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En diciembre de 2006, Pascual Guerere Pereira se incorporé a las actividades de
investigacion en Moscas Blancas del complejo Bemisia tabaci y Geminivirus
desarrolladas en el Laboratorio de Manejo Integrado de Plagas en Frutales y Hortalizas,
Unidad Técnica Fitosanitaria, Facultad de Agronomia, La Universidad del Zulia (LUZ),
para realizar sus investigaciones como requisito del Postgrado de Biotecnologia
Agricola (Programa de Doctorado en Ingenieria de Plantas Agroindustriales), en el
convenio Universidad de Coérdoba-LUZ, los cuales fueron realizados para optar por el
Diploma de Estudios Avanzados (DEA).

En ese momento sus investigaciones estuvieron orientadas al estudio de solanaceas
silvestres y cultivadas como potenciales hospederas del TYLCV-MId trasmitidas a las
mismas mediante B. tabaci en condiciones de laboratorio. Esta investigacion fue
culminada y presentada en el afio 2008. Esto generd dentro del grupo de investigacion
su primera contribucién a congresos (2007) y posteriormente su primera de publicacion
(2009).

Todo este trabajo se realizé dentro del proyecto No. G-2000001610 titulado “Grupo
Nacional de Investigacibn sobre moscas blancas del complejo Bemisia tabaci
(Gennadius) y otros insectos vectores de enfermedades virales en tomate y otros
cultivos. I. B. tabaci y geminivirus”, subvencionado por el Fondo de Ciencia Tecnologia
e Innovacién (FONACIT) adscrito al Ministerio de Ciencia y Tecnologia de Venezuela y
coordinado por el Dr. Francis Geraud Pouey.



Siguiendo con sus investigaciones, posteriormente Pascual Glerere Pereira trabajo en
cuatro (4) areas de investigacion que finalmente conformaron su tesis Doctoral: 1.
Andlisis molecular de un inventario nacional hecho para detectar begomovirus en
tomate en Venezuela. 2. Dos ensayos de transmision de dos begomovirus a varios
genotipos comerciales de tomate. Uno de éstos validé una contribucion a congreso (afio
2009) y su segunda publicacion dentro del equipo de trabajo (afio 2012). 3. Transmision
experimental a varias especies de plantas. Vale destacar que en este trabajo se report6
por primera vez a la especie Amaranthus dubius como potencial hospedera del TYLCV-
Mld, lo que significd su tercera publicacion. Finalmente, el cuarto trabajo versé sobre la
evaluacioén de la evolucion de una infeccion por Begomovirus en campo, trabajo que en
este momento se encuentra en arbitraje.

En el afio 2011, Pascual Gulerere Pereira pasa a formar parte del proyecto de Red
Tematica No. 111RT0433 titulada “Red Iberoamericana de manejo integrado de
enfermedades virales en horticolas” financiado por la Fundacion CYTED cuya
coordinacion general esta a cargo del Dr. Enrique Moriones Alonso y como
Coordinadora por Venezuela la Dra. Dorys T. Chirinos.

En conjunto, en la tesis se han abordado tanto aspectos aplicados como aspectos
basicos que han permitido una formacion integral del doctorando y suponen un notable
avance en el conocimiento sobre la problematica de los begomovirus en Venezuela y
aspectos necesarios para la toma de decisiones para su control. Esta informacion es
muy valiosa para el establecimiento de estrategias de control mas duraderas y robustas.

A continuacion se listan los productos (publicaciones y contribuciones a congresos)
generados de los trabajos de investigacion de tesis doctoral y avalamos el cumplimiento
de los objetivos para ser defendida como tesis doctoral.
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Pascual Guerere Pereira. Evaluacion de la transmisién del Tomato yellow leaf curl
virus (TYLCV-MId) en hospederas alternas cultivadas y silvestres mediante el
biotipo B de mosca blanca (Bemisia tabaci (Gennadius)) (Hemiptera: Aleyrodidae).
Tesis para optar al titulo de Doctor en Biotecnologia Agricola a través del Doctorado
conjunto Universidad del Zulia — Universidad de Cérdoba.

RESUMEN

Durante marzo 2008 - noviembre 2009, se realizaron cuatro trabajos de investigacion, el
primero consistio en los analisis moleculares de muestras de tomate colectadas entre
los afios 2000 y 2009 provenientes de un inventario nacional de begomovirus. La
extraccion de ADN viral se hizo utilizando el protocolo de Gilbertson et al. (1991); para
la amplificacion del ADN a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
utilizaron los siguientes pares de cebadores: AV494 - AC1048, PAL1v1978 - PAR1c715
y KLO4-06CPF - KL04-07CPR. Las secuencias de nucledtidos de los productos de PCR
fueron identificadas por electroforesis capilar, y analizadas por el programa DNAMAN
(version 5.0) y comparadas con la base de datos de genes del Centro Nacional para
Informacion de Biotecnologia (NCBI) mediante el programa BLAST 2.0. En el segundo
trabajo se realizaron ensayos de transmision experimental de Tomato yellow leaf curl
virus (TYLCV-MId) mediante Bemisia tabaci a especies de plantas de crecimiento
espontaneo y una solanacea cultivada para evaluarlas como hospederas de dicho virus.
Se expusieron individualmente a adultos viruliferos de B. tabaci, especies de plantas
comunes en Venezuela: Amaranthaceae: Amaranthus dubius; Capparidaceae: Cleome
spinosa, Malvaceae: Sida aggregata Presl., Merremia aegyptia (L), Euphorbiaceae:
Euphorbia hirta; Solanaceae: Solanum americanum; S. pimpinellifolium, Datura
stramonium y las cultivadas, Capsicum annuum y S. lycopersicum. Esta Ultima fue
utilizado como control susceptible a TYLCV. Para el control negativo se utilizaron
plantas de las mismas especies, expuestas a adultos de B. tabaci criados sobre plantas
de algodon sin begomovirus. Se hicieron observaciones diarias para detectar sintomas
hasta 30 dias post-periodo de exposicion al vector tanto en aquellas plantas infectadas
con moscas viruliferas como en aquellas inoculadas con moscas libres de virus. En
aquellas especies donde se detectd el virus, se realizd la retransmision hacia tomate.
Se tomaron muestras de apices foliares para determinar la presencia de virus. En el
tercer estudio se realizaron dos ensayos para evaluar el comportamiento ante dos
begomovirus (TYLCV-MId y un begomovirus bipartito relacionado con el Tomato
Venezuela Virus (ToVEV)), de genotipos de tomate mejorados para resistir a TYLCV.
En el primer ensayo se utilizaron las variedades Hazera: Helena (HA-3228) y Cecile
(HA-3229), el cultivar Rio Grande fue el testigo susceptible. En el segundo se
evaluaron: variedad Rio Grande (VRG), hibrido Rio Grande (HRG), hibrido Rio Orinoco
(HRO), variedad Cherry (VCh), El Cid, Shirly (HA-3331), ShanTY (HA-3371) y Tres (HA-
3359), los cuatro ultimos mejorados para resistir a TYLCV. Finalmente, se realiz6 un
ensayo de campo para aproximar como evoluciona una epifitia de begomovirus en una
siembra de tomate con plantas provenientes de semilleros con y sin proteccién.
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Tratamientos: 1. Semilleros protegidos (SP); 2. SP con algunas plantas infectadas con
TYLCV-MId, 3. Semilleros sin proteccion (SSP) en la Unidad Técnica Fitosanitaria
(UTF), 4. SPP en una finca y 5. SPP en una empresa comercial. Las semillas utilizadas
fueron HRG, los cuatro primeros sembrados en la UTFy el ultimo fue sembrado en la
empresa. Las infecciones, observaciones, toma de muestras y analisis moleculares se
realizaron siguiendo el procedimiento mencionado anteriormente.

Para las variables: tiempo de aparicion de sintomas y porcentaje de plantas
sintomaticas, se aplicaron los supuestos de normalidad. El tiempo de aparicion de
sintomas y el andlisis de la varianza fue hecho conel Modelo Lineal General (GLM), las
comparaciones de media conel método de los Minimos Cuadrados (LSMEANS).

Segun los resultados de las secuencias parciales del inventario nacional, el 44,8% de
las infecciones por begomovirus estan relacionadas con Potato yellow mosaic virus
(PYMV), seguido de 14,5; 11 y 10,3% relacionadas con ToVEV, Merremia mosaic virus
y TYLCV, respectivamente. El 4,8 % mostraron similitud con Tomato mild yellow leaf
curl Aragua virus (TOMYLCAV), el 2,8 % con Tomato yellow margin leaf curl virus
(TYMLCV) y el 1,4 % con Rhynchosia golden mosaic Yucatan virus (RhGMYuV).
Quince de las 145 secuencias parciales hechas (10,3 %) mostraron baja relacion con
las secuencias de begomovirus reportadas en el GenBank ya que los porcentajes de
identidad para el fragmento fueron inferiores al 89%. En el segundo estudio se
observaron sintomas de infeccién viral (amplitud 9,3 — 12,3 dias) en S. lycopersicum, D.
stramonium, S. pimpinellifolium y A. dubius, lo cual fue corroborado por PCR
infectandose entre el 63 y 100% de las plantas evaluadas. En la retransmisién hacia
tomate se consiguieron infecciones a partir de todas las especies evaluadas. Se
demostré que A. dubius es un huesped potencial de TYLCV-MId. Respecto a la tercera
evaluacion, en el primer ensayo los genotipos de Hazera que resultaron asintomaticos
para el TYLCV-MId mostraron sintomas ante el begomovirus bipartito (56,7 y 66,7% de
las plantas). EI ADN viral fue detectado en todas las plantas evaluadas. En el segundo
ensayo, todos los genotipos evaluados mostraron sintomas de ambos begomovirus,
resultando mas susceptibles, VRG, HRG, HRO, Cherry y El Cid respecto a los
genotipos de Hazera. En el trabajo de la epifitia en campo, todas las plantas mostraron
sintomas al final del ensayo. Las infecciones evolucionaron con mayor rapidez en
aquellas provenientes del vivero comercial. Los resultados muestran que en Venezuela
los virus bipartitos son de mayor ocurrencia que TYLCV. Las secuencias parciales
arrojaron mayor porcentaje de muestras con virus relacionados con PYMV. Se reporta
por primera vez a A. dubuis como hospedero experimental de TYLCV-MId. Dada la
importancia de los virus bipartitos en Venezuela, mientras se generan genotipos
comerciales de tomate resistentes a éstos, es necesario evaluar aquellos mejorados
para otros virus, ya que algunos muestran cierta resistencia ante los bipartitos. El uso
de préacticas como la proteccion de semilleros podrian resultar alternativas para
disminuir el impacto de estas enfermedades virales.

Palabras clave: reservorio, plaga, afecciones virales, cultivares resistentes
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Pascual Guerere Pereira. Evaluation of transmission of Tomato yellow leaf curl
virus (TYLCV-MId) in wild and cultivated alternate host by biotype B of whitefly
(Bemisia tabaci) (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae). Thesis for Ph.D. in
Agricultural Biotechnology through Universidad del Zulia and Universidad de Cdérdoba
agreement.

ABSTRACT

During March 2008 - November 2009, four research works were carried out, the first
consisted of molecular analysis of tomato samples collected between the years 2000
and 2009 from a national inventory of begomovirus. Viral DNA extraction was done
using the protocol of Gilbertson et al. (1991); the following pairs of primers were used for
amplification of DNA by the polymerase chain reaction: AV494 - AC1048, PAL1v1978 -
PAR1c715 and KL0O4-06CPF - KL04-07CPR. Sequences of nucleotides of the PCR
products were identified by capillary electrophoresis and analyzed using the program
DNAMAN (version 5.0) and compared with nucleotide sequences available in the
database of the National Center for Biotechnology Information (NCBI) using the BLAST
2.0 program. In the second work, trials of experimental transmission of Tomato yellow
leaf curl virus (TYLCV-MId) by Bemisia tabaci to spontaneously growing plants species
and a cultivated species were conducted to evaluate them as host of the virus. Plants
were individually exposed to adult viruliferos of B. tabaci. Species evaluated were
common plants in Venezuela: weeds such as Amaranthaceae: Amaranthus dubius;
Capparidaceae: Cleome spinosa, Malvaceae: Sida aggregata Presl., Merremia aegyptia
(L), Euphorbiaceae: Euphorbia hirta; Solanaceae: Solanum americanum; S.
pimpinellifolium, Datura stramonium and cultivated plants such as Capsicum annuum
and S. lycopersicum. This latter was used as control of susceptible species to TYLCV.
Plants of the same species, exposed to adults of B. tabaci reared on cotton plants
without begomovirus were used as negative control. Daily observations were made to
detect symptoms up to 30 days post-exposure period to the vector. In those species
where the virus was detected, transmission experiments to tomato were conducted. Leaf
apices were sampled for analysis of the presence of viruses. In the third study two trials
were conducted to evaluate the behavior to two begomoviruses (TYLCV-MId and a
bipartite begomoviruses related Tomato Venezuela Virus (ToVEV)), of tomato
genotypes improved to TYLCV resistance. Hazera varieties were used in first trial:
Helena (HA-3228) and Cecile (HA-3229), the cultivar Rio Grande was the susceptible
control. In second trial cultivars assessed were: variety Rio Grande (VRG), hybrid Rio
Grande (HRG), hybrid Rio Orinoco (HRO), variety Cherry (VCh), ElI Cid, Shirly (HA-
3331), ShanTY (HA-3371) and Tres (HA-3359), the last four improved for resistance to
TYLCV. Finally, a field trial was conducted to evaluate the evolution of an epidemic of
begomovirus in a crop of tomato from seedlings with and without protection. Treatments:
1. protected seedling production (SP); 2. SP with some plants infected with TYLCV-MId,
3. Seedling production without protection (SSP) in the plant technical unit (UTF), 4. SPP
in a farm and 5. SPP in a trading company. The seeds used were HRG, the first four
seedlings treatments were planted in the UTF and the last in the company. Infections,
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observations, sampling and molecular analyses were carried out using the procedure
mentioned above.

According to the results, 44.8% of the begomovirus infections are related with Potato
yellow mosaic virus (PYMV), followed by 14.5; 11 and 10.3% related to ToVEV,
Merremia mosaic virus and TYLCV, respectively. Also, 4.8% of the begomovirus-
infected samples exhibited similarity with Tomato yellow leaf curl Aragua mild virus
(ToMYLCAYV), 2.8% with Tomato yellow leaf curl virus margin (TYMLCV) and 1.4% with
Rhynchosia golden mosaic Yucatan virus (RhGMYuV). Fifteen of the 145 partial
sequences obtained (10.3%) showed limited relationship with any of the begomoviruses
reported in GenBank since the percentages of identity for the sequenced fragment were
less than 89%. In the second study, we observed symptoms of TYLCV-MId infection
(amplitude 9.3-12.3 days) in S. lycopersicum, D. stramonium, S. pimpinellifolium and A.
dubius, and infections were cofirmed by PCR in 63 to 100% of the test plants. It was
demonstrated that A. dubius is a potential alternative host of TYLCV-MId. Regarding the
third study, TYLCV-tolerant genotypes were asymptomatic for TYLCV-MId but showed
symptoms to the bipartite begomovirus ToVEV (56.7 and 66.7% of the plants). Viral
DNA was detected in all the evaluated plants. In the disease progress field study, all
plants exhibited symptoms of begomovirus infection at the end of the trial. The virus
present in symptomatic plants was TYLCV-MId. Infections evolved faster in those plants
coming from the commercial seedling. In summary, the results showed that in
Venezuela that New World bipartite begomoviruses predominate in nature and A. dubuis
is reported for the first time as host of TYLCV-MId. Given the importance of the bipartite
begomoviruses in Venezuela, it will be necessary to evaluate resistance to these viruses
in commercial genotypes since some showed some tolerance to these viruses. The use
of practices such as the protection of seedlings might be an alternative to reduce the
the impact of these viral diseases.

Key words: reservoirs, begomovirus genetic diversity, viral conditions, resistant cultivars
Email: pguerere@cantv.net - pguerere@gmail.com

XXi


mailto:pguerere@cantv.net
mailto:pguerere@gmail.com

INTRODUCCION GENERAL

El tomate, Solanum lycopersicum L. es una de las hortalizas mas consumidas en
todo el mundo en una diversidad de formas que van desde el consumo fresco hasta los
preparados y procesados. Aunque es originario de Suramérica, en la actualidad forma
parte de las dietas y los platos tradicionales de gran cantidad de culturas en todo el
mundo, e igual de cosmopolita es su produccion, siendo China el primer productor
mundial, con un promedio de 20 millones de toneladas por afio seguido por EE.UU. y la
Union Europea, para alcanzar, junto a otros paises, una produccion mundial de mas de
100 millones de toneladas para el afio 2002 (USDA, 2009). En Venezuela, en el 2007,
la produccion fue de doscientas siete mil toneladas, en una superficie aproximada de
9575 ha para abastecer el mercado nacional de tomate fresco y para la industria (MAT,
2007).

La produccion de este cultivo en Venezuela, durante muchos afos ha sido limitada
por problemas fitosanitarios, entre éstos, los artrépodos plaga (Geraud-Pouey et al.,
1995; Chirinos et al., 2009) y las enfermedades virales (Debrot et al., 1963; Lastra y
Uzcategui, 1975; Faria y Nava; 2009; Nava et al., 1996; 2006; 2012). Entre los insectos
gue afectan el cultivo de tomate en Venezuela, la mosca blanca Bemisia tabaci
(Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae), es probablemente la especie de mayor
importancia, no solo por su efecto directo al alimentarse de los fotosintetizados, sino
ademas por los virus que le puede transmitir, en especial los del género Begomovirus
(familia Geminiviridae) (Chirinos et al., 2009; Chirinos y Geraud-Pouey, 2011). Los
begomovirus, consisten en cadenas simples de ADN, de forma circular, los cuales
estdn empacados dentro de particulas icosahédricas gemelas (Paprotka et al., 2010) y
afectan el crecimiento de la planta llegando a causar en campos cultivados grandes
epifitias (Polston y Anderson, 1997; 1999; Morales y Anderson, 2001; Morales, 2006, ).

En Venezuela, el primer registro de un begomovirus transmitido por B. tabaci

corresponde a Debrot et al. (1963), quienes lo mencionaron como “Mosaico amarillento



del tomate”, el cual fue posteriormente denominado Tomato yellow mosaic virus
(ToYMV) (Morales et al., 2001). En esa época este virus adquirid gran importancia
debido a que limitaba el desarrollo y rendimiento de este cultivo (Lastra y Uzcategui,
1975) causando problemas en los estados Lara, Aragua (Debrot et al., 1963; Lastra y
Uzcategui, 1978), Guérico y Carabobo (Morales et al., 2001). Aunque, con base a su
sintomatologia, fue originalmente descrito sobre tomate (Debrot et al., 1963), la
secuencia completa de su genoma fue determinada en Inglaterra a partir de muestras
de papa, Solanum tuberosum L. infestadas con el virus, enviadas desde Venezuela,
guedando reportado como Potato yellow mosaic virus (PYMV) (Roberts et al., 1986;
Coutts et al., 1991). Esto gener0 una controversia taxonémica (Morales et al., 2001,
Morales, 2006) la cual sigue siendo discutida (Morales, 2006; Chirinos et al., 2009;
Geraud et al., 2009; Romay et al., 2010; Nava et al., 2012).

En concordancia con lo que ocurria en otras regiones del Mundo como
consecuencia de la dispersion de B. tabaci, en Venezuela, desde finales de los afios
ochenta, las enfermedades virales transmitidas por este insecto comenzaron a adquirir
mucha relevancia en el cultivo del tomate (Geraud-Pouey et al., 1995; Nava et al., 2006;
2012; Chirinos et al., 2009; Faria y Nava 2009; Romay et al., 2010). Desde entonces,
nuevos begomovirus han sido detectados para varias zonas del pais, entre éstas,
destacan los encontrados en los estados: Aragua, Guarico, Monagas (Guzman et al.,
1997), asi como, el Tomato yellow margin leaf curl virus, observado en la region andina
(Nava et al., 2006), cuyos numeros de accesion en el Gen Bank (banco de genes) son
AY508993 y AY508994 correspondientes a las secuencias nucleotidicas completas de
los componentes A y B del genoma de un aislado del mencionado virus. En el afio
2007, fue reportado por primera vez en Venezuela y para Suramérica, el virus del
encrespado amarillo de la hoja del tomate (Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV-MId),
en plantaciones comerciales de este cultivo en varios estados del pais (Zambrano et al.,
2007). Esto supuso la primera cita de la presencia de un begomovirus monopartito en
Suramérica. La enfermedad causada por este virus, Tomato yellow leaf curl disease
(TYLCD), es una de las afecciones virales mas devastadoras en el cultivo del tomate,

gue causa pérdidas significativas en muchas regiones tropicales, subtropicales y



templadas (Accotto et al., 2000). Esta enfermedad fue identificada en Israel durante
1960 (Cohen y Nitzany, 1966). Adicionalmente, dos nuevos Begomovirus bipartitos
fueron detectados, Tomato chlorotic leaf distortion virus (ToCLDV) también en el Zulia
(Zambrano et al., 2011) y Euphorbia mosaic Venezuela virus en Aragua (Zambrano et
al., 2012). Lo antes expuesto pone en evidencia la diversidad de begomovirus en
Venezuela. En este orden de ideas, Morales (2006) sefial6 que en Latinoamérica se

encuentra la mayor diversidad e incidencia de estas afecciones virales.

Por estas razones, para algunas especies de begomovirus presentes en el pais,
se ha estudiado la eficiencia de su transmision mediante B. tabaci (Romay et al., 2010),
la interferencia de insecticidas con la trasmision (Chirinos et al.,, 2011), se ha
determinado la susceptibilidad de algunos cultivares comerciales de tomate (Geraud et
al., 2009; Fernandez et al., 2011; Chirinos et al., 2012;) y se ha evaluado
experimentalmente el potencial de algunas solanaceas como hospederas del TYLCV-
Mld (Chirinos et al., 2009; Guerere et al., 2012).

De los inventarios realizados se puede obtener informacion sobre los begomovirus
de mayor ocurrencia en el pais, y conocer su distribucion con el fin de acometer
estrategias de control para limitar el posible impacto que estas enfermedades virales

pueden tener sobre el cultivo del tomate.

Otro de los aspectos a considerar, es el referido a las hospederas silvestres que
podrian constituir reservorios tanto asintomaticos y sintomaticos de estas afecciones
virales. Bemisia tabaci coloniza a mas de 500 especies de plantas en 74 familias
botanicas (Greathead, 1986) y trasmite unas 114 especies de begomovirus (Jones,
2003). Algunos estudios han demostrado que los begomovirus que infectan al tomate y
otros cultivos de importancia econdmica pueden infectar de igual manera a plantas de
crecimiento espontaneo encontradas frecuentemente en las areas de produccion de
interés agricola (Sanchez-Campos et al., 2000; Kashina et al., 2002; Salati et al., 2002;

Garcia-Andrés et al., 2006; Papayiannis et al., 2011), asi como a otras especies



cultivadas pertenecientes a otras familias botanicas (Navas-Castillo et al., 1999), que en

Venezuela se rotan o siembran asociadas con el cultivo del tomate.

Es por ello que ademas de la evaluacion del comportamiento de genotipos
comerciales de tomate ante Begomovirus, tanto monopartitos como bipartitos, es
importante tener conocimiento acerca de la amplitud de sus hospederas. Esto aporta
informacion referida a la etiologia de estas enfermedades, asi como, de los aspectos
epifitéticos y el papel que las hospederas alternas, tales como plantas silvestres y
cultivadas, podrian jugar dentro del proceso epidemioldgico de la enfermedad.

Por tales razones, esta tesis doctoral tuvo como fin, analizar un inventario nacional
de Begomovirus, la evaluacion experimental de algunas plantas silvestres y de una
solanacea cultivada asi como de genotipos comerciales de tomate ante la transmision
de Begomovirus; asimismo la evaluacion en campo de la evolucion de una epifitia, los
cuales constituyen las bases para aproximar las alternativas de manejo de estas
afecciones virales en Venezula. Dentro de este contexto, se presentan a continuacion el

objetivo general y los especificos que tuvo esta investigacion.

OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar un inventario nacional de Begomovirus y evaluar experimentalmente la
transmision de dos de éstos en algunas plantas silvestres, en genotipos comerciales de

tomate y la evolucion de una epifitia causada por dichos virus.

Objetivos Especificos

e A partir de un inventario nacional hecho entre los afios 2000 y 2009, realizar

secuencias parciales de Begomovirus para estimar con que virus estan



relacionados y para aquellos que se aproximaran a TYLCV aplicar los cebadores
especificos con fines de determinar la importancia de este ultimo Begomovirus

en Venezuela

Evaluar la transmision y retransmision del TYLCV-MId en algunas plantas de
crecimiento espontaneo y una solanacea cultivada para determinar si podrian
representar hospederas alternas sintomaticas o0 asintbmaticas de este

Begomovirus.

Evaluar la trasmision del TYLCV-MId y de un Begomovirus bipartito a varios
genotipos comerciales de tomate para determinar su posible empleo como una

alternativa de manejo de estas afecciones virales.

Para plantas que resultasen susceptibles, estimar la velocidad en el desarrollo de

sintomas asi como la proporcién de infeccion.

Caracterizar los sintomas producidos en cada una de las especies de plantas

evaluadas.

Evaluar el desarrollo en campo de una epifiia de TYLCV en plantas con

diferentes origenes de propagacion.



CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1 Importancia de los virus fitopatogénicos

Los virus de plantas pueden limitar sensiblemente la produccion de aquellas
especies cultivadas para la obtencion de alimentos y fibras. Aunque hay importantes
epifitias ocurridas en el mundo a finales del siglo XIX y principios del siglo XX que hoy
son reconocidas por tener etiologia de origen geminiviral, no fue sino hasta 1974
cuando se logro purificar y observar las particulas virales asociadas con estas
enfermedades (Stanley et al., 2001). Cinco afios después, fue secuenciado y analizado
el primer geminivirus, correspondiente al género begomovirus y aislado de yuca,
Manihot esculenta Crantz (African cassava mosaic virus,) con lo cual se dio inicio a la

nueva etapa de estudios basados en técnicas de biologia molecular (Stanley, 1995).

1.2 Transmision de enfermedades virales de plantas

Los virus mayormente son parasitos obligados y para sobrevivir, deben
diseminarse hacia especies de plantas que le sirvan de huéspedes. El conocimiento de
la forma cémo los virus se diseminan de una planta a otra es importante y la

informacion sobre alguno de los siguientes aspectos puede ser esencial:

e Desde el punto de vista experimental, se puede reconocer una enfermedad en
particular, si se puede transmitir por algunos medios a plantas sanas y dicha
enfermedad se reproduce.

e Los virus se consideran de importancia econémica, si pueden diseminarse de una
planta a otra muy rapidamente ocasionando dafios durante el ciclo comercial del
cultivo.

¢ El conocimiento de las formas de mantenimiento y diseminacién de un virus en el
campo, usualmente es esencial para desarrollar medidas de control

satisfactorias.



e Las interacciones entre el virus y sus vectores son de interés, tanto para la
investigacion cientifico-técnica como para desarrollar nuevos métodos en el
control de los mismos.

e Ciertos métodos de transmision, particularmente el mecanico, son muy

importantes para el estudio de los virus en laboratorio.

En este orden de ideas, Brown y Czosnek (2006) sefialan que la habilidad de los
virus de dispersarse de un huésped a otro, es parte esencial de su ciclo de infeccidn,
razon por la cual, los virus de plantas han desarrollado un conjunto de medios
especializados para garantizar su transmision y consecuentemente, su supervivencia.
Sefalan los mismos investigadores que entre esos medios, se pueden mencionar la
transmision por polen y semilla. No obstante, el medio mas comun de transmision
incluye a vectores bioldgicos que se alimentan y completan su ciclo de vida en plantas
gue son huéspedes del virus. Entre los insectos que transmiten virus de plantas,
aquellos que han desarrollado la habilidad de alimentarse de los tejidos vasculares de
las superiores, son algunos de los vectores mas comunes y dispersos de virus de
plantas tanto en ecosistemas templados como en tropicales (Brown y Czosnek, 2006),
sin embargo, es importante resaltar que los virus transmitidos por pulgones de forma no
persistente, como los potyvirus, son de enorme importancia en todo el mundo y son
adquiridos por alimentacién en células superficiales de la epidermis o mesofilo (Lupoli et
al., 1992).

