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Lista de abreviaturas
ADN Acido desoxirribonucleico
BGMV Been golden mosaic virus (Virus del mosaico dorado del frijol)
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mtCOI Mitochondrial cytochrome oxidase | (Citocromo oxidasa miticondrial 1)
NW New World (Nuevo Mundo)
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SPCSV Sweet potato chlorotic stunt virus (Virus del enanismo clorético del camote)
ToL CSiV Tomato leaf curl Sinaloa virus (Virus del enrollamiento de la hoja de tomate de
Sinaloa)
ToTV Tomato torrado virus (Virus del torrado del tomate)
ToYMoV Tomato yellow mottle virus (Virus del moteado amarillo del tomate)
TYLCV Tomato yellow leaf curl virus (Virus del enrollamiento amarillo de la hoja del

tomate)



Resumen

Las moscas blancas, Aleyrodidae (Hemiptera), son un grupo de insectos consideradas
plagas para la agricultura. Las mas importantes en términos econémicos son Trialeurodes
vaporariorum y el complejo de especies de Bemisia tabaci. La identificacion molecular de
estas especies es relevante ya que poseen distinta resistencia a insecticidas y eficiencia en
transmision de patdgenos. Unido a esto, los endosimbiontes bacterianos secundarios de la
mosca blanca han mostrado tener un amplio impacto sobre su hospedero; ya que pueden
influir en la resistencia a patdgenos, la tolerancia a estrés térmico, la susceptibilidad a
insecticidas, entre otros. En Costa Rica, uno de los cultivos més afectados debido a la
abundancia de esta plaga, es el cultivo de tomate (Solanum lycopersicum). Dado lo anterior
el objetivo de este trabajo fue determinar la distribucion de las especies de mosca blanca y
la frecuencia de sus endosimbiontes bacterianos secundarios presentes en estas plantaciones
del pais. Un total de 628 individuos fueron analizados mediante la PCR-RFLP de un
fragmento del gen citocromo C oxidasa | mitocondrial (mtCOl) para la identificacién de la
especie de mosca blanca. La especie predominante fue T. vaporariorum, seguida por B.
tabaci Mediterranea (MED) y en menor abundancia B. tabaci Nuevo Mundo (NW) y B.
tabaci Medio Oriente-Asia Menor 1 (MEAM1). De estos individuos, 89 fueron
seleccionados para realizar un analisis del fragmento de mtCOIl mediante el cual se
encontré un Unico haplotipo por especie de mosca blanca. Los 628 individuos fueron
analizados con marcadores moleculares para la presencia de cuatro endosimbiontes
bacterianos; se detectd una mayor frecuencia de Arsenophonus spp. en T. vaporariorium y
de Wolbachia spp. y Rickettsia spp. en B. tabaci MED. Este estudio provee uno de los
primeros pasos hacia la investigacion de los endosimbiontes secundarios y su asociacion

con las especies de moscas blancas presentes en Costa Rica.



ANTECEDENTES

Moscas blancas

Las moscas blancas, familia Aleyrodidae (Hemiptera), son un grupo de insectos de
distribucion cosmopolita con al menos 1550 especies descritas, de las cuales 50 son
consideradas plagas que causan importantes dafios a la agricultura (Liu et al., 2015). Los
dafios que ocasionan a los cultivos pueden ser directos o indirectos; en el primer caso, los
adultos y los estadios inmaduros provocan pérdidas en el rendimiento del cultivo si se
alimentan de forma excesiva del floema de la planta hospedera (Brown, 1994). Al mismo
tiempo, pueden inyectar fitotoxinas que inducen desordenes fisioldgicos en las hojas
(Jones, 2003). De forma indirecta, son vectores importantes de viroides y virus de diversas
familias (Navas-Castillo, Fiallo-Olivé & Sanchez-Campos, 2011; Zerbini et al., 2017), y al
excretar una sustancia pegajosa, rica en azUcares, favorecen el crecimiento de hongos
fumagina como Cladosporium sp. (Brown, 1994; De Barro, Liu, Boykin & Dinsdale,
2011), que afectan la capacidad fotosintética de la planta, ademas de recubrir los frutos,
disminuyendo su valor comercial (Scotta, 2013).

Las especies mas importantes en términos econdmicos son Trialeurodes vaporariorum
Westwood y el complejo de especies tradicionalmente agrupado dentro de Bemisia tabaci
Gennadius (Jones, 2003; De Barro et al., 2011; Brown, 2016). Ambas pueden ser vectores
de diferentes generos de virus (Navas-Castillo et al. 2011), por lo que la identificacion
molecular de estas especies es de mucha importancia, sobre todo en regiones tropicales y
subtropicales, donde en los Gltimos decenios se han reportado aumentos en sus poblaciones
y en los dafios ocasionados a cultivos como el frijol coman, cucurbitaceas, tomate, chile,
entre otros (Varma & Malathi, 2003; Navas-Castillo et al., 2011).

