reticulado muy fino y amarillamiento que se extiende a toda la hoja vy

deformacion en las mismas.
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Por su parte Lazarowitz (1992), sugiere el potencial de la estructura tipo
“horquilla” como esencial para la replicacion del ADN viral, proceso mediante el
cual se forma un circulo rodante de ADN que produce una banda multimérica
complementaria (sentido negativo) y que sirve de molde para la sintesis de
bandas multiméricas originales (sentido positivo), las cuales se fragmentan
después para formar bandas positivas de longitud unitaria (Bisaro 1996; Orozco
y Hanley-Bowdoin 1996). Por otro lado, Rep, la cual también es una ATPasa, no
presenta alguna homologia detectable con las ADN polimerasas conocidas,
aunque si cierta identidad con las ADN helicasas, lo que significa que la
principal responsable de la sintesis de ADN del virus es la maquinaria de

replicacion de la planta huésped (Hanley-Bowdoin y col 1999).
4 Transmisioén del TYLCV

El insecto transmite el virus probablemente mediante la inoculacién de los
viriones directamente en los tubos cribosos (Jiang y col 2000). Esta transmision
es de tipo circulativa, de manera que el virus circula por el insecto hasta llegar a
las glandulas salivares a partir de las cuales se inocula en las plantas durante
los procesos de salivacion. La adquisicion del virus por mosca blanca se lleva a
cabo mientras ésta se alimenta del floema de la planta infectada por TYLCV, el
virus es absorbido por las células del intestino y es transportado a través del
citoplasma, para liberarse en la hemolinfa (sangre del insecto) y llegar a las
glandulas salivares (Benforf 1994), este proceso también conocido como
transmision persistente circulativa, caracteristica principal para que B tabaci
transmita el TYLCV: se transmite de forma transovarica por hembras de la
primera generacion de la progenie de Bemisia tabaci (Bosco y col 2004). La
persistencia del virus puede permanecer por semanas o durante todo el ciclo de
vida del insecto vector, la eficiencia disminuye con el tiempo, pero la infectividad
no se pierde con la muda. Por lo que, el virus permanece en las células del

vector acumulandose sin replicarse en el mismo (Garret y col 1996).

44



El insecto tiene un estilete para alimentarse, el cual cuenta con dos canales
internamente, el canal alimenticio y el canal salival, el cual se compone
principalmente de enzimas que le permiten degradar el alimento (Georich y
Dolja 2006; Cilia y col 2012; Yun-Lin 2012).

El tiempo de latencia desde el inicio de la adquisicion es de 17- 20 horas y
una mosca adulta es infectiva durante 7-20 dias (Mehta y col 1994). Las
hembras de B. tabaci transmiten estos virus mas eficientemente que los
machos (Cohen y Nitzany 1966; Caciagli y col 1995), y tanto adultos como
larvas pueden adquirir el virus, aunque las larvas al ser sésiles no intervienen
en la dispersion del virus. Estudios realizados con la especie TYLCV parecen
indicar que el virus puede pasar de un insecto a otro por transmisién sexual
(Ghanim y Czosnek 2000), asi como a su descendencia en al menos 2
generaciones (Ghanim y col 1998). También se ha visto que el TYLCV puede
tener un efecto negativo sobre su vector, de forma que las moscas que han
adquirido el virus muestran una tasa de fecundidad mas baja y una menor

longevidad (Rubinstein y Czosnek 1997).

Aunque no se han realizado muchos estudios sobre los factores que
influyen en el comportamiento de B. tabaci en relacion al movimiento vy
seleccién del huésped, estudios generales indican que algunas especies de
insectos necesitan de la luz ultravioleta (UV) para orientarse durante el vuelo y
que utilizan los patrones de reflectancia de la luz UV para el reconocimiento de
la planta huésped (Goldsmith 1993). Bemisia tabaci estaria dentro de este
grupo de insectos, puesto que esta especie se ve atraida por la luz UV
(Antignus y col 1996). La explicacion a este fenomeno podria encontrarse en el
hecho de la existencia en este insecto de tres fotoreceptores, uno de los cuales
trabaja en la longitud de onda de luz UV siendo necesaria la informacién de los
tres fotoreceptores para un correcto movimiento y orientacion del insecto
(Mound 1962).
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5 Estrategias de control

En los tiempos modernos, los esfuerzos en fitoproteccion se guian por el
paradigma del manejo integrado de plagas (MIP), el cual se sustenta en tres
principios: convivencia, prevencion y sostenibilidad (Hilje 2001). Estos se tratan
de aplicar en las diferentes tacticas de manejo, como (ademas del combate
quimico selectivo) el combate fitogenético, las practicas agricolas y el control
biolégico (Hilje 2001).

a Control cultural

En el control cultural se crea consciencia entre los productores sobre la
importancia de eliminar malezas hospederas tanto dentro como fuera del
cultivo, limpieza de bordos, rotacidon de cultivos que no sean hospedantes,
fertilizacion adecuada del cultivo, riesgos ordenados y adecuados, fechas de
siembra y, sobre todo, la eliminacion de socas o residuos de cosecha
(INFOAGRO 2014).

b Manejo del vector

Las técnicas de muestreo para esta especie de mosca blanca se pueden
dividir en dos grupos: aquellas destinadas al seguimiento de estados

inmaduros, y las que tienen como objetivo los adultos (INFOAGRO 2014).

Para el caso de los adultos, las técnicas de muestreo mediante trampas
cromaticas adhesivas han sido ampliamente utilizadas, con buenos resultados.
Para el muestreo directo en planta, de estados inmaduros, han sido
desarrollados métodos tanto en cultivos en invernadero como al aire libre, con
estima de la poblacién relativa o para ausencia/presencia (muestreo binomial)
(INFOAGRO 2014). En los invernaderos, una serie de practicas culturales
pueden contribuir a atenuar la incidencia de B. tabaci: Antes de plantar se

deben eliminar las malas hierbas portadoras y los restos de cosechas anteriores
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en el interior y alrededores del invernadero. Se debe procurar el empleo de

plantas sanas que no vengan contaminadas del semillero (INFOAGRO 2014).

Colocacion de doble malla en las bandas y cumbreras de los invernaderos y
colocacion de doble puerta o malla en la entrada de los mismos. Esto permite
paliar de forma eficaz los efectos de la plaga y sobre todo del virus que
transmite (TYLCV). Mallas de 20 x 10 hilos/cm impiden el paso de los individuos
mas pequefios de B. tabaci, siendo muy restrictivas las mallas de 15 x 15
hilos/cm y 12 x 12 hilos/cm., con resultados satisfactorios en condiciones de
campo (INFOAGRO 2014).

En el caso de tener que prevenir la virosis, es preciso aplicar otros medios
de control complementarios (quimicos o bioldgicos), pues, las condiciones que
crean las mallas en los invernaderos, hacen que las poblaciones penetradas se
multipliquen mejor y puedan extender la enfermedad en el interior del
invernadero. Esta medida tiene mayor interés aun en las instalaciones
destinadas a la produccién de plantas, para evitar la infecciéon precoz y la
dispersion de la enfermedad en el material vegetal de plantacion. Se aconseja
arrancar y eliminar inmediatamente las plantas afectadas por virus durante el
cultivo y la eliminacion de malas hierbas, posibles reservorios del vector y/o
virus. El empleo de trampas cromaticas amarillas (placas pegajosas) esta
indicado para la deteccion de las primeras infestaciones por la plaga, el
seguimiento de las evoluciones de las poblaciones y para facilitar la toma de

decisiones a la hora de realizar las intervenciones (INFOAGRO 2014).

En los ultimos 20 afios han sido abundantes los trabajos encaminados a
buscar enemigos naturales y métodos alternativos para el control quimico de B.
tabaci, sobre todo para su aplicacién en cultivos protegidos. Esto ha cobrado
mayor importancia con la aparicion y expansion de esta plaga (INFOAGRO
2014).
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¢ Control biolégico

La aplicacion del control biolégico de moscas blancas en cultivos horticolas
y ornamentales esta fuertemente influida por el clima, los ciclos de cultivo y las
especies vegetales cultivadas. Hay una gran diversidad de parasitoides,
depredadores y hongos entomopatdgenos que son capaces de reproducirse y/o
alimentarse sobre las diferentes especies de moscas blancas. En el caso de la
Cuenca Mediterranea la fauna auxiliar asociada a los cultivos horticolas, tanto
en invernadero como al aire libre, y a los citricos es muy rica y abundante, e
hiberna al aire libre junto con el hospedador o la presa. Estos enemigos
naturales pueden colonizar los cultivos conjuntamente con la plaga, lo que
permite que el entorno suministre un aporte continuo de fauna util a los cultivos.
De hecho, la mayor parte de los enemigos naturales de moscas blancas que
actualmente se estan comercializando e inoculando en los invernaderos se han

identificado en la Cuenca Mediterranea (Castané y col 2008).

De entre los depredadores, cabe destacar la actividad de algunas especies
de chinches de la familia Miridae que con cierta frecuencia se asocian al cultivo,
tanto al aire libre como en invernadero. Macrolophus caliginosus, Dicyphus
tamaninii, D. errans, Cyrtopeltis tenuis son consumidores activos de larvas de
mosca blanca. De ellas M. caliginosus ofrece las mejores condiciones para su
empleo en el control de la plaga en cultivos protegidos. Las sueltas en el cultivo
deben realizarse al principio de la infestacion cuando las poblaciones de mosca
son bajas. Estas especies, junto a Macrolophus nubilus pueden ocasionar
dafos a la planta, cuando las poblaciones son elevadas y los niveles de presa

bajos, sin que tengan repercusiones de consideracion (INFOAGRO 2014).