De los 29 érdenes que conforman la clase Insecta, s6lo nueve poseen miembros
gue se alimentan de plantas vivas y que podrian ser posibles vectores, dichos 6rdenes
se mencionan a continuacion y se cita entre paréntesis el nimero aproximado de
especies vectores: Collembola (0), Orthoptera (27), Dermaptera (1), Coleoptera (61),
Lepidoptera (4), Diptera (2), Hymenoptera (0), Thysanoptera (10) y Hemiptera
(Heteroptera: 4, Homoptera: 282) (Gray y Banerjee, 1999). Los insectos de los primeros
siete 6rdenes son vectores mecanicos de virus debido a su aparato bucal tipo
masticador, mientras que, Thysanoptera contiene insectos picadores-chupadores

vectores para un importante grupo de virus de plantas y Sternorryncha es el suborden



mas importante por el nimero de vectores de virus de planta, los cuales se resumen en

el Cuadro 1.

Cuadro 1. Principales familias de insectos vectores de virus de plantas (Orden
Hemiptera), nombres comunes de las principales especies descritas, especies vectores
y virus transmitidos.

Especies descritas Especies Virus que

Familia Nombre comun (aproximado) vectores transmite
Suborden
Auchenorrhyncha
Cicadidae Chicharras 3.200 0 0
Membracidae Carapachitos 4.500
Cercopidae Salivitas 3.600 0 0
Cicadellidae Saltahojas 15.000 49 31
Fulgoridae Machacas 19.000 28 24
Suborden
Sternorrhyncha
Psyllidae Chicharritas 2.000 0 0
Aleyrodidae Moscas blancas 1.200 3 43
Aphididae Afidos 4.000 192 275
Pseudococcidae Escamas 6.000 19 10

Fuente: Gray y Banerjee, 1999

Sefialan los mismos autores que en la relacién entre los virus de plantas y sus
vectores, basicamente se conocen tres tipos fundamentales de transmisién: no
persistente, cuando el virus es retenido por el vector durante pocas horas; y
semipersistente, aquellos virus que pueden ser retenidos por el vector por varios dias
y posiblemente por semanas; en ambos casos, los virus son adquiridos e inoculados en
periodos de tiempo que van de segundos a minutos; en ambos casos, no requieren un
periodo de latencia desde su adquisicién ni se replican dentro del vector. Existe también

la transmision de tipo persistente, en la que una vez adquirido el virus, éste se asocia



con el vector por el resto de su vida. lgualmente acotan que, estos virus requieren de
mucho tiempo para su adquisicion e inoculacion (desde horas a dias), asi como, de un

periodo de latencia que puede durar de un dia a varias semanas (Anexo 5).

Asimismo, se ha encontrado que los virus de transmision no persistente o
semipersistente, estan especificamente asociados con la epicuticula del canal de los
estiletes (partes bucales) de los vectores, y la cuticula (incluyendo la de las partes
bucales) es eliminada por el insecto durante cada muda, por ende, algun virus que se
encuentre en estos 6rganos también se perdera (Gray y Banerjee, 1999). Todos estos
virus han sido referidos como no circulativos y no son internalizados por el vector, es
decir, no entran a su sistema circulatorio o no atraviesan ninguna membrana celular

(Gray y Banerjee, 1999).

Sin embargo, el éxito de la transmision de virus persistentes, requiere que el
mismo se internalice en el vector una vez adquirido y que sea transportado activamente
a través de multiples membranas celulares al interior del cuerpo del vector por lo que se
les define como circulativos que son retenidos después de la muda, algunos de éstos
pueden multiplicarse dentro del vector (circulativo — propagativo) y otros solo se replican
en el huésped (circulativo — no propagativo), donde el vector es solo un conductor del

virus de un huésped a otro (Gray y Banerjee, 1999).

Bajo todas estas consideraciones, se han propuesto tres mecanismos de
trasmision de virus no circulativo. El primero es el del “virus retenido en el estilete”
(stylet-borne), adaptado de la teoria del mecanismo de trasmision de virus en animales,
la cual sugiere que un virus contamina la punta distal del estilete del vector, quien
simplemente inocula a la préxima planta sobre la cual se alimente. En este mecanismo
de trasmision, el vector es esencialmente una “aguja”. El segundo mecanismo, propone
la ingestion — excrecién en el cual, los virus transmisibles se adhieren a multiples sitios
a lo largo del canal alimentario anterior del vector durante la ingestion y
subsecuentemente es liberado durante los periodos de regurgitacion y salivacion. En

este mecanismo el vector actua como una “jeringa” mas que como una “aguja”. Esta
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teoria ofrece un mecanismo potencial de transmision no circulativa pero no distingue
entre los virus transportados en el 4pice de los estiletes y los que llegan al aparato
bucal. El tercer mecanismo, es el de ingestidén — salivacion la cual sostiene que el virus
puede asociarse con multiples sitios a lo largo del canal alimentario anterior, pero el
anico virus que se transmite, es aquel que esta fijado al 4pice proximal de los estiletes
maxilares, donde los canales de alimentacién y salival estan fusionados. El virus es
inoculado por la accién de salivacion y regurgitacién. Estos mecanismos fueron

tomados de Gray y Banerjee (1999).

Todos los virus circulativos de plantas son transmitidos por artropodos. Aun se
desconoce de nematodos vectores de este tipo de virus. Como se menciono
anteriormente, los virus circulativos se dividen en dos subgrupos, virus propagativos, los
cuales se pueden propagar dentro del vector, y los no propagativos. Los primeros
incluyen miembros de cinco grupos de virus, de estos, tres también tienen miembros
gue infectan animales (Reovirus, Rhabdovirus y Bunyavirus). Los otros dos grupos no
poseen miembros que infecten animales (Tenuivirus y Marafivirus). Los virus no
propagativos incluyen entre muchos otros a los Luteovirus y a un solo miembro del
grupo Enamovirus. Los Geminivirus son virus transmitidos de forma circulativa y aunque

hay controversia, parece que son no propagativos (Gray y Banerjee, 1999).

1.3 Taxonomia de virus

Las normas para la nomenclatura en la taxonomia de virus son dictadas por el
Comité Internacional para la Taxonomia de Virus (ICTV siglas en inglés), el cual, es una
organizacion formada por representantes de sociedades de microbiologia de muchos
paises, cuyos criterios son aceptados internacionalmente. De acuerdo al ICTV, en el
mundo existen 70 géneros de virus de planta reconocidos, ademas de 14 familias en
tres 6rdenes. De los 70 géneros, 22 aun no han sido asignados a alguna familia y son
denominados “géneros flotantes” (Hull, 2004). Los criterios de clasificacion de virus

fueron establecidos a partir del Séptimo Reporte del ICTV publicado en el afio 2000
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(Fauquet y Stanley, 2003), y han continuado revisdndose (Fauquet et al., 2005, 2008;
Brown et al., 2012).

Para designar una nueva especie de virus, el nombre debe estar escrito en inglés
y debe estar formado por el hospedero original en el cual fue encontrado, los sintomas
y finalmente la palabra virus, el cual, debe estar escrito en letra cursiva y solo colocando
mayuscula en la letra inicial de la primera palabra, el resto va en minuscula (ej. Tomato
yellow leaf curl virus) (Fauquet y Stanley, 2003); en ocasiones, opcionalmente puede
incluirse la region en la que fue encontrado (ej. Tomato yellow leaf curl Sardinia virus
(TYLCSV). En la identificacion de nuevas especies, los estudios moleculares
constituyen la referencia principal, para lo cual, en geminivirus es necesario secuenciar

todo el genoma del virus (Fauquet y Stanley, 2003).

1.4 La Familia Geminiviridae

Todo lo que refiere a esta familia, en cuanto, descripcion, caracteristicas, géneros,

fue tomado de Hull (2004) y Brown et al., (2012) y se resume a continuacion.

Geminiviridae junto con Nanoviridae son las Unicas familias de virus de planta que
tienen genoma circular de cadena simple de ADN. El genoma puede ser monopartito,
es decir, en un solo componente de 2500 - 3000 nucleétidos (nt) o bipartito, o sea, dos
componentes de tamafio similar (unos 2600 nt); tienen una particula viral formada por la
unién de dos icosaedros incompletos (de ahi el nombre de gemelos), que tiene un
diametro de 18-20 nm y una longitud de unos 30 nm (Figura 1). Los virus con genomas
bipartitos tienen estos componentes separados en dos particulas, y por lo tanto, se
requiere mas de una particula de virus para infectar una célula. Los geminivirus son
responsables de una cantidad significativa de dafios en cultivos de todo el mundo,
cuyas epifitias estdn asociadas varios factores, tales como, transporte de material
vegetal infectado, expansion de la agricultura hacia nuevas zonas y la dispersion y

emergencia de las poblaciones de los vectores que transmiten el virus de una planta a
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otra. Ademas, la recombinacién de diferentes geminivirus infectando a una planta

podria dar lugar a la emergencia de un nuevo virus.

La principal caracteristica de los geminivirus es que su genoma comprende una

secuencia no codificante, llamada region intergénica de hasta 200 nt, que contiene una

secuencia conservada de nueve bases (TAATATTAC) localizada en

Figura 1. Reconstrucciéon de una particula del virus del rayado del maiz (MSV), donde
se observa un doble eje de simetria (izquierda). La barra representa 10 nm. En la
imagen de la derecha se observan particulas purificadas de MSV tefiidas con acetato
de uranilo mostrando la tipica forma de gemelos casi isométrica. La barra representa 10
nm. (Tomado de: Brown et al., 2012)

una estructura de horquilla, en la que se produce la ruptura para iniciar la replicacion de
la molécula circular. Esta familia esta conformada por cuatro géneros, Mastrevirus,
Curtovirus, Topocuvirus y Begomovirus, quienes se diferencian entre si por la

organizacion de sus genomas y por sus vectores, como se sefiala continuacion:
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Mastrevirus, tienen como especie tipo el Maize streak virus (MSV) que significa
virus del rayado del maiz, y es la especie que causa la enfermedad de mayor
importancia econdémica dentro de este género. Todos los miembros de este
grupo tienen un estrecho rango de huéspedes limitados a especies vegetales de
la familia Gramineae, a excepcién de Tomato yellow dwarf virus (TYDV) y Bean
yellow dwarf virus (BeYDV), los cuales infectan especies dicotiledoneas. Los
Mastrevirus son transmitidos por insectos saltahojas de manera circulativa y no

propagativa y tienen genoma monopartito.

Curtovirus, género cuya especie tipo Beet curly top virus, (BCTV), es
considerada la de mayor importancia econémica en el cultivo de remolacha,
aungue posee un amplio rango de hospederas en plantas dicotiledoneas. Estos
virus también son transmitidos por insectos saltahojas de forma circulativa y no

propagativa. Asimismo, tienen genoma monopartito.

Topocuvirus, género designado en 1999, el cual contiene una sola especie que
a su vez es la especie tipo, Tomato pseudocurly top virus, (TPTV) la cual posee
genoma monopartito. Es resultado de un desmembramiento del género
Curtovirus, con una organizacion del genoma similar al mismo, pero son

transmitidos solamente por la machaca, Micrutalis malleifera.

Begomovirus, género cuya especie tipo es Bean golden mosaic virus (BGMV),
tienen genoma bipartito o0 monopartito y son trasmitidos exclusivamente de
manera circulativa por B. tabaci, ademas es el género mas numeroso de la
familia Geminiviridae. Ha sido el mas estudiado, debido a que son los causantes
de la mayoria de las epifitias en tomate y en otras especies cultivadas de gran
importancia economica (yuca, algodon, caraota, frijol, etc.). Afectan un amplio
rango de hospederos de especies de dicotiledbéneas, y la importancia e
incidencia de éste esta directamente asociada a la distribucion y dinamica

poblacional de su insecto vector.
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1.5 Organizacion del genoma de los Begomovirus

La mayoria de los begomovirus tienen genomas bipartitos conformados por dos
componentes, designados como A y B (ADN-A y ADN-B, respectivamente) y cada
componente tiene ~2.600 nt (Figura 2). Los genes del componente A estan involucrados
en la encapsidacion y en la replicacion, mientras que los genes del componente B estan
involucrados en el movimiento de los virus a través de la planta, en la determinacion del

rango de hospederos y en la expresion de sintomas (Hull, 2004).

CRA CRB

A AV2 (MP)
g

ACT DNA-A AV1  BC1 DNA-B BV1
(Rep) (CP) (MP) (NSP)
AC2 (TrAP)
AC3 (REn)

Figura 2. Organizacion del genoma de un begomovirus bipartito. (Tomado de: Brown et
al., 2012)

El componente A codifica cinco regiones, una en el sentido de virion siguiendo las
agujas del reloj, llamada proteina de la capside (CP) (antes AV1) y cuatro en sentido
complementario, que estan involucradas en la replicacién y la expresion: la proteina
asociada con la replicacién (Rep) (antes AC1), la proteina activadora de la transcripcién
(TrAP) (antes AC2), la proteina que incrementa la replicacion (REn) (antes
AC3) y la proteina AC4 cuya funcién es desconocida en bipartitos (Stanley et al., 2005).
En sentido viral puede haber otra proteina, denominada AV2, que no se ha detectado

en begomovirus bipartitos del Nuevo Mundo. (Briddon et al., 2010).
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Los dos set (sentido del virion y complementarios) de genes estan separados por
una region anteriormente sefialada, llamada intergénica, la cual el ADN-A comienza con
el coddn de inicio de la Rep y termina con el codén de inicio de la CP, en el caso de
begomovirus bipartitos del nuevo Mundo y de la V2 en los casos en que ésta esta
presente. Esta region no codifica ninguna proteina y su secuencia varia segun el tipo de
begomovirus, con excepcién de la secuencia conservada TAATATTAC comprendida en
la regién desapareada de una estructura de horquilla de una longitud de ~30 nt que fue
mencionada anteriormente y es comun para todos los geminivirus (Stanley et al., 2005).
La region intergénica en los bipartitos comprende una region conocida como region
comun porgue su secuencia es altamente conservada en ambos componentes y que
comprende la estructura de horquilla (Stanley et al., 2005). La CP es necesaria para la
encapsidacion de los viriones, la transmision a través del vector, la estructura del virus y
la especificidad del huésped. En begomovirus bipartitos, la CP no es necesaria para
diseminacion local o sistémica del virus, mientras que para los monopartitos la CP es

esencial para la diseminacion viral (Stanley et al., 2005).

Con relacion al componente B (ADN-B), las regiones codificantes determinan dos
proteinas: la proteina nuclear Shuttling NSP (antes BV1), la cual se transcribe en el
sentido de la banda viral que se encarga del movimiento dentro de la célula (citoplasma
— nucleo y viceversa) y la proteina del movimiento (MP) (antes BC1) que se transcribe
en el sentido de la banda complementaria, esta involucrado en el traslado del genoma
viral célula a célula via plasmodesmo (Gafni y Epel, 2002). El gen MP pareciera ser un
elemento de induccion de sintomas o un determinante de la patogenicidad de los
begomovirus bipartitos; estudios con mutaciones sugieren que la region 3’ del gen MP

estd asociada con el desarrollo de sintomas (Gafni y Epel, 2002).

Los begomovirus monopartitos tienen un solo componente mas grande (unos 2800
nt) similar al ADN-A de los bipartitos, en el cual ademas de la CP, con la misma funcién
gue en los anteriores, posee un V2 (Figura 3), no presente en los bipartitos del nuevo
Mundo, que se encarga del movimiento célula a célula, y en este componente se

cumplen todas las funciones que estan divididas en los dos componentes (A 'y B) en los
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bipartitos. Aunque, la funcion del C4 en los bipartitos es desconocida, en los
monopartitos, éste esta involucrado en la patogénesis y expresion de los sintomas
(Stanley et al., 2005).

V2 (MP)

g

DMNA-A
C1 ) W1
(Rep) Monopartite (CP)

C2 (TrAP)

C3 (REn)

Figura 3. Organizacion del genoma de un begomovirus monopartito. (Tomado de:
Brown et al., 2012)

1.6 Importancia de Begomovirus como causantes de enfermedades de plantas

El incremento y emergencia de las enfermedades causadas por begomovirus en
décadas recientes, parece estar estrechamente relacionada a la actividad humana,
incluyendo la agricultura intensiva, el movimiento de plantas y material vegetal y los
cambios en las practicas horticolas tales como la introduccién de cultivos que soportan
altas poblaciones de Bemisia tabaci (Seal et al., 2006a). En condiciones tropicales,
donde se cultiva durante todo el afio y las poblaciones de B. tabaci se mantienen altas
durante todo el afio, la incidencia de begomovirus es mayor que en las zonas
templadas donde la siembra de cultivos horticolas y el desarrollo de esta especie se
reducen a unos pocos meses el afio (Polston y Anderson, 1999; Morales y Jones,
2004).
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Segun Morales (2006), los begomovirus, afectan a muchos cultivos importantes en
América Latina, tales como: leguminosas de grano, cucurbitaceas, tomate y pimenton,
desde el norte de México hasta Argentina, incluyendo toda la regién del Caribe, donde
la presencia de la mosca blanca (B. tabaci) es determinante para la ocurrencia de
dafios ocasionados por estos virus, si ademas se toma en cuenta, su alta densidad
poblacional y el gran impacto de estos virus sobre cultivos susceptibles.
Afortunadamente, B. tabaci no tolera temperaturas por debajo de 17 °C ni
precipitaciones abundantes como ocurre en la region amazénica, razon por la cual, este
insecto no es una plaga importante en regiones que estén por encima de los 30° de
latitud norte o sur, ni a altitudes mayores a 1200 m (Morales, 2006; Morales y Jones,
2004). Por otro lado, la transformacion de zonas semidesérticas en zonas cultivables
con el uso del riego (practica comunmente utilizada en América Latina) han conducido
al desarrollo de altas poblaciones de B. tabaci y de enfermedades producidas por estos
virus (Morales, 2006).

1.7 Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), origen y su entrada a América

A partir de 1990, fuertes epifitias distribuidas en todo el Mundo han sido atribuidas
a especies de un grupo de begomovirus monopartitos causantes de la enfermedad del
encrespado amarillento de la hoja del tomate (TYLCD siglas en inglés) (Geraud et al.,
2009). Los primeros registros de un virus de este grupo se reportan entre 1930 y 1940
en Israel, donde se describié por primera vez el virus del encrespado amarillento de la
hoja del tomate (Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV siglas en inglés) y coincidi6 con la
aparicion de B. tabaci como plaga agricola en esa region (Varma y Malathi, 2003).
Posteriormente, a finales de los ochenta comenzaron a presentarse los primeros
reportes de begomovirus en Europa y América (Accotto et al., 2000). Uno de los
eventos mas desafortunados en la historia de los begomovirus en América Latina, es la
introduccion desde el Viejo Mundo de TYLCV, accion que aparentemente ocurrio por la
importacion de plantulas de tomate infectadas desde Israel hacia Republica Dominicana
(Polston et al., 1994). En Florida, TYLCV fue reportado por primera vez en el ailo 1997

y un afio mas tarde fueron reportados en el mismo estado, pérdidas de hasta el 100%
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asociadas con la presencia de este virus en el campo (Polston et al., 1999). En estos
casos, la cepa de TYLCV asociada con las infecciones fue la cepa IL (TYLCV-IL).

Los virus asociados a TYLCD, constituyen un complejo de begomovirus entre los
gue se pueden citar las siguientes especies aceptadas: Tomato yellow leaf curl
Axarquia virus (TYLCAxV), Tomato yellow leaf curl China virus (TYLCCNV), Tomato
yellow leaf curl Guangdong virus (TYLCGuV), Tomato yellow leaf curl Indonesia virus
(TYLCIDV), Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi virus (TYLVKaV), Tomato yellow leaf
curl Malaga virus (TYLCMalV), Tomato yellow leaf curl Mali virus (TYLCMLV), Tomato
yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV), Tomato yellow leaf curl Thailand virus
(TYLCTHYV), Tomato yellow leaf curl Vietnam virus (TYLCVNV) y Tomato yellow leaf curl
virus (TYLCV) (Diaz-Pendon et al., 2010; Moriones y Navas-Castillo, 2010). En el anexo
2 se puede observar ademas, las cepas relacionadas con estas especies y el nimero

de accecion de cada una.

Con la excepcion de los bipartitos Tomato yellow leaf curl Indonesia virus, Tomato
yellow leaf curl Thailand virus y Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi virus, todos los
virus asociados a TYLCD tienen un genoma monopartito. Debido al hecho de que los
sintomas producidos en tomate por todos los virus asociados a TYLCD son
escencialmente los mismos, en este grupo se adopté como principal criterio de
diferenciacion de especies la identidad de la secuencia nucleotidica completa del
genoma. (Moriones y Navas-Castillo, 2010). En este sentido, el Grupo de Estudio de
Geminiviridae del Comité Internacional sobre Taxonomia de Virus, propuso un umbral
de 89% de la identidad entre secuencias completas de nucleétido del ADN del
componente A para establecer una nueva especie (Fauquet et al., 2005; Stanley et al.,
2008), Asimismo, las cepas de una especie se definen por un umbral de identidad del
nucleotido de 93%. (Diaz-Pendon et al., 2010)

En Venezuela, la cepa Mild de TYLCV (TYLCV-MId) fue observada en el afo
2004, en campos cultivados con tomate en varias regiones del pais (Zambrano et al.,

2007), siendo la primera cita de la presencia de un begomovirus monopartito en
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Suramérica asi como la primera cita de la presencia de la cepa Mild de TYLCV en el

continente americano.

1.8 Transmision de Begomovirus mediante Bemisia tabaci

Aunque algunos begomovirus pueden ser trasmitidos mecénicamente en
condiciones experimentales, la transmisién en condiciones naturales se produce a
través de B. tabaci, de manera persistente y circulativa (Hull, 2004; Navas-Castillo et al.,
2011). Actualmente se han aceptado 192 especies de virus de este género que son
transmitidos por B. tabaci y hay propuestas al menos 88 especies mas (Navas-Castillo
et al., 2011). Para TYLCV se ha reportado la transmision transovarica por su vector,

pero, aparentemente, no se replica dentro de su cuerpo (Stanley et al., 2001).

Los estados inmaduros y adultos de B. tabaci, cuando se alimentan, succionan el
virus de plantas enfermas; el insecto adquiere el patdgeno de dichas plantas en un
periodo de 30 minutos y tras un periodo de latencia de unas 24 h necesarios para la
circulacion efectiva del virus hasta las glandulas salivares del insecto, puede transmitirlo
a una planta sana en procesos de alimentacion de 15 minutos. Asimismo, el vector
puede retener al virus en su cuerpo por mas de 20 dias, debido a la propiedad de
persistencia del mencionado patdgeno (Tesoriero y Azzopardi, 2006; Cohen y Antignus,
1994).

Esto consecuentemente define una serie de periodos que hay que tomar en
cuenta al realizar ensayos de transmision mediada por B. tabaci entre estos: el periodo
de acceso para la adquisicion (PAA), qué es aquel durante el cual los adultos son
expuestos a plantas fuentes enfermas (se recomiendan unas 48 h para adquisiciones
efectivas), posterior a lo cual esos adultos son expuestos durante otro periodo a las
plantas sanas (recomiendan unas 48 h para transmisiones efectivas) a quienes se les
transmitira el virus y esto representa el periodo de acceso para la inoculacion (PAIl); los
dias postinoculacion (DPI) son los posteriores a la inoculacidén en los que se realizan las

observaciones de sintomas (Lapidot et al., 2001).
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Diversos estudios han surgido con respecto a las afectaciones producidas en
plantas por la transmisiéon de begomovirus mediante B. tabaci. Entre ellas pueden

comentarse las siguientes:

Ber et al. (1990), evaluaron el TYLCV transmitido a tomate por B. tabaci y
midieron la susceptibilidad, desarrollo de sintomas y acumulacion de ADN viral. Estos
investigadores detectaron ADN viral a los 7 dias y las altas concentraciones del virus
principalmente en tejidos joévenes en crecimiento y los sintomas de la enfermedad

fueron observados a los 15 dias postinoculacion.

Otros ensayos con TYLCV han sido realizados en diferentes regiones del Mundo
evaluando diferentes aspectos de la interaccion insecto vector - virus (Lapidot et al.,
1997; Rubinstein y Czosnek, 1997; Ghanim y Czosnek, 2000; Lapidot et al., 2001;
Goldmand y Czosnek, 2002) asi como evaluacion de hospederas (Polston et al., 2006;
Chirinos et al., 2009).

1.9 Sintomas inducidos por Begomovirus

Estos sintomas varian con la cepa del virus, cultivar, edad de la planta, tiempo de
infeccion y las condiciones ambientales, los cuales, pueden ser combinaciones de
mosaico amarillo brillante, moteados y margenes foliares cloréticos, rizado de las hojas,
arrugas o pliegues en las hojas, reduccién en el tamafio de las hojas, achaparrado o

reduccion del crecimiento, y abscision de la flor (Morales y Anderson, 2001).

Para el caso del TYLCV, los sintomas se manifiestan en la reduccion del tamafio
de las hojas, acopado hacia arriba (en forma de cuchara) bordes cloréticos, moteado,
abscision floral, achaparrado, reduccion de los entrenudos, por ende reduccion en los
rendimientos (Polston et al.,, 1999; Moriones y Navas-Castillo, 2000). En campos de
tomate en Venezuela, especificamente en los estados andinos, los sintomas frecuentes
asociados con la deteccion de begomovirus han sido mosaicos, nervaduras cloroticas,

acopamiento, encrespado y enanismo (Faria y Nava, 2009). Para TYLCV-MId, Chirinos
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et al. (2009) encontraron que en tomate, los sintomas se caracterizaron por
acortamiento de los entrenudos apicales asi como encrespado de las hojas terminales y
amarillamiento acentuado hacia los bordes, mientras que en el caso de Datura
stramonium, las hojas tendian a ondularse mostrando también amarillamiento intervenal

algo difuso.

En plantaciones de tomate en el estado Zulia, se han observado los sintomas del
tomato Venezuela virus (ToVEV) caracterizados por encrespados con ligeras
variaciones clorgticas de los brotes foliares, foliolos con deformaciones
longitudinalmente hacia abajo o hacia los lados, o se enrollan hacia arriba también en el
sentido longitudinal, reduciéndose considerablemente su area foliar (Romay et al.,
2010). lgualmente, estos investigadores refieren, acortamiento de entrenudos y raquis
de las hojas y con frecuencia se engruesan y tuercen, resultando en el enanismo y
deformacion foliar de la planta. No obstante, en experimentos de transmision del ToVEV
a cultivares de tomate se han observado mosaicos amarillentos, iniciados desde

nervaduras cloroticas (Chirinos et al., 2012).

1.10 Bemisia tabaci Gennadius

La mosca blanca, Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae), es el insecto plaga
mas importante de este grupo en el continente y el Mundo (Figura 4). Se presenta entre
0 y 1000 msnm atacando a muchos cultivos, sobre todo de las familias Cucurbitaceae,
Fabaceae, Malvaceae, Solanaceae; ademas de ser el Unico vector de begomovirus en
dicha familia (Caballero, 1996; Gianessi et al., 2003), cuyo incremento se asocia
principalmente a las condiciones climaticas (Jones, 2003; Morales, 2006). Coloniza mas
de 500 especies de plantas en 74 familias botanicas (Greathead, 1986). De hecho, en
Meso América ataca por lo menos a 71 especies de plantas de las cuales 17 son
cultivos y 54 son plantas silvestres, pertenecientes a 39 familias (Hilje, 1995). Por otro
lado, B. tabaci puede transmitir 304 especies de virus (212 aceptadas), pertenecientes

a cinco géneros de cinco familias, entre los cuales sobresale el género Begomovirus de
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la familia Geminiviridae, que comprende unas 280 especies mundialmente (200
aceptadas y 80 propuestas) (Navas-Castillo et al., 2011).

Figura 4. Adulto de Bemisia tabaci (Gennadius)

La ingestidn y transmisién de virus de planta por mosca blanca ocurre durante su
alimentacién y sélo los virus que son habitantes especializados de ciertos tejidos o
células de los haces vasculares, son ingeridos, aunque no todos son transmitidos. La
relacion entre el virus y la mosca blanca, es especifica para el vector y el patégeno viral,

como ocurre con los begomovirus de la familia Geminiviridae. (Brown y Czosnek, 2006)

En Venezuela, al evaluar la preferencia de mosca blanca en cinco cultivos
agricolas, se determiné que los mayores promedios de huevos y ninfas vivas se
consiguieron en el cultivo de tomate, lo cual indica la alta afinidad entre dicho cultivo y
B. tabaci (Morales y Cermelli, 2001). Por otro lado, Salas y Arnal (2001), en el afio 1998
enviaron muestras de ninfas preservadas en etanol al Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT) en Cali, Colombia y los resultados obtenidos les permitieron
reportar por primera vez la presencia del biotipo B de Bemisia tabaci en tomate, melén,
pepino y auyama en dos importantes regiones horticolas del pais (estado Lara: 96% y

estado Aragua: 4% de las muestras procesadas)

En un estudio hecho por Linares (1997), donde trat6 los aspectos epidemioldgicos

del virus del mosaico amarillo del tomate (ToYMV o Potato yellow mosaic virus, PYMV,
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como lo denomina actualmente el ICTV) y su vector B. tabaci en el cultivo de tomate
agroindustrial en Venezuela definié doce nuevas hospederas para dicho insecto, estas
fueron: Ipomoea trifida (K.) Gedon, |. arasifolia (Desr.) Roem et Schuler, Jaquemontia
sp. Merremia aegyptia (L.), Simsia foetida (Av.) sf Blake, Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.
Gray, Parthenium hystherophorus L., Amaranthus dubius Mart., Datura stramonium L.,
Wissadula periplocifolia Presl., Acalypha ostryifolia y Phaseolus pilosus. Igualmente,
con base a la sintomatologia, reporté como hospederas del ToYMV: I. trifida (K) Gedon,
Jaquemontia sp., P. hyterophorus L. y A. dubius Mart.