La especie T. vaporariorum, conocida como la “mosca blanca de los invernaderos” es
altamente polifaga y posee méas de 250 especies de plantas como posibles hospederas,
incluyendo hierbas, vegetales, frutas y ornamentales (Russel, 1963). Se cree que el origen
evolutivo de T. vaporariorum es encuentra en América (Kapantaidaki et al., 2017); se

adapta muy bien en altitudes entre 950 y 3000 metros sobre el nivel del mar (m s.n.m.), y a



temperaturas promedio de 18 a 22 °C; sin embargo, las altas precipitaciones afectan la
dindmica de las poblaciones debido que se disminuye el nimero de adultos en campo y se
pueden desprender gran cantidad de ninfas de las hojas (Cardona, Rodriguez, Bueno &
Tapia, 2005). T. vaporariorum puede transmitir los géneros de fitovirus Torradovirus (Fam.
Secoviridae) y Crinivirus (Fam. Closteroviridae) (Wintermantel & Wisler, 2006;
Pospieszny, Borodynko, Obrepalska-Steplowska & Hasiow, 2007; Navas-Castillo,
Lopez-Moya & Aranda, 2014). En Costa Rica se ha reportado el crinivirus Sweet potato
chlorotic stunt virus (SPCSV) en plantaciones de camote (Valverde & Moreira, 2004), el
Beet pseudo-yellows virus (BPYV) infectando ayote (Hammond, Hernandez, Mora &
Ramirez, 2005) y el Tomato chlorosis virus (ToCV) presente en tomate, chile dulce y al
menos cinco especies de hierbas (Castro, Hernandez, Mora, Ramirez & Hammond, 2009;
Soldrzano-Morales et al., 2011; Vargas-Asencio et al., 2013); estos dos ultimos reportes
asociados a altas poblaciones de T. vaporariorum.

Por otra parte, la mosca blanca del tabaco, B. tabaci, forma un complejo de especies que
son morfolégicamente indistinguibles entre si (Hilje, 1996; Boykin & De Barro, 2014); se
han identificado en mas de 600 especies de plantas alrededor del mundo (Mound & Halsey,
1978) y se caracterizan por tener la capacidad de desarrollar resistencia a insecticidas
rapidamente y la adaptacion a latitudes y altitudes distintas (Brown, 1994; Horowitz,
Kontsedalov, Khasdan & Ishaaya, 2005). Se presentan usualmente entre los 0-1000 m
s.n.m, aungue puede migrar a mayores altitudes (Morales & Jones, 2004), como es el caso
de Costa Rica, en donde se reportd la presencia de individuos a altitudes por encima de los
1700 m s.n.m. en condiciones de invernadero (Guevara-Coto, Barboza-Vargas, Hernandez-
Jiménez, Hammond & Ramirez-Fonseca, 2011). El rango de temperatura 6ptima, en la que
puede alcanzar su potencial reproductivo es entre los 20 °C y 30 °C (Hilje, 1996). Son
transmisores de los géneros de fitovirus Begomovirus (Fam. Geminiviridae), Crinivirus
(Fam. Closteroviridae) e Ipomovirus (Fam. Potyviridae) (Lapidot & Polston, 2010). Los
begomovirus son conocidos a nivel mundial por haber causado epidemias en diversos
cultivos de importancia para la economia y/o seguridad alimentaria, como por ejemplo, las

enfermedades conocidas como el Cassava mosaic disease (CMD), que afecta el cultivo de



yuca en la mayoria de paises africanos desde finales de los 80s e inicios de los 90s, el
Cotton leaf curl virus (CLCuV) presente en cultivos de algodon desde los 90s en paises
como Pakistan e India y el Been golden mosaic virus (BGMV) presentes en cultivos de
frijol comdn, que se reportd para Sur Ameérica sobre todo en Brasil desde la época de los
afios 70s (Gilbertson, Rojas & Natwick, 1993; Faria et al., 1994; Zhou, Liu, Robinson &
Harrison, 2008; Legg French, Rogan, Okao-Okuja & Brown, 2002; Inoue-Nagata, Lima &
Gilbertson, 2016). Debido a esto, los begomovirus contindan siendo objeto de arduo
estudio y motivo para el control cuidadoso de las poblaciones del vector, B. tabaci.

Con respecto a la taxonomia de B. tabaci, la falta de caracteristicas morfol6gicas en pupas
y adultos que ayuden a distinguir entre poblaciones que poseen diferencias en el rango de
plantas hospederas, capacidad de dispersion, trasmision de patdgenos, resistencia a
insecticidas e induccion de cambios fisioldgicos en el hospedero; conllevo al uso de
técnicas moleculares como parte importante de su sistemética (Gill & Brown 2009). En
1991 se proveyé evidencia del polimorfismo genético entre distintas poblaciones de B.
tabaci apoyada en patrones de la enzima esterasa, por medio del cual se desarroll6 una
clasificacion por biotipos (Costa & Brown, 1991); sin embargo, en 1993 Perring, Cooper,
Rodriguez, Farrar & Bellows proponen una clasificacion por especies en lugar de biotipos,
lo que llevo a gran debate a nivel mundial y a la elaboracion de andlisis filogenéticos por
medio de secuencias del espaciador interno transcrito nuclear (ITS, por sus siglas en inglés)
y del gen citocromo C oxidasa mitocondrial I (mtCOl, por sus siglas en inglés). Producto
de ello, se adicionaron nomenclaturas incluyendo razas y grupos genéticos, entre otras (De
Barro, Trueman & Frohlich, 2005; Liu et al., 2007; Dinsdale, Cook, Riginos, Buckley & De
Barro, 2010). Al menos cinco medidas para delimitar especies y separar entre los
individuos de B. tabaci mediante andlisis de agrupamiento por métodos bayesianos fueron
descritos, ademas de experimentos que demuestran la incompatibilidad reproductiva entre
los individuos del complejo de especies (Xu, De Barro & Liu, 2010; Boykin, Armstrong,
Kubatko & De Barro, 2012; Lee, Park, Lee, Lee & Akimoto, 2013). De este modo, se
podria dejar de lado la nomenclatura tradicionalmente utilizada y se podria designar al

complejo de B. tabaci como un conjunto de hasta 47 especies independientes (Boykin & De



Barro, 2014; Boykin, Savill & De Barro, 2017; Mugerwa et al., 2018). El conjunto se
encuentra en proceso de asignacion de un nuevo epiteto segun el Cédigo Internacional de
Nomenclatura Zooldgica (Boykin, 2014).