Distintas especies de Anthocoridae (Orius laevigatus, O. majusculus, O.
niger, O. sauteri, etc.) se nutren, ocasionalmente, de larvas de mosca blanca,
aunque su incidencia en la regulacion de las poblaciones parece escasa. En las

plantas que actuan como reservorios naturales, el coledptero Delphastus
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pusillus (catalinae), el diptero Achetoxenus formosusy, el
neurdéptero Chrysoperla carnea pueden aparecer, en determinadas épocas del
afo, en cantidades importantes y limitar el crecimiento de la plaga (INFOAGRO
2014). Cuando la humedad relativa es elevada, algunas larvas son afectadas
por hongos entomopatdgenos. Verticillium lecanii, Paecilomyces farinosus, P.
fumosorosus o Aschersonia aleyridis han sido aislados de momias de larvas de
mosca blanca. Del primero se comercializa un preparado, indicado para usar en
cultivos protegidos, al requerir de un grado higrométrico elevado para infectar
las larvas (INFOAGRO 2014).

Varias especies de Himendpteros Aphelinidae parasitan a B. tabaci.
Quizas Eretmocerus mundus es el parasitoide mas ampliamente extendido en
las areas mediterraneas, siendo muy abundante en el otofio. Las temperaturas
y las condiciones ecoldgicas pueden condicionar la actuacion de estos
auxiliares, que ejercen buen control en algunos hospedantes alternativos
(INFOAGRO 2014). También destacan varias especies de Encarsia (E.
formosa, E. lutea, E. cibcensis, E. deserti, E. reticulata, E. nigricephala, E.
transvena, E. tabacifora, etc.) que parasitan a esta mosca blanca, aunque su
eficacia es menor (INFOAGRO 2014). Las especies mas importantes para
Bemisia tabaci son: Acaros: Amblyseius (Typhlodromips) swirskii, Coccinélidos:
Clistotethus arcualus, Delphastus catalinae, Cryptolaemus monttrouzieri,
Coccinella undecimpunctata L. Dipteros: Coenosia attenuata, Acletoxenus
formosus Loew. Antocéridos: Orius albidipennis, O. laevigatus, O. majusculus,
Miridos: Macrolophus caliginosus, Nesidiocoris tenuis, Dicyphus tamaninii, D.
errans. Neuropteros: Chrysoperla carnea, Conwentzia psociformis (Cuthbertson
y col 2007).

Actualmente, en el Sur de Espana el control biolégico de la mosca blanca
en el cultivo de pimiento se basa en la inoculacién del parasitoide E. mundus 'y
del fitoseido A. swirski, extendiéndose su aplicacion a unas 6.000 hectareas

(ha). En tomate se emplea el control biologico en unas 1.400 ha de
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invernaderos y los enemigos naturales mas ampliamente utilizados son E.
mundus y el depredador N. tenuis y, en menor medida, M. caliginosus. La
instalacion de ambos depredadores en el cultivo, sobre todo cuando las
temperaturas van en descenso, es muy lenta y en algunos casos se inoculan
conjuntamente con E. mundus (Van der Blom 2007, Nannini y col 2006).
Nesidiocoris tenuis es mas abundante que M. caliginosus en estas zonas mas
calidas, sin embargo, debe tenerse en cuenta que este depredador es también
fitfago y puede producir dafios al cultivo sobre todo cuando no hay presas
disponibles y las poblaciones son elevadas (Arn6 y col 2008; Calvo y col 2008;
Sanchez 2008).

d Control quimico

El control quimico, utilizando insecticidas especificos como los reguladores del
crecimiento (IGRs), se utiliza a menudo contra las moscas blancas cuando las
poblaciones iniciales de plaga son elevadas o cuando los enemigos naturales
no se instalan bien en el cultivo (Gabarra y col 2008). Pero el control quimico
conlleva la persistencia de residuos que afectan el medio ambiente,
permanecen en los productos y son perniciosos para los que aplican los
insecticidas. Ademas, por la resistencia descrita para B. tabaci a los
insecticidas, no es recomendable la aplicacién continuada para tratar esta plaga
(Palumbo 2001).

Algunos de los insecticidas utilizados son: el piriproxifen, el cual es un
derivado de la piridina con actividad insecticida por contacto e ingestion que se
comporta como una hormonal juvenil, que interfiere en la transformacion de la
pupa al estado de adulto; consecuentemente actua durante un corto periodo en
el estado larvario. Es un regulador de crecimiento de insectos que afecta a la
fisiologia de la morfogénesis, reproduccion y embriogénesis de los insectos
(Mulder y Gijswijt 1973).
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El efecto morfogenético de piriproxifen se observa principalmente durante
la transformacién de larva a pupa. Por lo tanto, la muerte se produce en la fase
de pupa y los mosquitos adultos no emergen. Presenta un alto nivel de
actividad frente a la emergencia de adultos del mosquito en la inhibicion de las
larvas a muy bajas dosis (Mulder y Gijswijt 1973). Resulta efectivo en el control
de cochinillas, moscas blancas, piojo de San José y otros insectos chupadores
(WHOPES 2001; 2008). La toxicidad del piriproxifen fue evaluada por la FAO/
WHO vy por la JMPR (Joint Meeting on Pesticide Residues) en 1999 y se
concluyo que la toxicidad oral aguda es baja, con valores de DLs, (Dosis Letal
Media) de > 5000 mg/kg de peso en ratones, ratas y perros. La toxicidad
dérmica también es baja con DL 50> 2000 mg/kg de peso en ratones y ratas. La
toxicidad por inhalacion registra valores de CLs, (Concentracion Letal Media)>
1.3 mg/ litro de aire en ratones y ratas (WHOPES 2001; 2008).

El piriproxifen no representa un riesgo carcindbgeno para los humanos, no es
genotéxico en una gama adecuada de las pruebas de mutagenicidad y
citogenicidad in vitro e in vivo y no es teratogénico (WHOPES 2001; 2008). Este
insecticida tiene bajo impacto ambiental y es adecuado para el control de larvas
de mosquitos, pero como cualquier IGR puede tener algun efecto en otros
artrépodos o crustaceos. Por lo general, es bajo y las poblaciones se recuperan
rapidamente, pero debe evitarse su aplicaciéon en fuentes de aguas naturales
(WHOPES 2008). La WHOPES concluyo que el “piriproxifen no causa perjuicio
a la gran mayoria de invertebrados acuaticos y peces cuando se aplica a tasas
de <50 ppb (partes por billon) en los programas de control de mosquitos” y ha
sido aprobado por el Comité Mixto FAO/OMS (Organizacion de las Naciones
Unidas y Organizacién Mundial de la Salud) sobre Residuos de Plaguicidas,
para el control de larvas de mosquitos. (WHOPES 2001; 2008). El piriproxifen
se degrada rapidamente en el suelo en condiciones aerdbicas, con una vida
media de 36 dias. En criaderos con sedimentos el piriproxifen tiene una vida
media de 16 a 21 dias (WHOPES 2008).
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Los neonicotinoides, anteriormente llamados nitroquanidinas, neonicotinilos,
cloronicotinas, nitrometilenos y recientemente cloronicotinilos, son una familia
de insecticidas de accion sistémica que ingresan a la planta y que al ser
consumidas por el insecto afectan el sistema nervioso central de los insectos
ocasionandoles la muerte. Son una nueva clase de insecticidas analogos de la
nicotina. A diferencia de la nicotina (DLso en ratas 55 mg/kg) estos insecticidas
son mucho menos téxicos para mamiferos con una DLsg en ratas mayor a 5000
mg/kg (Palumbo y col 2001; Ware y Whitacre 2004; Yu 2008). El imidacloprid
también llamado confidor que hace parte de este grupo, es un insecticida
sistémico, pero con actividad estomacal y de contacto, usado para insectos
chupadores que incluye afidos, saltahojas, trhips, moscas blancas, insectos del
suelo y algunas especies de insectos masticadores (Yu 2008). El imidacloprid
actua como agonistico interfiriendo con el receptor nicotinico de la acetilcolina
(RnAC), este insecticida tiene una gran afinidad con los receptores
nicotinérgicos de la acetilcolina en los receptores postsinapticos de la region
nerviosa central interfiriendo en la transmission quimica de senales (Lifan
1997). Se recomienda aplicar de 0.18 a 0.35 L/ha (litros/ hectarea)
(Vademécum 2012).

Presenta buena movilidad en el xilema y por lo tanto es adecuado para el
tratamiento de semillas y aplicacion al suelo (Ishaaya y Degheele 1997; Ware y
Whitacre 2004). Bajo dosis subletales se afecta el comportamiento alimenticio
de los afidos, resultando en la supresién de la excrecion de miel de rocio,
desorientacion, hambre y posteriormente la muerte (Nauen 1995). Como
maximo se deben hacer tres aplicaciones del producto formulado imidacloprid:
a) impregnar la semilla con una formulacién solida (70 g /kg); b) aplicar 2 mi/ L
agua a las plantulas en invernadero; c) realizar la ultima aplicacion (1.0 L/ ha) al

cuello de la planta, 3-5 dias después del trasplante (Gutiérrez y col 2007).