Debido a la diversidad genética intraespecifica dentro de su biogeografia, B.
tabaci fue considerada como una “especie compleja” con al menos 20 biotipos (Chu et
al., 2008), sin embargo, en una publicacion reciente, De Barro et al. (2011) aseguran
gue existen suficientes evidencias para considerarla un complejo de al menos 24
especies morfolégicamente indistinguibles. La homenclatura para definir esas especies
cripticas esta conformada por el nombre Bemisia tabaci mas una abreviatura que esta
asociada con el origen biogeografico del anteriormente llamado biotipo. En este trabajo,
las transmisiones fueron hechas con el biotipo B (Romay et al., 2010) el cual
adaptandolo a la nueva nomenclatura se trata de B. tabaci MEAM1 que esto ultimo
significa Middle East Asia Minor 1. Esta nueva adaptacion para los individuos de B.

tabaci utilizados en los ensayos fue posteriormente referida por Romay et al. (2011).

La condicion polifaga del biotipo B de este insecto permite la transmision de
TYLCV en el campo tanto a especies cultivadas de solanaceas (Polston et al., 2006;
Kashina et al., 2002) asi como a especies pertenecientes a otras familias botanicas
(Navas-Castillo et al., 1999), que en Venezuela se utilizan como cultivo de rotacién o
se siembran en conjunto con el cultivo del tomate. Este virus puede también ser
trasmitido a plantas de crecimiento espontaneo (Sanchez-Campos et al., 2000; Garcia-
Andrés et al., 2006; Chirinos et al., 2009), las cuales también crecen asociadas con los
campos cultivados con tomate y por tanto podrian constituir reservorios sintomaticos o
asintomaticos de dichos virus (Umaharan et al., 1998; Jorda et al., 2001; Salati et al.,
2002).
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1.11 Colonias de Bemisia tabaci libres de virus y plantas fuentes de TYLCVy
ToVEV en la Unidad Técnica Fitosanitaria (UTF), La Universidad del Zulia (LUZ).

1.11.1 Para TYLCV

La siguiente informacion fue tomada y resumida de Geraud et al. (2009) de
trabajos realizados en la UTF LUZ y sefiala el establecimiento de plantas fuentes del
TYLCV-MId, identificacion del agente causal, biotipo del vector, colonias de moscas

viruliferas y colonias de moscas libres de virus.

Para mantener una colonia libre de TYLCV-MId fueron utilizadas plantas sanas de
algodon, Gossypium hirsutum L., de aproximadamente un mes de edad. El algodén ha
sido reportado como planta no hospedera a TYLCV. Para el mantenimiento de la
colonia, las plantas fueron infestadas, cada tres semanas, con adultos de mosca blanca
recién emergidos. Dichas plantas fueron colocadas dentro de jaulas entomolégicas de
madera (0,53 m x 0,53 m x 0,53 m, largo x ancho x alto) con manga de tela y parte
posterior aireada a través de cobertura de organza (0,45 m x 0,53 m, largo x ancho) e
iluminadas artificialmente combinando en un panel de 125 cm x 45 cm (largo x ancho)
cuatro tubos fluorescentes de 40 w y cinco bulbos incandescentes de 60 w, con una

duracioén de 12 horas luz, sin excluir la luz natural.

Los adultos recién emergidos, fueron colectados con un succionador de boca y
transferidos a otra jaula entomoldgica similar a la descrita, conteniendo cuatro plantas
de algodon sanas (para alimentarse y oviponer). Para descartar la presencia de
begomovirus en las plantas de algodon se extrajo ADN total a partir de 10 mg de
muestras de apices disecados, usando el protocolo descrito por Gilbertson et al., (1991)
y se analizo la posible amplificacion por PCR de un fragmento de aproximadamente 550
pares de bases (pb) correspondiente a la region central del gen que codifica la proteina
de la capside de los begomovirus, utilizando los cebadores degenerados AV494 y

AC1048 de Wyatt y Brown (1996), lo cual resulté negativo. Una vez descartada la
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presencia de begomovirus en las plantas de algodon utilizadas para levantar la colonia
de B. tabaci, ésta se consideré apta para la realizacién de los ensayos de transmision.

La identificacion del biotipo de B tabaci de la colonia libre de virus fue confirmada
mediante amplificacion parcial y analisis del gen mitocondrial mtCOI que codifica para la

enzima citocromo oxidasa I.

Para el establecimiento de las plantas fuentes del virus. Una planta de
aproximadamente cuarenta dias de edad con marcados sintomas de encrespado
amarillento fue colectada en sembradios de las margenes del rio Limén (ubicado al
noroeste del estado Zulia), el 26-111-2004 (cédigo de muestra: 2004-03-26-07),
posteriormente fue transplantada a un matero (con capacidad aproximada para 3 kg de
suelo) y mantenida dentro de una jaula-umbraculo similar a las ya descritas. Para
trasmitir el agente causal de los sintomas de la planta colectada, cuarenta adultos
recién emergidos de B. tabaci criados sobre plantas de algodén fueron colocados por
un periodo de 72 h sobre ramas cortadas de la planta fuente y posteriormente
colocadas por 48 h en cuatro nuevas plantas de tomate (10 individuos/planta) de
aproximadamente un mes de edad cultivadas dentro otras jaulas umbraculo. Estas
nuevas plantas fueron colocadas dentro del laboratorio en jaulas entomoldgicas como

las anteriormente descritas (Anexo 6).

Una vez detectada la presencia de begomovirus en las plantas infectadas se
procedio a la eliminacion de otros posibles virus no persistentes y semipersistentes,
trasmisibles por B. tabaci. Para ello, cuando las nuevas plantas de tomate mostraron
sintomas de encrespado amarillento y las ninfas criadas en esas plantas se
encontraban en la fase final de N4 (“pupa” ojos visibles a través del integumento), éstas
fueron despegadas y colocadas en capsulas Petri hasta la emergencia del adulto. Los
nuevos adultos fueron inmediatamente transferidos a plantas sanas de tomate para la
transmision del virus adquirido durante la fase ninfal, lo que asegura la transmisién
exclusiva de begomovirus a las plantas sanas debido a que los mismos son

transmitidos por B. tabaci Unicamente de manera circulativa. Los crinivirus transmitidos
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por B. tabaci de manera semipersistente, requieren que el insecto adquiera el virus
como adulto para ser transmitidos por regurgitacion. Los virus no persistentes y los
semipersistentes no penetran en el insecto mas alla de los estiletes y del estomodeo,
respectivamente. Por tal razén, con el proceso de muda todos estos tipos de virus no

circulativos son eliminados con la exuvia del insecto.

Cuando esas plantas de tomate mostraron los sintomas de la enfermedad viral, se
procedié a tomar muestras de apices, para la extraccion de ADN total por el método
descrito por Gilbertson et al. (1991) y su posterior analisis mediante la amplificacion de
550 pb por PCR tal como fue referido para algodon. El producto amplificado fue
secuenciado y se identifico preliminarmente el virus como TYLCV. No obstante, con el
objeto de precisar la identidad del virus se utilizaron los cebadores especificos KL04-
06 _TYLCV CP F y KL04-07_TYLCV CP R, los cuales amplifican un fragmento de 851
pb correspondiente a la secuencia completa del gen que codifica la proteina de la
capside del begomovirus TYLCV, utilizando los cebadores desarrollados por Ling et al.
(2006). Las muestras tomadas de las plantas fuentes del virus resultaron positivas a
begomovirus cuya secuencia mostr6 99% de identidad nucleotidica con el aislado de
TYLCV Mild [Portugal], para el fragmento de 550 pb. Adicionalmente, la presencia de
TYLCV fue confirmada con la secuencia del fragmento de 851 pb obtenido con los
cebadores especificos que abarca la secuencia completa del gen de la capside la cual
mostré 96% de identidad nucleotidica con el aislado de TYLCV-MId recientemente
reportado en Venezuela por Zambrano et al. (2007). La secuencia realizadas para
TYLCV de muestras obtenidas de las plantas fuentes de este virus mantenido en la
UTF, LUZ, fue recientemente depositada en el banco de genes (GenBank, siglas en
inglés), la cual quedo registrada con el No. de accesién JX025074 (Chirinos et al.,
2012).

1.11.2 Para ToVEV

En otro laboratorio en similares condiciones a las ya descritas para el TYLCV, se

mantiene ToVEV sobre plantas de tomate (Chirinos et al. 2012). Este virus fue
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colectado de plantas muestreadas en el estado Tachira en julio de 2007, y fue iniciada y
mantenida de la misma forma como se han mantenido las plantas de TYLCV. Para
confirmar la presencia del ToVEV, se siguid un procedimiento similar al del TYLCV,
pero en este caso se amplificé un fragmento de 1300 pb correspondientes a la region
comun y a parte de los genes AV1 y AC1, utilizando los cebadores degenerados
AV1978 y AC715 disefiados por Rojas et al. (1993). La secuenciacion de este
fragmento mostr6é un 95% de identidad nucleotidica con el ToVEV descrito por Guzman
et al. (1997). Esta secuencia también fue recientemente depositada en el banco de
genes (Genebank, siglas en inglés) quedando referida con el niumero de accesion
JX025075 (Chirinos et al., 2012).

1.12 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR (siglas en inglés),
es una técnica de biologia molecular desarrollada en 1986 por Kary Mullis, cuyo objetivo
es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de
un minimo; en teoria basta partir de una Unica copia de ese fragmento original o molde
(Hull, 2004).

El proceso ocurre a través de una serie de ciclos de amplificaciones, cada uno
consistiendo en la separaciéon de la doble cadena de las moléculas de ADN en la
presencia de cebadores de oligonucleotidos y de los 4 desoxirribonucledsidos-trifosfato
(dNTP) a altas temperaturas (desnaturalizacion o separacion de las cadenas de ADN),
la hibridacion de los cebadores con las secuencias complementarias en la cadena
simple del ADN a bajas temperaturas (alineamiento) y la extensién del cebador con la
ADN polimerasa (elongacion o sintesis del ADN). Durante cada ciclo, la secuencia entre
los cebadores es duplicada, de tal manera que después de n ciclos, se podria tener una

amplificacion de 2". Usualmente, la reaccion es de 30 a 50 ciclos. (Hull, 2004)

El proceso de la PCR se lleva a cabo en tres fases: desnaturalizacién, hibridaciéon

y elongacion. En primer lugar es necesario que el ADN se desnaturalice, es decir, que
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las dos cadenas de ADN se separen, esta primera fase se conoce como
desnaturalizacién y se lleva a cabo elevando la temperatura a alrededor de 94°C. El
siguiente paso consiste en un descenso de la temperatura para permitir que los
cebadores se unan por complementariedad al ADN molde. Esta segunda fase se
conoce como hibridacion. Temperaturas habituales en esta fase oscilan entre 35 y
60°C. Por ultimo, en la fase de elongacién o extension, la enzima polimerasa incorpora
nucledtidos complementarios a partir del extremo 3’ libre de la regién en que han
hibridado los cebadores. La temperatura a la que se lleva a cabo esta fase depende de
la enzima polimerasa empleada; si se utiliza Taq polimerasa la temperatura de

elongacion suele ser de 72°C. (Pérez de Castro, 1995)

Estas tres fases constituyen un ciclo de la PCR que produce unicamente una
copia de un pequeiio fragmento del ADN molde. En este primer ciclo, los fragmentos
generados no tienen el mismo tamafo: la copia de cada una de las cadenas se inicia, a
partir del extremo 3’, en el punto en el que el cebador hibrida con el ADN molde y
termina en el momento en el que la enzima polimerasa no es capaz de afadir mas
nucleotidos (es decir, que la nueva cadena formada no tiene un tamafo definido). La
especificidad de la PCR depende, fundamentalmente, de la temperatura empleada en la
fase de hibridacidon y de la cantidad de iones divalentes que se incorporan a la reaccion

(ademéas de depender de la secuencia de los cebadores). (Pérez de Castro, 1995)

La seleccion del cebador depende de la secuencia del ADN a amplificar y es
absolutamente esencial que el nucleétido 3" sea complementario al nucleétido deseado
en la secuencia en cuestion. Por lo general los cebadores poseen entre 18 y 25 bases

de longitud y soportan temperaturas entre 55 y 65 °C. (Hull, 2004)

En resumen, para realizar la técnica se necesitan:

e Los 4 desoxirribonucleésidos-trifosfato (dNTP), sustratos para polimerizar nuevo
ADN.
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e Dos cebadores o iniciadores (primers), oligonucle6tidos que son, cada uno,
complementarios a una de las dos hebras del ADN. Son secuencias cortas, de
entre seis y cuarenta nucledtidos, normalmente de 18 a 22, que permiten que la
polimerasa inicie la reaccion. Deben estar situados enfrentados y a no mucha
distancia. Delimitan la zona de ADN a amplificar, es decir, corresponden a los

nucleétidos que definen los extremos de la secuencia que se desea replicar.

e lones divalentes. Se suele usar magnesio (Mg®"), agregado cominmente como
cloruro de magnesio (MgCl,), o algun otro cation divalente. También se puede
emplear manganeso (Mn?"), para mutagénesis de ADN mediante PCR, ya que
altas concentraciones de Mn*" incrementan la tasa de error durante la sintesis de

ADN. Actian como cofactores de la polimerasa.
¢ lones monovalentes, como el potasio.

e Una solucion tampon (buffer) que mantiene el pH adecuado para el

funcionamiento de la ADN polimerasa.

e ADN polimerasa o mezcla de distintas polimerasas con temperatura Optima

alrededor de 70 °C (la mas comun es la polimerasa Taq).
e ADN molde, que contiene la region de ADN que se va a amplificar.

e Termociclador, el aparato que va a mantener la temperatura necesaria en cada

una de las etapas que conforman un ciclo.
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CAPITULO II. INVENTARIO DE BEGOMOVIRUS EN TOMATE EN VENEZUELA

2.1 Introduccién

El primer paso para manejar enfermedades virales, es el conocimiento de su
diversidad en un lugar geogréfico determinado. Desde que en Venezuela, a fines de los
ochenta, las afecciones virales en tomate se convirtieron en el principal problema
fitosanitario limitante de la produccion de este cultivo horticola, se comenzaron a
realizar los primeros inventarios de virosis en diferentes zonas de Venezuela, utilizando
principalmente para detectarlos, la técnica de ELISA y sondas de hibridacion (Nava et
al., 1996, 1997, 1998a, 1998b).

Parte de las muestras obtenidas durante la recoleccion en la zona Andina del pais
fueron analizadas para deteccion de begomovirus, de las cuales, el 18% de éstas
mostraron este tipo de virus y cuyas secuencias parciales arrojaron que estaban muy
relacionadas con PYMV y ToVEV (Nava et al.,, 2006). Posteriormente utilizando
cebadores genéricos se realizaron otros inventarios de begomovirus para la misma

zona (Faria y Nava, 2009).

Mas recientemente han sido referidas la caracterizacion del Euphorbia mosaic
Venezuela virus (Zambrano et al., 2012) asi como la caracterizacion y distribucion del
Tomato yellow margin leaf curl virus (ToYMLCV) en estados productores de tomate en
Venezuela, como aporte al conocimiento de los diferentes begomovirus que afectan la

produccion de cultivo en el pais (Nava et al., 2012).

Hasta ahora, generalmente los resultados que se presentan son puntuales por
zonas productoras o por virus especificos. Es por ello que es necesario tener una vision
mas completa de las virosis que pueden estar afectando las diferentes zonas
productoras de tomate en Venezuela, lo cual acompasado con otras practicas, pueden

ayudar a disminuir mas efectivamente el impacto de estas afecciones virales.
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Dentro de este orden de ideas, el presente trabajo tuvo como principal objetivo
realizar un anadlisis de las secuencias parciales de begomovirus para muestras de
plantas de tomate, con aparentes sintomas de virosis, de diferentes zonas productoras
de cultivo en Venezuela recolectadas durante diez afios de muestreos, para determinar

con que virus estan relacionados.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Coleccion de muestras de hojas

Durante el periodo marzo 2000 - noviembre 2009 fueron colectadas un total de
279 muestras de plantas de tomate que mostraban sintomas de rizado de hojas,
mosaicos amarillos, amarillamiento de venas en las hojas, clorosis intervenales,
moteados cloréticos, entre otros. Estas muestras fueron colectadas en 73 campos de 55
municipios en 17 de los 23 estados de Venezuela (Cuadro 2; Figura 5; Anexos 3 y 4)
los campos de cultivo identificando las plantas con posibles afecciones virales que
mostraban la sintomatologia arriba sefialada (en promedio se reccolectaron unas 30
muestras por afio). Las plantas fueron codificadas, incluyendo en el codigo la fecha del
muestreo en sentido inverso (afio-mes-dia) seguido del nimero de la muestra para ese
dia. Previo a la toma de muestras, las plantas fueron fotografiadas para documentar

fotograficamente el estado de las mismas.

Con el fin de evitar riesgos de contaminacion entre muestras, la mano con la cual
era cortado el tejido vegetal, era cubierta con un guante de polietilieno muy fino, de los
utilizados para manipular alimentos en expendios al publico. Una vez utilizado el guante
era desechado. Estas muestras eran colocadas dentro de una copa de papel secante
moldeado contenida dentro de un envase de plastico transparente (2,8 x 4,5 cm,
diametro x altura, dimensiones internas) con tapa enroscada, conteniendo silica gel
como desecante en la mitad inferior, esto con el fin de evitar deterioro de las proteinas

por putrefaccion. Ese mismo codigo de las plantas fotografiadas, fue colocado en el
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envase plastico para guardar correspondencia, entre la planta fotografiada y la muestra

tomada.

Para acelerar la deshidratacion de la muestra, evitar oxidacién de tejidos y
desarrollo de hongos, cada 12-24 h, segun la necesidad (cambio de color por
hidratacion), al envase le era cambiada la silica gel por nueva deshidratada, operacion
gue era repetida hasta que no hubiese cambio de color en la misma. En el laboratorio,
las muestras ya bien deshidratadas, fueron divididas en dos submuestras, preservadas,
cada una en un vial de 2 ml conteniendo silica gel. Una de estas, era llevada para
diagnosticos. La otra es guardada bajo refrigeracion (-21 °C), como referencia a futuro,
asi como respaldo para procedimientos adicionales de diagnésticos. En todo caso, cada
sub-muestra contiene material en exceso de acuerdo al necesario para la realizacion de

los analisis moleculares pertinentes (aproximadamente 0,15-0,2 gr).

Cuadro 2. Regiones de Venezuela donde se colectaron muestras para el inventario de
begomovirus

Region Estados Numero de  Numero de Numero de
municipios  localidades muestras
visitados visitadas recolectadas
Occidente Fa, La, Zu 16 23 117
Los Andes Me, Ta, Tr 18 21 71
Los Llanos Ba, Co, Po 9 15 51
Central Ar, Ca, Mi, Va, Ya 7 8 22
Oriente Mo, NE, Su 5 6 18
Total 17 55 73 279

* Nombre abreviado de los estados: Falcon (Fa), Lara (La), Zulia (Zu), Mérida (Me), Tachira (Ta), Trujillo
(Tr), Barinas (Ba), Cojedes (Co), Portuguesa (Po), Aragua (Ar), Carabobo (Ca), Miranda (Mi), Vargas
(Va), Yaracuy (Ya), Monagas (Mo), Nueva Esparta (NE), Sucre (Su).



33

Va _ caracas

LEYENDA
Color  Regién
- Occidente

- Los Andes
Los Llanos

I central
I oriente

Figura 5. Regiones de Venezuela donde se colectaron muestras para el inventario de
begomovirus. Occidente: Zulia (Zu), Falcon (Fa), Lara (La); Los Andes: Tachira (Ta),
Mérida (Me), Truijillo (Tr); Los Llanos: Barinas (Ba), Cojedes (Co), Portuguesa (Po);
Central: Yaracuy (Ya), Carabobo (Ca), Aragua (Ar), Vargas (Va), Miranda (Mi);
Oriente: Nueva Esparta (NE), Sucre (Su), Monagas (Mo).

2.2.2 Extraccién de ADN y deteccion de begomovirus por PCR

Tanto la extraccion de ADN, la PCR como el secuenciamiento fueron realizados
en el Laboratorio de Protedmica y Gendmica de la Fundacién de Instituto de Estudios

Avanzados (IDEA), adscrito al Ministerio del Poder Popular para la Ciencia y
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Tecnologia, sector Hoyo de la Puerta, Valle de Sartenejas, municipio Baruta del estado
Miranda.

2.2.2.1 Extraccién de ADN

Para la extraccion de ADN se siguio el protocolo de Gilbertson et al. (1991) con

modificaciones, tal como se detalla a continuacion:

1.- Aproximadamente 1 mg de tejido de la muestra deshidratado y preservado en un
recipiente hermético con silica gel, fue macerado en 500 pl de solucion tampén de
extraccion frio (50 mM EDTA, 500 mM NaCl y 10 mM 2 mercaptoetanol).

2.- A la solucién con el macerado se agregaron 33 pl de SDS al 20% p/v, se agitd en

vortex hasta mezclar y luego se incubo por 10 minutos a 65°C.

3.- Seguidamente se agregaron 160 pl de Acetato de Potasio 5 M a pH 4,5, mezclando

por inversion y luego se centrifugo por 10 minutos a 10.000 x g.

4.- Del sobrenadante se recolectaron 0,6 ml y se transfirieron a un tubo de

microcentrifuga de 1,5 ml.

5.- Al sobrenadante recolectado se le afiadieron 300 pl de Isopropanol, mezclando

cuidadosamente por inversion y luego se centrifug6 por 10 minutos a 10.000 x g.

6.- Se descart6 el sobrenadante y el precipitado fue lavado con 1 ml de Etanol al 70%,

centrifugando de nuevo la mezcla a 10000 x g, pero en esta ocasion solo por 5 minutos.

7.- El sobrenadante se descarté y el precipitado fue resuspendido en 250 pl de TE (10
mM Tris-HCly 1 mM EDTA a pH8).
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2.2.2.2. Deteccion de begomovirus por PCR

Una vez extraido el ADN, se procedié a su amplificacibn mediante la técnica de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los iniciadores AV494 y
AC1048 para el fragmento de 550 pares de bases (pb) de la region central del gen que
codifica la cubierta proteica (CP) del virus, disefiados por Wyatt y Brown (1996).

Para las muestras que resultaron positivas a los cebadores de 550 pb, se utilizé
un segundo par de cebadores, PAL1v1978 y PAR1c715, para amplificar un fragmento
de unos 1300 pb que comprende parte del gen de la proteina de la capside (AV1 ORF),
la region comun (CR) y parte del gen de la Rep (AC1 ORF) para el componente A del
ADN viral (Rojas et al., 1993). Debido al hecho de que este ultimo par de cebadores no
fueron capaces de amplificar los begomovirus monopartitos, tal como ya ha sido
referido en un inventario de tomate realizado en Iran (Fazeli et al. 2009), y aunque
resultaron positivos para los cebadores de 550 pb, se procedio a la utilizacion de un
tercer par de cebadores KL04-06CPF y KL04-07CPR, para estas muestras (Ling et al.,
2006), dichos cebadores amplifican un fragmento de 851 pb correspondiente a la

secuencia completa del gen que codifica la CP del begomovirus TYLCV.

La amplificacion se realiz6 utilizando 25 pl de componentes de la reaccion que
contenian 20 mM Tris HCIl, 100 mM KCI, 0,2 mM de cada dNTP, 10 uM de cada
cebador, 2 mM MgCl,, 0,5 unidades de Tag polimerasa (Promega, Madison, WI) y 1 ul
del extracto del ADN de cada muestra. Esta reaccién fue utilizada para todos los

cebadores mencionados anteriormente.

Las condiciones del termociclador utlizadas consistieron en un ciclo de
desnaturalizacion inicial de 94 °C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos: a 94 °C por 45
segundos (desnaturalizacién) - 55 °C por 20 segundos (alineamiento) cada uno para
luego culminar con un ciclo de 73°C por 30 segundos para la extension. Las reacciones
de PCR se llevaron a cabo en un termociclador PTC200 MJ Research. Los productos

obtenidos de la PCR fueron analizados por electroforesis de un gel de agarosa al 1% en
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una solucién tampoén de Tris-Acetato (TAE, 50 mM Tris-acetato, 10 mM EDTA, pH 8,0).
En cada bolsillo del gel se colocaron 9 ul del producto de la PCR y 1 ul del marcador de
peso molecular segun el cebador utilizado, luego se realizé la separacién por tamafios
mediante electroforesis a 100 voltios por 20 minutos, tras la que se tifi6 el gel con
Bromuro de Etidio (1 ug/ml) para la observacion de los fragmentos de ADN a la luz

ultravioleta.

2.2.2.3 Secuenciamiento de los productos positivos

Los fragmentos de PCR obtenidos con los cebadores PAL1v1978 - PAR1c715 y
KLO4-06CPF y KLO4-07CPR fueron directamente secuenciados en ambos sentidos.
Dichos productos de PCR se secuenciaron por medio de electroforesis capilar en un
analizador genético modelo ABI Prism™ 310 (Applied Biosystems, CA). Los fragmentos
secuenciados fueron comparados por BLAST con las secuencias disponibles en el

banco de genes GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov./blast). ElI programa DNAMAN

version 5.2.2 (Lynnon BioSoft, Quebec, Canada) fue utilizado para el analisis de la
comparacion. Los begomovirus seleccionados del GenBank para el analisis de

comparacion se muestran en los Cuadros 3y 4.

Cuadro 3. Numero de accesines del GenBank y acronimos de las secuencias del ADN-
A de los begomovirus bipartitos disponibles en las bases de datos de acceso publico y
empleados en las comparaciones realizadas en este estudio

Numero de Accesién Acrénimo Begomovirus

D00940-D00941 PYMV-[VE] Potato yellow mosaic virus
AF026464" ToVEV-[VE] Tomato Venezuela virus

AY508993-AY508994 | TYMLCV-[VE] Tomato yellow margin leaf curl virus

AY508991-AY508991 | MeMV-[VE] Merremia mosaic virus

AY927277-EF547938 | TOMYLCAV-[VE] | Tomato mild yellow leaf curl Aragua virus

EU021216 RhYMYuV-[MX] Rhynchosia goldenmosaic Yucatan virus

'En este caso se incluye la Gnica secuencia disponible, que es una secuencia parcial
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Cuadro 4. Numero de accesiones del GenBank y acrénimos de las secuencias de los
begomovirus monopartitos incluidas en este estudio de comparacion de ADN y analisis
filogenéticos

N° Accesion | Acrénimo Begomovirus

DQ302033 TYLCV- [VE] Tomato yellow leaf curl virus (Venezuela®)
AJ223505 TYLCV-[CU] Tomato yellow leaf curl virus- Cuba

AB014346 TYLCV-[JA] Tomato yellow leaf curl virus- Japan

AF024715 TYLCV-[DO] Tomato yellow leaf curl virus- Dominican Republic
AY134494 TYLCV-[PR] Tomato yellow leaf curl virus- Puerto Rico
AY319646 TYLCV-[GP] Tomato yellow leaf curl virus- Guadalupe
AM282874 TYLCV-[CN] Tomato yellow leaf curl virus- China

DQ631892 TYLCV-[MX] Tomato yellow leaf curl virus- Mexico

AY530931 TYLCV-[US:FI] | Tomato yellow leaf curl virus- United States:Florida

X76319 TYLCV-MIC[IL] | Tomato yellow leaf curl virus-Mild-Israel
AF105975 TYLCV-MIA[PT] | Tomato yellow leaf curl virus-Mild- Portugal
X15656 TYLCVIIL] Tomato yellow leaf curl virus-Israel

1Zambrano et al., 2007

2.3 Resultados y discusién

El analisis de las secuencias parciales del componente A de los begomovirus
bipartitos y monopartitos detectados en las muestras colectadas en el pais durante los
diez afios de muestreos permite aproximar a qué virus estan relacionados. Del total de
muestras colectadas con aparentes sintomas de infeccion por begomovirus, el 66,7%
(186 de 279 colectadas) resultaron positivas al fragmento de aproximadamente 550 pb
amplificado con los cebadores AV494-AC1048. El alto porcentaje de muestras positivas

de begomovirus, mostré una alta asociacién entre los sintomas observados en el
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campo y la presencia de virus. Al menos una muestra de cada campo visitado fue

positiva con este par de cebadores.