La identificacion de las especies del complejo B. tabaci es de mucha relevancia para la
agricultura ya que cada una posee distinta resistencia a insecticidas y eficiencia en
transmision de patdgenos (Perring et al., 1993). A nivel molecular, la identificacion de este
grupo de individuos a nivel de especie y haplotipo es utilizado por diferentes autores
debido a la especificidad del gen mtCOIl (McKenzie et al., 2012; Firdaus et al., 2013;
Boykin & De Barro, 2014). El grado de variabilidad de este gen, ha demostrado ser un
marcador molecular informativo en analisis filogenéticos y filogeogréficos (Brown, 2010).
Sin embargo, si se desea realizar diagnosticos periddicos de individuos de mosca blanca,
varios estudios han sugerido el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa-polimorfismo
de longitud de fragmentos de restriccion (PCR-RFLP por sus siglas en inglés) sobre la
secuencia de mtCOI; como una herramienta confiable y efectiva, ya que permite analizar
mayor numero de muestras de forma econdémica en comparacion a otras técnicas, es
reproducible, de facil y rapida interpretacién, y permite identificar mas de una especie a la
vez (Bosco, Loria, Sartor & Cenis, 2006; Ma et al., 2009; Li, Jia, XiaoLi & ShuSheng,
2013).

Las especies del complejo de B. tabaci son vectores begomovirus, en el pais se han
reportado diferentes especies como el virus monopartita TYLCV en el cultivo del tomate,
ademas de las especies bipartitas Tomato yellow mottle virus (ToYMoV), Tomato leaf curl
Sinaloa virus (ToLCSiV) y Pepper golden mosaic virus (PepGMV) (Nakhla et al., 2005;
Barboza, Blanco-Meneses, Hallwass, Moriones & Inoue-Nagata, 2014; Barboza,
Blanco-Meneses, Esker, Moriones & Inoue-Nagata, 2017). Es relevante mencionar, que el
complejo de B. tabaci es capaz de trasmitir mas de 380 especies de este género viral
(https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/ssdna-
viruses/w/geminiviridae/479/member-species begomovirus consultado el 29/03/2018).
Analisis del gen mtCOl, corroboran la presencia de dos especies del complejo de B. tabaci

endémicas de América; B. tabaci Nuevo Mundo (NW, por sus siglas en inglés) y B. tabaci
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NW2 (Brown, Frohlich & Rosell, 1995; Marubayashi et al., 2013). No obstante, el
panorama general con respecto a la abundancia de moscas blancas indica la predominancia
de la especie invasiva B. tabaci Medio Oriente-Asia Menor 1 (MEAML, por sus siglas en
inglés) desde su introduccion al continente a finales de 1980s y gradual desplazamiento de
las poblaciones nativas de B. tabaci NW en la mayoria de las regiones agricolas (Brown,
1994; Morales, 2006a).

En Costa Rica estos patrones de distribucion han cambiado con el tiempo, en el 2006 se
detecto la presencia de B. tabaci NW, ademas de B. tabaci MEAML en diferentes regiones
del pais (Morales et al., 2005; Hilje & Morales, 2008). Durante en el 2009, B. tabaci
Mediterranea (MED, por sus siglas en inglés), se reportd en la Region Central Occidental
bajo condiciones de invernadero en Alfaro-Ruiz (Guevara-Coto et al., 2011), sin embargo,
poco tiempo después en muestreos realizados en sitios de produccion de tomate y chile
dulce en el Region Central de Costa Rica (2011-2012), fue encontrada en campos de
produccion de tomate y chile dulce (Barboza, 2017). Lo anterior se suma a los recientes
reportes en América en los que se informa la presencia de B. tabaci MED en cultivos en
campo (Alemandri et al., 2015; McKenzie & Osborne, 2017).

En el presente documento, se utilizé la nomenclatura que hace referencia al sitio de origen
de la especie de mosca blanca, es decir, B. tabaci NW, B. tabaci MEAML1 y B. tabaci MED
(anteriormente conocidas como biotipos A, B y Q, respectivamente), por ser el sistema mas
utilizado previo a la incorporacion del sistema tradicional binomial. Boykin (2014) propone
una nueva clasificacion y asignar un nombre por especies segun corresponda: Bemisia
inconspicua (NW2), Bemisia argentifolii (MEAM1) y Bemisa tabaci (MED); sin embargo,
no es comun que se usen estos epitetos como nomenclatura principal en las publicaciones

que pude revisar.

Endosimbiosis bacteriana
Un enfoque que podria explicar la diferencia de valor adaptativo y eficiencia en transmision
de patdgenos en individuos tan cercanos filogenéticamente, es la presencia de distintos

endosimbiontes bacterianos (Chiel et al., 2007). La endosimbiosis bacteriana es una