El efecto residual del imidacloprid cuando es aplicado para el manejo de

Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae), dura entre 1 y 10 semanas,
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dependiendo de la formulacion, frecuencia, profundidad de percolacion, tipo de
suelo, método de aplicaciéon y cultivo (Palumbo y col 2001). En pruebas de
campo se ha encontrado que el imidacloprid no es toxico para microorganismos
del suelo, algas y peces, entre ligera a moderadamente toxico a aves. No es
téxico para diplopodos, arafias y acaros depredadores, pero insectos benéficos
pueden ser afectados como el caso de las abejas; este dafio puede ser evitado
mediante aplicacién al suelo, aprovechando su accién sistémica y su facil
movimiento a través del xilema (Ishaaya y Degheele 1997). Confidor es el
nombre comercial del imidacloprid perteneciente a la compafia Bayer

Cropscience.
D GENERALIDADES DEL TOMATE

El tomate (Solanum Iycopersicum L.) es una planta dicotiledonea
perteneciente a la familia de las solanaceas. El origen del género Lycopersicum
se localiza en la region andina que se extiende desde el sur de la Colombia
(Peru, Bolivia y Ecuador) al norte de Chile, pero parece que fue en México
donde se doméstico, quiza porque creceria como mala hierba entre los huertos.
Durante el siglo XVI se consumian en México tomates de distintas formas vy
tamanos e incluso rojos y amarillos (Jano 2006). Con la llegada de los
espainoles se expandio al viejo continente y de ahi a todo el mundo; con su
comercializacion y difusion lograda, en la actualidad forma parte de las dietas y
los platos tradicionales de gran cantidad de culturas en todo el mundo (USDA
2009). Se considera que, a nivel internacional, las hortalizas junto con las frutas
ocupan en nuestros dias el segundo lugar de los productos agropecuarios,
apenas aventajadas por los cereales (SAGARPA 2005). La produccién de
tomate rojo para el afo 2014 en Sinaloa fue de 867,832.04 toneladas,
obteniendo el primer lugar a nivel nacional (SIAP-SAGARPA 2016).

El manejo racional de los factores climaticos de forma conjunta es

fundamental para el funcionamiento adecuado del cultivo de tomate. La
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temperatura éptima de desarrollo oscila entre 20 y 30°C durante el dia y entre 1
y 17°C durante la noche; temperaturas superiores a los 30-35°C afectan la
fructificacion, por mal desarrollo de évulos de la planta en general y del sistema
radicular en particular, temperaturas inferiores a 12-15°C también originan

problemas en el desarrollo de la planta.

La maduracion del fruto esta muy influida por la temperatura en lo referente
tanto a la precocidad como a la colaboraciéon, de forma que valores cercanos a
los 10°C asi como superiores a los 30°C originan tonalidades amarillentas. La
humedad relativa 6éptima oscila entre un 60% y un 80%, valores mas elevados
favorecen el desarrollo de enfermedades aéreas y el agrietamiento del fruto y
dificultan la fecundacion, debido a que el polen se compacta, abortando partes
de las flores, también una humedad relativa baja, dificulta la fijacién del polen al
estigma de la flor. Valores reducidos de luminosidad pueden incidir de forma
negativa sobre los procesos de floracion, fecundacion, asi como el desarrollo

vegetativo de la planta (Nuez 1995).

Sin embargo, el cultivo del tomate se ve afectado por factores bidticos,
como es el caso de algunas plagas y enfermedades, de las cuales, la mosca
blanca es una de las limitantes mas importante para la produccién, ya que las
condiciones climaticas y el patron de cultivos favorecen el aumento en la
densidad poblacional afectando al cultivo de manera directa al succionar la
savia, e indirectamente trasmitiendo enfermedades virosas y/o manchando con
sustancias azucaradas sobre las cuales se desarrollan hongos como la
fumagina (Guzman y col 1994; Ortega 1992). Las principales plagas que
afectan el tomate son polifagas, por lo que no son exclusivas de este cultivo.
Las mosca blanca Bemisia tabaci Gennadius y Trialeurodes vaporariorum se
encuentran entre las principales plagas, especialmente en invernadero (Gabarra
y Besri 1999; Gabarra y col 2008).
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IV JUSTIFICACION

Bemisia tabaci Genn. ha causado danos indirectos como vector de
begomovirus en cultivos como el tomate (Solanum lycopersicum L.), en donde
se registraron dafios del 30% durante el ciclo agricola 2005-2006 debido al
efecto de estos patdgenos. El control de este vector basicamente se realiza con
el empleo de insecticidas sintéticos dentro de los cuales existen algunos del
grupo toxicologico de los neonicotinoides y piriproxifen, hacia los cuales se ha
descrito la resistencia por un nuevo biotipo de mosquita blanca denominado
“Q”. A nivel internacional se tienen registrados mas de 25 biotipos de este
insecto. Sin embargo, en Sinaloa no se cuenta con informacion acerca de los
biotipos que coexisten en la region, conocimiento que sera de gran importancia
para el redisefio en el empleo de insecticidas para el manejo de este vector. Por
otro lado, no se ha encontrado informacion cientifica sobre el efecto de la
temperatura en el proceso de adquisicion del TYLCV y del PHYVV por Bemisia
tabaci a partir de plantas infectadas de tomate, lo cual apoyara a los
agricultores en la estimacioén de riesgos por el efecto de virus de acuerdo a las

temperaturas.
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V OBJETIVOS

A OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la temperatura sobre la presencia del TYLCV y

PHYVV en biotipos de B. tabaci Genn. a partir de plantas de tomate infectadas.

B OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Identificar la presencia de biotipos B y Q de Bemisia tabaci, y
correlacionar su presencia con temperaturas en poblaciones
muestreadas en plantas de tomate cultivadas en campo abierto en la
agricola San Ignacio, Sinaloa, México durante el ciclo agricola 2015-
2016.

Registrar la dindmica poblacional de mosca blanca en plantas de tomate
y su relacién con la incidencia de TYLCV y PHYVV.

Correlacionar la presencia de TYLCV y PHYVV en biotipos B y Q de B.
tabaci con las temperaturas (GDp) presentes durante el ciclo agricola
2015-2016.

56



VI MATERIALES Y METODOS
A MATERIALES

Se colectaron 109 individuos de Bemisia tabaci Genn. en plantas de tomate,
durante el periodo de noviembre de 2015 a marzo de 2016, en el Valle de
Culiacan, Sinaloa, en el sitio San Ignacio, Sinaloa (N 24°39'13.3”; W
107°24°54.6”).

La colecta de B. tabaci se llevd a cabo periédicamente (Cuadro 2) con
ayuda de un succionador entomopatoloégico. Se tomaron entre 10 y 15 insectos
por muestreo para llevar a cabo los analisis. Los insectos fueron colocados en
tubos eppendorf de 1.5 mL y se les afiadié etanol absoluto para después ser
almacenados a -20°C para su conservacion, hasta realizar los analisis
correspondientes; ademas se tomaron muestras de tejido vegetativo de plantas
con sintomas de begomovirus para confirmar la presencia de éstos patogenos,
estas muestras se almacenaron bajo refrigeracién a 4°C (Park y col 2012), una
de estas muestras que se utilizd en la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y amplifico para TYLCV y otra que amplificé para PHYVV se
utilizé como control positivo para los respectivos bioensayos con insectos,
mientras que una muestra que no manifestaba sintomas y resulté negativa

para los virus fue utilizada como control negativo.

Las temperaturas (grados dia promedio, GDp) fueron consultadas en la
pagina del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo
(http://culiacan.ciad.edu.mx/mapa/), donde se muestran las temperaturas
diarias, las cuales se calcularon segun el umbral establecido para B. tabaci
(10°C), con el uso de la formula: (Temperatura maxima+ temperatura
minima/2)-10).
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Cuadro 2. Fechas de muestreo de Bemisia tabaci Genn. y tejido de plantas de

tomate.

Fecha

07/11/2015

21/11/2015

02/12/2015

18/12/2015

29/12/2015

07/01/2016

19/01/2016

15/02/2016

27/02/2016

22/03/2016
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B METODOS
1 Extraccion de ADN

Se realizé la extraccion de ADN de las muestras de mosca blanca vy tejido
vegetativo, colectadas como se indico en la seccion de materiales. Ademas se
llevd a a cabo el conteo de moscas que contenia cada planta y se observo

cuantas de estas plantas presentaban sintomas de begomovirus.
a Extraccion de ADN de tejido de planta de tomate

La extraccion del ADN total de las plantas sanas e infectadas con
begomovirus (TYLCV y PHYVV), se realizé de acuerdo a la metodologia de
Doyle y Doyle 1990, con algunas modificaciones. Se tomd una hoja por planta,
se colocod en un mortero, y se agregaron 800 uL de buffer de extraccion frio
(Tris-HCI 100 mM pH 8.0, EDTA 20 mM, NaCl 14 M, CTAB 2%, B-
mercaptoetanol 0.2% v/v), y se maceré con un pistilo. Posteriormente, el
macerado se incubd por 30 min a 65°C en bafio Maria. Después se afiadieron
100 pL de acetato de amonio 10M, se dio agitacién en vortex, y se incubd en
hielo por 10 min, se agregd 1 volumen de fenol cloroformo isoamilico (25:24:1)
frio y se agitdé hasta homogeneizar para posteriormente centrifugar a 12000 g
/10 min a 4°C.

Los acidos nucleicos se recuperaron en un tubo de 1.5 yL y se agregaron
0.6 volumen de isopropanol (se mezcldé suavemente) y se precipitdé durante 1 h
a -20°C, nuevamente se centrifugé a 12000 g/10 min a 4°C y se decanté el
isopropanol. Se lavé el ADN agregando 500 pL de etanol 70% frio vy
nuevamente se centrifugdé a 12000 g/ 5 min (2 veces), posteriormente se secé la
pastilla a temperatura ambiente durante algunos minutos con la finalidad de
eliminar el sobrenadante, y se resuspendié con 20-30 yL de agua inyectable.
Se prosiguié con el andlisis de las muestras obtenidas en un gel de agarosa 1%

para verificar que la extraccion del ADN se realizé adecuadamente.
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b Extraccion de ADN de Bemisia tabaci Genn.