Por otro lado, las reacciones de PCR conducidas con los cebadores PAL1v1978 y
PAR1c715, indicaron que el 91,9 % de las muestras en las que se habia detectado
presencia de begomovirus con los cebadores de 550 pb dieron positivas al fragmento
de ~1300pb (171 de 186 muestras), mientras que las 15 muestras restantes que
resultaron negativas con estos cebadores, fueron positivas a TYLCV con los cebadores
KL04-06CPF y KL04-07CPR, previamente utilizados por Zambrano et al. (2007) para la
primera descripcion de este begomovirus monopartito en Venezuela. Esto corrobora lo
referido en la seccion de materiales y métodos donde en un inventario de begomovirus
de tomate hecho en Iran, Fazeli et al. (2009) detectaron que los begomovirus

monopartitos no amplificaron con los cebadores disefiados por Rojas et al. (1993).

2.3.1 Anélisis de comparacidon de secuencias parciales y virus relacionados

Los ADN amplificados por la PCR con fragmentos de ~1300pb y ~850pb fueron
secuenciados en ambas direcciones. El andlisis de electroferograma reveld que el 22%
(41 de 186 positivas) de las muestras tenian doble sefial de nucleétido, lo cual indicaba
una posible infeccidn por una mezcla de begomovirus. Estas muestras fueron excluidas
de los analisis de secuenciacion en este estudio, lo cual sera objeto de un trabajo
posterior. El resto de las secuencias obtenidas (145) no mostraron ambigtiedades
nucleodtidicas y fueron comparadas con las secuencias de ADN de begomovirus
disponibles en la base de datos del GenBank. La busqueda BLAST basada en la
identidad de la secuencia nucledétida (NSI siglas en inglés) para el ADN del componente
A, mostré relacion con secuencias de un begomovirus monopartito y seis bipartitos,
previamente descritos en plantas de tomate, con la excepcién de RhGMYV, descrito en

dos malezas de la familia Fabaceae (Ling et al., 2006).
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En el cuadro 5 se muestran los resultados de estos analisis de comparacion de
las secuencias, en el mismo se puede notar que 15 de las 145 secuencias (10,3%)
tuvieron valores de NSI menores al 89% con la secuencia correspondiente de los
begomovirus reportados en el GenBank, lo cual sugiere la posible presencia de nuevas
especies potenciales de begomovirus en las plantaciones de tomate en Venezuela,
puesto que 89% es el limite de identidad nucleotidica establecido para el genoma
completo para la diferenciacién de especies en el caso de begomoviurs (Fauquet et al.,
2008). En estos casos, por tanto, seria interesante la obtencién del genoma completo.
En el resto de los casos, los fragmentos analizados presentan porcentajes de
homologia superiores al 89% con begomovirus bipartitos del Nuevo Mundo ya descritos
anteriormente y que sugiere que las muestras pueden estar infectadas por begomovirus
relacionados con éstos, que han sido incluidos en el cuadro 5. En este Ultimo caso es
importante sefialar que solamente se dispone de secuencias de fragmentos parciales y
por tanto solo se pueden sefalar en las muestras, la relacion de estos virus con los
descritos y que solamente la obtencion de la secuencia completa del ADN-A podra
confirmar la suposicion establecida. Esto es muy importante en el caso de los
begomovirus en los que se conoce que es frecuente la existencia de ADN quimeras

resultantes de fendmenos de recombinacion (Padidam et al., 1999).

En el anexo 1 se detalla la identidad nucleotidica para el fragmento secuenciado
de las muestras positivas tomadas de plantas de tomate y su relacion con los virus
descritos, con base a los nimeros de accesién que se mostraron en el cuadro 3.
Asimismo, en ese anexo se sefialan, la zona, el municipio y el estado donde fueron

colectadas.

Los resultados muestran que el mayor porcentaje (44,8%) de muestras estan
relacionadas con varias razas de PYMV, con un alto porcentaje de identidad para el
fragmento secuenciado, lo que sugiere que virus similares a éste son lo mas
abundantes en las epidemias que afectan a tomate en Venezuela. Ademas fueron
detectados en todas las regiones estudiadas y el NSI del fragmento secuenciado se
ubico entre 92% y 99% (Anexo 1).
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los descritos respecto al fragmento
amplificado asi como la identidad de la secuencia nucleétida (NSI) para las muestras de
las diferentes regiones de Venezuela. Periodo 2000-2009

Begomovirus | R.Oc. | R.An. | R.LI. |R. Ce.|R. Or. | Total |Porc’.| NSI?
PYMV 21 25 9 5 5 65 44,8 94
ToVEV 11 3 0 6 1 21 14,5 94
MeMV 3 3 3 4 3 16 11,0 94

TYLCV-MId 12 1 1 1 0 15 10,3 98
ToYMLCV 0 2 5 0 0 7 4,8 94
ToMYLCAV 2 1 1 0 0 4 2,8 91
RhGMYV 0 0 2 0 0 2 1,4 93
Baja Homologia 7 4 2 1 1 15 10,3 | <89
Total 145 100

1

analizadas.

Porcentaje de muestras con respecto al total de las 145 analizadas.
% Porcentaje corresponde al promedio de las identidades entre razas detectadas y las muestras

Estos resultados coinciden con los obtenidos en un inventario de begomovirus

realizado para la zona andina de Venezuela, donde la mayor parte de las muestras

colectadas que resultaron positivas con el fragmento de 1300 pb mostraron una

cercana relacion con razas de PYMV (Nava et al., 2006).

Virus relacionados con ToVEV y MeMV mostraron una identidad nucleotidica

promedio de 94% cada uno, con amplitudes de identidad nucleotidica: 90 — 95% y 94 —

99%, respectivamente, asociado con porcentajes de incidencia de 14,5 y 11,0 %,

ubicandolos como segundo y tercer virus mas frecuente, respectivamente. En el mismo

inventario realizado por Nava et al. (2006) obtuvieron que tres de las doce muestras
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positivas para el fragmento de 1300 pb (25% del total de positivas) estaban
relacionadas con ToVEV, mientras que en este estudio, las muestras cuyo fragmento
analizado, lo relaciona con este virus, resultaron las segunda en importancia después
del PYMV con un 14,5% del total de muestras positivas a begomovirus. Es importante
sefialar que en este estudio el numero de muestras analizadas fue mayor, asi como, se
muestre6 en mayor numero de estados y zonas productoras del pais, comparado con el

estudio realizado por Nava et al. (2006)

Las muestras positivas relacionadas con TYLCV en los fragmentos secuenciados,
representaron el 10,3% del total, resultando el cuarto mas frecuente encontrado
después de PYMV, ToVEV y MeMV (Cuadro 5). Las secuencias obtenidas de estas
muestras tiene estrecha vinculacion con TYLCV-Mild de Portugal (nimero de accesion:
AF105975) y el TYLCV-MId de Japon [JR:Aic] (namero de accesion: AB014346) (Anexo

1), con las cuales tuvieron una NSI de 98 % en ambos casos.

En el cuadro 5 se puede notar que la distribucion geogréfica de los virus que alli
se sefalan es practicamente la misma en todas las regiones, con la excepcion de la
Region Oriental donde no se detectaron los virus TYLCV-MId, TOYMLCV, ToMYLCAV ni
RhGMYV; y la Region Central donde no se detectaron los tres ultimos mencionados.
También se debe destacar la predominancia de los virus PYMV, ToVEV y TYLCV-MId e

la Region Occidental, asi como de PYMV en la Region de Los Andes.

En este sentido, en el Cuadro 6 y la Figura 6, se muestran la localidad, el
municipio y el estado donde fueron encontradas las muestras que contenian virus
relacionados con TYLCV-MId. Antes del afio 2007 el TYLCV, no habia sido reportado
para Venezuela (Zambrano et al., 2007). Hasta donde se tiene conocimiento, solo en el
reporte de ese afio y en este estudio han sido detectadas muestras relacionadas con
TYLCV en Venezuela.

Segun Morales y Anderson (2001), TYLCV fue introducido al Nuevo Mundo a

través de la Republica Dominicana y rapidamente fue diseminada a otras islas del
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Caribe. No obstante, los aislados del TYLCV venezolano corresponden a TYLCV-Mild,
el cual difiere del los de TYLCV-IL descritos en Republica Dominicana y demas paises
americanos (Lefeuvre et al., 2010). Este resultado confirma la suposicién de multiples
introducciones de TYLCV a América propuesta por Duffy y Holmes (2007).

Cuadro 6. Presencia de TYLCV-Mild en el total de muestras de tomate
analizadas con infeccion simple. Periodo 2000-2009

Caddigo Localidad Municipio Estado
2000-12-27-01 |La Cepeda Jesus E. Lossada |Zulia
2001-05-18-01 |Cafo San Andrés |Mara Zulia
2003-12-07-06 | Quibor Jimenez Lara
2003-12-29-01 |La Cepeda Jesus E. Lossada |Zulia
2003-12-29-02 |La Cepeda Jesus E. Lossada |Zulia
2004-12-10-01 |La Cepeda Jesus E. Lossada |Zulia
2004-12-11-01 |La Cepeda Jesus E. Lossada |Zulia
2004-12-11-04 |La Cepeda Jesus E. Lossada | Zulia
2006-04-11-03 | Muchuche Carache Trujillo
2006-07-12-01 | San Gerdonimo Cocorote Yaracuy
2006-07-24-05 |La Barinesa Bolivar Barinas
2007-02-01-03 |Fca. Luz Marina Mara Zulia
2007-02-01-04 |Fca. Luz Marina Mara Zulia
2007-03-16-02 |La Cepeda Jesus E. Lossada |Zulia
2007-03-16-03 |La Cepeda Jesus E. Lossada |Zulia
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En cuanto a aislados similares a ToOYMLCYV fueron detectados en siete de las 145
muestras (4,8%), especificamente en las regiones de los andes y los llanos (Anexo 1).
Aislados similares a ToMYLCAV tuvieron una incidencia de 2,8%, cuyas muestras
fueron tomadas en la region occidental, andes y llanos, mientras que para RhGMYuV

fue el 1,4% detectadas en los llanos (Anexo 1).
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Figura 6. Presencia de TYLCV en diferentes estados de Venezuela
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En el estudio de distribucion del TYMLCV realizado por Nava et al. (2012), lo
encontraron en los estados Mérida,Guarico y Aragua que se corresponden con la region
andina, los llanos y central respectivamente, mientras que este estudio, muestras que
resultaron estar relacionadas con este virus fueron encontradas en Trujillo, Cojedes y
Portuguesa (Anexo 1) que se corresponden con las regiones andina y los llanos,

respectivamente. Vale destacar que el componente A y B de este virus esta relacionado
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con el Tomato leaf deformation virus (Nava et al., 2012) un nuevo virus descrito para
Pert causando severas infecciones en tomate en ese pais (Marquez-Martin et al.,
2011).

En estudios previos, donde han sido detectados begomovirus infectando tomate
en Venezuela, se refieren al menos unos seis begomovirus bipartitos (Coutts et al.,
1991; Guzman et al., 1997; Nava et al., 2006; 2012; Zambrano et al., 2011; 2012) y y la
introduccion del monopartito TYLCV-MId (Zambrano et al., 2007). Tal como lo detectado
en esos estudios, los resultados aqui obtenidos sugieren la diversidad de begomovirus
afectando tomate en Venezuela, donde predominan los bipartitos originarios del nuevo
Mundo.

Este tipo de estudios sobre diversidad de begomovirus en tomate en Venezuela
representa un importante aporte al conocimiento de la dinamica y distribucion de
begomovirus como base fundamental para programas de mejoramiento de genotipos de
tomate y/o evaluacion de los existentes mejorados para otros virus con fines de
seleccionar aquellos que resulten tolerantes o resistentes a los begomovirus mas
frecuentemente encontrados. En otras palabras, esta informacion es esencial para el
disefio de estrategias de control mas estables y duraderas (Seal et al., 2006b) a los
fines de disminuir consistentemente el impacto negativo que tienen sobre la produccién
de tomate este tipo de enfermedades virales, los cuales desde finales de los afios
ochenta de la pasada década se han convertido en los principales problemas que

afectan sensiblemente el rendimiento de este cultivo horticola en Venezuela.
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CAPITULO lIl. TRANSMISION EXPERIMENTAL DE TYLCV-MLD MEDIANTE
Bemisia tabaci A PLANTAS DE CRECIMIENTO ESPONTANEO Y CULTIVADAS
COMO POSIBLES HOSPEDERAS ALTERNAS DEL VIRUS

3.1 Introduccidn

Las fuentes mas importantes de virus de plantas son, precisamente, las plantas
infectadas; un amplio rango de huéspedes provee a los virus mayores oportunidades
para perpetuarse y diseminarse, de forma que, las hospederas silvestres continda
siendo un topico controversial de investigacion y discusion sobre la evolucion y
epidemiologia de los begomovirus entre virdlogos. (Morales et al., 2000). En lo que
respecta a los hospederos alternos de begomovirus la informacién que existe no es tan
amplia como la generada sobre las investigaciones basicas en este tipo de patdégenos,
0 en la generada de la evaluacion de la resistencia de cultivares comerciales de tomate.
A continuacion se sefialan algunos ejemplos de investigaciones realizadas sobre

hospederos alternos de estos virus

Debrot y Centeno (1985), observaron en Aragua, Venezuela, sintomas
tipicamente virales en siembras de papa y tomate que generalmente se distribuian
hacia las borduras de las mismas, sugiriendo que la infeccion provenia de fuentes
externas. Como ambas especies se cultivaban comunmente en la misma finca y
durante la misma época del afio, les fue posible apreciar la contrastante diferencia entre
la baja frecuencia de aparicién de esa sintomatologia en papa y la elevada frecuencia
con que se manifestaba en tomate. Esa misma sintomatologia también la notaron en
plantas de Lycopersicum esculentum var. cerasiforme, un tomatico silvestre, el cual es
bastante comun en la zona y es considerado una maleza. Los mismos investigadores
observaron esos sintomas en pequefias parcelas experimentales y plantas de

crecimiento espontaneo de la especie L. pimpinellifolium.

Por otro lado, Abdel (1991), reporté como hospederos del TYLCV en Egipto las
especies no cultivadas como Eruca sativa Lam., Xanthium strumarium L., Sonchus

oleraceus L., Whitania somnifera (L) Dun., Euphorbia geniculata Ort., Chenopodium
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murale L. y Sisymbrium officinale (L) Scop. Asimismo, Sanchez-Campos et al. (1999),
en Espafa, analiz6 mas de 520 muestras de malezas, pertenecientes a 38 especies de
plantas (incluyendo tres del género Amaranthus) de 20 familias, para la presencia de
infecciones por TYLCV-Sr y TYLCV-Is durante el otofio de 1997 y 1998. Los resultados
mostraron que las infecciones por este virus en las malezas fue muy esporadica, al
punto que solo plantas de dos especies resultaron positivas: Datura stramonium L. y

Solanum nigrum L.

En un estudio llevado a cabo por el Centro Internacional para la Agricultura
Tropical (CIAT) en Palmira, Colombia, las especies silvestres: Aspilia tenella
(Compositae), Desmodium uncinatum, Macroptilium lathyroides, Rhynchosia minima
(Leguminosae), Malva sp., Malvastrum sp., Sida rhombifolia (Malvaceae), Euphorbia
prunifolia  (Euphorbiaceae), Melochia villosa (Sterculiaceae) y Pavonia sp.
(Boraginaceae) fueron utilizadas como posibles hospedadoras de begomovirus
desconocidos para pruebas de transmision biolégica con B. tabaci. Los resultados
obtenidos arrojaron que todas las plantas evaluadas contenian begomovirus capaces

de infectar caraota (Phaseolus vulgaris) (Morales et al., 2000).

Asimismo, evaluaciones para la busqueda de huéspedes alternativos de TYLCV,
donde se analizaron 210 muestras de 95 especies de malezas utilizando la PCR; las
siguientes especies resultaron positivas: Conyza sumatrensis (Retz.) E. Walker,
Convolvulus sp., Cuscuta sp., Chenopodium murale L., Datura stramonium L., Dittrichia
viscosa (L.) W. Greuter, Malva parviflora L., y Solanum nigrum L., los cuales ademas
de ser huéspedes naturales, resultaron asintomaticos (Jorda et al., 2001). En este
sentido, Seal et al. (2006a) plantean que seria muy interesante, llevar a cabo estudios
sobre virus en malezas o malas hierbas en agroecosistemas tropicales donde el cultivo
horticola se hace durante todo el afio y donde hay una gran abundancia de cultivos y

malezas que pueden fungir como huéspedes alternos al virus.

En un estudio desarrollado en Brasil, encontraron que las malezas Amaranthus

spinosus, A. viridis, Ageratum conyzoides y Bidens pilosa resultaron ser hospederas
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naturales de begomovirus bipartitos. Asimismo, al hacer la retransmision del virus, en
forma mecanica y por injerto, desde estas malezas a plantas de tomate, sélo resultaron

positivas aquellas plantas que fueron inoculadas por injerto (Arnaud et al., 2007).

Chirinos et al. (2009) utilizando B. tabaci, hicieron ensayos de transmision
experimental de TYLCV-MId a dos especies de plantas cultivadas y cinco de
crecimiento espontaneo; de estas Ultimas solo Datura stramonium mostr6é sintomas de
la enfermedad. Mas recientemente, Papayiannis et al. (2011) realizaron en Chipre, un
muestreo intensivo de campo para detectar la presencia de TYLCV en plantas silvestres
encontrando un gran numero de éstas como hospederas naturales del mismo. Mientras
gue Romero et al. (2012) en un estudio de transmision experimental del bipartito TOVEV
mediante B. tabaci a varias especies de plantas, dectectaron que D. stramoinum
(Solananceae), Amaranthus dubius (Amaranthaceae) y Cucumis anguria

(Cucurbitaceae) son potenciales hospederas alternas de este virus en tomate.

La importancia de los huéspedes silvestres como fuente de diversidad genética de
begomovirus que pueden afectar a cultivos de importancia econdmica también ha sido
puesta de manifiesto en diversos estudios, por ejemplo en Brasil, para la especie
Cleome affinis (Silva et al., 2012) o en Espafia para Solanum nigrum L. (Garcia-Andrés
et al., 2006).

Segun los resultados del inventario realizado en Venezuela mencionados
anteriormente (Capitulo ), 15 de las 145 muestras de tomate infectadas con
begomovirus analizadas mostraron una cercana relacion con el TYLCV-MId ubicandolo
como el cuarto mas frecuente. Dado que para el begomovirus bipartito TOVEV ya fueron
hechas trasmisiones experimentales mediante B. tabaci a varias especies de plantas
para evaluarlas como posibles hospederas (Romero et al,, 2011), en esta tesis el
objetivo fue evaluar varias especies de plantas de crecimiento espontaneo comunes en
campos de tomate de Venezuela como potenciales hospederas del begomovirus
monopartito TYLCV-MId.
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3.2. Materiales y métodos

3.2.1 Areay condiciones de estudio

Los ensayos de trasmision fueron realizados durante el periodo marzo 2008 -
julio 2009 en condiciones de laboratorio (T: 26 = 3,72 °C, HR: 82 + 3,69%) combinado
con umbréculo (jaulas-umbraculo), en el exterior del laboratorio (T: 34 + 4,25 °C, HR: 86
+ 3,58%), en la Unidad Técnica Fitosanitaria (UTF), Facultad de Agronomia, LUZ,
Maracaibo, estado Zulia, Venezuela. En ambas condiciones la amplitud de temperatra

entre la noche y el dia es poco significativa.
3.2.2 Plantas evaluadas

Se evaluaron diez especies de plantas comunes en Venezuela asociadas con
plantas cultivadas (Figuras 7 y 8), pertenecientes a las familias: Amaranthaceae: bledo,
Amaranthus dubius Mart.; Capparidaceae: platanito, Cleome spinosa Jacq.; Malvaceae:
tapaleche, Sida aggregata Presl.; bejuco negro, Merremia aegyptia (L.); Euphorbiaceae:
tripa de pollo, Euphorbia hirta L.; Solanaceae: hierba mora, Solanum americanum Mill.;
tomate silvestre, S. pimpinellifolium L. y iongué morado, Datura stramonium L.; ademas
de las cultivadas, pimenton, Capsicum annuum L. y tomate, S. lycopersicum L. Esta
Ultima ademas de ser el hospedero cultivado afectado por el virus en estudio (TYLCV-
Mld) fue utilizado como testigo positivo. La identificacibn de estas especies fue
confirmada por el Herbario de la Facultad de Agronomia, La Universidad del Zulia
“Omar Zambrano” (HERZU)

En el caso de tomate, fueron utilizadas semillas de la variedad Rio Grande
(Petoseed Co. Inc., Saticoy) y en el caso de pimenton se colectaron las semillas de
frutos maduros del cultivar California Wonder. Las semillas de las plantas silvestres
evaluadas fueron colectadas de plantas en los alrededores de campos de tomate en el
estado Zulia, ubicado al noroccidente del pais (Figura 9) y guardadas bajo refrigeracién.
Las semillas de las especies Sida aggregata y Merremia aegyptia, presentaron

dificultad para germinar, lo que llevo a la utilizacién de plantulas colectadas en los



49

terrenos de la Ciudad Universitaria, LUZ y del Centro Fruticola del Zulia,
respectivamente. Las semillas fueron sembradas en bandejas iniciadoras de polietileno
de 30 x 62 cm con 128 receptaculos, llenadas con sustrato a base de turba de musgo
(Sunshine Plug Mix 5, Sun Gro Horticulture Inc. Bellevue, Washington, EE.UU.) y

Figura 7. Especies de plantas evaluadas: a. Datura stramonium, b. Amaranthus dubius,
c. Sida aggregata, d. Merremia aegyptia
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Figura 8. Especies de plantas evaluadas: a. Euphorbia hirta, b. Cleome spinosa, c.
Solanum pimpinellifolium, d. Solanum americanum, eCapsicum annuum, y f. Solanum
lycopersicum.
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mantenidas dentro del laboratorio, en las jaulas entomoldgicas de madera (0,53 m x
0,53 m x 0,53 m, largo x ancho x alto) con manga de tela y parte posterior aireada a
través de cobertura de organza (0,45 m x 0,53 m, largo x ancho) y envueltas en bolsas

negras de polietileno hasta completar la germinacion.
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Figura 9. Mapa indicando la ciudad de Maracaibo, estado Zulia,
ubicada en la regién noroccidental de Venezuela. El circulo sefala el

sector mas importante de produccion de tomate en dicho estado.
(Disp: http://geologiavenezolana.blogspot.com/p/mapas-geologicos.html)

3.2.3 Procedimiento experimental de la transmision

Una vez germinadas las plantas, las bandejas fueron transferidas a jaulas
umbréaculos (2,3 mx 1,12 m x 0,63 m; largo x ancho x alto) con estructura de perfiles
de aluminio cerradas con malla de nylon muy tramada (18 x 18 hilos/cm?) colocada
sobre un meson de estructura de tubos galvanizados (0,75 m de altura), en el exterior
del laboratorio. Para el caso de Sida aggregata y Merremia aegyptia, las plantulas
traidas de campo fueron trasplantadas a las bandejas antes mencionadas. Bajo esa

condicion se mantuvieron por 15 dias, tiempo durante el cual, se le hicieron dos
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fertilizaciones (una semanal) con un producto de alta solubilidad (Solub®, 18-18-18), a
razon de 10 cc por planta de la solucion preparada a una concentracion de 2 g/litro de
agua. Posteriormente, las plantas fueron sacadas de las bandejas con el cepellén
(raices junto al sustrato de turba) y fueron colocadas en vasos plasticos de 475 cc
contentivos de un sustrato esterilizado formado por una mezcla de suelo areno-francoso
y materia organica vegetal descompuesta, en proporcion 2:1. Este procedimiento se

hizo con el fin de hacer los ensayos de transmision.

Las plantas fueron expuestas a dos condiciones de adultos de B. tabaci: libre de
virus (moscas no viruliferas) que son mantenidos sobre plantas de algodén y aquellos
criados sobre plantas de tomate fuentes de TYLCV (moscas viruliferas). El biotipo B (o
B. tabaci MEAM 1) fue el utilizado durante este experimento. El mantenimiento de
plantas de algodon, de tomate, cria de B. tabaci y determinacion del biotipo fue

previamente referido (ver Capitulo I).

En cada condicién, individualmente las plantas fueron expuestas a 25 adultos de
B. tabaci recién emergidos (24 h). Para garantizar la edad de los adultos tanto
viruliferos como no viruliferos, a las plantas de algodén y fuentes de tomate infectadas
con TYLCV-MId que serian utilizadas en los experimentos, se les retiraba manualmente
todos los adultos existentes y seguidamente eran colocadas por separado en otras
jaulas entomolégicas ya descritas y a las 24 horas se procedia con las infestaciones
con los adultos recién emergidos. Para la exposicion individual, cada planta se colocé
en el interior de una jaula cilindrica de plastico transparente (seccién de envase de
gaseosa de 2 litros, 10 cm x 15 cm, diametro x altura) con el tope cerrado con organza.
Los adultos fueron colectados con un succionador de boca, los cuales, se introdujeron
dentro de la jaula, colocando al pie de la planta, un tubo de vidrio del succionador con el
cual fueron colectados, destapados boca hacia arriba donde se dejaron alimentarse
sobre las plantas por un periodo de acceso para la inoculacién (PAI) de 48 h, posterior

al cual, se retiraron las jaulas plasticas (Anexo 7).
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Tras el retirado de las jaulas, para eliminar los adultos, las plantas fueron
asperjadas con una solucién de imidacloprid (Relevo 500) preparada a 0,04% de
ingrediente activo y luego fueron trasplantadas a macetas de 2 kg de capacidad de
suelo, que estaba conformado de tres partes de arena y una parte de abono de rio.
Adicionalmente, y para evitar al maximo la llegada de nuevos adultos y el desarrollo de
colonias de B. tabaci sobre las mismas, le fue aplicado al suelo, 10 cc del mismo
insecticida a la misma concentracion. Se ha demostrado que en plantas tratadas al
suelo con imidacloprid, no hay desarrollo de poblaciones de B. tabaci por al menos 30
dias (Chirinos et al., 2011). Seguidamente, las macetas fueron nuevamente colocadas
en las jaulas umbraculos mencionadas anteriormente (Anexos 8 y 9) . Para disminuir la
desecacion de las plantas, una vez sembradas se le colocaba encima del suelo,
cascarilla de arroz. Las plantas eran regadas a diario y fertilizadas dos veces por
semana, con el mismo fertilizante utilizado en semillero y a la misma concentracion. Alli,
comenzaron las observaciones diarias a diferentes dias post inoculacion (DPI) para
detectar la aparicion de sintomas de infeccion, hasta 30 dias después, estimandose asi

el dia de aparicion de sintomas.

Dado que las mencionadas especies fueron expuestas por separado a dos
condiciones de moscas, se evalud un total de veinte tratamientos en tres repeticiones,
utilizandose 10 plantas por cada repeticion para las tratadas con moscas viruliferas y
cinco por repeticion para aquellas plantas inoculadas con moscas no viruliferas,
totalizando unas 450 plantas. Adicionalmente, se estimd por repeticion para cada
especie el porcentaje de plantas sintomaticas [(numero de plantas con sintomas /
namero total de plantas inoculadas) x 100]. Para este Ultimo se obtuvieron tres valores

para cada especie correspondiente a cada repeticion.

Finalmente, para cada una de las especies de plantas que resultaron sintomaticas

fueron caracterizados los sintomas observados en las mismas.
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3.2.4 Retransmisién

Con el fin de evaluar la posible condicion de fuente del virus, para aquellas
especies que resultaron sintomaticas, se realizé la retrasmision a tomate mediante la
utilizacion de moscas blancas no viruliferas criadas sobre algodén. Para ello, tres a
cinco plantas sintomaticas por repeticion fueron escogidas y colocadas por separado en
jaulas entomoldgicas descritas anteriormente. En cada jaula se colocaron 400 moscas
aproximadamente, para el periodo de accesso para la adquisicion (PAA) y asi asegurar
la trasmision a 10 plantas de tomate por cada planta sintomatica utilizando 25 moscas
por planta. Asimismo, como testigo, se sometieron cinco plantas de tomate por
repeticion a condiciones similares pero con moscas sanas, criadas sobre plantas de
algodon. Para la retrasmision se procedié de la misma manera que en los ensayos de

trasmision.