interaccion imprescindible en las moscas blancas, y ha mostrado poseer un amplio impacto
sobre la ecologia de su hospedero (Baumann, 2005). Es posible encontrar dos o0 mas
endosimbiontes en un individuo, hoy se conoce, ademas, que la interaccion de los
endosimbiontes con las moscas blancas les provee aminoacidos esenciales y vitaminas del
complejo B que son deficientes en el floema de la planta (Sloan & Moran, 2012; Rao et al.,
2015). Los endosimbiontes de la mosca blanca se encuentran localizados con mayor
frecuencia en células especializadas llamadas bacteriocitos, cuya composicion bacteriana es
heredada via materna; sin embargo, pueden llegar a localizarse en uno o mas tejidos como
las gonadas, el intestino medio y los cuerpos grasos (Gottlieb et al., 2008; Ciancio, 2016).
Los huéspedes bacterianos de las moscas blancas pueden ser de tipo obligatorio (primarios)
o facultativo (secundarios) (Moran & Baumann, 2000; Weinert, Araujo-Jnr, Ahmed &
Welch, 2015). Los endosimbiontes primarios requieren del insecto para sobrevivir, asi
como el insecto de ellos ya que complementan su dieta (Moran & Baumann, 2000). Los
endosimbiontes secundarios también son capaces de proveer nutrientes, pero muchas de sus
otras funciones no se conocen a profundidad (Chiel et al., 2007). De igual forma, se pueden
transmitir de manera vertical u horizontal, mientras que los primarios solo se transmiten de
forma vertical (Weinert et al., 2015). Sin embargo, la principal diferencia entre ambas
categorias es que los endosimbiontes secundarios participan en interacciones adicionales
positivas, que pueden incrementar el valor adaptativo del hospedero, o negativas, que
pueden poner en riesgo la supervivencia del individuo (Chu et al. 2011). Hasta la fecha en
mosca blanca se ha descrito Portiera aleyrodidarum (Halomonadaceae) como
endosimbionte primario, mientras que Arsenophonus spp. (Enterobacteriaceae),
Hamiltonella spp. (Enterobacteriaceae), Rickettsia spp. (Rickettsiaceae), Wolbachia spp.
(Rickettsiaceae), Cardinium spp. (Bacteriodaceae), Fritschea spp. (Simkaniaceae) y
Hemipteriphilus spp. (Rickettsiaceae) son endosimbiontes secundarios (Bing, Ruan, Rao,
Wang & Liu, 2012; Bing, Yang, Zchori-Fein, Wang & Liu, 2013).

Las endosimbiosis con Hamiltonella spp., Rickettsia spp. o Wolbachia spp., ademas de
proveer nutrientes al insecto, confieren resistencia ante avispas parasiticas, patdgenos

virales/fingicos y mejoran tolerancia al estrés térmico (Scarborough Ferrari & Godfray,



2005; Guay, Boudreault, Michaud & Cloutier, 2009; Lukasik, van Asch, Guo, Ferrari &
Godfray, 2013). Los endosimbiontes Arsenophonus spp., Rickettsia spp. y Wolbachia spp.
son capaces de alterar la reproduccion de los insectos con el aparente efecto de difundirse
en la poblacién del hospedero, aunque se ha sugerido que esta capacidad requiere de la
localizacion del simbionte en 6rganos reproductivos (Gottlieb et al., 2008; Engelstadter &
Hurst, 2009). En particular, estudios sobre Wolbachia spp. indican que en artropodos se
comporta mas como un parasito reproductivo, ya que puede llegar a forzar asexualidad,
feminizar machos, inducir incompatibilidad citoplasmatica y partenogénesis o reproduccion
de hembras sin fertilizacion (Werren, Baldo & Clark, 2008). Por este motivo, este
endosimbionte se ha considerado una herramienta potencial para control biol6gico, siempre
tomando en cuenta la cepa de la bacteria y la especie del insecto. Por ejemplo, en algunos
insectos la inoculacién con ciertas cepas de Wolbachia spp. genera un acortamiento de la
esperanza de vida del hospedero, lo que podria interrumpir el tiempo requerido para el
desarrollo y replicacion de un patégeno en el caso de que el insecto sea vector. Ademas,
liberaciones repetidas de machos citoplasméaticamente incompatibles puede conllevar a la
disminucion o eliminacién de una poblacion de insectos (Fry, Palmer & Rand, 2004;
Brelsfoard & Dobson 2009; Hoffman et al., 2011; Marifio, Verle Rodrigues & Bayman,
2017; Nikolouli et al., 2017)

Los endosimbiontes bacterianos secundarios pueden participar en los patosistemas mosca
blanca-virus. Por ejemplo, Hamiltonella spp. produce una proteina llamada GroEL, esta se
caracteriza por ser una chaperona molecular que se secreta hacia la hemolinfa, en donde
interacta con proteinas de cubierta del TYLCV. Esta interaccion protege al virus de
degradacion y como consecuencia facilita su transmisién (Gottlieb et al., 2010). Otro claro
ejemplo es Rickettsia spp., que se encuentra con frecuencia fuera del bacteriocito y puede
localizarse en la mayoria de cavidades corporales y alcanzar altas concentraciones en la
mosca blanca. Este endosimbionte se correlaciond con un incremento en la eficiencia de
trasmision del virus TYLCV. Estudios mostraron que la presencia de Rickettsia spp. en el
intestino medio de la mosca blanca se relacion6 inversamente con los niveles de TYLCV,

lo que puede sugerir una competencia por el espacio entre el virus y la bacteria. De esta



manera, el endosimbionte acelera la traslocacion del virus fuera del intestino medio hacia la
hemolinfa y por ende hacia las glandulas salivales, aumentando la eficiencia de la
transmision viral (Kliot, Cilia, Czosnek & Ghanim, 2014; Czosnek, Hariton-Shalev, Sobol,
Gorovits & Ghanim, 2017).

En adicion al efecto individual que produce cada endosimbionte, su presencia en diferentes
combinaciones puede afectar la susceptibilidad de las moscas blancas ante varios
compuestos insecticidas (Chu et al., 2011). En B. tabaci, las infecciones con Rickettsia spp.
la vuelven mas susceptibles al pirixifeno (Kontsedalov et al., 2008). Por otra parte, si la
infeccion mixta de Rickettsia spp.y Arsenophonus spp. 6 Arsenophonus spp. y Wolbachia
spp., los compuestos tiametoxam, imidacloprid, piriproxifeno y espiromesifeno causan
mayor mortalidad (Ghanim & Kontsedalov, 2009).