La extraccién de mosca blanca se realiz6 de acuerdo a la metodologia de
Doyle y Doyle 1990, con algunas modificaciones. Se llevé a cabo de manera
individual (un insecto), el cual fue puesto en un mortero, se agregaron 120 uL
de amortiguador de extraccion frio [CTAB 2% (p/v): Tris-HCI 100 mM pH 8.0,
EDTA 20 mM, NaCl 1.4 M, B-mercaptoetanol 0.2% (v/v)] y se macer6 con un
pistilo, posteriormente se transfirié el macerado a un tubo de 1.5 mL, se incubd
durante 30 minutos a una temperatura de 65 °C a bafio Maria. Después se
afiadieron 16 pL de acetato de amonio 10 M y se incubd en hielo por 10 min, se
agrego 1 volumen de fenol cloroformo isoamilico (25:24:1) frio y luego se agito
hasta homogeneizar. Rapidamente se paso6 a centrifugar a 12000 g /10 min a
4°C.

Los acidos nucleicos de la fase acuosa se recuperaron en un tubo de 1.5 uL
y se agregaron 0.6 volumen de isopropanol (se mezcldé suavemente) y se puso
a precipitar durante 1 h a -20°C, se centrifugé a 12000 g /10 min a 4°C y se
decanto el isopropanol. Se lavé el ADN agregando 100 uL de etanol 70% frio y
se centrifugd a 12000 g / 5 min (2 veces), luego la pastilla se puso a secar a
temperatura ambiente durante algunos minutos con la finalidad de eliminar el
sobrenadante, y se resuspendio finalmente con 20 o 30 yL de agua inyectable.
Se prosiguioé con el analisis de las muestras obtenidas, en un gel de agarosa

1% para verificar que la extraccién del ADN se realiz6 adecuadamente.
2 Amplificacion por PCR
aTYLCV

La amplificacion del ADN viral de TYLCV se realiz6 de acuerdo al método
descrito por Salati y col 2002, con algunas modificaciones. La mezcla de PCR
consistio de 2uL de ADN de cada una de las muestras de extraccion, 2.5 uL de
amortiguador de reaccion de PCR (10X), 0.5uL de dNTPs (10 uM), 0.75 uL de
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MgCl, (50uM), 0.25 uL Taq ADN polimerasa, 2.5 uL de oligonucleétidos

iniciadores (5 uM) y agua inyectable, para un volumen final de 25 pulL.

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador multigen optimax
(Labnet international, inc.). Los iniciadores empleados en este apartado fueron
el 87 y 88 (Salati y Col 2002) (Cuadro 3), los cuales amplifican un segmento de
ADN de 334 pb. Las reacciones fueron pre-desnaturalizadas a 94°C por 5
minutos, seguidos de 30 ciclos: 95°C por 60 s para desnaturalizacion, 47°C por
80 s para alineamiento, con una extension de 73°C por 2 min y una extension
final de 73°C por 10 min. La separacion de los fragmentos amplificados se hizo
por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% (p/v) con amortiguador TAE 1X
(Tris-HCL 100 mM, pH 8.0, acido acético, EDTA 0.5 M) en una camara

electroforética horizontal (Labnet International,inc).

El marcador molecular utilizado fue el de 1 kilobase (Kb) (plus ADN,
Invitrogen) (1pg/ pL). Se mezclaron 8 pL de la reaccion de PCR con 3 pL de
amortiguador de carga (azul de bromofenol y glicerol) y posteriormente las
muestras se cargaron en los pozos del gel. La separacion electroforética se
realizd a voltaje constante (80 V) durante aproximadamente 1 h. El gel fue
tefido con una solucion Gel red (0.3 ulL) y los productos amplificados fueron
digitalizados para su analisis en un fotodocumentador de luz ultravioleta

(MiniBis Pro, DNR Bio-Imaging System, Israel).
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Cuadro 3. Nombre y secuencia de iniciadores utilizados para el analisis de

biotipos B y Q de mosquita blanca y la presencia de TYLCV y PHYVV en estos

insectos, en el sitio San Ignacio, Culiacan, Sinaloa, México.

o _ o Observa- .
Iniciador | Secuencia de iniciador (5°- 3") _ Referencia
clones
87-F | GTTCGATAATGAGCCCAG Deteccion | Salati y col
88-R | ATGTAACAGAAACTCATG de TYLCV | 2002
240-F | GGCTTATTTGTAATAAGAGAGGTGT | Torres-
Deteccion
Pacheco y
241-R | GAATTAAAGGTACATGGACCACTT | dePHYW I
Biotype
- CAGTCTAGGTAACTGAAGTTTTC | pateccion
o Kang y col
del biotipo 2012
Biotype
- P CTTCRGGCGTTGCCAAATTTAC BoQ

F=Forward, R=Reverse.
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b PHYVV

La amplificacion del ADN viral de PHYVV se realizé de acuerdo al método
descrito por Torres-Pacheco y col 1996, con modificaciones. La mezcla de PCR
consistié de 2ulL de ADN de cada una de las muestras, 2.5 uL de amortiguador
de reaccion de PCR (10X), 1 uL de dNTPs (10 uM), 2 uL de MgCl, (50 uM),
0.25 uL Taqg ADN polimerasa, 1.25 uL de oligonucleétidos iniciadores (5 uM) y

agua inyectable, para un volumen final de 25 pulL.

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador multigen optimax
(Labnet international, inc.). La secuencia de cada uno de los iniciadores para
PHYVV fue 240 y 241 (Torres-Pacheco y col 1996) (Cuadro 3), los cuales
amplifican un segmento de ADN de 350 pb. Las reacciones fueron pre-
desnaturalizadas a 94°C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos: 94°C por 45 s
para desnaturalizacion, 60°C por 30 s de alineamiento, con extension de 72°C
por 1 min y una extension final a 72°C por 10 min. La separacién de los
fragmentos amplificados se hizo por electroforesis en geles de agarosa al 1.5%
(p/v) con amortiguador TAE 1X (Tris-HCL 100 mM, pH 8.0, acido acético, EDTA
0.5 M) en una camara electroforética horizontal (Labnet International, inc ). El
marcador molecular utilizado fue el de 1 Kb (plus ADN, Invitrogen) (1ug/ yL). Se
mezclaron 8 pL de la reaccion de PCR con 3 yL de amortiguador de carga (azul
de bromofenol y glicerol) y posteriormente las muestras se cargaron en los
pozos del gel. La separacion electroforética se realizé a voltaje constante (80V)
durante aproximadamente 1 h. El gel fue tefido con una solucién Gel red (0.3
uL) y los productos amplificados fueron digitalizados para analisis en un
fotodocumentador de luz ultravioleta (MiniBis Pro, marca DNR Bio-Imaging

System, Israel).
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c Biotipos

La amplificacion de los biotipos se realizdé de acuerdo al método descrito por
Kang y col 2012. La mezcla de PCR consistié de 2uL de ADN de cada una de
las muestras, 2.5 uL de amortiguador de reacciéon de PCR, 0.5 uL de dNTPs,
0.75 uL de MgCl,, 0.25 uL Tag ADN polimerasa, 2.0 uL de oligonucleétidos
iniciadores (1uL de oligo 1 y 1uL del oligo 2) y agua inyectable para un volumen

final de 25 L.

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador multigen optimax
(Labnet international, inc.) con el empleo de los iniciadores F y R (Cuadro 3), los
cuales amplifican segmentos de 292 pb correspondientes al biotipo B y 394 pb
para el biotipo Q . Las reacciones fueron desnaturalizadas a 94 °C por 2
minutos, seguidos de 35 ciclos: 94 °C por 30 s para desnaturalizacion, 55 °C
por 40 s de alineamiento, 68 °C por 1 min de alineamiento, con una extensiéon
final a 68 °C por 1 min. La separacién de los fragmentos amplificados se realiz6
por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% (p/v) con amortiguador TAE 1X
(Tris-HCL 100 mM, pH 8.0, acido acético, EDTA 0.5 M) en una camara
electroforética horizontal (Labnet International, inc). EI marcador de tamafo

molecular se us6 a una escalera de 1Kb (plus ADN, Invitrogen) (1ug/ uL).
3 Analisis electroforético de fragmentos de ADN amplificados por PCR

Se preparon geles de agarosa al 1.5% (p/v) para cargar las muestras de
ADN de PCR, con amortiguador TAE 1X (Tris-HCL 100 Mm pH 8.0, acido
acético 99.5% de pureza, EDTA 0.5 M). Se mezclaron 4 uL de la reaccion de
PCR con 2 pL de amortiguador de carga (azul de bromofenol 0.025%,
Xilenocianol 0.025% vy glicerol al 30%) y posteriormente se cargaron en los
pozos del gel. La separacion electroforética se realizé a voltaje constante (80V)
durante aproximadamente 1 h en una camara electroforética horizontal (Labnet

International, inc).
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El gel fue tefido con una solucién Gel red (invitrogen)(10 000X) con el uso
de 0.3 uL de gel red por cada 30mL de gel agarosa, y los productos
amplificados fueron digitalizados para analisis en un fotodocumentador de luz

ultravioleta (MiniBis Pro, DNR Bio-Imaging System, Israel).
4 Anidlisis estadistico