3.2.5 Toma de muestras de tejidos vegetales y del vector

Previo a la eliminacion de los adultos con insecticida, se colectaron moscas
viruliferas y no viruliferas con las que se realizaron los ensayos de transmision, para
cada especie de planta evaluada por repeticion, los cuales se colocaron en alcohol
etilico al 99%. De esto, por cada condicion se hizo una muestra compuesta de 50
adultos aproximadamente con el fin de detectar o descartar la presencia de ADN viral.
El resto de las muestras se conservan en el congelador (-20°C) en viales de 2 ml como
respaldo (Anexo 10). Con el objeto de confirmar la transmision del agente viral
observado inicialmente por la aparicion de sintomas, asi como, para descartar la
existencia de especies asintomaticas en aquellas plantas sometidas a moscas
viruliferas, se tomaron seis muestras de apices foliares por repeticion en plantas que
resultaron sintomaticas, e igual niumero de muestras se tomaron en los testigos. Para
las especies que resultaron asintomaticas, se tomaron dos tipos de muestras, una
compuesta proveniente de las diez plantas por repeticién y una individual, tomando
muestras de cada una las plantas evaluadas en el ensayo. Si en los analisis

moleculares la muestra compuesta hubiese resultado positiva, se tenia previsto hacer
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analisis individualizados para estimar el nUmero y porcentaje de plantas infectadas. Por

el contrario si resultase negativa, no se harian analisis adicionales.

Antes de la utilizacion de plantulas de Sida aggregata y Merremia aegyptia, se
tomaron muestras, de tal manera que serian analizadas en caso de resultar positivas
posterior a los ensayos de trasmision, para asi descartar la posibilidad que se hubiesen
infectado previamente en campo,. Asimismo, se tomaron muestras de las plantas fuente
de TYLCV-MId con las que se realizaron estos estudios para cotejar la identidad del
virus presente en éstas con la identidad del virus detectado en las plantas a las que se
le realizo la transmision. Igualmente se tomaron muestras de las plantas de algodén G.

hirsutum, donde fueron mantenidas las moscas libre de virus.

Para la toma, preservacion y respaldo de muestras se procedié de la misma

forma que con las muestras tomadas para en el inventario

3.2.6 Extraccion de ADN vegetal y en Bemisia tabaci

Para la extraccion de ADN de las muestras de plantas se procedi6 como se
sefial6 anteriormente utilizando el protocolo de Gilberston et al. (1991) con las
modificaciones también sefialadas. En el caso de las muestras de B. tabaci, de la
muestra tomada tanto para los adultos considerados viruliferos como para los libres de
virus, en viales de 2 ml de microcentrifuga por condicidén se colocaron unas 50 moscas
viruliferas en nitrogeno liquido y luego le agreg6 la solucion de extraccién de ADN del
protocolo usado por Frohlich et al. (1999). Aunque los mejores individuos transmisores
son hembras adultas y como no se distinguié entre ambos sexos, se asegurd la
presencia de hembras en la muestra tomada aumentando el nimero de individuos. En
una muestra aleatoria de 50 individuos se asegura la presencia de hembras adultas
dada la reproduccion de tipo arrenotoquia (tipo de reproduccion basada en mayor

proporcién de hembras que machos en la especie) (Louise, 1975).
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Asi pues, siguiendo el protocolo de extraccion de ADN los adultos de B. tabaci se
trituraron con un micromortero en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml y con 60 ul de
una solucion tampon de lisis fria (5mM de Tris-HCl a pH 8; 0,5mM de EDTA; 0,5% v/v
de Nonidet P40 y 0,1 mg/ml de Proteinasa K). Posteriormente, la solucion fue incubada
a 65 °C por 15 minutos y seguidamente a 95 °C por 10 minutos. Luego la solucion se
centrifugd a 10.000 x g durante 5 minutos y el sobrenadante se colocé en un nuevo

tubo de microcentrifuga para ser usado como fuente de ADN para la PCR.

3.2.7 Deteccion de begomovirus por PCR y Southern blot

Para la deteccion de ADN viral en las plantas utilizadas en las transmisiones y en
los adultos de B. tabaci analizados, se utilizaron los cebadores degenerados AV494 y
AC1048 disefiados por Wyatt y Brown (1996) anteriormente referidos. Adicionalmente
para la deteccion del TYLCV existente en las plantas fuentes se utilizaron los siguientes
cebadores especificos KL04-06CPF y KL04-07CPR disefiados por Ling et al. (2006), y
un par de iniciadores especificos para la raza TYLCV-MId desarrollados por Lefeuvre et
al. (2007).

En el estudio de transmision experimental, Amaranthus dubius resulté positiva a
TYLCV (Guerere et al., 2012). Dado que esta especie hasta ahora no ha sido reportada
como hospedero de este virus, ademas de realizarse experimentos de retransmision, se
realizaron una serie de analisis adicionales para demostrar que es un hospedero
potencial de TYLCV-MId. Por un lado se analizaron las plantas postivas utilizando los
cebadores degenerados arriba referidos, tal como se hizo para las plantas fuente de
virus, Ademas, se realizaron analisis Southern blot a muestras de plantas infectadas,
utilizando sondas especificas para TYLCV, con el fin de determinar los niveles de
acumulacién y la presencia de estados replicativos del virus para asi confirmar la
condicion de hospedero. Todos los analisis moleculares fueron realizados en el IDEA,
con excepcion del dltimo andlisis que fue hecho en el Instituto del Hortofruticultura

Subtropical y Mediterranea “La Mayora”, Algarrobo, Malaga, Espania.
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3.2.8 Andlisis estadisticos

Para los estudios de trasmisién y retransmision, en las variables: tiempo de
aparicion de sintomas y porcentaje de plantas sintométicas, se aplicaron los supuestos
de normalidad. El tiempo de aparicion de sintomas, se comportd como una variable
normal y el andlisis de la varianza fue hecho a través del Modelo Lineal General (GLM)
utilizando un disefio estadistico completamente al azar y como tratamiento la especie
de planta. Posteriormente, para su andlisis, se utilizé el GLM con un disefo factorial de
2 x 10 (condicion de moscas x especie de planta) completamente al azar para un total
de 20 tratamientos. Las comparaciones de medias fueron hechas usando la Prueba de
Minimos Cuadrados (LSMEANS) para la interaccion, condiciéon de mosca x especie de

planta. La significancia para las comparaciones, fue fijada al 5% (P<0,05).

Como el porcentaje de plantas sintomaticas, no tuvo un comportamiento normal,
se hicieron varias transformaciones, adaptandola a la normalidad con la funcion raiz
cuadrada mas uno (V(x+1). Para andlisis de esta variable se utiliz6 un ANOVA vy las

comparaciones de media fueron realizadas con la prueba de Tukey (P<0,05).
3.3 Resultados y discusién

3.3.1 Deteccion de TYLCV en plantas fuentes del virus y en moscas blancas

usadas en los ensayos de transmision

La deteccion del virus por PCR utilizando la pareja de iniciadores AV494-AC1048
resulté positiva para las muestras de las plantas usadas como plantas fuentes del
begomovirus, observandose el fragmento de tamafio esperado de 550 pb
aproximadamente, mientras que las muestras tomadas de plantas de algodon usadas
como control negativo, en las cuales se mantiene la colonia de moscas blancas no
viruliferas, no mostraron dichas bandas, o que demuestra que no estaban infectadas
con begomovirus (Figura 10). En ningun caso se detectd producto de amplificacion en

los controles de plantas sobre los que no se habian dispuesto moscas viruliferas.
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La secuencia obtenida a partir del fragmento amplificado de las muestras
obtenidas de las plantas infectadas por este virus mantenidas en el laboratorio, fue
recientemente depositada en el banco de genes (GenBank, siglas en inglés), con el
namero de registro JX025074 (Chirinos et al., 2012). Ademas el producto de PCR
amplificado de la planta fuente del virus empleada en este estudio con los cebadores
especificos para 850 pb ya sefialados fue secuenciado directamente y su secuencia
nucleotidica mostr6 un 99% de identidad con la secuencia equivalente del aislado de
TYLCV-MId previamente descrito en Portugal (GenBank, numero de accesion:
AF105975) al igual que el aislado descrito por primera vez en Venezuela (Zambrano et
al., 2007).

—
! 550 pb

Figura 10. Diagnostico por PCR de la presencia de ADN viral en: 1. Plantas de tomate
fuentes de TYLCV y 2. Plantas de algodon, utilizadas para los ensayos de transmision
mediante B. tabaci. M: Marcador 1Kb plus;. La flecha indica el fragmento de 550 pb.

Por otro lado, la amplificacion obtenida mediante PCR utilizando los mismos
iniciadores previamente indicados, también permitié la deteccién de ADN viral en las
moscas Vviruliferas que fueron utilizadas en los ensayos de transmision, resultado que
contrasto con lo observado para aquellas utilizadas como control negativo donde no se

vio la presencia de ADN viral (Figura 11).
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Figura 11. Deteccion mediante PCR de TYLCV en adultos de Bemisa tabaci
mantenidos sobre las plantas tomate fuente del virus y sobre plantas de algodon. M:

Marcador molecular. La flecha indica el fragmento de 550 pb, C": Control negativo.

3.3.2 Especies susceptibles y aparicion de sintomas

De las diez especies de plantas expuestas a moscas blancas viruliferas sélo

cuatro: S. lycopersicum, S. pimpinellifolium, D. stramonium y A. dubius mostraron

sintomas de enfermedad viral (Figuras 12 y 13).

Del mismo modo, solamente se obtuvo amplificacion por PCR a partir de tejidos

tomados de muestras de las plantas sintomaticas mientras que no se obtuvo

amplificacion en ninguno de los casos de las muestras tomadas de las especies que no

mostraron sintomas (Figura 14). En contraste, todas las especies de plantas inoculadas

con moscas blancas no viruliferas (testigos) no presentaron sintomas, ni se detectd

ADN viral.
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Figura 12. Especies de plantas evaluadas. A. Solanum lycopersicon y B. Datura

stramonium, expuestas a 1. Adultos de Bemisia tabaci no viruliferos y 2. Adultos de
B. tabaci viruliferos
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Figura 13. Especies de plantas evaluadas. A. Solanum pimpinellifolium y B.
Amaranthus dubius, expuestas a 1. Adultos de Bemisia tabaci no viruliferos y 2. Adultos
de B. tabaci viruliferos.
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Datura stramonium
S. pimpinelifollium
Amaranthus dubius
Cleomen spinosa
Sida aggregata

S. americanum
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Figura 14. Deteccion mediante PCR de TYLCV en las diferentes especies de plantas
experimentales. En el panel superior se muestran los resultados de los analisis de
plantas sometidas a moscas viruliferas y en el panel inferior de plantas sometidas a
moscas no viruliferas. Las plantas se analizaron a los 30 dias después de la
inoculacién. M: Marcador molecular. La flecha indica el fragmento de 550 pb.

El porcentaje de plantas que mostraron sintomas, resulté muy inferior en S.
pimpinellifolium (63,3%), seguido de A. dubius (83,3%), mientras que S. lycopersicum y
D. stramonium, mostraron sintomas en todas las plantas evaluadas (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Porcentaje de plantas con sintomas de TYLCV como resultado de la
transmision por Bemisia tabaci a plantas de cada especie evaluada expuestas por

separado a individuos viruliferos y no viruliferos (testigos).

Plantas
P vauadas | condicion | e o Porcentie | PO

Solanum lycopersicum 29 29 100 a +
Datura stramoniun 30 30 100 a +
S. pimpinellifolium 27 17 63,3+5,7b +
Amaranthus dubius Moscas 30 25 | 83,3+ 15,2ab +
Cleome spinosa viruliferas 30 0 Oc -
Sida aggregata 30 0 Oc -
S. americanum 30 0 Oc -
Merremia aegyptia 20 0 Oc -
Euphorbia hirta 20 0 Oc

Capsicum annuum 20 0 Oc -
Solanum lycopersicum 15 0 Oc -
Datura stramoniun 15 0 Oc -
S. pimpinellifolium 15 0 Oc -
Amaranthus dubius Moscas no 15 0 Oc -
Cleome spinosa viruliferas 15 0 Oc -
Sida aggregata. (Testigo) 15 0 Oc -
S. americanum 15 0 Oc -
Merremia aegyptia 15 0 Oc -
Euphorbia hirta 15 0 Oc -
Capsicum annuum 15 0 Oc -

% R2=0,96; CV=23,1. F: 303,5; P<0,01. Medias + desviacién estandar. Medias con igual letra no difieren
significativamente segin comparaciones de medias hechas con la prueba de Minimos Cuadrados

(P<0,05).

® +: especie positiva a TYLCV-MId; -: especie negativa aTYLCV-MId.
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La observacion de sintomas estuvo asociada a la presencia de ADN viral, para el
caso de S. pimpinellifoliun y de A. dubius, las muestras seleccionadas al azar para la
PCR provenientes de plantas asintomaticas, resultaron negativas al virus. Cabe
destacar que plantas de las mismas especies expuestas a moscas blancas no

viruliferas, no presentaron sintomas ni se encontré ADN viral a través de la PCR.

Por otro lado, dado que las especies: Sida aggregata, Euphorbia hirta, S.
americanum, Merremia aegyptia y Capsicum annuum fueron asintomaticas y sus
muestras compuestas no mostraron ADN viral por PCR (Figuras 14), no fue necesario
analizar las muestras individuales que fueron tomadas, ni las muestras previas de las
plantas que fueron colectadas en campo para estos ensayos de trasmision en el caso

de plantas que no se iniciaron por semilla..

En cuanto al dia promedio de aparicion de sintomas, en las condiciones
empleadas, S. lycopersicum fue la especie que los mostré mas temprano (9,3 dias),
seguido de A. dubius (11,3 dias), mientras que D. stramonium y S. pimpinellifolium

mostraron los sintomas después de 12 dpi (Cuadro 8).

Cuadro 8. Promedio del tiempo de aparicion en dias de los sintomas
de TYLCV, para especies de plantas expuestas a adultos viruliferos

de B. tabaci
Especies de plantas |Tiempo de aparicion de sintomas (dias)?
Solanum lycopersicum 93+0,8¢c
Datura stramoniun 123+14a
S. pimpinellifolium 122+16a
Amaranthus dubius 11,0+£1,3b

% R2=0,70; CV=10,3; F=28,9. P<0,01. Medias + desviacion estandar. Medias con
igual letra no difieren significativamente. Comparaciones de medias hechas con la
prueba de Minimos Cuadrados (P<0,05).
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3.3.3 Identidad del Begomovirus

Los productos de PCR obtenidos para la planta fuente, moscas viruliferas y las
plantas sintomaticas a las que se les trasmitio el virus, asi como, de las retransmisiones
a tomate (ver mas adelante), fueron purificados y secuenciados, al compararse con las
secuencias disponibles en el banco de genes a través del Programa Blast mostraron un
porcentaje de secuencia nucleotidica del 99%, con la secuencia correspondiente del
aislado de TYLCV-MId que fue previamente reportado en Venezuela (Zambrano et al.
2007). Esto corrobora, molecularmente, que el begomovirus existente en las plantas
fuentes del virus mantenidas en el laboratorio de la UTF era TYLCV-MId y que fue
trasmitido con éxito a las plantas experimentales a través de las moscas viruliferas

utilizadas y luego recuperado con la retransmision de especies infectadas a tomate.

3.3.4 Sintomas observados

La manifestacion de los sintomas vario de acuerdo a la especie de la planta. En
S. lycopersicum, los sintomas se caracterizaron por acortamiento de los entrenudos
apicales, encrespado y acopado de las hojas terminales y amarillamiento acentuado
hacia los bordes (Figura 15), manifestaciones tipicas de TYLCV en plantas de tomate,
las cuales coinciden con lo observado por Chirinos et al. (2009), quienes utilizaron la
misma cepa del virus. Con relacién a D. stramonium, las hojas tendian a ondularse
mostrando también amarillamiento intervenal algo difuso, contrastante con la superficie
plana y el color verde uniforme de las plantas sanas de esta especie (Figura 16). Estos
sintomas coinciden con lo reportado previamente para la misma cepa del virus,
(Chirinos et al. 2009). Similares sintomas a los de S. lycopersicum fueron observados
en S. pimpinellifoium, no obstante, en esta Ultima especie también se observd un

acentuado acopamiento de la hoja (Figura 17).
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Figura 15. Sintomas asociados con transmisién de TYLCV, observados en plantas de
Solanum lycopersicum durante la evaluaciéon. A y B: plantas sanas; C y D plantas
enfermas.
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Figura 16. Sintomas asociados con transmisién de TYLCV, observados en plantas de
Datura stramonium durante la evaluacion. A: planta sana; B, C y D plantas enfermas.
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Figura 17. Sintomas asociados con transmisiéon de TYLCV, observados en plantas de
Solanum pimpinellifolium durante la evaluacién. A: planta sana; B, C y D plantas
enfermas.
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Figura 18. Sintomas asociados con transmisién de TYLCV, observados en plantas de
Amaranthus dibius durante la evaluacién. A: planta sana; B, C y D plantas enfermas.



70

El caso de A. dubius resulté particular ya que los sintomas no se manifestaron con
clorosis de hojas, sino con un leve acopamiento y disminucion de la lamina foliar,

combinado con abundante proliferacion de las inflorescencias (Figura 18).

3.3.5. Retransmision de TYLCV a Solanum lycopersicum

De las plantas que resultaron sintoméaticas a TYLCV utilizadas para retransmitir
el virus a tomate, se logré transmision aunque con variaciones significativas en el
porcentaje de infeccion que resulto inferior con S. pimpinelifolium y D. stramonium, con
79% y 88%, respectivamente, mientras que las moscas que provinieron de A. dubius
infectaron alrededor del 95% de las plantas de tomate  (Cuadro 9). Con relacion al
tiempo promedio de aparicion de sintomas, aunque se detectaron diferencias
estadisticas, resultando inferior en D. stramonium, esta diferencia fue de un dia
aproximadamente (Cuadro 10). La presencia de virus en las plantas sintomaticas de
tomate fue corroborada por PCR al detectar ADN viral en las muestras tomadas de las

plantas de tomate evaluadas (Figura 19).

Cuadro 9. Porcentaje de plantas de tomate con sintomas de inoculadas
mediante B. tabaci, a partir de plantas sintomaticas de Solanum lycopersicum,
Datura stramonium, S. pimpinellifolium y Amaranthus dubius.?

Especies sobre laque se | Numero de Numero de Porcentaje de
adquirié TYLCV-MId parala| plantas de plantas de plantas de
inoculacion de plantas de tomate tomate tomate
tomate evaluadas | sintomaticas | sintomaticas
Solanum lycopersicum 20 20 100,0 a
Amaranthus dubius 13 12 950£8,8b
Datura stramoniun 19 17 88,0£125b
S. pimpinellifolium 21 16 79,0 £9,6 bc

@ R% 0,71; CV = 96; F: 38,2, Pr > F = 0,01, Medias + desviacion estandar.
Comparaciones de medias hechas con la prueba de Minimos Cuadrados (P<0,05).
Medias con igual letra no difieren significativamente.



71

Cuadro 10. Promedio del tiempo de aparicion (dias) de sintomas en
plantas de tomate inoculadas con adultos de Bemisia tabaci que
adquirieron durante 48 horas el virus en especies de plantas que
presentaron sintomas.

Especies de plantas usadas en la ] o )

o Dia de aparicion de sintomas
retransmision a tomate
Solanum lycopersicum 94+0,6 c
Datura stramoniun 10,1+£0,7b
S. pimpinellifolium 11,1+13a
Amaranthus dubius 11,0+0,7 a

R*> = 0,67; CV = 6,7; F = 57 P < F: 0,01. Medias * desviacién estandar.
Comparaciones de medias hechas con la prueba de Minimos Cuadrados
(P<0,05). Medias con igual letra no difieren significativamente.

Figura 19. Deteccion mediante PCR de Begomovirus detectadas en plantas de tomate
retransmitidas a partir de 1 y 2 Solanum lycopersicum; 3 y 4 S. pimpinelifolium; 5y 6
Datura stramonium; 7 y 8 Amaranthus dubius; La flecha indica el fragmento de 550 pb
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DISCUSION

Tal como se puede deducir, durante este estudio, resultaron no hospedaras del
TYLCV-MId, las especies de plantas, C. annum, S. americanum, C. spinosa, Sida
aggregata, Merremia aegyptia y E. hirta, lo que se discutira a continuacion. En el caso
de C. annum, lo obtenido difiere de lo sefialado por Polston et al. (2006), quienes
también evaluaron la infeccidn con esta misma cepa del TYLCV mediante B. tabaci a 55
genotipos de C. annum, incluyendo el pimientén Californina Wonder empleado en este
estudio y utilizando unas 50 moscas viruliferas por planta y logrando con esto hasta
100% infeccion. Es posible que la diferencia estribe en la cantidad de adultos utilizados,
en este ensayo, tal como se refirid en la metodologia fueron 25 por planta, es decir la
mitad de los adultos utilizados por Polston et al. (2006). En este sentido, es importante
sefalar que en laboratorios de UTF se ha tratado de establecer colonias de B. tabaci
sobre esta especie de solanacea cultivada y solo utlizando fuertes presiones
poblacionales del insecto se han podido obtener colonias sobre la misma (informacion
no publicada). En el trabajo de estos investigadores se puso de manifiesto que
solamente un 50% (30 de 55) de los genotipos de C. annuum evaluados fueron

susceptibles de ser infectados.

La no infeccion de S. americanum, a pesar de la cantidad de adultos viruliferos de
B. tabaci utilizados en los estudios de transmision, contrasta con el hecho que su
homélogo para el viejo Mundo, S. nigrum, constituya un reservorio de TYLCV en
Espafia (Sanchez-Campos et al. 1999; Jorda et al. 2001). Sin embargo, debe
destacarse que Garcia-Andrés et al. (2006) sefialan que la acumulacion sistémica de
TYLCV-IL en S. nigrum es deficiente, solamente detectable por PCR, mientras que
Monci et al. (2002) no detectaron acumulacién sistémica de TYLCV-MId en este
huésped por hibridacién molecular. Por lo tanto, parece que S. nigrum no es un buen

huésped de TYLCV, de forma similar a lo observado aqui para S. americanum.

La no infeccion de C. spinosa, podria explicarse, ademas de por la posible no

susceptibilidad, por la presencia observada en las hojas, de tricomas glandulares que
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producen sustancias pegajosas donde los adultos de B. tabaci, pudieron haber quedado
atrapados. Esta situacion fue detectada en un estudio anterior para S. sisymbiriifolium al
ser inoculado con este mismo virus, y cuya planta posee una alta densidad de
pequefios tricomas glandulares distribuidos sobre toda su superficie y que exudan
sustancias pegajosas donde los individuos de B. tabaci quedaron atrapados (Chirinos et
al., 2009). Aunque Sida aggregata y E. hirta son hospederas de B. tabaci en Venezuela
(Arnal et al., 1993) no se logré transmitir el virus, lo que coincide con lo referido por
Zenthu y Davis (2000) en un estudio de campo realizado al sur de Florida. Por otro lado,
varias especies de Merremia pueden hospedar diversos begomovirus, entre los que
resalta el Merremia mosaic virus (Niumero de accesion AB690900), sin embargo hasta
ahora no ha sido encontrada como hospedera de TYLCV.

Los resultados encontrados para D. stramoium muestran que se comportd como
un hospedero experimental sintomatico que podria constituir un potencial reservorio del
virus en el campo. De forma similar, Sanchez-Campos et al. (1999) también observaron
gue este huésped podia ser un buen reservorio tanto de TYLCV como de otro
begomovirus similar a él, Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV) en las
epidemias que se producen en Espafa. Los datos aqui obtenidos confirman los
resultados arrojados en estudios anteriores (Chirinos et al.,, 2009). Sin embargo,
adicionalmente a ese estudio, aqui se realizaron ensayos de retransmisién hacia tomate
lo que reafirma esa condicion de hospedero alternativo para infecciones posteriores de
tomate. Resultados similares han sido reportados para otros paises, tanto en
observaciones de campo como en laboratorio (Ramos et al., 1996; Kashina et al., 2002;
Salati et al.,, 2002; De Blas et al.,, 2004; Sawalha, 2009). Igualmente, utilizando la
técnica de biobalistica, con TYLCV clonado en plasmido bacterial se ha logrado la
inoculacién de TYLCV a plantas de S. lycopersicum y D. stramonium, (Lapidot et al.,
2007), asi mismo se ha logrado por medio de inoculaciones utilizando Agrobacterium

tumefaciens para begomovirus similares a TYLCV (Behjatnia et al., 2009).

La especie, S. pimpinellifoium es capaz de ser infectada y actuar como fuente de

in6culo de TYLCV-MId mediante B. tabaci, lo que lo convierte también en un hospedero
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alternativo de este virus ademas de que coincide con lo obtenido para ese virus en
estudios previos de laboratorio (informacion no publicada). Asimismo, Debrot y Centeno
(1985) habian observado en campo plantas de crecimiento espontaneo, como, S.
pimpinellifolium con sintomatologias asociadas a afecciones virales en parcelas de
tomate. Cabe resaltar que con esta especie fue con la que se obtuvo el menor
porcentaje de plantas sintomaticas/infectadas tanto en la trasmision como en la
retransmision. Igualmente en la investigacion de laboratorio arriba referida, donde se
realizé la trasmision experimental a S. lycopersicum y a S. pimpinellifoium, en esta
ultima solo se logro la transmision del virus mediante B. tabaci al 40% de las plantas
inoculadas. La baja infeccion lograda, probablemente este asociada a la resistencia de
la planta debido a la presencia de los tricomas y pubescencia que interfieren con la
alimentacion y establecimiento del vector, lo que recientemente esta siendo utilizado
para mejoramiento genético como fuente de resistencia ante este mismo virus

(Rodriguez-Lopez et al., 2011).

3.3.6 El caso particular de Amaranthus dubius.

El hallazgo mas interesante de la presente investigacion, lo constituye la deteccion
de A. dubius como potencial hospedero de TYLCV cuya presencia en plantas
sintomaticas fue corroborado por PCR con los cebadores de 550 pb (Figura 14) ademas
con los referidos cebadores especificos disefiados por King et al. (2006). Los productos
de PCR fueron amplificados y su secuencia nucleotidica (GenBank Accession No.
JN182213), al igual que para las plantas fuentes fue 99% coincidié con el aislado de
TYLCV-MId ya sefialado (Zambrano et al., 2007). Dado que el gen de la CP es
conservado entre razas de TYLCV, el tercer par de cebadores disefiados por Lefeuvre
et al. (2007), amplifico para el fragmento esperado de 500 pb, el cual fue obtenido y
secuenciado en ambas direcciones y cuya secuencia viral también fue depositada en el

banco de genes quedando registrado con el nimero de accesién No. JQ738375.



75

Las comparaciones de secuencias con las razas de TYLCV disponibles en el
GenBank reveld 99% de identidad nucleotidica con algunos aislados de TYLCV-MId
(Ejemplo: TYLCV-MId-[Portugal], N° accession: AF105975, TYLCV-MId-[Spain7297], N°
accession: AF071228, TYLCV-MId-[Israel], N° accession: X76319). En contraste las
identidades con secuencias nucloetidicas de otras cepas de TYLCV fueron menores a
92%.

La presencia de infecciones por TYLCV en A. dubius fue reafirmada tanto
mediante retransmision hacia plantas de tomate, asi como por un analisis de deteccién
de Southern blot que demostré acumulacién a niveles significativos, con presencia de
formas replicativas del virus en las plantas infectadas (Figura 20). Hasta donde se tiene
conocimiento, este constituye el primer reporte de esta especie de Amaranthus dubius
como hospedero de este virus. Esta especie ya habia sido reportada en Cuba como
maleza hospedante de Bean golden mosaic virus (BGMV), cuyas muestras fueron
analizadas mediante la técnica de microscopia Optica para detectar las inclusiones
nucleares producidas por este geminivirus (Romero et al., 2002). Asimismo, en un
exhaustivo estudio hecho en Chipre, otras especies de Amaranthus han sido

encontradas como hospederos naturales de TYLCV (Papayiannis et al., 2011).