La asociacion entre determinados endosimbiontes bacterianos secundarios y las moscas
blancas varia dependiendo de la localizacion geografica, planta hospedera, especie y/o
grupo genético de la mosca e incluso dentro de individuos de una misma poblacién
(Gueguen et al., 2010; Pan et al., 2012). También se propone que los patrones de los
endosimbiontes en las moscas blancas pueden ser causados al menos parcialmente por la
inercia de la poblacion o por estocasticidad, ademas de la frecuencia de trasmision
horizontal, la fidelidad de la trasmision vertical y el valor adaptativo de los simbiontes de la
mosca (Pan et al., 2012).

El impacto ecoldgico de los endosimbiontes sobre su hospedante, ha conllevado a su
identificacion en numerosas zonas de produccion de hortalizas del mundo (Marubayashi et
al., 2014), donde las metodologias de deteccion de endosimbiontes utilizan técnicas
moleculares en amplia medida debido a la dificultad de establecer cultivos in vitro de estas
bacterias. En la literatura se reportan pares de iniciadores especificos para la deteccion de
los mismos, y tienen como objetivo la amplificacion de la region del ADN ribosomal 16S y
23S (Skaljac, Zanic, Ban, Kontsedalov & Ghanim, 2010; Thierry et al., 2011; Park et al.,
2012; Cass et al., 2014; Tajebe et al., 2015). En Costa Rica hasta el momento, no hay
trabajos precedentes en la deteccion de los endosimbiontes que pueden portar las especies

de mosca blanca presentes en el pais.



JUSTIFICACION

El tomate es uno de los cultivos a nivel mundial mas afectados por patdgenos, sobre todo el
dafo que causa la mosca blanca al cultivo y los virus que puede trasmitir (Polston &
Anderson, 1997). En el pais, es una de las hortalizas de mayor consumo (PIMA, 2016), la
mayor produccién se centra en seis regiones: Central Occidental (Alajuela y Heredia),
Oriental (Cartago), Sur (Puriscal, Santa Ana y San Antonio de Belén), Brunca (Pérez
Zeledon, Buenos Aires, San Vito), Pacifico Central (Orotina y Miramar) y Chorotega
(Bagaces, Nicoya, Abangares, Liberia, La Cruz y Tilaran). Los sitios de mayor produccion
son las regiones Central Occidental, Central Oriental y Sur con 585 ha, 110 ha y 101 ha,
respectivamente (Barrientos & Lopez, 2010). El area de total de siembra abarca alrededor
de 1,000 ha; mientras que la produccion anual desde el 2013 al 2016 ronda las 60,000 Tm
(http://www.infoagro.go.cr/BEA/BEA27/superficieProduccion.html) lo que genera mas de
29,000 millones de colones al afio (Lépez, 2012). EI Programa Nacional de Tomate
(PITTA-tomate) estimé que la cantidad de empresas dedicadas a su produccion vy
procesamiento es de alrededor de 1,292, las cuales registran 21,555 trabajadores en total
(Chacén, 2008).

Dada la importancia del tomate a nivel global y en la dieta costarricense, es preciso
identificar las principales especies de mosca blanca presentes en las regiones de
produccion, ya que son una constante amenaza al cultivo (Cardona et al., 2001). Ademas de
poder informar a los agricultores las caracteristicas bioldgicas del vector, los géneros o
familias virales que pueden trasmitir y la eficiencia de trasmision.

Entre las medidas a las que recurren algunos productores para la prevencién de los dafios
ocasionados por la mosca blanca se encuentra la utilizacion excesiva de pesticidas, que
conlleva implicaciones de contaminacién ambiental y riesgos para la salud humana; lo que
justifica la busqueda por ampliar la vision sobre estrategias de manejo de esta plaga
(Gilbertson, Rojas & Natwick, 2011). El estudio acerca de los endosimbiontes bacterianos
secundarios ha mostrado ser un enfoque prometedor por su significativa influencia sobre la

ecologia de la mosca blanca, ademas que modifican drasticamente la eficiencia de
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transmision de patogenos y el valor adaptativo de las moscas blancas en los distintos sitios
que coloniza (Baumann, 2005). Por lo anterior, es importante detectar e identificar las

bacterias endosimbidticas asociadas a estos hemipteros en Costa Rica.

OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar la distribucion de las especies de mosca blanca y la frecuencia de sus
endosimbiontes bacterianos secundarios en las principales zonas productoras de tomate de

Costa Rica.

Obijetivos especificos
1) Identificar las especies de mosca blanca presentes en las principales zonas de
cultivos de tomate.
i) Analizar las secuencias del gen que codifica para el citocromo C oxidasa
mitocondrial subunidad I (mtCOIl) de moscas blancas recolectadas.
i) Estimar la frecuencia de los endosimbiontes bacterianos secundarios Arsenophonus
spp., Hamiltonella spp., Rickettsia spp. y Wolbachia spp en los individuos

recolectados.
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METODOLOGIA

Recoleccion de mosca blanca

Muestras de mosca blanca fueron recolectadas de plantaciones comerciales de tomate
durante los afios 2015 y 2016. Se visitaron total de 32 y 49 plantaciones, respectivamente
(Fig. 1, Cuadro 1). La recolecta de los individuos se realizo de forma manual o mediante un
aspirador, las moscas se colocaron en viales con alcohol al 70 % y se almacenaron a -20 °C
para su posterior analisis en las instalaciones del Centro de Investigacion en Biologia
Celular y Molecular (CIBCM), Universidad de Costa Rica. Todos los insectos recolectados
por plantacién constituyen una muestra, donde al menos cinco individuos por muestra

fueron analizados, con pocas excepciones donde menos individuos fueron capturados.