Se realizé un analisis estadistico descriptivo para la presencia de sintomas
de virus y mosca blanca en plantas de tomate, y grados dia. Por otro lado, se
efectud un analisis estadistico de asociacién entre plantas con sintomas de
begomovirus, B. tabaci y grados dias promedio acumulados (GDpA) haciendo
uso de una regresion de Pearson, el estigrado empleado fue la Chi cuadrada
(x?) para el estudio de datos con a= 0.05. Por otra parte, se utilizdé un analisis de
asociaciéon entre biotipos de B. tabaci y GDpA, biotipos de mosca blanca con
incidencia del virus TYLCV y PHYVV y GDpA, llevando a cabo una regresion de
Poisson. El estadistico empleado fue la Chi cuadrada (x?) para el estudio de
datos con un a= 0.05. Se utilizé el programa Minitab versién 17 para ambos
analisis estadisticos de asociacion. La tendencia obtenida con el empleo de los
GDpA en los analisis de asociacion fue similar a lo observado en campo, debido
a ello se utilizaron esos datos. Sin embargo, cada uno de estos puntos
acumulados se calcul6 a partir de un promedio de grados dia (GDp) estimado
en 15 dias previos por cada muestreo, esto con la finalidad de registrar las
condiciones de temperatura en base a grados dia bajo las cuales se
desarrollaba el insecto en el proceso de adquisicion del virus a partir de la

planta enferma (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Grados dia promedio y acumulados por fechas de muestreo.

Fecha GDp GDpA
07/11/2015 15.54 15.54
21/11/2015 12.96 28.50
02/12/2015 13.51 42.01
18/12/2015 1057 52.59
29/12/2015 8.18 60.77
07/01/2016 8.79 69.56
19/01/2016 723 76.78
15/02/2016 9.50 86.28
27/02/2016 1117 97.46
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VIl RESULTADOS Y DISCUSION

A ANALISIS DE LA PRESENCIA DE BEGOMOVIRUS Y Bemisia tabaci EN
CULTIVO DE TOMATE

1 Presencia de Bemisia tabaci en cultivo de tomate

Se observaron individuos de Bemisia tabaci en plantas de tomate durante el
periodo del 07 de Noviembre de 2015 al 27 de Febrero de 2016. El numero de
plantas muestreadas oscilé entre 25 y 1125, mientras que la poblacion de
moscas blancas colectadas estuvo entre 31 y 226. Al inicio del muestreo la
poblacion de insectos de B. tabaci fue muy baja (0.09 moscas blancas por
planta, mb/planta) por lo cual fue necesario incrementar el numero de plantas
muestreadas, en los ultimos muestreos se observo lo contrario, ya que con un
numero menor de plantas, el total de moscas blancas fue mayor (Cuadro 5). En
el primer muestreo la planta se encontraba en la etapa de tercera flor y era de
un tamafo menor (60 cm), mientras que los ultimos muestreos se realizaron en
la etapa de cosecha y las plantas tenian un mayor tamafio (2.20 cm) (datos no

mostrados).
2 Presencia de sintomas de begomovirus en cultivo de tomate

En el Cuadro 6 se presenta la dinamica de las plantas observadas con
sintomas de begomovirus. Se muestrearon entre 600 a 1800 plantas, cuya
presencia de sintomas varié entre 5 y 155 plantas enfermas, lo que arrojé un
rango entre 0.83-17.22% de plantas con sintomas de begomovirus. Los datos
de numero de moscas blancas por planta descritos en el Cuadro 5, se
correlacionaron con el numero de plantas enfermas por begomovirus descritas
en el Cuadro 6, para lo cual se realizé un analisis estadistico de asociacion de
Pearson para la presencia de Bemisia tabaci y el porcentaje de plantas con
sintomas de begomovirus, teniendo como variable independiente los GDpA

(temperatura base 10°C).
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Cuadro 5. Presencia de Bemisia tabaci en plantas de tomate en el Sitio San
Ignacio, Culiacan, Sinaloa, México, durante el periodo del 07 de Noviembre de
2015 al 27 de Febrero de 2016.

Fecha Plantas t:bg;:i Mb/planta 5:;:‘::’03:;
07/11/2015| 1125 | 105 009 | Tercere
21/11/2015| 600 115 0.19 Sexta flor

Octava
02/12/2015 48 31 0.65 Flor
(Cosecha)

18/12/2015 80 70 0.88 Cosecha
29/12/2015 25 60 2.40 Cosecha
07/01/2016 40 90 2.25 Cosecha
19/01/2016 34 195 5.74 Cosecha
09/02/2016 58 226 3.90 Cosecha
27/02/2016 34 214 6.29 Cosecha
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Cuadro 6. Muestreo de la incidencia de begomovirus en plantas de tomate en
el Sitio San Ignacio, Culiacan, Sinaloa, México, durante el perido del 07 de
Noviembre de 2015 al 27 de Febrero de 2016.

% plantas

Fecha # Plantas bl::;cr;:ralzv(;?:s sint:rsigs de

begomovirus
07/11/2015 600 5 0.83
21/11/2015 900 8 0.89
02/12/2015 600 6 1.00
18/12/2015 600 13 217
29/12/2015 1200 44 3.67
07/01/2016 600 33 5.50
19/01/2016 1800 109 6.06
09/02/2016 1200 113 9.42
27/02/2016 900 155 17.22
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3 Comportamiento de temperatura y grados dia durante el ciclo agricola
2015-2016

Entre los factores mas importantes para el desarrollo de B. tabaci se
encuentra la temperatura ambiental expresada en unidades calor (UC) 6 grados
dia (GD). Este es un indice de temperatura que combina el tiempo y
temperatura umbral minima y maxima aplicable en un periodo de 24 horas, con
lo cual se puede predecir las fases de desarrollo en que se encuentra un

organismo poiquilotermo.

Las temperaturas maximas cada quince dias hasta la fecha de muestreo
oscilaron entre 28.7°C y 35.9°C y las temperaturas minimas en 4.7°C y 14.7°C
(Cuadro 7). Esto es un punto importante a considerar ya que esa temperatura
determinada en grados dia, representa las condiciones fisioldgicas de desarrollo
del insecto durante ese tiempo, pues el rango de temperatura para su desarrollo

oscila entre 10y 41°C.

Al inicio del muestreo, en Noviembre la temperatura maxima fue de 35.9 °C
y 14.7 °C como minima, lo cual arroj6é un total de 248.7 grados dia durante 15
dias previos al muestreo. Cuando la temperatura fue menor, por ejemplo el dia
29 de Diciembre de 2015, las temperaturas oscilaron entre 28.7°C y 4.7°C con
un total de solo 73.65 grados dias en un mismo periodo de 15 dias, lo que

permitid un menor desarrollo del insecto (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Temperaturas maximas y minimas, grados dia (suma), grados dia
promedio y grados dia promedio acumulados registrados quincenalmente en el
sitio San Ignacio, Culiacan, Sinaloa, México, durante el periodo del 07 de
Noviembre de 2015 al 27 de Febrero de 2016.

Suma Gra'dos

quincenal (GDp)
07/11/2015 35.9 14.7 248.7 15.54 15.54
21/11/2015 355 10.3 194 .4 12.96 28.5
02/12/2015 35.5 10.3 229.7 13.51 42.01
18/12/2015 35.5 7.3 169.15 10.57 52.59
29/12/2015 28.7 4.7 73.65 8.18 60.77
07/01/2016 31.1 7.7 140.6 8.79 69.56
19/01/2016 29.1 5.2 115.6 7.23 76.78
15/02/2016 31.9 10.3 142.54 9.5 86.28
27/02/2016 31.7 10.7 178.79 11.17 97.46

*Temperaturas obtenidas de la pagina de CIAD clima Culiacan (http://culiacan.ciad.edu.mx/mapa/).
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B IDENTIFICACION DE BIOTIPOS, VIRUS TYLCV Y PHYVV EN INSECTOS

DE Bemisia tabaci

1 Analisis electroforético del ADN viral de insectos de Bemisia tabaci

Genn. y tejido vegetativo de plantas de tomate

Se realizé una extraccion de ADN viral a partir de tejido vegetativo de brotes
apicales de plantas de tomate con sintomas y asintomaticas; se tomaron 2
plantas enfermas y dos sanas por cada muestreo, para un total de 20 muestras
de ADN procedentes de plantas enfermas analizadas y 20 muestras de ADN
procedentes de plantas sanas (Figura 10) las cuales se almacenaron a -4 °C, y
se obtuvieron 80 pL del ADN de cada una de las muestras con una

concentracion aproximada de 80 ng/ L.