3.3.7 Consideraciones finales

Es importante recalcar que las especies S. pimpinellifolium, A. dubius y D.
stramonium, son malezas que se desarrollan agroecolégicamente bien en muchas
regiones de Venezuela, principalmente en las regiones costeras (Schnee, 1984). Por
tanto, con base a los resultados obtenidos en este trabajo las cataloga como
hospederas potenciales de TYLCV y, en consecuencia podrian constituir posibles

eslabones en la epidemiologia de este virus.
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Figura 20. Determinacion de la presencia de estados replicativos del TYLCV en plantas
de Amaranthus dubius mediante prueba de Southern blot utilizando sondas de
hibridacion  especificas. 1. TYLCV-MId control; 2: TYLCV-MId en plantas de
Amaranthus dubius trasmitido desde plantas de tomate infectadas. | R: Intermediarios
Replicativos.
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CAPITULO IV. EVALUACION DE LA RESISTENCIA A BEGOMOVIRUS EN
GENOTIPOS COMERCIALES DE TOMATE

4.1 Introduccion

El desarrollo y uso de variedades resistentes es sefialada como una de las
mejores alternativas para el control de los begomovirus (Moriones y Navas-Castillo
2000). Por ello se ha generado la necesidad de evaluar el comportamiento de cultivares
desarrollados para la resistencia contra éstos (Pérez de Castro et al., 2008) frente a los
begomovirus presentes en la zona objeto de estudio, y sobre todo con materiales que
se adapten a las condiciones tropicales (Gomez et al., 2008) ya que el mejoramiento
genético del tomate se ha llevado a cabo en zonas templadas (Morales y Anderson,
2001). En el caso de no encontrar cultivares con un comportamiento adecuado, sera
necesario iniciar procesos de busqueda de resistencia/tolerancia en genotipos silvestres
gue posteriormente puedan ser introgresadas en los genotipos cultivados mediante

procesos de mejora.

En este sentido, varios han sido los trabajos realizados para evaluar la resistencia

de genotipos mejorados ante el begomovirus monopartito TYLCV:

Lapidot et al. (1997) compararon la resistencia de TYLCV entre cultivares de
tomate, evaluando el desarrollo de los sintomas y la acumulacion del virus. Fue
detectada la presencia de ADN viral sobre las hojas de las plantas en campo a través
la prueba del método de hibridacion dot blot. Los parametros evaluados fueron
rendimiento, nimero de frutos, peso promedio de los frutos y peso fresco de las
plantas. En las lineas evaluadas se manifestaron diferencias de resistencia al virus
correlacionado con el rendimiento de las mismas. Los cultivares comerciales tuvieron
pérdidas significativas del peso fresco de la planta comparado con las plantas no
inoculadas. Ademas varios cultivares comerciales y lineas mejoradas inhibieron el

efecto del virus.
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Lapidot et al. (2001) evaluaron cuatro cultivares de tomate con diferentes niveles
de resistencia al TYLCV transmitido mediante B. tabaci. Estos investigadores,
observaron poca acumulacion del ADN viral en plantas con alta resistencia,
comparadas con las plantas susceptibles al virus. A su vez, Lapidot et al., (2006)
desarrollaron una escala para evaluar los niveles de resistencia al TYLCV en plantas de
tomate. La escala fue compuesta por siete genotipos de tomate que presentaban varios
niveles de resistencia al TYLCV, los cuales se evaluaron en diferentes condiciones
ambientales y diferentes edades de inoculacion de la planta. La gravedad de los
sintomas de cada genotipo evaluado vario bajo las diferentes condiciones ambientales
en estudio. Los autores observaron que en cuatro semanas se puede determinar la

resistencia relativa de los genotipos evaluados.

Geraud et al. (2009) evaluaron el comportamiento en cuanto a expresion de
sintomas y porcentaje de plantas sintomaticas en cuatro genotipos comerciales de
tomate inoculados con TYLCV mediante B. tabaci. Los genotipos utilizados fueron,
variedad Rio Grande, hibrido Rio Grande, hibrido Rio Orinoco e hibrido El Cid, este
ultimo, desarrollado como resistente a TYLCV. Los tres primeros resultaron
sintomaticos del virus mientras que el Ultimo se comporté como asintomatico ya que a
través de PCR se detecto la presencia de ADN viral en muestras tomadas de plantas de

este hibrido que fueron infectadas con adultos de B. tabaci portadores del virus.

Actualmente, varios genotipos de tomate han sido mejorados por su resistencia al
TYLCV y otros begomovirus del Viejo Mundo. No obstante, en América Latina estos
materiales estan siendo promocionados como “resistentes” a cualquier begomovirus,
sean del Viejo o Nuevo Mundo. Es necesario que se genere informacién ya que los
virus del Nuevo Mundo son bipartitos y pueden mostrar diferencias de comportamiento.
De esta manera es necesario mejorar genotipos para que resistan a estos ultimos tipos
de virus, y por otro lado, evaluar la resistencia de los ya existentes, para descartar
aquellos que se comporten susceptibles ante los bipartitos y utilizar los que resultasen
resistentes ante éstos. Dentro de este orden de ideas, varias lineas y genotipos han

sido evaluados, tal como se refiere:
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Piven y De Uzcétegui (1995) evaluaron la resistencia de varias especies de
Lycopersicon contra el ToYMV, tales como L. chilense (LA1963, LA1969 y LA2548), L.
hirsutum (LA1353 y LA1223), L. peruvianum var. Glandulosum (LA1292) y L.
esculentum (Marglobe y Rio Grande) entre otras, en condiciones de campo y de
umbraculo. El virus fue inoculado de forma mecanica y mediante el vector B. tabaci . Se
observd el desarrollo de los sintomas, el cual vari6 en cada una de las lineas
estudiadas. Al transmitir el virus con el vector los sintomas fueron mas severos. Usaron
la técnica PCR para la deteccién molecular del virus y observaron resistencia al ToYMV

en entradas de las especies L. chilense y L. peruvianum var. glandulosum.

Infante et al. (1996) evaluaron la resistencia de algunas solanaceas contra el
ToYMV vy la presencia de ADN viral en estas especies, en condiciones de umbréaculo y
campo. Las especies evaluadas fueron: L. esculentum, L. peruvianum, Lycium
barbarum, Nicotiana benthamiana, S. lycopersicoides, S. quitoense y S. ricky. Las
inoculaciones del virus se realizaron a través del vector y mecanicamente. Se utilizo la
técnica de PCR para detectar la presencia de ADN viral y encontraron que las plantas
L. barbarum and S. lycopersicoides no contenian ADN viral presentando resistencia al
ToYMV.

Giordano et al. (2005) demostraron que la lineas “TX 468-RG” de tomate es una
de las mejores fuentes de resistencia a un amplio complejo de begomovirus bipartitos
en Brasil. Por tanto, a partir de la misma, luego de una serie de cruces y retrocruces
obtuvieron variedades mejoradas las cuales fueron expuestas a moscas viruliferas
demostrando la resistencia a varios begomovirus bipartitos que infectan tomate en ese

pais.

Boissot et al. (2008) evaluaron nueve accesiones (lineas) de Solanum
pimpinelifolium para su resistencia a PYMV mediante inoculacion a través del vector B.
tabaci, biotipo B asi como por injerto. Inocularon las plantas con 50 moscas para
evaluar los niveles de resistencia. Cuatro de esas lineas que mostraron varios niveles

de resistencia fueron inoculadas por injertos con PYMV. Se observé altos niveles de
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resistencia al PYMV en S. pimpinelifolium LA2187-5 (sin presentar sintomas luego de
la inoculacién tanto con el vector asi como por injerto) y en S. chilense LA1969. Pocas
plantas de S. pimpinelifolium LA1478 fueron infectadas por PYMV después de la

inoculacién mediante el vector y por injerto.

Fernandez et al. (2011) evaluaron la trasmision del begomovirus bipartito TOVEV
mediante B. tabaci a los genotipos comerciales de tomate variedad Rio Grande, hibrido
Rio Grande, hibrido Rio Orinoco e hibrido El Cid. Todos los cultivares incluyendo El Cid,
hibrido comercializado como resistente al TYLCV, resultaron susceptibles ante este
bipartito TOVEV. Asi, este es un ejemplo de que un hibrido que se comporté como
resistente ante TYLCV, el virus para el cual fue mejorado (Geraud et al., 2009), puede
resultar extremadamente susceptible ante otro begomovirus como el ToVEV
(Fernandez et al., 2011). Esto implica que los mecanismos de resistencias mejorados
ante begomovirus monopartitos del Viejo Mundo no implican necesariamente la misma

resistencia frente a begomovirus bipartitos del Nuevo Mundo.

Basado en lo anteriormente expuesto, y dado que la cepa MId de TYLCV no ha
sido descrita en otras regiones del Nuevo Mundo, habiéndose detectado solamente en
Venezuela (Zambrano et al., 2007) el principal objetivo de este estudio fue evaluar el
comportamiento de resistencia/susceptibilidad al begomovirus monopartito TLCV-MId y
al bipartito relacionado con ToVEV y, en su caso, la velocidad de aparicion de sintomas
y porcentaje de infeccion de varios genotipos de tomate utilizados en cultivos
comerciales de Venezuela utilizando la infeccion mediante B. tabaci. Dado que varios
de los cultivares aqui evaluados han sido mejorados para resistencia al TYLCV, se
pretende determinar también su comportamiento ante un bipartito también presente en
Venezuela, puesto que los genes de resistencia no necesariamente tienen que conferir
resistencia a diferentes begomovirus (Gilberston et al., 2011). La informacién obtenida
puede ser esencial para la toma de decisiones sobre qué cultivares recomendar para el

cultivo de tomate en diferentes regiones de Venezeuela.
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4.2 Materiales y métodos

La evaluacién de genotipos fue realizada en dos ensayos en dos periodos de
tiempo diferentes en los que se incluyeron diferentes genotipos comerciales de tomate.
El procedimiento experimental que se siguié para ambos fue el mismo. A continuacion
se detallan, los genotipos evaluados en cada estudio, el procedimiento experimental y
los respectivos analisis moleculares y estadisticos.

4.2.1. Genotipos comerciales evaluados

En el ensayo 1, la fase experimental fue realizada durante el periodo octubre —
diciembre 2008 y se evaluaron dos hibridos de Hazera resistentes a TYLCV: Helena
(HA-3228) y Cecile (HA-3229), y la variedad Rio Grande (VRG, Petoseed Co. Inc.,
Saticoy), como control susceptible tanto a TYLCV como al begomovirus tipo ToVEV
(Chirinos et al. 2012). El segundo ensayo se realiz6 durante el periodo mayo — junio
2009 y se utilizaron como genotipos comerciales: tres de Hazera: Shirly (HA-3331),
ShanTY (HA-3371) y Tres (HA-3359) cultivares mejorados tolerantes a TYLCV, ademas
se evaluo la variedad Cherry (VCh) (de semillas obtenidas de siembras de campos
comerciales en el Zulia), y los hibridos El Cid, Rio Grande (HRG), Rio Orinoco (HRO),
y la variedad Rio Grande (VRG), estos cuatro ultimos cultivares de Peto Seed®, de los

cuales solo El Cid es resistente al TYLCV, los demas son susceptibles.

Tal como se refiri6 en el marco tedrico, se contaba en dos laboratorios de UTF,
LUZ en los cuales se mantenian plantas fuentes del monopartito TYLCV y del bipartito

ToVEV. A continuacién se describe el procedimiento experimental del ensayo.
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4.2.2 Produccion de plantas experimentales.

Las semillas de los genotipos comerciales fueron sembradas en bandejas
iniciadoras de polietileno de 0,30 x 0,62 m (ancho x largo) con 128 receptaculos, sobre
sustrato a base de turba de musgo (Sunshine Plug Mix 5, Sun Gro Horticulture Inc.
Bellevue, Washinton, EE.UU.) y mantenidas dentro de jaulas entomoldgicas, envueltas
en una bolsa negra de polietileno hasta que se completaba la germinacion.
Posteriormente la bolsa era retirada y las plantas en las bandejas eran mantenidas
dentro de las jaulas hasta los ensayos de trasmision. Mientras estuvieron en las
bandejas se hicieron tres fertilizaciones (una por semana) con un fertilizante de alta
solubilidad Solub® (18-18-18), aplicando 5 cc por planta de la solucidén preparada a una
concentracion de 2 g/litro de agua.

4.2.3 Ensayo de transmision

Para las inoculaciones, 20 dias después de la siembra, las plantas fueron
colocadas individualmente (con la turba) en potes plasticos (capacidad = 50 cc,
dimensiones 5 cm de altura x 3,4 cm de diametro) y fueron expuestas a moscas blancas
recién emergidas (24 h) alimentadas por un periodo de 48h sobre las plantas fuentes de
cada uno de los dos virus o sobre algoddn (libre de virus). Veinte adultos fueron
colocados por planta para cada genotipo (cultivar o hibridos) de tomate analizado. Para
ello, se cubrieron con jaulas cilindricas de plastico transparente (seccion de envase de
gaseosa de 2 |, 10 cm x 15 cm, diametro x altura) con el tope cerrado con organza. Los
adultos de B. tabaci fueron introducidos dentro de la jaula, colocando el tubo de vidrio
del succionador con el cual habian sido colectados (de las plantas con virus o de las de
algodon) y destapados boca arriba, donde fueron dejados alimentandose sobre la
planta por un periodo de 48 h como periodo de acceso para la inoculacién (PAl),

posterior a lo cual, fueron retiradas las jaulas plasticas.

Una vez culminado el PAI, todas las plantas fueron asperjadas con una solucion

de imidacloprid (Relevo 500) preparada a 0,53 gm i.a./l, para eliminar los adultos de
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mosca blanca. En ese momento las plantas fueron trasplantadas a macetas plasticas
con aproximadamente 2 kg de suelo (mezcla 2:1 de suelo areno francoso con materia
vegetal descompuesta). Una vez sembradas, a cada maceta se le aplico al suelo 10 cc
del mismo insecticida, dado que es un producto sistémico que se absorbe por la raiz y
cuyo efecto sobre la planta persiste por al menos 30 dias, sin dejar desarrollar
poblaciones del insecto vector durante ese tiempo (Chirinos et al., 2011). Las macetas
fueron pasadas a las jaulas umbraculo ya descritas. Estas eran regadas a diario y
fertilizadas dos veces por semana con 10 cc del mismo fertilizante utilizado en semillero

y a la misma concentracion.

Las plantas fueron expuestas por separado a moscas viruliferas (con TYLCV o
ToVEV) y a moscas no viruliferas totalizando nueve y veintdn tratamientos, en el primer
y segundo ensayo, respectivamente. Se realizaron tres repeticiones, utilizandose 10
plantas/repeticion para cada tratamiento, es decir, plantas expuestas a moscas
viruliferas de los dos virus (TOVEV y TYLCV) y expuestas a moscas no viruliferas
usadas como control negativo (plantas sin virus). Un total de 270 y 630 plantas fueron
utilizadas en los dos ensayos respectivamente, (tres condiciones del vector, tres
repeticiones asi como tres y siete cultivares de tomate en el primer y segundo ensayo, y
10 plantas por repeticion). Seguidamente, las plantas fueron observadas a diario hasta
los treinta dias para detectar sintomas post exposicién al vector. Se calculd el
porcentaje de plantas con sintomas [(nUmero de plantas sintomaticas/niumero de
plantas expuestas) x 100] para cada una de las repeticiones, obteniéndose asi tres

valores por tratamiento.

Finalmente, con el objeto de confirmar la transmisién del agente viral observada
inicialmente por la aparicion de sintomas, asi como, para descartar genotipos (cultivar o
hibridos) asintomaticos en aquellas plantas sometidas a moscas viruliferas de ambos
virus, se tomaron muestras de apices foliaresen tres plantas/cultivar/repeticion para la
deteccion de la presencia de begomovirus por PCR (ver mas abajo),. Ilgual numero de
muestras fueron tomadas en los testigos. El procedimiento de toma de muestras se

realiz6 tal como fue referido anteriormente.
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4.2.4 Extraccion de ADN y deteccién de begomovirus por PCR.

Se realiz6 extraccion de ADN utilizando el protocolo ya sefialado de Gilbertson et
al. (1991) y se amplifico por PCR con los cebadores AV494 y AC1048 disefiados por

Wyatt y Brown (1996), genéricos para begomovirus.
4.2.5 Analisis estadisticos

Se utilizo un disefio factorial 3 x 3 (tres condiciones del vector y tres cultivares de
tomate) para el primer ensayo y 3 x 8 (tres condiciones del vector y ocho cultivares de
tomate) para el segundo ensayo, ambos hechos completamente al azar. El dia de
aparicion de sintomas mostré una distribucidon normal. Para el porcentaje de plantas
sintomaticas previo al andlisis, los datos fueron transformados con la funcién V(X+1)
para homogeneizar las varianzas y ajustarlos a la distribucion normal. Para el dia de
aparicion de sintomas, el analisis de la varianza fue hecho con el Modelo Lineal
General (GLM) y las comparaciones de media con la prueba de Minimos Cuadrados
(P<0,05). El porcentaje de plantas sintomaticas fue analizado a través del ANOVA y la
prueba de medias usando Tukey (P<0,05). Los analisis estadisticos fueron hechos con

el programa estadistico SAS (1996).
4.3. Resultados y discusion
4.3.1 Ensayo 1.

En plantas inoculadas con TYLCV solo se observaron sintomas en la VRG, en
todas las plantas evaluadas (Cuadro 11). Por el contrario, los hibridos de Hazera, no
presentaron sintomas durante los treinta dias de observacion. No obstante, la presencia
de ADN viral fue detectada por PCR en todas las plantas sintomaticas y asintomaticas
evaluadas (Figura 21). Debe destacarse que, aunque la PCR utilizada no es
cuantitativa, los resutados mostrados en las filas 6 y 8 respecto a los de las filas 7y 9

de la Figura 21, sugieren gue los hibridos comerciales de Hazera evaluados manifiestan
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cierta resistencia a la acumulacion de TYCLV-MId cosa que no se observa con ToVEV.

Este aspecto deberia confirmarse con andlisis cuantitativos.

Cuadro 11. Promedio general del porcentaje de plantas con sintomas
de begomovirus en los diferentes genotipos comerciales de tomate
evaluados, durante 30 dias después de la inoculacién. Periodo octubre —

diciembre 2008.

Plantas
Tratamiento Cultivar sintomaticas (%)® n
(Medias)
Variedad Rio Grande 100 a 30
TYLCV Helena (3228) Oc 30
Cecile (3229) Oc 30
Variedad Rio Grande 100 a 30
ToVEV Helena (3228) 56,7 b 30
Cecile (3229) 66,7 b 30
Variedad Rio Grande Oc 30
Sin virus Helena (3228) Oc 30
Cecile (3229) Oc 30

% Comparaciones de medias hechas con la prueba de Tukey (P<0,05). Medias con igual
letra no difieren significativamente. n = nUmero de plantas evaluadas

550 pb |—>

=

5 6 7

8 9

-—" - - .-

Figura 21. Deteccion de begomovirus en las plantas de los diferentes cultivares de
tomate, Solanum lycopersicum L., que fueron inoculadas mediante Bemisia tabaci
viruliferas y no viruliferas. M: marcador 1Kb. La flecha indica 550 pb. 1, 4 y 5: Tomate
Cultivar Rio Grande; 2, 6 y 7: Tomate Helena; 3, 8 y 9: Tomate Cecile. 1 al 3: expuestas
a moscas blancas sin virus; 4, 6, 8: expuestas al TYLCV; y 5, 7 y 9 expuestas al ToVEV
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Por otro lado, tanto las plantas de la VRG como de los hibridos de Hazera
mostraron sintomas al ser inoculados con el TOVEV, con diferencias significativas entre
los porcentajes de infeccion (amplitud: 100% — 56,7%, P<0,05, Cuadro 12). Con
relacién al tiempo de aparicién de sintomas, para la VRG el dafio por TYLCV se
manifestd alrededor de los 10 dias después de la inoculacién (DPI), mientras que
ToVEV lo hizo en 7,8 dias. En los materiales de Hazera, los sintomas causados por
ToVEV se manifestaron entre los nueve y doce dias (Cuadro 13) en mas de la mitad de
las plantas evaluadas (amplitud 56,7 a 66,7%), y la presencia del virus fue corroborada
por PCR (Figura 21).

Cuadro 12. Promedio general del dia de aparicion de sintomas
de los begomovirus transmitidos a los diferentes genotipos
comerciales de tomate evaluados. Periodo octubre — diciembre

2008.
Virus Cultivar siﬁfoargglso(ré%i)a n
TYLCV Variedad Rio Grande 10+12a 30
Variedad Rio Grande 78+23b 30
ToVEV Helena (3228) 11,8+22a 17
Cecile (3229) 95+1,1ab 20

% Medias + desviacion estandar. Comparaciones de medias hechas con la
prueba de Minimos Cuadrados (P<0,05). Medias con igual letra no difieren
significativamente. n = ndimero de plantas evaluadas. n = ndmero de
plantas evaluadas.

En plantas de VRG inoculadas con TYLCV, los sintomas se caracterizaron por
acortamiento de los entrenudos apicales, asi como, encrespado de las hojas terminales
y amarillamiento acentuado hacia los bordes (Figura 22), mientras que las plantas con
ToVEV los sintomas se correspondian con mosaicos amarillentos iniciados desde
nervaduras cloréticas (Figura 23), siendo estos mas severos en la VRG comparados

con los hibridos mejorados de Hazera.
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Variedad Rio Grande HA-3228 (Helena) HA-3229 (Cecile)

Figura 22. Plantas de los tres cultivares de tomate, Solanum lycopersicum L. En las
columnas aparecen los cultivares y en las filas los diferentes tratamientos inoculados
mediante Bemisia tabaci con TYLCV (fila 1), ToVEV (fila 2), y sin virus (fila 3).

4.3.2 Ensayo 2.

En este segundo ensayo, la VRG y el HRG, HRO, variedad Cherry y ShanTY
inoculadas con TYLCV, mostraron sintomas en todas las plantas evaluadas (Cuadro
13) mientras que en Shirly, Tres y el Cid solo mostraron sintomas una parte de éstas
(amplitud: 9,3 a 37,5%). Es importante destacar que los sintomas observados en los
genotipos mejorados para resistencia a TYLCV resultaron bastante leves (Figura 23).
En contraste, todas las plantas evaluadas de todos los genotipos mostraron sintomas

de ToVEV aunque con diferentes niveles de gravedad. Mientras VRG, HRG, HRO,



Cuadro 13. Promedio general del porcentaje de plantas con sintomas de
begomovirus en los diferentes genotipos comerciales de tomate evaluados.
Periodo mayo — junio 2009.

Plantas
Tratamiento Cultivar sintomaticas (%)? n
(Medias)
Variedad Rio Grande 100,0 a 30
Hibrido Rio Grande 100,0 a 30
Hibrido Rio Orinoco 100,0 a 30
ToVEV Variedad Cherry 100,0 a 30
El Cid 100,0 a 30
Shirly (3331) 100,0 a 30
Tres (3359) 100,0 a 30
Shan TY(3371) 100,0 a 30
Variedad Rio Grande 100,0 a 30
Hibrido Rio Grande 100,0 a 30
Hibrido Rio Orinoco 100,0 a 30
TYLCV Variedad Cherry 100,0 a 30
El Cid 9,3 cd 30
Shirly (3331) 375b 30
Tres (3359) 31,2b 30
ShanTyY (3371) 100,0 a 30
Variedad Rio Grande 0,0d 30
Hibrido Rio Grande 0,0d 30
Hibrido Rio Orinoco 0,0d 30
Sin virus Variedad Cherry 0,0d 30
El Cid 0,0d 30
Shirly (3331) 0,0d 30
Tres (3359) 0,0d 30
ShanTyY (3371) 0,0d 30

# Comparaciones de medias hechas con la prueba de Tukey (P<0,05). Medias con igual letra no
difieren significativamente. n = nimero de plantas evaluadas
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Cherry y El Cid mostraron acentuados sintomas de mosaico amarillento, especialmente
este ultimo, los sintomas observados en los hibridos de Hazera resultaron en sintomas
(nervaduras cloroticas) muchos mas leves que en los cultivares arriba mencionados
(Figura 23).

Los sintomas de TYLCV se manisfestaron con mucho mayor rapidez en las
variedades susceptibles, es decir, VRG, HRG, HRO, Cherry lo que resultd
significativamente diferente de los hibridos mejorados El Cid, Shirly, Tres y Shanty
(amplitud: 18 a 24 dias, P<0,05, Cuadro 14) donde tardaron mas en manifestarse. En el
caso de ToVEV no se observaron diferencias significativas en el tiempo de aparicion de
sintomas en ninguno de los genotipos analizado (Cuadro 14). La presencia de TYLCV y
ToVEV fue certificada mediante la PCR, tal como se muestra en la Figura 24.

Los resultados para ambos ensayos muestran que mientras los genotipos
mejorados para TYLCV no manifestaron sintomas al inocularlos con este begomovirus
monopartito o éstos aparecieron de forma mas tardia, frente al bipartito ToVEV, los
genotipos evaluados mostraron un alto nivel de susceptibilidad con aparicion de
sintomas en todas las plantas evaluadas en menos de dos semanas después del PAI
(amplitud: 7,8 a 11,8 dias). Basado en esto, se deduce que aquellos genotipos que

mostraron niveles de resistencia ante el TYLCV fueron susceptibles ante el TOVEV.

En tomate, muchas de las investigaciones orientadas a obtener fuentes de
resistencia a begomovirus, han sido realizadas para el control del monopartito TYLCV
(Lapidot et al., 1997; 2001; Yang et al., 2004; Gomez et al., 2008; Geraud et al., 2009)
dada las cuantiosas pérdidas ocurridas a consecuencia de este virus en varias regiones
del Viejo Mundo (Polston et al., 1999; Accotto et al.,, 2000; Varma y Malathi, 2003).
Algunos de esos genotipos mejorados para resistir al TYLCV han sido evaluados y han
resultado promisorios por su resistencia a begomovirus bipartitos (Giordano et al.,
2005). Ademas, dada la relevancia que ha adquirido el bipartito PYMV (0 ToYMV) en la
América Latina, se estan realizando investigaciones para determinar la resistencia de

genotipos de tomate a este virus (Rampersad y Umaharan 2003, Boissot et al. 2008).
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Variedad Hibrido Hibrido
Rio Grande Rio Grande Rio Orinoco Cherry

ToVEV

Testigo

TYLCV

ToVEV

Testigo

Figura 23. Plantas de los diferentes cultivares de tomate, Solanum lycopersicum L. En
las columnas aparecen los cultivares y las filas, los diferentes tratamientos inoculados
mediante Bemisia tabaci. Periodo: mayo — junio 2009

Con base a las experiencias previas (Giordano et al., 2005), mientras cultivares de
tomate resistentes a begomovirus bipartitos son seleccionados y mejorados, podria
evaluarse el comportamiento de los cultivares mejorados para otros begomovirus
bipartitos que pudieran estar presentes en los procesos epidémicos. Por ello es
esencial un buen conocimiento de los begomovirus presentes en la regién de estudio,
dado que para el manejo de los begomovirus que afectan cultivos, una de las practicas

recomendadas es el uso de variedades resistentes (Polston y Anderson, 1997).
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Cuadro 14. Promedio general del dia de aparicion de sintomas de los
begomovirus transmitidos a los diferentes genotipos comerciales de tomate
evaluados. Periodo mayo — junio 2009.

Plantas

Tratamiento Cultivar sintomaticas (%)? n
(Medias)

Variedad Rio Grande 9,2+2,7b 30

Hibrido Rio Grande 9,6+2,7b 30

Hibrido Rio Orinoco 8,926 b 30

ToVEV Variedad Cherry 8,3x2,6 b 30

El Cid 8,2+1,8b 30

Shirly (3331) 8,5¢1,2b 30

Tres (3359) 9,6£2,0b 30

Shan TY(3371) 11,0+2,2 b 30

Variedad Rio Grande 9,8+£0,5b 30

Hibrido Rio Grande 9,3x0,5b 30

Hibrido Rio Orinoco 9,8£1,0b 30

TYLCV Variedad Cherry 9,6+0,7 b 30

El Cid 18,0+1,0 ab 3

Shirly (3331) 14,3+4,0 b 11

Tres (3359) 24,61£3,2 a 9

ShanTyY (3371) 23,2+3,2 a 30

% Medias + desviacion estandar. Comparaciones de medias hechas con la prueba de Minimos
Cuadrados (P<0,05). Medias con igual letra no difieren significativamente. n = nimero de
plantas evaluadas. n = ndmero de plantas evaluadas.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que los genotipos de tomate
gue resultaron asintomaticos ante el TYLCV, mostraron sintomas de ToVEV entre 56,7
a 100% de las plantas evaluadas, lo que confirma estudios de otros autores que indican
gue un cultivar resistente ante un begomovirus especifico puede comportarse como
susceptible para otros. Sin embargo, resulta importante sefialar, que los sintomas
observados en los cultivares de Hazera evaluados en ambos ensayos fueron mucho
mas leves comparados con el resto de los genotipos evaluados, asi como que los

analisis por PCR sugieren una restriccion a la acumulacién viral en dichos genotipos.
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Figura 24. Deteccion mediante PCR de ToVEV y TYLCV en muestras de plantas de los
diferentes genotipos comerciales de tomate. M: Marcador molecular., C-: Control
negativo. C+: Control positivo, VRG: variedad Rio Grande, HRG: hibrido Rio Grande,
HRO: hibrido Rio Orinoco, Cherry: variedad Cherry, Shirly (HA-3331), Tres: (HA-3359),
Shanty (HA-3371). La flecha indica el fragmento de 550 pb. Periodo: mayo — junio 2009.