Extraccion de ADN de moscas blancas

La extraccion de ADN se realiz6 de forma individual mediante una modificacion al método
de Walsh et al. (1991) usando Chelex®. Cada individuo se macer6 en seco en un tubo de
1,5 mL y luego se continud con un afiadido de 30 pL de agua destilada. Posteriormente a
estos tubos se les agregd 30uL de Chelex® al 50% y se complet6 la homogenizacion. Se
procedio a incubar las soluciones a 56 °C por 15 min y a 99 °C por 3 min. Inmediatamente
después se centrifugd a 14 000 rpm durante 5 min. EI ADN total se obtuvo extrayendo 30

pL del sobrenadante de cada tubo.

Identificacidn de la especie de mosca blanca mediante PCR-RFLP

Se realiz6 una PCR para amplificar un fragmento del gen mtCOl, utilizando los iniciadores
C1-J-2915 (Simon et al., 1994) y 801c (Frohlich, Torres-Jerez, Bedford, Markham &
Brown, 1999) de aprox. 800 pb. La PCR incluyé DreamTaq™ PCR Master Mix (2X)
(Thermo Fisher Scientific, EEUU) a concentracion final de 1X, 3 pL de acidos nucléicos y
0,3 uM de los iniciadores antes mencionados para una reaccion de 25 pL. Se utilizd una

optimizacion del perfil térmico descrito por Frohlich et al., 1999 que posee una
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desnaturalizacion inicial de 95 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos de 95 °C por 1 min, 37
°C por 45sy 70 °C por 30 s y una extension final de 72 °C por 5 min.

El producto de PCR fue digerido, por aparte, con las enzimas de restriccion Tru9l
(Promega, EEUU) y Taql (Thermo Fisher Scientific, EEUU). Cada reaccion estuvo
conformada por 1 U de la enzima, la solucién amortiguadora de la enzima correspondiente
y agua para un volumen final de 15 pL. Posteriormente se incubd a 65 °C por 3 h. Los
fragmentos de ADN fueron visualizados en un gel de agarosa al 2,5 % Yy tefiidos con
GelRed®. El patron de bandas respectivo para cada especie fue identificado segun lo
descrito por Bosco et al. (2006), que permite diferenciar B. tabaci MEAM1, B. tabaci
MED, B. tabaci Asia I, B. tabaci Sub-Sahara Africa 2, B. tabaci Italia y T. vaporariorum.

Analisis de secuencias de la regidn parcial del gen mtCOI

Se secuencio la region parcial del mtCOI (~800pb) de 89 individuos seleccionados (Cuadro
1) y el producto de PCR fue enviado a la empresa Macrogen Inc. (Corea). Las secuencias se
ensamblaron utilizando la herramienta computacional Staden (Bonfield, Smith & Staden
1995) y se alinearon mediante el algoritmo MUSCLE del software Molecular Evolutionary
Genetics Analysis, MEGA 7 (Kumar, Stecher & Tamura, 2016). La similaridad de cada
secuencia fue comparada mediante la herramienta BlastN con secuencias disponibles en las
bases de datos (Altschul, Gish, Miller, Myers & Lipman, 1990). El nimero de haplotipos
para cada especie fue analizado utilizando el programa DnaSP vrsn 5.10.1; en donde se
incluyeron 52 secuencias de T. vaporariorum, 29 de B. tabaci MED y una de B. tabaci
MEAM1, obtenidas al secuenciar al menos un individuo por especie de cada canton
muestreado. Los haplotipos fueron comparados con los descritos por Barboza (2017) para
América, mediante el analisis de fragmentos equivalentes de 532 pb para T. vaporariorum
y de 657 pb para B. tabaci MED y B. tabaci MEAML.

El analisis de haplotipos de la region del gen mtCOIl de B. tabaci NW, tomo en cuenta las
siete secuencias obtenidas en esta investigacion; ademas de 21 accesiones de la especie
disponibles en GenBank y reportadas para América (Cuadro S3). Una secuencia de cada

haplotipo se utilizd para construir el arbol filogenético utilizando un modelo bayesiano. Se
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utiliz6 Mr. Bayes 3.2.6 (Huelsenbeck, Ronquist, Nielsen & Bollback, 2001); considerando
10 millones de generaciones, ocho cadenas de Markov y muestreando cada 2 000
generaciones. Se emple6 un metodo se sustitucion nucleotidica mixto (Ronquist &

Huelsenbeck, 2003) y se colocd a B. tabaci NW2 (JN689353) como grupo externo.

Deteccion de endosimbiontes bacterianos secundarios
Cada individuo de mosca blanca fue tamizado para determinar la presencia de
endosimbiontes bacterianos secundarios. Se realizaron cuatro PCR independientes que
amplificaron los genes del ADNr 23S de Arsenophonus spp. y 16S de Wolbachia spp.,
Hamiltonella spp. y Rickettsia spp. (Cuadro S4). Cada reaccion contuvo DreamTagq™ PCR
Master Mix (2 X) (Thermo Fisher Scientific, EEUU) a una concentracion final de 1 X, 2,5
puL de ADN, 0,3 uM de cada iniciador, para una reaccion de 12,5 uL.
Para comprobar la especificidad de cada reaccion de PCR, muestras al azar de cada
endosimbionte fueron secuenciadas. La bacteria Hamiltonella spp. presentd una reaccién
cruzada con Arsenophonus spp. por lo que se probd un segundo par de iniciadores descritos
por Zchori-Fein & Brown (2002), Ham-F/Ham-R y ademas se disefié una nueva pareja de
iniciadores complementaria a otra region conservada del 16S ADNr de Hamiltonella spp.;
no obstante, no fue posible solucionar los resultados iniciales. Finalmente se realiz6 una
prueba de Chi? para evaluar la asociacion entre la presencia de los tres endosimbiontes
bacterianos secundarios en cuestion y las especies de mosca blanca identificadas. Los datos
fueron analizados utilizando el paquete estadistico R, version 3.4.2 (http://cran.r-
project/org).