Para el caso de la deteccion de virus en el insecto, se extrajo ADN
(individualmente) de 109 insectos de B. tabaci, y se mantuvieron almacenados
a -4°C para su posterior analisis (Figura 11), por otro lado, los otros insectos
restantes, se mantuvieron almacenados a -4°C para el caso de que fuera
necesario repetir el analisis en un futuro. Cabe mencionar que durante los
primeros muestreos correspondientes al mes de Noviembre de 2015 las bajas
poblaciones de mosca blanca dificultaron la coleccion de éstas, debido a que
durante los primeros meses de cultivo las poblaciones de B. tabaci son menores

e incrementan con el estado fenoldgico de la planta.
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Figura 10. Extraccion de ADN de tejido de plantas de tomate con sintomas
de virus. Carriles: 1) Marcador molecular, 2-11) Muestras de ADN de tejido de
plantas de tomate colectadas bajo condiciones de campo abierto, en el Sitio

San Ignacio, Culiacan, Sinaloa, México.
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Figura 11. Extracciéon de ADN de B. tabaci colonizando plantas de tomate bajo
condiciones de campo abierto. Carriles: 1) Marcador molecular de 1 Kb; 2 al 6)
Muestras de ADN de Bemisia tabaci (insectos individuales) colectadas en el

Sitio San Ignacio, Culiacan, Sinaloa, México.
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2 Analisis de la presencia de Bemisia tabaci Genn.

a Deteccion de biotipos By Q

Se obtuvieron amplicones predichos de 292 y 394 pb, que describen a los
biotipos B y Q (Kang y col 2012), respectivamente, en geles de agarosa al
1.5%. Los carriles 3-5,7, 9-11 presentaron amplificados de ADN predichos para
el biotipo B y sélo los carriles 6 y 8 presentaron fragmentos de ADN predichos
para el biotipo Q (Figura 12). Heras-Gaspar (2015) detectd previamente estos
biotipos de B. tabaci durante el ciclo agricola de tomate 2013-2014 en el Valle
de Culiacan, Sinaloa, México. Se ha descrito que el biotipo Q presenta una
mayor resistencia a los insecticidas que la observada en el biotipo B (Anthony y
col 1995; Rauch y Nauen 2003; Horowitz y col 2014, 2005), como es el caso de
los neonicotinoides pertenecientes al grupo cuatro, los cuales son moduladores
competitivos del receptor nicotinico de la acetilcolina (hnAChR) y actuan en el
sistema nervioso y muscular, y el piriproxifén clasificado en el grupo siete C
como mimético de la hormona juvenil (modo de accién: crecimiento y desarrollo)
(IRAC 2016).

La rapida dispersion de estos biotipos a nivel mundial, su facil adaptacion a
los diferentes sitios geograficos, la eficiencia en retencién y transmision de
virus, asi como la resistencia a insecticidas y altas temperaturas, ha sido
reportado por algunos investigadores, sefialando el riesgo que implica su
presencia y la importancia del control hacia B. tabaci (Horowitz y col 2014;
2005; Kontsedalov y col 2012; Dong Chu y col 2012; Brumin y col 2011; Luo y
col 2010).
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Figura 12. Deteccion de biotipos de Bemisia tabaci. Carriles: 1) Marcador
molecular de 1 Kb, 2) Control positivo (amplificado anteriormente para biotipo
Q), 3-11) Muestras de ADN de B. tabaci muestreadas en campo abierto en el
sitio San Ignacio, Culiacan, Sinaloa, México, de la colecta del 19 de Enero de
2016,12) Control negativo (sin ADN).

76



b Frecuencia de biotipos de Bemisia tabaci

Se registraron los porcentajes de presencia de biotipos de individuos de B.
tabaci en base a un total de 10 muestreos (10 a 15 insectos de B. tabaci
analizados por muestreo y temperaturas calculadas en GDp), cuya presencia se
distribuyd en un mayor porcentaje en el biotipo B en comparacion con el biotipo
Q; sin embargo, un numero de muestras importantes fueron negativas al menos
visualmente para la amplificacion de ambos tamafos, no obstante estos
insectos fueron positivos para los begomovirus analizados, por lo que se
considerd que se trataba posiblemente de un biotipo diferente de B. tabaci (el
cual para determinar a que biotipo corresponde es necesario utilizar una
estrategia diferente a la que se plante6 en el presente trabajo; utilizar oligos
disefiados a partir de un fragmento del gen de la citocromo oxidasa
mitocondrial, posteriormente enviar a secuenciar y finalmente hacer un analisis
bioinformatico para conocer el biotipo) que para fines de este estudio
tentativamente se denominé Ot (Otros biotipos). El analisis de la presencia de
amplificados en los diferentes tamafos arrojé los siguientes resultados: el
biotipo B presenté la mayor frecuencia que fluctué entre el 25 y 100%, seguido
por Ot cuya frecuencia varié entre el 0 y 66.67%, y finalmente el biotipo Q, entre
el 0 y 50% en relacion con el total de insectos analizados (109) (Figura 13).
Esta frecuencia de biotipos B y Q es muy similar a la descrita previamente por
Heras-Gaspar en el ciclo agricola de tomate 2013-2014, lo cual indica que el
biotipo Q que es de mayor riesgo por su resistencia a insecticidas de uso
comun en la region, ha mantenido niveles de presencia similares a los descritos
previamente (Heras-Gaspar 2015). El biotipo B se detectdé en todos los

muestreos, el Ot sélo en seis y el Q estuvo presente en ocho.
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Figura 13. Frecuencia de los biotipos B, Q y Ot en cultivo de tomate en campo
abierto durante el ciclo 2015-2016. Se realizaron un total de 10 muestreos entre
el 7 de Noviembre y el 22 de Marzo en el sitio San Ignacio, Culiacan, Sinaloa;

para las primeras 9 colectas se muestran los GDp.
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El biotipo B se presenté con un 100 % para el 15 de Febrero y con una
menor presencia (25%) para el 21 de Noviembre, y con un 50% al inicio del
muestreo (07 de Noviembre). Por su parte, el biotipo Q no estuvo presente el 22
de Marzo, adquiriendo un 10% al inicio del muestreo (07 de Noviembre),
teniendo su mayor presencia el 18 de Diciembre con un 50%. En cambio, el
biotipo Ot, no se manifest6 el 18 de Diciembre, 19 de Eneroy 27 de Febrero,
presentando un 40% de presencia para el 07 de Noviembre (primer muestreo) y

una mayor prevalencia para el 21 de Noviembre con un 66.67% (Figura 13).

Por otra parte, en el muestreo del 18 de Diciembre se encontré la mayor
presencia del biotipo Q en el ciclo agricola, con un 50%, proporcion similar al
biotipo B. Este comportamiento fue reportado en el ciclo agricola de tomate
2013-2014 por Heras-Gaspar (2015) para el mes de Enero de 2014,
mencionando una mayor prevalencia del biotipo B durante los meses de
Febrero y Marzo del 2014, tendencia que se repitidé en nuestros resultados del

presente trabajo (Figura 13).

En general, la mayor poblacion de biotipos de mosca blanca se registré en
el B con un 60.55%, el biotipo Ot con un 20.18% y en forma similar a éste, el
biotipo Q con un 19.27% (Figura 14).

Resultados similares fueron obtenidos en el 2014 en el Valle de Culiacan
para los biotipos B y Q (Heras-Gaspar 2015), lo cual nos indica, una estabilidad
observada al menos en estos dos ciclos agricolas de diferentes afos para
ambos biotipos. Resultados previos en otras regiones del mundo como China,
Espafia o Israel, registran una mayor prevalencia del biotipo Q,
argumentandose el manejo de insecticidas como un factor fundamental en el
desarrollo de esta tendencia (Pan y col 2011; Horowitz y col 2005; Nauen y col
2002).
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Figura 14. Porcentaje de biotipos B, Q y Ot de Bemisia tabaci en cultivo de
tomate en campo abierto durante el ciclo 2015-2016, en el Sitio San Ignacio,
Culiacan, Sinaloa, México.
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3 Deteccion e incidencia de TYLCV en Bemisia tabaci Genn.

Se detecto al virus TYLCV en el 57% del total de los insectos analizados a
partir de un fragmento de ADN de 334 pb predicho para el mencionado virus
(Salati y col 2002) (Figura 15). Estudios para la deteccion de este mismo
patégeno en B. tabaci, fueron realizados por Pusag y col (2012) en forma
general y por Heras-Gaspar (2015) de manera individual, por lo cual integramos
esta ultima metodologia en nuestros bioensayos para determinar el impacto de
algunos factores ambientales como lo es la temperatura en la eficiencia de

adquisicion de begomovirus por B. tabaci.

La incidencia de TYLCV en biotipos de B. tabaci (n=10-15) estuvo presente
entre 0% y 50 % en el biotipo B, del 0% al 50% para el biotipo Q y en el biotipo
Ot entre 0% a 40%, en el ciclo agricola de tomate 2015-2016, en el sitio San,
Ignacio, Culiacan, Sinaloa . Ademas, en el muestreo del 15y 27 de Febrero no
se detecto incidencia de TYLCV en biotipos de B. tabaci. Por otro lado, al inicio
del muestreo, la incidencia del TYLCV en el biotipo B se mostré en un 50%, en
el biotipo Q en un 10% y en el Ot en un 40%, mientras que en el ultimo
muestreo en los biotipos B y Q no se presento incidencia del TYLCV, y el en
biotipo Ot se detect6 en el 27.27% (Figura 16).
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Figura 15. Amplificaciones de TYLCV en Bemisia tabaci. Carriles: 1) Marcador
molecular de 1 Kb, 2) Muestra de ADN positiva (de Bemisia tabaci,
anteriormente secuenciada), 3 al 12) Muestras de ADN de todos los muestreos
(una seleccionada por muestreo) colectadas en campo abierto, en el Sitio San

Ignacio, Culiacan, Sinaloa, México.
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Figura 16. Biotipos de insectos de Bemisia tabaci con incidencia de TYLCV en
cultivo de tomate en campo abierto durante el ciclo 2015-2016, en el Sitio San

Ignacio, Culiacan, Sinaloa, México; para las primeras 9 colectas se muestran
los GDp.
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4 Deteccion e incidencia de PHYVV en Bemisia tabaci

Se obtuvo la amplificacion de un fragmento de 350 pb predicho para PHYVV
(Torres-Pacheco y col 1996) (Figura 17). La presencia del begomovirus se

observd en un 56% del total de insectos analizados.