Debe hacerse una mencion especial al caso del hibrido ElI Cid mejorado para
TYLCV, que mostrd hipersensibilidad al ToVEV, de forma que las hojas manifestaron
sintomas amarillo blanquecino, sin observarse color verde en las hojas (Figura 23), por
lo cual se infiere que el area foliar estuvo severamente afectada en las plantas de este
genotipo. Esto coincide con estudios previos, donde se evalué su comportamiento
frente al TYLCV y al ToVEV por separado. Mientras este cultivar se mostrd asintomtaico
ante el TYLCV (Geraud et al., 2009), mostré una alta susceptibilidad ante ToVEV tanto
en manifestacién de sintomas como en los parametros de crecimiento y desarrollo de
plantas evaluados, tales como area foliar y materia seca de oOrganos vegetativos
(Fernandez et al., 2011).
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Esta respuesta diferencial podria ser consecuencia de las marcadas diferencias
genéticas entre los dos begomovirus empleados en los estudios. EI TYLCV pertenece al
grupo de begomovirus del Viejo Mundo y ToVEV es un virus cercano genéticamente al
ToYMV o PYMV, el cual pertenece al grupo de begomovirus del Nuevo Mundo. Por otra
parte, el TYLCV tiene un genoma monopartito mientras que el TOVEV tiene un genoma
bipartito. Se conoce que existen diferencias entre begomovirus monopartitos y
bipartitos, Asi, difieren, por ejemplo, en el rol de la proteina C4, fundamental en TYLCV
para el desarrollo y gravedad de los sintomas, mientras que la proteina homologa
(AC4) en los begomovirus bipartitos no tiene implicacion evidente sobre el desarrollo y

gravedad de sintomas (Rojas et al., 2005).

Adicional a esto, las respuestas diferenciales también podrian estar relacionadas
con los genes de resistencia que han sido utilizados para el mejoramiento de los
genotipos comerciales de tomate. Gilberston et al. (2011) sefialan que los genes
mejores caracterizados (TY1, TY3, TY4, TY5 provenientes de Solanum chilense y el
locus TY2 de S. habrochaites) y para los que se han desarrollado marcadores
moleculares, pueden no tener la misma efectividad para conferir resistencia a diferentes
begomovirus. Asi, citan como ejemplo que el gen TY2 provee resistencia para
begomovirus de Asia pero no para los de Africa, América Central y México y
mencionan, en el caso especifico de la variedad de tomate Gempride, que es altamente
resistente al TYLCV-IL mientras que es susceptible a la infeccion por el bipartito Pepper

huasteco yellow vein virus de México..

Por tales razones, las respuestas de estos virus para evadir los mecanismos de
resistencias impuestos por la planta no necesariamente implican las mismas
estrategias. No obstante, otros parametros de desarrollo (area foliar, altura de plantas,
numero de ramas) y rendimiento (nUmero, peso y caracteristicas fisico-quimicas de los
frutos) de los cultivares infestados deben ser evaluados para estimar fehacientemente

el grado de susceptibilidad de los mismos.
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Resultan fundamentales, los estudios de distribucién de los begomovirus que
afectan al tomate en Venezuela, asi como la reaccion de los genotipos de tomate
cultivados ante los begomovirus mas importantes, con el fin de evitar generalizaciones
sobre el comportamiento de éstos, nativos e introducidos en el pais y seleccionar
aquellos genotipos que muestren mejor resistencia o tolerancia mientras se generan

lineas de tomate resistentes a estos principales begomovirus.



95

CAPITULO V. EVALUACION EXPERIMENTAL EN CAMPO DE LAS INFECCIONES
POR TYLCV EN PLANTAS DE TOMATE PROPAGADAS BAJO DIFERENTES
CONDICIONES DE PROTECCION DE SEMILLEROS

5.1 Introduccidn

Uno de los aspectos importantes para el manejo de las enfermedades virales
como problema fitosanitario que limita la produccion del cultivo del tomate, es el
conocimiento de la evolucion de la infeccion en campo cuando las plantas provienen de
diferentes origenes y condiciones de propagacion (Anzola y Lastra, 1978). De esta
manera se puede estimar como de determinante es la practica agrondmica de
produccion aislada de semilleros para interferir con el desarrollo de la enfermedad. Ha
sido sefialado que el impacto de B. tabaci y la trasmision de begomovirus en los
rendimientos del tomate depende de la edad de la planta en el momento de la infeccidn
(Hilje y Stansly, 2008). Estos mismos investigadores refieren que el periodo critico de

proteccion es alrededor de las primeras cinco semanas después del trasplante.

Estimar la velocidad de infeccion cuando el vector entra en contacto con la planta
desde el inicio de su desarrollo, asi como, experimentalemente infectar algunas plantas
gue simulen la fuente de inoculo en el campo, comparado con la interferencia de una
barrera fisica proporciona las bases para conocer la velocidad de evoluciéon de la
enfermedad viral en una zona determinada partiendo de plantas propagadas bajo

diferentes condiciones de proteccion de semilleros.

Con base a las anteriores consideraciones el objetivo de este trabajo fue evaluar
experimentalmente bajo condiciones de campo la evolucion de infecciones por TYLCV
en plantas de tomate propagadas bajo diferentes condiciones de proteccién de

semilleros.



96

5.2 Materiales y métodos
5.2.1 Areay condiciones de estudio

Durante enero — marzo de 2008 se realiz6 un ensayo de campo con el fin de
aproximar cémo evoluciona una epifitia de begomovirus en tomate con relacién a las
poblaciones de B. tabaci con y sin proteccion de semilleros. Dicho ensayo fue realizado,
en el parcelamiento La Cepeda, municipio Jesus Enrique Lossada, estado Zulia,
Venezuela. La zona de vida se corresponde con un bosque muy seco tropical (Ewel y
Madriz, 1968).

El lote experimental consisti® de una parcela de tomate de unos 2500 m?
sembrados a una distancia de 1,5 x 0,3 m (distancia entre hileras x distancia entre
plantas). Las plantas fueron regadas dos veces al dia durante 20 minutos con emisores
de dos litros por hora. Después del transplante y hasta los 21 dias, las plantas fueron
fertilizadas semanalmente con 18 g del formula completa (18-18-18) y posteriormente
con un gramo de ese formula completa mas un gramo de potasio por planta 'y 4 g de

calcio por planta.
5.2.2 Tratamientos

Dentro de ese lote, fueron incluidos cinco tratamientos: 1. Semilleros cultivados
aislados dentro de jaulas umbraculo de malla muy fina (18 x 18 hilos.cm?), 2. Semilleros
cultivados aislados con algunas plantas infectadas en el laboratorio con TYLCV, 3.
Semilleros expuestos mantenidos en la Unidad Técnica Fitosanitaria (UTF), 4.
Semilleros expuestos mantenidos en finca y 5. Semilleros comprados en una empresa
comercial de Rio Claro, estado Lara. Las semillas utilizadas para todos los tratamientos
fueron Rio Grande Hibrido (Peto Seed®), los cuatro primeros fueron sembrados en la
UTF, mientras que el ultimo fue sembrado en la empresa antes mencionada, la cual

cultiva los almacigos al aire libre.
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5.2.3 Procedimiento experimental

Los semilleros fueron sembrados en bandejas de polietileno de 28 x 55 cm con
128 receptaculos que contenian turba de musgo. Posteriormente fueron fertilizados con
Solub 18-18-18 y después de 25 dias de germinadas, las plantas fueron trasplantadas
al campo. Los tratamientos fueron distribuidos en el campo en bloques al azar con
cuatro repeticiones. En cada repeticion cada tratamiento constaba de 7 hileras de 10 m
de largo. Como el ensayo estaba sembrado a una distancia entre hileras de 1,5 m, cada

tratamiento dentro de cada repeticién tenian unos 105 m?.

Las observaciones se iniciaron una semana después del trasplante, contandose
plantas con sintomas de afecciones virales. Para diferenciar las semanas de aparicion
de sintomas, las plantas eran marcadas con una cinta de color asociada a la semana
de aparicion. Este conteo se hizo durante seis semanas. Ademas, durante las Ultimas
tres semanas del ensayo, fueron tomadas diez hojas por tratamiento por repeticion de
la parte central de la planta. Estas hojas fueron colocadas en bolsas plasticas
debidamente rotuladas y fueron llevadas al laboratorio en cavas refrigeradas para hacer
el conteo del numero de ninfas de B. tabaci por hoja, que fue hecho con la ayuda de un
estereoscopio microscopico. Las hojas fueron fotografiadas individualmente con una
camara digital. Posteriormente, las fotografias fueron procesadas con el programa

Image Pro version 4.10 (2008) para obtener el area de las mismas.
5.2.4 Analisis moleculares

Al final del ensayo, fueron tomadas las muestras de apices foliares a razon de tres
por tratamiento por repeticion, cuyo procedimiento fue anteriormente referido para los
otros estudios. Al igual que para los ensayos de transmision se realiz6 la extraccion de
ADN de estas muestras y por PCR se detectd la presencia de ADN de
begomovirusutilizando los cebadores degenerados disefiados Wyatt y Brown (1996).

Los productos positivos de estos cebadores fueron secuenciados tal como se refirié en
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el estudio del inventario nacional con el fin de conocer con que virus estan

relacionados.
5.2.5 Analisis estadisticos

Para los analisis estadisticos, el nimero de ninfas por hoja no tuvo un
comportamiento normal, se hicieron varias transformaciones, adaptandola a la
normalidad con la funcién raiz cuadrada mas uno (V(x+1). Se utilizé el GLM en bloques
al azar. Las comparaciones de medias fueron hechas usando la prueba de minimos

cuadrados Yy la significancia para las comparaciones, fue fijada al 5% (P<0,05).
5.3 Resultados y discusion

La Figura 25 muestra el porcentaje acumulado de plantas con sintomas de
begomovirus en campo a lo largo del ciclo, para plantas provenientes las diferentes
condiciones de proteccion de semilleros. La figura parte de la quinta semana del ciclo
gue representa la primera semana de trasplante luego de cuatro semanas en semillero.
Alli se observa que desde esa primera semana de conteo, las plantas que provenian
del vivero comercial ya mostraban mas del 40% de sintomas comparado con las plantas
bajo el resto de los tratamientos. De hecho ya para el tercer conteo, todas las plantas
provenientes del semillero comercial tenian sintomas de begomovirus. Esto sugiere que

esas plantas ya venian infectadas desde el semillero.

Asi mismo, las plantas expuestas en la finca y en la UTF, fueron las siguientes en
infectarse mas rapido, ya que en la sexta semana (segundo conteo) el 60% de las
plantas presentaban sintomas de afecciones virales alcanzando el 100% de infeccion
en la semana ocho (cuarto conteo). En contraste, en plantas cuyos semilleros fueron
cultivados protegidos, los sintomas se manifestaron mas tardiamente (Figura 25). En
este caso, para la sexta semana del ciclo (segunda de conteo) estaban infectadas
menos del 30% de las plantas y no fue hasta la novena semana del ciclo (quinta de

conteo) cuando se infectaron todas las plantas.
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Figura 25. Porcentaje acumulado de plantas sintomaticas segun el tratamiento.

Asi, aunque al final del ensayo, las plantas bajo todos los tramientos estaban
infectadas, los sintomas evolucionaron con mayor rapidez en aquellas cuyos semilleros
fueron cultivados en el vivero comercial y los expuestos comparados con las plantas

cuyos semilleros fueron cultivados completamente protegidos.

La presencia de infeccidbn por begomovirus en las plantas con sintomas fue
corroborada a través del andlisis por PCR de las muestras tomadas para cada
tratamiento (Figura 26). El secuenciamiento de los productos para 550 pb arrojaron que
todas las muestras analizadas estaban infectadas con un aislado de TYLCV similar al
reportado para Venezuela por Zambrano et al. (2007) con un 99% de identidad

nucleotidica.
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Similares resultados a los aqui encontrados fueron obtenidos por Anzola y Lastra
(1978) quienes detectaron sintomas del virus del mosaico amarillo del tomate (ahora
PYMV) en la primera semana después de trasplante en algunas plantas provenientes
de semilleros cultivados sin proteccion. Estos investigadores aseveran que la presencia
de plantas infectadas de tomate infectadas con el virus en esa primera semana indica
gue venian infectadas desde el semillero y que la menor infeccibn en semilleros
protegidos es consecuencia que la barrera fisica logré aislar las plantas de tomate del

vector, B. tabaci.

550 pb

Figura 26. Deteccion mediante PCR de begomoviurs en muestras de plantas tomate
del ensayo de campo. M: Marcador molecular., C-: Control negativo. C+:. Control
positivo, 1. Planta de semilleros protegidos, 2. Planta de semilleros protegidos con
algunas plantas infectadas con TYLCV, 3. Planta de semilleros expuestos mantenidos
en la Unidad Técnica Fitosanitaria (UTF), 4. Planta de semilleros expuestos mantenidos
en finca y 5. Planta de semilleros provenientes de un vivero comercial. La flecha indica
el fragmento de 550 pb.

La mayor velocidad en el desarrollo de sintomas estuvo directamente asociada al
desarrollo poblacional de B. tabaci, la cual fue significativante superior (P<0,05) en las
plantas provenientes de semilleros expuestos, respecto a plantas que provenian de

semilleros protegidos sin presencia de plantas previamente infestadas (Cuadro 15).
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Estos resultados coinciden con los obtenidos por Rashid et al. (2008) quienes
detectaron una fuerte correlacion entre la incidencia e infeccion de TYLCV en tomate y
las poblaciones de B. tabaci.

Cuadro 15. Promedio del nimero de ninfas de B. tabaci por hoja de 70 cm?
de area foliar promedio®.

Tratamientos Numero de ninfas®
Semilleros protegidos (SP) 27,0+ 8,4°

SP con algunas plantas infestadas 44,3+18,0%
Semilleros sin proteccion (SSP) de la UTF 36,8+13,4%
SSP de la Finca 47,2+22,2°
SSP de Rio Claro 42,3+14,2°

% Medias + desviacion estandar. Comparaciones de medias hechas con la prueba de
Minimos Cuadrados (P<0,05). Medias con igual letra no difieren significativamente. n
= ndmero de plantas evaluadas. n = ndmero de plantas evaluadas.

Gilberston et al. (2011) sefiala que algunas moscas blancas pueden trasmitir virus
a plantulas en semilleros y posteriormente establecer en el campo plantas que vienen
infectadas desde la fase de semillero lo que consecuentemente haria que el virus se
disperse con mucho mas rapidez. Ademas la infeccion temprana de plantas acarrea
grandes pérdidas econdémicas, por ello es importante que en un programa de manejo

integrado se utilicen trasplantes libre de virus y moscas blancas.



102

Por otro lado, estos resultados también coindicen con los encontrados por Chirinos
et al. (2011) quienes detectaron menores poblaciones de B. tabaci y de infeccion de
ToVEV en plantas de tomate cuyos semilleros se mantuvieron aislados en umbraculos
con mallas muy finas combinado con la aplicacion 24 horas antes del trasplante en el
sustrato de la bandeja de una solucion de un insecticida comercial cuyo ingrediente
activo era el imidacloprid. Con base a los resultados estos investigadores concluyen
gue si los semilleros han estado fisicamente protegidos contra el insecto vector, retrasar
el desarrollo de sus poblaciones e infecciones después del trasplante en campo, previo
tratamiento quimico tan selectivo, podria reducir ain mas la epifitia y sus consecuentes

efectos negativos a la produccion de este importante cultivo.

En otro estudio sobre factores que afectan la epifitia de TYLCV realizado en Cuba
por Martinez y col. (2009), se obtuvieron resultados que demuestran que la alta
incidencia de la enfermedad estuvo asociada con la combinacion de hospedantes

previos, continuidad de cultivo y aumento de la densidad de B. tabaci.

La evoluciéon de una infeccibn por begomovirus en campo depende de la
interaccion entre los tres niveles troficos (planta-virus-vector), es decir, la existencia y
de plantas fuentes del virus, que podra ser propagado a nuevas plantas en menor
tiempo cuando se desarrollan altas poblaciones de moscas blancas y viceversa (Romay
et al. 2010). Esto por supuesto va a depender de el nUmero de contactos, entre estos
niveles, lo cual esta directamente asociado con el tiempo en términos de desarrollo del

cultivo en el cual comiencen a ocurrir los encuentros (Romay et al. 2010).

Estos investigadores llegan a estas conclusiones después de realizar un estudio
de transmision con ToVEV mediante B. tabaci, exponiendo plantas de tomate sanas a
diferentes nameros de adultos viruliferos, y el tiempo de aparicion de sintomas se
acorté cuando ese numero de adultos se incrementd. Por ello, infieren que esto se
traduce en términos de desarrollo de una infeccion en el campo lo analizan de la
siguiente manera: la sucesiéon al principio se caracteriza por la existencia de pocas

plantas fuentes del virus en el campo, representadas por algunas plantas infectadas de
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tomate remanentes del ciclo anterior, asi como, plantas espontaneas de otras especies,
hospederas del virus, lo cual esta asociado con bajas poblaciones endémicas de B.
tabaci. Algunos de estos insectos se desarrollan sobre plantas infectadas con el virus,
pero dada su gran polifagia muy seguramente la mayor parte de ellos lo haran sobre
diversas especies de plantas, muchas de las cuales no estan infectadas. En
consecuencia, la proporcion de insectos viruliferos dentro de esa poblacién tendera a

ser baja.

En el mismo trabajo, realizaron otro ensayo infectando plantas sanas con el
ToVEV utilizando individuos de B. tabaci que adquirieron el virus en estado de ninfa, de
adulto y como ninfa y adulto. Bajo esta ultima condicion obtuvieron el mayor porcentaje
de plantas infectadas en el menor tiempo. Con base a estos resultados, estos
investigadores realizan el siguiente andlisis: al comenzar la colonizacion de los nuevos
campos de tomate, solo una baja proporcion de estos insectos colonizadores seran
viruliferos, pero ellos serian suficientes para iniciar la epifitia. Los individuos
colonizadores no viruliferos, simplemente aportaran al aumento de la poblacion dentro
del sembradio, pero a medida que esto ocurre, la probabilidad que individuos no
infectados entren en contacto con plantas enfermas, igualmente aumenta (adquisicion
del virus solo como adulto). Asi mismo, se incrementa la factibilidad que adultos de B.
tabaci, en las siguientes generaciones provengan de ninfas criadas sobre plantas
enfermas y al menos inicialmente se alimenten sobre las mismas (adquisicion del virus
como ninfa y como adulto). La creciente participacion de adultos dentro de esta ultima
categoria en la dispersion del virus dentro del campo, por su mayor eficiencia de
transmision, tendera a acelerar la epifitia. De esa manera, a medida que avanza la
temporada de produccion en una zona, podria aumentar la proporcién de plantas
infectadas dentro de los sembradios, lo cual cada vez seria con plantas mas jovenes,

impidiendo el desarrollo y produccion de las mismas.

Esto explica lo observado en esta investigacion, sobre la evolucion de la epifitia de
TYLCV en aquellas plantas de tomate cuyos semilleros fueron cultivados sin proteccién

de barreras fiscas. No obstante, con algunas précticas de manejo se puede interferir
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este proceso de sucesion ecoldgica dentro del agroecosistema para retardarla a los
fines de lograr el objetivo de produccion. Tal interrupcion o interefencia quedd también
demostrada para aquellas plantas cuyos semilleros crecieron protegidos con barreras

fisicas.

De este modo, para retardar el encuentro entre el vector del virus y la planta,
corrobora que la proteccion de semilleros con mallas muy finas que fungen de barreras
fisicas es una de las practicas recomendas para el manejo de este problema
fitosanitario (Polston y Anderson 1997, 1999). Esto retrasaria durante el tiempo de

semillero, es decir, unos veinte a treinta dias el contacto del patdégeno con la plantula.

Basado en los conocimientos aqui sefialados, si para una zona geografica se
conocen los virus predominantes, la resistencia comprobada experimentamente de un
genotipo comercial de tomate ante esos virus, aunado al cultivo de las plantulas en
semilleros protegidos y el tratamiento pretrasplante en el sustrato de algun insecticida
sistémico podria resultar en una combinacion de practicas que de manera selectiva y
efectiva se traduzca en un esquema de manejo de bajo a moderado impacto ambiental
para reducir sensiblemente el efecto adverso de este importante problema fitosanitario,

como aporte para el desarrollo y produccion de este cultivo horticola.



105

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados del inventario en Venezuela, muestran que los virus relacionados
con PYMV son los mas frecuente del pais, seguido de aquellos relacionados con
ToVEV, MeMV y TYLCV, siendo el primero en todas las regiones de Venezuela.

En cuanto a los ensayos de trasmisiébn de malezas como posibles hospederas
alternas, D. stramonium, S. pimpinellifoium y A. dubius son potenciales hospederos de
TYLCV-Mild en Venezuela. Estas especies son plantas de crecimiento espontaneo que
estan ampliamente distribuidas en el pais, o que probablemente, las incluye como parte

de la cadena epidemioldgica en la transmision de este importante virus en tomate.

Asimismo, los genotipos de tomate mejorados mostraron resistencia ante el
TYLCV, por tanto podrian ser utilizados en aquellas zonas del pais donde
principalmente se encuentra este virus. Sin embargo la susceptibilidad que mostraron
estos genotipos ante el bipartito relacionado con ToVEV, en cuanto a manifestacion de
sintomas, especialmente observado en el Cid, sugiere que los mejorados ante un
begomovirus no siempre muestran resistencia a otros begomovirus. No obstante, otros
parametros de desarrollo (area foliar, altura de plantas, nimero de ramas) y rendimiento
(nimero, peso y caracteristicas fisico-quimicas de los frutos) de los cultivares
infectados deben ser evaluados para estimar fehacientemente el grado de

susceptibilidad de los mismos.

Con relacion a la estimacion del desarrollo de una epifitia en campo, se observé
gue en plantas provenientes de los semilleros protegidos se retardd la epifitia,
comparado con aquellos plantas provenientes de semilleros sembrados sin proteccién a
plena exposicion solar. Asi, al interferir fisicamente sembrando semilleros protegidos
aunados con la evaluacion de genotipos resistentes, podrian constituir alternativas para
disminuir el impacto de estas afecciones virales, como problemas limitantes en la

produccion de este cultivo horticola.
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Anexo 1. Informacion de las muestras del inventario de begomovirus. Periodo: 2000 - 2009

Cédigo

Localidad

Municipio

Estado

550

1300

Homologia

NSI

Siglas
2005-01-17-06 Fuerte Tavacare Barinas Barinas 1 1 Baja HomologiaNew7? BH 7
2005-01-19-01 UNELLEZ Barinas Barinas 1 1 Baja HomologiaNew7? BH 7
2005-07-22-01 Los Cilantrillos Lagunillas Zulia 1 1 Baja HomologiaNew8? BH 8
2009-06-03-30 Finca El Remanso Machiques Zulia 1 1 Baja HomologiaNew9? BH 9
2009-11-05-08 Loma de Guerra Antolin del C. Nueva E. 1 1 Baja HomologiaNew10? BH 10
2004-12-11-05 La Cepeda J. E. Lossada Zulia 1 1 Baja HomologiaNew1? BH 1
2004-12-11-09 La Cepeda J. E. Lossada Zulia 1 1 Baja HomologiaNew2? BH 2
2008-01-26-01 Parc. El Rosario F. Bustamante | Zulia 1 1 Baja homologiaNew?2 BH 2
2005-01-07-01 Las Carmelitas Sucre Zulia 1 1 Baja HomologiaNew3? BH 3
2006-04-01-01 Altamira Bolivar Trujillo 1 1 Baja HomologiaNew4? BH 4
2006-04-01-05 Altamira Bolivar Trujillo 1 1 Baja HomologiaNew5? BHS
2006-04-01-06 Altamira Bolivar Trujillo 1 1 Baja HomologiaNew5? BH 6
2006-07-12-03 San Ger6nimo Cocorote Yaracuy 1 1 Baja HomologiaNew6 BH6
2007-07-26-03 Toico, Palo Gordo Cardenas Tachira 1 1 Baja homologiaNew6? BH 6
2007-02-01-01 Fca. Luz Marina Mara Zulia 1 1 Baja HomologiaNew7? BH 7
2006-07-12-02 San Ger6nimo Cocorote Yaracuy 1 1 Merremia mosaic geminivirus AV1, AC3, AC2, and AC1 genes 94% MeMV
2006-07-12-05 San Ger6nimo Cocorote Yaracuy 1 1 Merremia mosaic geminivirus AV1, AC3, AC2, and AC1 genes 95% MeMV
2007-12-24-05 El Tocuyo Vega Arriba Cojedes 1 1 Tomato mosaic leaf curl virus segment DNA A, complete sequence 94% MeMV
2004-08-04-01 La Recta Monay Trujillo 1 1 Tomato mosaic leaf curl virus segment DNA A, complete sequence 98% MeMV
2004-08-05-01 San Antonio Monte Carmelo | Trujillo 1 1 Tomato mosaic leaf curl virus segment DNA A, complete sequenc 98% MeMV
2005-01-15-01 Santa Inés Barinas Barinas 1 1 Merremia mosaic virus isolate PR4-H6 segment DNA-A, complete sequenc 94% MeMV
2005-01-15-02 UNELLEZ Barinas Barinas 1 1 Tomato mosaic leaf curl virus segment DNA A, complete sequence 98% MeMV