RESULTADOS

Identificacion de la especie de mosca blanca mediante PCR-RFLP

Un total de 81 muestras fueron recolectadas en plantaciones comerciales de tomate,
distribuidas en las principales zonas productoras del cultivo en Costa Rica. Los fragmentos
del mtCOI de 628 individuos fueron analizados por PCR-RFLP. Se analizaron 178 y 450

individuos durante los dos periodos de muestreo del 2015 y 2016, respectivamente. Fue
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posible identificar las especies de T. vaporariorum, B. tabaci MED, B. tabaci MEAM1 y B.
tabaci NW. Es importante sefialar que en ésta ultima se obtuvieron cuatro bandas
caracteristicas de 184 pb, 138 pb, 107 pb y 84 pb cuando se digiri6 con Tru9l, mientras que
no se digirieron con Taql; estos patrones no se encuentran descritos por Bosco et al. (2006).
Las provincias con mas sitios de muestreo y moscas blancas recolectadas son Alajuela,
Heredia y Cartago, que forman parte de la Region Central de Costa Rica donde se localizan
la mayor cantidad de hectareas dedicadas a la produccion de tomate. T. vaporariorum se
encontré en mayor abundancia en cultivos de tomate durante los dos afios de recolecta; se
identificaron un total de 430 individuos (68.5 %), seguida por la presencia de 169
individuos de B. tabaci MED (26.9 %) y en menor abundancia con respecto a las dos
primeras especies, B. tabaci NW y B. tabaci MEAM1 con 27 (4.3 %) y 2 (0.3 %)
individuos identificados respectivamente.

En las plantaciones de muestreo del 2015, T. vaporariorum se encontré en Alajuela en un
11 % de abundancia vrs 10 % de B. tabaci MED; en Cartago estas mismas dos especies se
presentaron en un 8 % y 13 % respectivamente, mientras que en Guanacaste Unicamente se
encontraron individuos de B. tabaci NW que representaron un 6 % de las especies
identificadas durante ese periodo. En Heredia se detectaron so6lo individuos de T.
vaporariorum (11 %), entretanto en Puntarenas la abundancia de esta especie fue de un 28
% vrs un 1 % de B. tabaci MED y un 2 % de B. tabaci NW. En San José la abundancia de
T. vaporariorum fue de 6 % vrs 5 % de B. tabaci MED.

Los muestreos realizados en el 2016 mostraron una abundancia de la mosca blanca de
invernadero en Alajuela en un 18 % vrs 12 % de B. tabaci MED y un 0.4 % de B. tabaci
NW. Ademas, es importante sefialar que en esta provincia se encontraron los Unicos
individuos de B. tabaci MEAML del estudio, aunque en baja abundancia (0.4 %). En
Cartago se presento T. vaporariorum en un 33 % vrs 11 % de B. tabaci MED y 2 % de B.
tabaci NW, mientras que en Heredia T. vaporariorum estuvo en un 7 % y B. tabaci MED
en un 3 %. En Puntarenas se identificaron dos especies; T. vaporariorum y B. tabaci NW,
con una abundancia del 11 % y 1%, respectivamente; en menor proporcion en San José se

encontrd solo 1 % de T. vaporariorum respecto al total de individuos muestreados ese afio.



15

Cuadro 1. Resumen de la abundancia de individuos de mosca blanca identificados durante
los afios 2015 y 2016 en las zonas productoras de tomate de Costa Rica. Se indica el canton
y provincia donde fueron recolectados, asi como el numero de accesion del GenBank con el
que se depositaron secuencias de un fragmento del gen citocromo C oxidasa | mitocondrial
(mtCOl).

% especie de mosca blanca*
(ndmero de individuos)

Total No Secuencia
Afo Canton (numero de Provincia Tv' MED" NW» MEAM ihdividuos de! Genbank
plantaciones) JEL o (ndmero de
secuencias)
Atenas (2), Naranjo (1), 11 10
2015 Zarcero (1) (19) (18) 0 0 37/178
R i
Atenas (2), Naranjo (5),  Alajuela MH510175! (14),
2016 San Ramdn (6), Alajuela 18 12 04 04 142/450 MH510176(12),
3 : (82) (56) (2) (2 MH510178= (1),
MH510177== (1)
Turrialba (3), Jiménez (1), 8 13
2015 Alvarado (1) w @3 ° 0 S7iLre
nggg g; menez (). cartago 33 11 2 MH510175' (25),
2016 ' 0 204/450  MH510176%(13),
Valverde Vega (4), 247) (49) (8) MH510178+ (3)
Paraiso (5), El Guarco (1)
Abangares (1), Tilaran (1), 6
2015 Bagaces (2). Nicoya (1) Guanacaste 0 0 (10) 0 10/178
San Pablo (1), 11
2015 Santo Domingo (1) ) (20) 0 0 0 20/178
San Isidro (1) Heredia 7 3 MH510175t (4)
2016 Santa Bérbara (4) (32) (12 0 0 441450 MH510176% (2)
Montes de Oro (1), 28 1 2 MH510175t (2),
2015 Puntarenas (4), 50) (2) 3) 0 55/178 MH510176% (1),
Coto Brus (8) Puntarenas MH510178= (1)
11 1 MH510175! (5),
2016 Puntarenas (6) (50) 0 @ 0 54/450 MH510178+ (2)
. 6 5 MH510175! (1),
2015 Puriscal (3) ) (10) (9) 0 0 19/178 MHS510176" (1)
San Jose 1
2016 Moravia (1) (6) 0 0 0 6/450 MH510175t (1)
Total No. individuos 685 269 43 03 gog