Garzén-Tiznado y col (1993) reportaron por primera vez al PHYVV en
plantas de chile, mencionando que el insecto vector de dicho virus es Bemisia
tabaci. Por otro lado, Torres-Pacheco y col (1996) detectaron al PHYVV en
plantas de chile con sintomas de la enfermedad ocasionada por dicho virus. De
igual manera, Cervantes-Diaz y col 2009, Medina-Ramos y col (2008), Garzon-
Tiznado y col (2002) también detectaron PHYVV en plantas de chile. Por otra
parte, Retes-Manjarez y col (2016) detectaron la presencia de PHYVV en el
biotipo B de B. tabaci en Sinaloa, México; sin embargo, hasta la fecha no
existen reportes de la deteccidn de este virus en B. tabaci biotipo Q, siendo éste

el primer reporte de este patdgeno en el mencionado biotipo.

La incidencia de PHYVV en biotipos de B. tabaci (n= 3-15) estuvo presente
entre el 0y 70 % en el biotipo B, del 0 al 33.33% en el biotipo Q y en el biotipo
Ot entre 0 a 66.67%, en el ciclo agricola de tomate 2015-2016, en el sitio San,
Ignacio, Culiacan, Sinaloa. Sin embargo, en el muestreo del 18 de Diciembre
del 2015 no se detecto la incidencia del PHYVV en ninguno de los biotipos de
B. tabaci, ademas, el 15 y 27 de Febrero sélo se presentd la incidencia de
PHYVV en el biotipo B con 60 y 18.18% respectivamente (Figura 18).
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Figura 17. Deteccién de PHYVV en Bemisia tabaci en el sitio San Ignacio,
Culiacan, Sinaloa. Carriles: 1) Marcador molecular de 1 Kb, 2) Muestra de ADN
de tejido vegetativo positiva (de planta, anteriormente secuenciada), 3-12)

Amplicones de ADN del muestreo del 19 de enero de 2016, 13) Control
negativo (sin ADN).
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Figura 18. Biotipos de insectos Bemisia tabaci con incidencia de PHYVV en
cultivo de tomate en campo abierto durante el ciclo 2015-2016, en el Sitio San

Ignacio, Culiacan, Sinaloa, México; para las primeras 9 colectas se muestran
los GDp.
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5 Co-infeccion entre el TYLCV y el PHYVV en Bemisia tabaci

La deteccion de ambos begomovirus (TYLCV y PHYVV) en Bemisia tabaci
en el presente trabajo fue mixta en un 32% e individual en un 27% para TYLCV
y 25% para PHYVV. Sin embargo,no se hallaron reportes similares a nuestro
estudio, los que se encontraron publicados describen el proceso de co-
infecciones entre begomovirus pero en tejido de plantas, tal es el caso de los
estudios de Garzén-Tiznado y col (2002) quienes reportaron la infeccion mixta
de PHYVV y TPV-T (virus texano del chile-Tamaulipas) en especies cultivadas
de tomate y chile; obtuvieron la mayor prevalencia del PHYVV con un 79%,
seguido por el TPV-T con un 12% y con un 10% la mezcla de ambos virus. Por
otro lado, Reveles y col (2012) reportaron una infeccibn mixta de los
begomovirus PHYVV y PepGMV (virus del mosaico dorado del chile) en plantas
de chile en un 80% del total de muestras analizadas, encontrando también la
presencia del curtovirus BMCTV (virus de la hoja rizada de la remolacha),
siendo el PepGMV y el BMCTYV quienes tuvieron un 100% de presencia. En otro
estudio realizado por Lugo Melchor y col (2011), encontraron al virus del TYLCV
en un 64.2% de las muestras positivas analizadas, al SLCV (Virus del
enrollamiento de la hoja de la calabaza) en un 22.4% y una coinfeccion del

6.7% con ambos virus.
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C ANALISIS DE ASOCIACION ENTRE LA PRESENCIA DE SINTOMAS DE
BEGOMOVIRUS EN PLANTAS Y BIOTIPOS DE Bemisia tabaci

1 Analisis estadistico de asociacion de la presencia de Bemisia tabaci

y el porcentaje de plantas con sintomas de begomovirus

Se obtuvo una correlacion positiva entre la presencia de B. tabaci y el
porcentaje de plantas con sintomas de begomovirus (Figura 19) debido a que,
conforme aumenté el numero de insectos en el cultivo, se aprecidé un
incremento en el porcentaje de plantas con sintomas de begomovirus;

obteniéndose un valor de P de 0.002 y un valor de R cuadrada (R2) = 0.869.

Algunos estudios parcialmente relacionados con el incremento de la
poblacién de B. tabaci y la incidencia del TYLCV han sido reportados por otros
autores, concluyendo que un incremento en la poblacién de B. tabaci esta
relacionado con un aumento de la incidencia del TYLCV (Loannou y Lordanou
1985; Hazem 2013).

2 Analisis estadistico de asociacion de GDpA y Bemisia tabaci en plantas

Se obtuvo una correlacion entre el indice de temperatura GDpA (grados dia
promedio acumulados) y la presencia de B. tabaci en plantas (Figura 20),
observandose que al aumentar los GDpA se incrementaba la cantidad de
moscas blancas por planta, alcanzando un valor P de 0.000 y R? = 0.968,
siendo éste un buen valor para el modelo. Estos resultados indican la
preferencia de la mosquita blanca hacia temperaturas altas relativas, lo cual ha

sido consignado por otros investigadores como se menciona a continuacion.

Ahmad Zeshan y col (2015), reportaron que a mayor temperatura (36 a
45°C) y menor humedad relativa (46 a 60 %) el desarrollo de B. tabaci es mas
rapido. Asi mismo, Mufiiz y Nombela (2001) obtuvieron resultados similares a
partir de 33°C, encontrando ademas que temperaturas de 37 a 42°C son letales

para este insecto. Por otro parte, en otros estudios se reportd que este insecto
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puede sobrevivir a temperaturas por encima de 35°C, pero que temperaturas
por arriba de 37°C son letales para el mismo (Bonato y col 2006; Jian-Ying Guo
2013).

3 Andlisis estadistico de asociacion de GDpA y porcentaje de plantas con

sintomas de begomovirus

Se obtuvo una correlacion entre los GDpA y el porcentaje de begomovirus
(Figura 21) ya que, conforme los GDp se acumularon, el porcentaje de plantas

con begomovirus aumento, obteniéndose un valor P=0.000 y R?= 0.976.

Nuestros resultados son similares a los descritos por diversos autores,
donde se reporta que, al generarse un aumento en la temperatura, la incidencia
de geminivirus también incrementa (Hazem 2013; Antignus y col 2001;
Alemandri y col 2012), por lo que este incremento estad asociado a la

preferencia del vector por esas temperaturas.

89



18

| P= 0.02 .
6 R2 = 0.869

14

12
10

o N P~ O

0 1 2 3 4 5 6 7
B. tabaci (%)

Plantas con sintomas de begomovirus (%)

Figura 19. Correlacion de Pearson del porcentaje de individuos de Bemisia
tabaci y el porcentaje de plantas con sintomas de begomovirus en el ciclo

agricola 2015-2016, en el Sitio San Ignacio, Culiacan, Sinaloa, México.
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Figura 20. Correlacion de Pearson entre GDpA y Bemisia tabaci en plantas de

tomate, en el ciclo agricola 2015-2016, en el Sitio San Ignacio, Culiacan,

Sinaloa, México.
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Figura 21. Correlacion de Pearson entre GDpA y porcentaje de plantas con
sintomas de begomovirus, en el ciclo agricola 2015-2016, en el Sitio San

Ignacio, Culiacan, Sinaloa, México.
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4 Analisis de asociacion entre biotipos de Bemisia tabaci y grados dia

promedio acumulados

Para determinar la relacion que existe entre GDpA y la poblacién de biotipos
del insecto se realiz6 un analisis de regresién de Poisson. La interaccion del
porcentaje de la presencia de biotipos de mosca blanca en relaciéon a GDpA,
muestra que hay una respuesta positiva del biotipo B, ya que se incremento la
poblacion en la medida que se acumularon los GDp. Lo inverso ocurrié con el
biotipo Ot (biotipo no identificado), lo cual indica una correlacion negativa con
GDpA; sin embargo, en el biotipo Q se observé un comportamiento estable

independientemente de la acumulacién de GDp (Figura 22).

Al revisar el comportamiento de los biotipos B, Q y Ot en comparacion con
dos diferentes grados dia promedio (15.54 y 11.17 GDp) correspondientes al
primero (realizado en la etapa de tercera flor del cultivo) y al ultimo muestreo
respectivamente (realizado durante la cosecha). Se observdé una mejor
respuesta hacia el menor promedio de grados dia (11.17 GDp) en el biotipo B el
cual se detecté en un 86%, una respuesta negativa en el biotipo Ot (4%) y un
comportamiento intermedio en el Q (22%). Una respuesta contraria se registro a
15.54 GDp entre los biotipos B y Ot; con una menor poblacién del biotipo B
(38%) y una mayor del Ot (57%), en el caso del biotipo Q, su comportamiento
fue similar en ambos GDp (Figura 23). Con esto se confirma el comportamiento
de estos biotipos al comparar los resultados descritos en las Figura 22 y Figura
23. El valor R cuadrada (R?) de desviacion fue de 59.50%, y un valor de R?2
(ajustada) de desvacion de 58.79%; aunque los valores de R no fueron tan
altos, el modelo funciond para hacer el analisis de medias ajustadas, tomando

en consideracion un nivel de significancia (a)= 0.05.
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Figura 22. Grafica de interaccion entre porcentaje de presencia de biotipos de
Bemisia tabaci y GDpA en el ciclo agricola 2015-2016, en el sitio San Ignacio,

Culiacan, Sinaloa.