6Ll




2005-01-19-04 UNELLEZ Barinas Barinas Tomato mosaic leaf curl virus segment DNA A, complete sequence 98% MeMV
2005-01-21-01 Ciudad Bolivia Pedraza Barinas Merremia mosaic virus isolate PR4-H6 segment DNA-A, complete sequence 94% MeMV
2005-06-04-04 | SaraLinda Rafael Rangel Trujillo Tomato mosaic leaf curl virus segment DNA A, complete sequence 96% MeMV
2008-11-16-07 El Cabredal A. E. Blanco Lara Tomato mosaic leaf curl virus segment DNA A, complete sequence 98% MeMV
2008-11-17-08 Lourdes Moran Lara Tomato mosaic leaf curl virus segment DNA A, complete sequence 98% MeMV
2009-01-29-06 Diluvio El Palmar J. E. Lossada Zulia Tomato mosaic leaf curl virus segment DNA A, complete sequence 99% MeMV
2009-11-07-01 Paraguachi Antolin del C. Nueva E. Merremia mosaic virus isolate PR4-H6 segment DNA-A, complete seque 94% MeMV
2009-11-07-02 Paraguachi Antolin del C. Nueva E. Merremia mosaic virus clone BZ111 replication protein (rep) and coat p 94% MeMV
2009-11-07-03 Paraguachi Antolin del C. Nueva E. Tomato mosaic leaf curl virus segment DNA A, complete sequence 98% MeMV
2003-12-07-01 Quibor Jiménez Lara Potato yellow mosaic virus from Martinique 93% PYMV
2004-12-05-02 La Soledad Federacion Falcon Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome 94% PYMV
2004-12-05-03 La Soledad Federacion Falcon Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A 94% PYMV
2005-01-07-02 Las Carmelitas Sucre Zulia Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A 94% PYMV
2005-01-07-03 Las Carmelitas Sucre Zulia Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A 94% PYMV
2005-01-07-07 Las Carmelitas Sucre Zulia Potato yellow mosaic virus Tomato strain 92% PYMV
2005-01-13-04 Casade Teja Anzoategui Cojedes Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A 95% PYMV
2006-02-22-01 Luis Beltran Freites Jesls Mujica Sucre Potato yellow mosaic Trinidad virus-[Trinidad & Tobago] strain 98% PYMV
2006-02-22-02 Luis Beltran Freites Jesls Mujica Sucre Potato yellow mosaic Trinidad virus-[Trinidad & Tobago] strain 97% PYMV
2006-02-22-03 Luis Beltran Freites Jesls Mujica Sucre Potato yellow mosaic Trinidad virus-[Trinidad & Tobago] strain 97% PYMV
2006-02-22-04 Luis Beltran Freites JesUs Muijica Sucre Potato yellow mosaic Trinidad virus-[Trinidad & Tobago] strain 98% PYMV
2006-02-22-06 Luis Beltran Freites JesUs Muijica Sucre Potato yellow mosaic Trinidad virus-[Trinidad & Tobago] strain 97% PYMV
2006-04-11-01 Muchuche Carache Trujillo Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A 94% PYMV
2006-04-11-02 Muchuche Carache Trujillo Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome seque 94% PYMV
2006-04-11-04 Muchuche Carache Trujillo Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A 94% PYMV
2007-02-01-02 Fca. Luz Marina Mara Zulia Potato yellow mosaic virus Tomato strain AV1 and AC1 genes, partial cd 97% PYMV
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2007-03-16-07 La Cepeda J. E. Lossada Zulia Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 94% PYMV
2007-03-16-10 La Cepeda J. E. Lossada Zulia Potato yellow mosaic virus from Martinique replication-associated 93% PYMV
2007-07-27-03 | Toico, Palo Gordo Cérdenas Téchira Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 94% PYMV
2007-07-27-06 | Toico, Palo Gordo Cérdenas Téchira Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 94% PYMV
2007-07-27-10 | Toico, Palo Gordo Cérdenas Téchira Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 94% PYMV
2007-07-28-03 El Japén via Rubio Junin Tachira Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 94% PYMV
2007-07-30-01 Peribeca Independencia | Tachira Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 95% PYMV
2007-07-30-03 Peribeca Independencia | Tachira Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 94% PYMV
2007-07-30-04 Peribeca Independencia | Tachira Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 94% PYMV
2007-07-30-05 Peribeca Independencia | Tachira Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 94% PYMV
2007-07-31-01 La Petrolea Cordoba Tachira Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 94% PYMV
2008-02-17-01 Los Merecures Via Chirgua Carabobo Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 94% PYMV
2000-12-27-07 La Cepeda J. E. Lossada Zulia Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome 95% PYMV
2002-04-18-01 La Cepeda J. E. Lossada Zulia Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome sequence 95% PYMV
2007-06-16-02 El Charal Tucani Mérida Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome sequ 94% PYMV
2007-06-16-03 El Charal Tucani Mérida Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 94% PYMV
2007-06-16-05 El Charal Tucani Mérida Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 94% PYMV
2003-12-07-09 Quibor Jiménez Lara Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 94% PYMV
2003-12-07-10 Quibor Jiménez Lara Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome sequ 94% PYMV
2003-12-07-16 El Molino Jiménez Lara Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 94% PYMV
2004-03-10-01 UTF Maracaibo Zulia Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 98% PYMV
2004-03-20-04 Carrasquero Mara Zulia Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 94% PYMV
2004-07-19-02 Agronomia, UCV M. B. Iragorry Aragua Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome sequ 94% PYMV
2004-09-24-03 Mocoy La Plazuela Trujillo Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome sequ 94% PYMV
2004-09-24-04 Mocoy La Plazuela Trujillo Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome seq 95% PYMV
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2004-09-25-02 Santiago Trujillo Trujillo Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 99% PYMV
2004-09-25-03 Santiago Trujillo Trujillo Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome sequence 95% PYMV
2004-10-10-01 Sabana de Parra J. A. Péez Yaracuy Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome sequ 95% PYMV
2005-01-13-09 | Juan de Mata Suarez | Anzoétegui Cojedes Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome sequ 95% PYMV
2005-01-14-01 Esc. Agr. Salesiana Barinas Barinas Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome seq 94% PYMV
2005-01-14-02 Esc. Agr. Salesiana Barinas Barinas Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome seq 94% PYMV
2005-01-17-01 Fuerte Tavacare Barinas Barinas Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome sequ 95% PYMV
2005-01-17-02 Fuerte Tavacare Barinas Barinas Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 94% PYMV
2005-01-17-04 Fuerte Tavacare Barinas Barinas Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome seq 94% PYMV
2005-01-17-05 Fuerte Tavacare Barinas Barinas Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome sequ 95% PYMV
2005-01-25-01 La Vega Bocono Trujillo Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome sequ 94% PYMV
2005-01-25-02 La Vega Bocono Trujillo Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome seq 94% PYMV
2005-06-04-03 Sara Linda Rafael Rangel Trujillo Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome sequ 94% PYMV
2005-06-04-05 Sara Linda Rafael Rangel Trujillo Potato yellow mosaic virus (PYMV) DNA B, complete genome sequence 97% PYMV
2008-11-17-03 El Mortero A. E. Blanco Lara Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome sequ 94% PYMV
2008-11-17-04 Lourdes Moran Lara Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome sequ 94% PYMV
2008-11-17-09 Lourdes Moran Lara Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 93% PYMV
2009-02-04-02 Finca Maidelin Miranda Zulia Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome sequ 94% PYMV
2009-02-04-04 Finca Maidelin Miranda Zulia Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 94% PYMV
2009-04-03-02 La Calceta Barinas Barinas Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome sequ 94% PYMV
2009-04-03-03 La Calceta Barinas Barinas Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome sequ 94% PYMV
2009-04-03-04 Cas. La Raya Abajo Rojas Barinas Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 94% PYMV
2009-05-07-02 Vivero Universitario Maracaibo Zulia Potato yellow mosaic virus-[Venezuela] DNA A, complete genome seq 94% PYMV
2009-05-07-04 Vivero Universitario Maracaibo Zulia Potato yellow mosaic virus segment DNA-A, complete sequence 94% PYMV
2005-01-13-06 Casade Teja Anzoategui Cojedes Rhynchosia golden mosaic Yucatan virus segment DNA A 93% RhGMYV
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2004-11-13-03 Cas. La Doncella Anzoétegui Cojedes Rhynchosia golden mosaic Yucatan virus clone Desm-C6 segment DNA 93% RhGMYV
2005-01-07-04 Las Carmelitas Sucre Zulia Tomato mild yellow leaf curl Aragua virus segment A 91% | TomyLCAV
2005-01-07-05 Las Carmelitas Sucre Zulia Tomato mild yellow leaf curl Aragua virus segment A 91% | TomyLCAV
2006-04-01-02 Altamira Bolivar Trujillo Tomato mild yellow leaf curl Aragua virus segment A 91% | toMyLCAV
2005-01-24-01 UNELLEZ Barinas Barinas Tomato mild yellow leaf curl Aragua virus segment A, complete sequence 99% | ToMYLCAV
2003-12-07-05 Quibor Jiménez Lara Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes 94% TOVEV
2004-12-03-02 Cruz de Taratara Federacion Falcon Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes 94% ToVEV
2005-01-13-08 Casade Teja Anzoategui Cojedes Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes 94% TOVEV
2006-09-21-02 Campo Alegria Vargas Vargas Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes 94% ToVEV
2006-12-13-01 La Cepeda J. E. Lossada Zulia Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes 94% ToVEV
2007-02-01-07 Fca. El Palo Mara Zulia Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes 94% ToVEV
2007-03-16-01 La Cepeda J.E. Lossada Zulia Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes 94% ToVEV
2007-03-16-04 La Cepeda J.E. Lossada Zulia Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes, partial cds 90% TOVEV
2007-03-16-05 La Cepeda J. E. Lossada Zulia Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes 94% TOVEV
2007-03-16-08 La Cepeda J. E. Lossada Zulia Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes 94% TOVEV
2007-03-16-09 La Cepeda J. E. Lossada Zulia Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes 94% TOVEV
2007-07-27-04 Toico, Palo Gordo Cardenas Téachira Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes, partial cds 93% TOVEV
2007-07-28-02 El Japén via Rubio Junin Téachira Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes, partial cds 94% ToVEV
2007-07-30-02 Peribeca Independencia | Tachira Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes, partial cds 94% TOVEV
2001-04-16-02 UTF-LUZ Maracaibo Zulia Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes, partial cds 95% TOVEV
2003-12-04-03 Guanayen Camatagua Aragua Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes, partial cds 95% TOVEV
2003-12-04-05 Guanayen Camatagua Aragua Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes, partial cds 95% TOVEV
2003-12-04-06 Guanayen Camatagua Aragua Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes, partial cds 95% TOVEV
2003-12-04-08 Guanayen Camatagua Aragua Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes, partial cds 94% TOVEV
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2003-12-29-03

La Cepeda

Zulia

Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes, partial cds

95%

J. E. Lossada ToVEV
2009-01-01-01 Rio Cocollar Acosta Monagas Venezuela tomato geminivirus AV1 and AC1 genes, partial cds 94% ToVEV
2004-09-24-01 Mocoy La Plazuela Trujillo Tomato yellow margin leaf curl virus segment DNA A, complete sequen 94% | 1ovmMLCY
2004-09-24-02 Mocoy La Plazuela Trujillo Tomato yellow margin leaf curl virus segment DNA A, complete sequence 94% | 1oymLcy
2004-11-13-04 | Cas. La Doncella Anzoategui Cojedes Tomato yellow margin leaf curl virus segment DNA A, complete sequence 94% | 1oymLcy
2007-12-23-01 Fca. B. Geraud Payara Portuguesa Tomato yellow margin leaf curl virus segment DNA A, complete sequen 94% | 1oymMLCY
2007-12-23-02 Fca. B. Geraud Payara Portuguesa Tomato yellow margin leaf curl virus segment DNA A, complete sequen 94% | 1oymLcy
2007-12-23-05 Fca. B. Geraud Payara Portuguesa Tomato yellow margin leaf curl virus segment DNA A, complete sequence 94% | 1oymLcy
2007-12-23-06 Fca. B. Geraud Payara Portuguesa Tomato yellow margin leaf curl virus segment DNA A, complete sequenc 94% | 1oymMLCY
2001-05-18-01 Cafio San Andrés Mara Zulia Tomato yellow leaf curl virus Portugal Mild — Japon Mild 98% | TyLcv-mid
2006-07-12-01 San Ger6nimo Cocorote Yaracuy Tomato yellow leaf curl virus Portugal Mild — Japon Mild 98% TYLCV
2006-07-24-05 La Barinesa Bolivar Barinas Tomato yellow leaf curl virus Portugal Mild — Japén Mild 98% TYLCV
2007-02-01-03 Fca. Luz Marina Mara Zulia Tomato yellow leaf curl virus Portugal Mild — Japén Mild 98% TYLcv
2007-02-01-04 Fca. Luz Marina Mara Zulia Tomato yellow leaf curl virus Portugal Mild — Japén Mild 98% TYLcv
2007-03-16-02 La Cepeda J. E. Lossada Zulia Tomato yellow leaf curl virus Portugal Mild — Japén Mild 98% TYLCV
2007-03-16-03 La Cepeda J. E. Lossada Zulia Tomato yellow leaf curl virus Portugal Mild — Japén Mild 98% TYLcv

2003-12-07-06 | Quibor Jiménez Lara Tomato yellow leaf curl virus Portugal Mild — Japén Mild 98% TYLcv
2003-12-29-01 | La Cepeda J.E. Lossada Zulia Tomato yellow leaf curl virus Portugal Mild — Japén Mild 98% TYLCV
2003-12-29-02 | La Cepeda J.E. Lossada Zulia Tomato yellow leaf curl virus Portugal Mild — Japon Mild 98% TYLcv
2006-04-11-03 | Muchuche Carache Trujillo Tomato yellow leaf curl virus Portugal Mild — Japén Mild 98% TYLCV
2000-12-27-01 | La Cepeda J.E. Lossada Zulia Tomato yellow leaf curl virus Portugal Mild — Japén Mild 98% TYLCY
2004-12-11-01 | La Cepeda J.E. Lossada Zulia Tomato yellow leaf curl virus Portugal Mild — Jap6n Mild 98% TYLCV
2004-12-10-01 | La Cepeda J.E. Lossada Zulia Tomato yellow leaf curl virus Portugal Mild — Japén Mild 98% TYLCV
2004-12-11-04 | La Cepeda J.E. Lossada Zulia Tomato yellow leaf curl virus Portugal Mild — Japén Mild 98% TYLCV
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Anexo 2. Especies de begomovirus asociadas con Tomato yellow leaf curl disease. Se citan cepas de virus cuya
secuencia complete de AND A esta disponible. Los nombres de las especies se escribieron con letra cursiva y el de
los aislados y sus descriptores en letra romana. Se mencionan los nimeros de accesion y acrénimo en cada caso.

Especies de virus/ Cepas ‘ ADN A ‘ ADN B ‘ Acrénimo

Tomato yellow leaf curl Axarguia virus

Tomato yellow leaf curl Axarquia virus — [Spain:Algarrobo:2000] | AY227892 | | TYLCAXV-[ES:Alg:00]

Tomato yellow leaf curl China virus

Tomato yellow leaf curl China virus — Bean [China:Yunnan:Bean:2004] DQ256460 TYLCCNV-Bea[CN:Yn:Bea:04]
Tomato yellow leaf curl China virus — Baoshanl [China:Yunnan 10:Tobacco:2000] AJ319675 TYLCCNV-Baol[CN:Yn10:Tob:00]
Tomato yellow leaf curl China virus — Baoshan2 [China:Yunnan 11:Tobacco:2000] AJ319676 TYLCCNV-Bao2[CN:Yn11:Tob:00]
Tomato yellow leaf curl China virus — Chuxiong [China:Yunnan 25:Tomato:2000] AJ457985 TYLCCNV-Chu[CN:Yn25:Tom:00]
Tomato yellow leaf curl China virus — Chuxiong [China:Yunnan 295:Tobacco:2005] AM260703 TYLCCNV-Chu[CN: Yn295:Tob:05]
Tomato yellow leaf curl China virus — Dali [China:Yunnan 8:Tobacco0:1999] AJ319677 TYLCCNV-Dal[CN:Yn8:Tob:99]
Tomato yellow leaf curl China virus — Dali [China:Yunnan 43:Tobacco:2001] AJ781302 TYLCCNV-Dal[CN:Yn43:Toh:01]
Tomato yellow leaf curl China virus — Dali [China:Yunnan 5:Tobacco0:1999] AJ319674 TYLCCNV-Dal[CN:Yn5:Tob:99]
Tomato yellow leaf curl China virus — Datura [China:Yunnan 72:Datura:2005] EF011559 TYLCCNV-Dat[CN:Yn72:05]
Tomato yellow leaf curl China virus — Honghe [China:Guangxi 102:2004] AMO050555 TYLCCNV-Hon[CN:Gx102:04]
Tomato yellow leaf curl China virus — Honghe [China:Guangxi] AF311734 TYLCCNV-Hon[CN:Gx]

Tomato yellow leaf curl China virus — Honghe [China:Yunnan 231:Tobacco:2005] AM260701 TYLCCNV-Hon[CN:Yn231:Tob:05]
Tomato yellow leaf curl China virus — Honghe [China:Yunnan 244:Tobacco:2005] AM260702 TYLCCNV-Hon[CN:Yn244:Tob:05]
Tomato yellow leaf curl China virus — Honghe [China:Yunnan 322:Solanum:2005] AM181683 TYLCCNV-Hon[CN:Yn322:Sol:05]
Tomato yellow leaf curl China virus — Honghe [China:Yunnan 36:Tobacco:2001] AJ420316 TYLCCNV-Hon[CN:Yn36:Tob:01]
Tomato yellow leaf curl China virus — Honghe [China:Yunnan 38:Tobacco:2001] AJ420317 TYLCCNV-Hon[CN:Yn38:Tob:01]
Tomato yellow leaf curl China virus — Honghe [China:Yunnan 64:Siegesbeckia:2001] | AJ457823 TYLCCNV-Hon[CN:Yn64:Sie:01]
Tomato yellow leaf curl Guangdong virus

Tomato yellow leaf curl Guangdong virus — [China:Guangzhou 3:2003] | AY602166 ‘ ‘ TYLCGuUV-[CN:Gz3:03]

Tomato yellow leaf curl Indonesia virus

Tomato yellow leaf curl Indonesia virus — [Indonesia:Lembang:2005]

| AF189018 | AF511528 | TYLCKaV-[ID:Lem:05]

Gcl



Especies de virus/ Cepas \ ADN A ADN B Acrénimo

Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi virus

Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi virus — [Thailand:Kanchanaburi 1:2001] AF511529 | AF511528 | TYLCKaV-[TH:Kan1:01]
Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi virus — [Thailand:Kanchanaburi 2:Eggplant:2001] AF511530 | AF511527 | TYLCKaV-[TH:Kan2:Egg:01]
Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi virus — [Vietham:Binhduong:Eggplant:2005] DQ641702 TYLCKaV-[VN:Bin:Egg:05]
Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi virus — [Vietham:2005] DQ169054 | DQ169055 | TYLCKaV-[VN:05]
Tomato yellow leaf curl Malaga virus

Tomato yellow leaf curl Malaga virus — [Spain:421:1999] | AF271234 | | TYLCMalV-[ES:421:99]
Tomato yellow leaf curl Mali virus

Tomato yellow leaf curl Mali virus — Ethiopia [Ethiopia:Melkassa:2005] DQ358913 TYLCMLV-ET[ET:Mel:05]
Tomato yellow leaf curl Mali virus — Mali [Mali:2003] AY502934 TYLCMLV-ML[ML:03]
Tomato yellow leaf curl Sardinia virus

Tomato yellow leaf curl Sardinia virus — Sardinia [Italy:Sardinia:1988] X61153 TYLCSV-Sar[lT:Sar:88]
Tomato yellow leaf curl Sardinia virus — Sicily [Italy:Sicily] 228390 TYLCSV-Sic[IT:Sic]
Tomato yellow leaf curl Sardinia virus — Sicily [Israel:Rehovot:2005] DQ845787 TYLCSV-Sic[lL:Reh:05]
Tomato yellow leaf curl Sardinia virus — Sicily [Tunisia:Bkalta 3:2002] AY736854 TYLCSV-Sic[TN:Bka3:02]
Tomato yellow leaf curl Sardinia virus — Spain [Morocco:Agadir:2002] AY702650 TYLCSV-ES[MA:Aga:02]
Tomato yellow leaf curl Sardinia virus — Spain [Spain:Almeria 2:1992] L27708 TYLCSV-ES[ES:AIm2:92]
Tomato yellow leaf curl Sardinia virus — Spain [Spain:Canary] AJ519675 TYLCSV-ES[ES:Can]
Tomato yellow leaf curl Sardinia virus — Spain [Spain:Murcia 1:1992] 225751 TYLCSV-ES[ES:Murl1:92]
Tomato yellow leaf curl Thailand virus

Tomato yellow leaf curl Thailand virus — A [Thailand:1] X63015 X63016 TYLCTHV-A[TH:1]
Tomato yellow leaf curl Thailand virus — A [Thailand:2] AF141922 | AF141897 | TYLCTHV-A[TH:2]
Tomato yellow leaf curl Thailand virus — B [China:Yunnan 72:2002] AJ495812 TYLCTHV-B[CN:Yn72:02]
Tomato yellow leaf curl Thailand virus — B [Myanmar:Yangon:1999] AF206674 TYLCTHV-B[MM:Yan:99]
Tomato yellow leaf curl Thailand virus — B [Thailand:Chiang Mai] AY514630 | AY514633 | TYLCTHV-B[TH:ChMai]
Tomato yellow leaf curl Thailand virus — B [Thailand:Nong Khai] AY514631 | AY514634 | TYLCTHV-B[TH:NoK]
Tomato yellow leaf curl Thailand virus — C [Thailand:Sakon Nakhon] AY514632 | AY514635 | TYLCTHV-C[TH:SaNa]
Tomato yellow leaf curl Vietham virus

Tomato yellow leaf curl Vietham virus — [Vietham:Hanoi:2005] | DQ641697 ‘ TYLCVNV-[VN:Han:05]
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Especies de virus/ Cepas ADN A Acronimo

Tomato yellow leaf curl virus

Tomato yellow leaf curl virus — Israel [China:Shangai 2:2005] AM282874 TYLCV-IL[CN:SH2:05]
Tomato yellow leaf curl virus — Israel [Cuba] AJ223505 TYLCV-IL[CU]

Tomato yellow leaf curl virus — Israel [Dominican Republic] AF024715 TYLCV-IL[DO]

Tomato yellow leaf curl virus — Israel [Egypt:Ismaelia] AY594174 TYLCV-IL[EG:Ism]
Tomato yellow leaf curl virus — Israel [Egypt:Nobaria:1991] EF107520 TYLCV-IL[EG:Nob:91]
Tomato yellow leaf curl virus — Israel [Israel:Rehovot:1986] X15656 TYLCV-IL[IL:Re0:86]
Tomato yellow leaf curl virus — Israel [Italy:Sicily:2004] DQ144621 TYLCV-IL[IT:Sic:04]
Tomato yellow leaf curl virus — Israel [Japan:Haruno:2005] AB192966 TYLCV-IL[JR:Han:05]
Tomato yellow leaf curl virus — Israel [Japan:Misumi:Stellaria] AB116631 TYLCV-IL[JR:Mis:Ste]
Tomato yellow leaf curl virus — Israel [Japan:Miyazaki] AB116629 TYLCV-IL[JR:Miy]
Tomato yellow leaf curl virus — Israel [Japan:Omura:Eustoma] AB116630 TYLCV-IL[JR:Omu:Eus]
Tomato yellow leaf curl virus — Israel [Japan:Omura:Ng] AB110217 TYLCV-IL[JR:Omu:Ng]
Tomato yellow leaf curl virus — Israel [Japan:Tosa:2005] AB192965 TYLCV-IL[JR:T0s:05]
Tomato yellow leaf curl virus — Israel [Jordan:Tomato:2005] EF054893 TYLCV-IL[JO:Tom:05]
Tomato yellow leaf curl virus — Israel [Lebanon:Tomato:2005] EF051116 TYLCV-IL[LB:Tom:05]
Tomato yellow leaf curl virus — Israel [Mexico:Culiacan:2005] DQ631892 TYLCV-IL[MX:Cul:05]
Tomato yellow leaf curl virus — Israel [Morocco:Berkane:2005] EF060196 TYLCV-IL[MO:Ber:05]
Tomato yellow leaf curl virus — Israel [Puerto Rico:2001] AY134494 TYLCV-IL[PR:01]
Tomato yellow leaf curl virus — Israel [Spain:Almeria:Pepper:1999] AJ489258 TYLCV-IL[ES:AIm:Pep:99]
Tomato yellow leaf curl virus — Israel [Tunisia:2005] EF101929 TYLCV-IL[TN:05]
Tomato yellow leaf curl virus — Israel [Turkey:Mersin:2005] AJ812277 TYLCV-IL[TR:Mer:05]
Tomato yellow leaf curl virus — Israel [United States of America:Florida:1997] AY530931 TYLCV-IL[USA:FIo]
Tomato yellow leaf curl virus — Gezira [Sudan:1996] AY044138 TYLCV-Gez[SD:96]
Tomato yellow leaf curl virus — Iran [Iran:lranshahr:1998] AJ132711 TYLCV-IR[IR:Ira:98]
Tomato yellow leaf curl virus — Oman [Oman:Al-Batinah:2005] DQ644565 TYLCV-OM[OM:Alb:05]
Tomato yellow leaf curl virus — Mild [Israel:1993] X76319 TYLCV-MIA[IL:93]
Tomato yellow leaf curl virus — Mild [Japan:Aichi] AB014347 TYLCV-MId[JR:Aic]
Tomato yellow leaf curl virus — Mild [Japan:Aichi2:2003] DD033365 TYLCV-MId[JR:Aic2:03]
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Especies de virus/ Cepas

ADN A

ADN B

Acrénimo

Tomato yellow leaf curl virus — Mild [Japan:Atumi] AB116633 TYLCV-MId[JR:Atu]
Tomato yellow leaf curl virus — Mild [Japan:Daito] AB116635 TYLCV-MId[JR:Dai]
Tomato yellow leaf curl virus — Mild [Japan:Kisozaki] AB116634 TYLCV-MId[JRKis]
Tomato yellow leaf curl virus — Mild [Japan:Osuka] AB116636 TYLCV-MId[JR:Osu]
Tomato yellow leaf curl virus — Mild [Japan:Shimizu] AB110218 TYLCV-MId[JR:Shi]
Tomato yellow leaf curl virus — Mild [Japan:Shizuoka] AB014346 TYLCV-MId[JR:Shz]
Tomato yellow leaf curl virus — Mild [Japan:Yaizu] AB116632 TYLCV-MId[JR:Yali]
Tomato yellow leaf curl virus — Mild [Jordan:Cucumber:2005] EF158044 TYLCV-MId[JO:Cuc:05]
Tomato yellow leaf curl virus — Mild [Jordan:Homra:2003] AY594175 TYLCV-MId[JO:Hom:03]
Tomato yellow leaf curl virus — Mild [Jordan:Tomato:2005] EF054894 TYLCV-MIA[JO:Tom:05]
Tomato yellow leaf curl virus — Mild [Lebanon:LBA44:05] EF185318 TYLCV-MId[ILB;LBA44:05]
Tomato yellow leaf curl virus — Mild [Portugal:2:1995] AF105975 TYLCV-MIA[PT:2:95]
Tomato yellow leaf curl virus — Mild [Reunion:2002] AJ865337 TYLCV-MId[RE:02]
Tomato yellow leaf curl virus — Mild [Spain:72:1997] AFQ071228 TYLCV-MIA[ES:72:97]
Tomato yellow leaf curl virus — Mild [Spain:Almeria:1999] AJ519441 TYLCV-MId[ES:AIm:99]

Fuente: Geminiviridae Study Group, International Committee on Taxonomy of Viruses (Moriones y Navas Castillo, 2010)
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Mapa politico del estado Zulia, Venezuela.
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Adquisicion

Ingestion

Anexo 5. Diagrama del movimiento circulativo — no propagativo del begomovirus en
Bemisia tabaci (Gennadius)

Anexo 6. Mantenimiento de colonias de Bemisia tabaci viruliferas en plantas de tomate.
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Anexo 8. Plantas inoculadas con TYLCV, trasplantadas a macetas y colocadas en
jaulas-umbraculo.
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Anexo 9. Jaulas-umbraculo fabricadas con estructura de aluminio y malla anti-afido,
suspendidas en mesones de hierro.

%Cff‘fé‘ﬁ-: 4

Anexo 10. Frasco para desecar las muestras y tubo para almacenarlas una vez
desecadas.
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Anexo 11. Abreviaturas y su significado

ADN:

ADN-A y ADN-B:

BCTV:
BGMV:
CP:
CR:
dNTP:
DPI:
GenBank:
GLM:
HRG:
HRO:
ICTV:

LSMEANS:

MeMV:
MP:
MSV:
NCBI:
NSI:
NSP:
ORF:

PAA:

PAI:

PCR:

Acido desoxirribonucleico

Componentes de los begomovirus con genoma bipatrtito.
Beet curly top virus

Bean golden mosaic virus

Proteina de la capside (ADN-A)

Regién comun (ADN-A)

desoxirribonucleosido-trifosfato

Dias postinoculacion de un virus a una planta

Banco de genes

Modelo lineal general estadistico

Tomate hibrido Rio Grande

Tomate hibrido Rio Orinoco

Comité internacional para la taxonomia de virus

Método estadistico de los minimos cuadrados
Merremia mosaic virus

Proteina del movimiento (ADN-B)

Maize streak virus

Centro Nacional para la Informacion de la Biotecnologia
Identidad de la secuencia nucleotidica

Proteina nuclear Shutlling (ADN-B)

Marco abierto de lectura a la secuencia de ADN entre un
codon de inicio de la traduccién y un codon de terminacion

Periodo de acceso para la adquisicién de un virus por el
insecto vector

Periodo de acceso para la inoculacién que requiere un
insecto vector

Reaccion en cadena de la polimerasa



PYMV:
REN:

Rep:
RhGMYuV:
ToCLDV:
ToMYLCAV:
ToMYV:
ToVeV:
TPTV:
TrAP:
TYLCAXV:
TYLCCNV:
TYLCD:
TYLCGuV:
TYLCIDV:
TYLCKaV:
TYLCMalV:
TYLCMLV:
TYLCSV:
TYLCTHV:
TYLCV:
TYLCV-MId:
TYLCVNV:
TYMLCV:
VRG:

Potato yellow mosaic virus

Proteina que incrementa la replicacién (ADN-A)
Proteina asociada a la replicacion (ADN-A)
Rhyncosia golden mosaic Yucatan virus
Tomato chlorotic leaf distortion virus
Tomato mild yellow leaf curl Aragua virus
Tomato yellow mosaic virus

Tomato Venezuela virus

Tomato pseudocurly top virus

Proteina activadora de la transcripcion (ADN-A)
Tomato yellow leaf curl Axarquia virus
Tomato yellow leaf curl China virus
Tomato yellow leaf curl deseases

Tomato yellow leaf curl Guangdong virus
Tomato yellow leaf curl Indonesia virus
Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi virus
Tomato yellow leaf curl Malaga virus
Tomato yellow leaf curl Mali virus

Tomato yellow leaf curl Sardinia virus
Tomato yellow leaf curl Thailand virus
Tomato yellow leaf curl virus

Tomato yellow leaf curl virus, cepa Mild
Tomato yellow leaf curl Vietham virus
Tomato yellow margin leaf curl virus

Tomate Variedad Rio Grande
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