94



GDp
®— 15.54
— - 1117
B Ot Q
P =0.000
a 2=
R2= 0.595 80 1
. 60 3.
0
o 40 E
o
8 20 é
. 0
Biotipo

Figura 23. Grafica de Interaccion entre porcentaje de presencia de biotipos de
Bemisia tabaci y limites inferior y superior de GDp, en el ciclo agricola 2015-

2016, en el sitio San Ignacio, Culiacan, Sinaloa.
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5 Analisis de asociacion entre biotipos de Bemisia tabaci con incidencia

de TYLCV y grados dia promedio acumulados

La presencia del TYLCV en mosca blanca colectadas en el sitio San
Ignacio, Culiacan, Sinaloa, durante los meses de Noviembre y Diciembre del
ciclo 2015 y de Enero y Febrero del ciclo 2016, se representa en las Figura 24
Figura 25 donde se observa la incidencia de TYLCV en B. tabaci en relacion a
GDp y GDpA. Los resultados indicaron que la incidencia de TYLCV en el biotipo
B registr6 una tendencia negativa con los GDpA, cuando las temperaturas
fueron menores, una respuesta similar se pudo observar en la incidencia del
TYLCV en el biotipo Ot y una pendiente con tendencia ligeramente negativa en
el biotipo Q (Figura 24).

Se llevd a cabo el andlisis del comportamiento de los biotipos B, Q y Ot
(Figura 25) en dos GDp (15.54 y 11.17) en donde se confirmé el
comportamiento del TYLCV, cuya incidencia en mosca blanca se redujo en la
medida que los GDp fueron menores (Figura 24). Se obtuvo una mayor
incidencia del TYLCV en el biotipo B (52%) a 15.54 GDp seguido por el Ot
(41%) y una incidencia menor (16%) a 11.17 GDp en el biotipo B, sin embargo
el comportamiento de este begomovirus en el biotipo Ot (4%) mantuvo una
tendencia a la baja en el menor nivel de temperatura (11.17 GDp), se obtuvo un
comportamiento mas estable en la adquisicion de este begomovirus por el
biotipo Q (13%) a esa misma temperatura, y a 15.54 GDp con un 25% de
presencia de este biotipo (Figura 25). Lo anterior confirma los resultados
descritos en la Figura 24, con un valor R? de desviaciéon fue de 30.22%, y un
valor de R? (ajustada) de desviacién de 29.31%, aunque los valores de R? no
fueron tan altos, el modelo funciond para hacer el analisis de medias ajustadas,
tomando en cuenta un a= 0.05. Resultados similares, para el TYLCV, fueron
reportados por Heras-Gaspar (2015) quien obtuvo una mayor prevalencia de

insectos viruliferos a medida que los grados dia incrementaban.
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Se han encontraron pocos reportes similares a los de este trabajo en la
literatura consultada. Sin embargo, algunas caracteristicas biolégicas han sido
estudiadas por diferentes autores como es el caso de Pan y col (2011), quienes
reportaron que el biotipo Q adquiere el TYLCV con mayor eficiencia que el B, no
obstante, la retencién del virus fue similar entre ambos biotipos. Por otro lado, la
eficiencia en la adquisicion del TYLCV representa un factor importante en la
transmision del virus y por consiguiente, en la incidencia de plantas con virus en
las cuales el biotipo Q tiene mayor preferencia en ovopositar en plantas
infectadas con TYLCV en comparacién con plantas sanas, asi mismo, la tasa
de sobrevivencia, longevidad y fecundidad es mas alta en plantas infectadas

con virus (Cheny col 2013).
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Figura 24. Grafica de interaccion entre grados dia promedio acumulados vy
porcentaje de biotipos de Bemisia tabaci con incidencia de TYLCV, en el ciclo

agricola 2015-2016, en el Sitio San Ignacio, Culiacan, Sinaloa, México.
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Figura 25. Grafica de interaccion entre porcentaje de presencia de biotipos de
Bemisia tabaci con incidencia de TYLCV y limites inferior y superior de grados
dia promedio, en el ciclo agricola 2015-2016, en el Sitio San Ignacio, Culiacan,

Sinaloa, México.
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6 Analisis de asociaciéon entre biotipos de Bemisia tabaci con incidencia

de PHYVV y grados dia promedio acumulados

En las Figura 26 y Figura 27 donde se grafico la interaccion entre GDpA y el
porcentaje de incidencia de PHYVV en biotipos de B. tabaci, se puede apreciar
que este begomovirus tuvo un comportamiento inverso al TYLCV en el biotipo B
(Figura 24 yFigura 25) ya que el mayor porcentaje de la incidencia de PHYVV
en este biotipo se registré conforme los GDp tendieron a la baja, coincidiendo el
incremento en la incidencia con los GDpA. Lo anterior indica que las
temperaturas promedio y no las acumuladas representan un factor importante
en esta interaccidn entre el begomovirus y el insecto para el caso del biotipo B.
Respecto al biotipo Ot la incidencia de PHYVV mantuvo una tendencia similar a
la observada en el TYLCV para este biotipo; se manifesté una mayor incidencia
del PHYVV al inicio del monitoreo donde se registraron 15.54 GDp con una
tendencia a la baja a medida que los GDp fueron menores (Figura 26). Este
comportamiento se puede explicar, ya que el biotipo Ot fue el mas afectado por
el menor nivel de GDp y acumulacion de GDp en comparacion con los biotipos
B y Q (Figura 24, Figura 25 yFigura 26). Por otro lado, la presencia del biotipo Q
con incidencia de PHYVV confirmé una relacion mas estable en relacion con la
temperatura, aunque con niveles bajos de incidencia (Figura 26). Estas
observaciones se pueden confirmar en la Figura 27, en donde la incidencia del
PHYVV en el biotipo B respondié mejor a 11.17 GDp (45% de presencia), en
comparacion con el nivel de temperatura mas alto registrado (15.54 GDp) en el

que se presentd en un 21%, similar al biotipo Q (17%).

100



Por el contrario, el biotipo Ot manifesté una mejor respuesta en la
incidencia del PHYVV a 15.54 GDp con el 41% y una menor incidencia a 11.17
GDp (1%), para el biotipo Q la incidencia a 11.17 GDp fue del 5% (Figura 26),
donde el valor de R? de desviacién estandar fue de 41.72% y un valor de R?
(ajustada) de desviacion de 41%, lo que indica que el modelo no es muy bueno,
sin embargo, funciona para hacer el analisis de medias ajustadas, tomando en
consideraciéon un a= 0.05. A la fecha no se han encontrado reportes donde se
analice el efecto de la temperatura sobre la eficiencia de adquisicion del PHYVV

por B. tabaci, siendo estos los primeros estudios al respecto.
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Figura 26. Grafica de interaccion entre grados dia promedio acumulados vy
porcentaje de biotipos de Bemisia tabaci con incidencia de PHYVV, en el ciclo

agricola 2015-2016 en el sitio San Ignacio, Culiacan, Sinaloa.
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Figura 27. Grafica de interaccion entre porcentaje de presencia de biotipos de
Bemisia tabaci con incidencia de PHYVV vy limites inferior y superior de grados
dia promedio, en el ciclo de muestreo 2015-2016 en el sitio San Ignacio,

Culiacan, Sinaloa.
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VIIl CONCLUSIONES

. Se detectd la presencia de los biotipos B (60.55%), Q (19.27%) y otro u

otros no identificados (20.18%).

2. Se registré una relacién inversa en la presencia del biotipo B y los GDp.

3. La presencia del TYLCV y PHYVV por insecto se detecté en forma

individual o en mezclas de ambos begomovirus.

Se detectd la presencia de los begomovirus TYLCV en un 57% vy
PHYVV en el 56% en los insectos analizados de B. tabaci.

. Se encontré una relacién inversa entre el porcentaje de presencia de
PHYVV en el biotipo B y los GDp, mientras que en el caso de TYLCV se
observd una relacion directa con respecto a los GDp, lo cual confirma
que las condiciones de temperatura son un factor importante en la
adquisicion de TYLCV y/o PHYVV por B. tabaci.
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Abreviaturas

B. Bemisia
Genn. Gennadius
% Porcentaje
sp. Especie
mm Milimetro
nm Nandometro
g Gramo

Kb kilobase
ADN Acido desoxirribonucleico
nt Nucleétido
etc. Etcétera

ssADN ADN de cadena simple
sdADN ADN de cadena doble

km Kildbmetro

cm Centimetro

FAO Organizacion para la alimentacién y la agricultura (del inglés,
Food and Agriculture Organizacion)

WHO Pesticide Evaluation Sheme (WHOPES). Esquema de
evaluacion de Pesticidas

mg Miligramo

Kg Kilogramo

°C Grado centigrado

mL Mililitro

uL Microlitro

HCI Acido clorhidrico

mM Milimolar

M Molar

pH Potencial de Hidrogeno

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

NaCl Cloruro de sodio

CTAB Bromuro de cetiltrimetilamonio

B Beta

min Minuto

viv Volumen/volumen

g Fuerza centrifuga relativa
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p/v Partes por volumen

dNTPs Desoxirribonucleotidos

MgCl, Cloruro de magnesio

pb Pares de bases

s Segundo (s)

ug microgramo

h Hora

Vv Volt (s)

# Numero

ng Nanogramo

a Alfa (en estadistica; nivel de confianza)
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