(430) (169) (27) (2)

* Porcentaje calculado con respecto al total de individuos muestreados por afio.
** Total de individuos muestreados en la provincia/ total de individuos muestreados por afio.
Tv'=T. vaporariorum, MED" = B. tabaci MED, NW= = B. tabaci NW, MEAM1== = B. tabaci MEAML1.
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Fue posible encontrar plantaciones de tomate donde se detect6 la presencia de dos 0 més
especies de mosca blanca. En las plantaciones visitadas durante el 2015, T. vaporariorum y
B. tabaci MED se encontraron coexistiendo en siete de las plantaciones de la Region
Central, ademés de un sitio de muestreo en la provincia de Puntarenas ubicado en la
frontera con Panama. Cerca de este, también de se pudo identificar de forma simpatricaa T.
vaporariorum y B. tabaci NW; sin deteccion de la presencia de mas de dos especies en un
mismo sitio. En las restantes 16 plantaciones distribuidas por todo el pais solo se identificd
una especie, ya fuera T. vaporariorum, B. tabaci MED o B. tabaci NW (Fig. 1A). Para el
afio 2016 y considerando las 49 plantaciones muestreadas, la combinacion de T.
vaporariorum y B. tabaci MED se encontr6 en 21 de estas, siendo la més frecuente y
distribuida por toda la region del Region Central. Es importante sefialar la combinacion de
especies tales como T. vaporariorum, B. tabaci MED y B. tabaci NW que se detect6 en la
provincia de Cartago y Alajuela; también se encontraron muestras como por ejemplo en
Alajuela, donde se detect6 la combinacion de T. vaporariorum, B. tabaci MED y B. tabaci
MEAML1 o en Cartago donde se encontrd coexistiendo a T. vaporariorum y B. tabaci NW.
En un total de 18 muestras, solo fue posible identificar una especie: T. vaporariorum, B.
tabaci MED o B. tabaci NW (Fig. 1B).

La altitud fue una de las variables a considerar en este estudio, la mayoria de las
plantaciones de tomate analizadas se localizan entre los 800 y 1600 m s.n.m. En este rango
fue posible encontrar todas las especies de mosca blanca identificadas. B. tabaci NW es la
especie gque se encuentra con mayor frecuencia en sitios ubicados por debajo de los 800 m
s.n.m, mientras que B. tabaci MED se encuentra incluso a alturas superiores a los 1600 m
s.n.m. Por otra parte, T. vaporariorum esta distribuida en todos los cultivos de tomate y en
todos los niveles de altitud y los dos Unicos individuos de B. tabaci MEAML1 se reportan a

aproximadamente 800 m s.n.m
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Fig. 1 Distribucion de las especies de mosca blanca identificadas en las plantaciones de

tomate visitadas durante el afio 2015 (A) y 2016 (B).



18

Anélisis de secuencias de la region parcial del gen mtCOI

Se secuencio una region parcial del mtCOI de 89 individuos de mosca blanca (previamente
identificados por PCR-RFLP). Se encontrd la presencia de un unico haplotipo de cada una
de las cuatro especies de mosca blanca identificadas, depositadas con el nimero de
accesion MH510175 (T. vaporariorum), MH510176 (B. tabaci MED), MH510178 (B.
tabaci NW) y MH510177 (B. tabaci MEAML); la distribucion de los haplotipos en las
zonas muestreadas se detalla en el cuadro 1. Los haplotipos encontrados en las secuencias
de T. vaporariorum, B. tabaci MED y B. tabaci MEAML1 se denotaron como Tv-i, MED-i y
MEAM1-i, segin lo descrito por Barboza (2017). Es importante recordar que Tv-i
concuerda con secuencias descritas previamente para Costa Rica en cultivos de tomate de la
Region Central (GenBank no. KY441523), sin embargo, en este estudio también se
encontré en muestras procedentes de regiones mas alejadas como Puntarenas (Coto Brus).
Este haplotipo se ha identificado en otros paises como Francia (GenBank no. KJ475453) y
Espafia (GenBank no. AM179446). MED-i también se ha descrito anteriormente en este
cultivo en Cartago y Alajuela (GenBank no. KY441492); ademés en Estados Unidos se
identificd en yerberas y margaritas (GenBank no. EU427721), en Argentina se ha descrito
para frijol comin (GenBank no. KJ606633), mientras que en Chipre esta presente en frijol
comun, pepino y hierbas (GenBank no. AM944347), en Siria hay reportes en papa
(GenBank no. AB297895), entre otros. El haplotipo MEAM1-i se encontr6 en Alajuela
(Atenas) en el 2016 y coincide con secuencias previamente reportadas en individuos de
Cartago presentes en cultivos de chile dulce y frijol comdn (GenBank no. KY441488). Este
haplotipo es frecuente en América y ha sido reportado en mas de 20 paises alrededor del
mundo en distintos tipos de cultivos (Barboza, 2017). Por Gltimo, hay siete secuencias de B.
tabaci NW en Costa Rica que comparten el haplotipo NW-xv. Estas se encontraron
presentes en diferentes sitios de produccion de tomate, localizadas en Alajuela (San
Ramon), Cartago (Turrialba, Jiménez) y Puntarenas (Puntarenas, Coto Brus). En América
se encontraron 15 haplotipos de esta especie y se nombraron mediante niUmeros romanos
(Fig. 2). El arbol filogenético muestra que el haplotipo NW-xv se agrupa con secuencias de

Ameérica reportadas para esta especie y se encuentra mas cercano filogenéticamente a los
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individuos de mosca blanca descritos en Panamé (DQ130060, DQ130061), sin embargo, no

coincide con ninguna secuencia previamente reportada para la especie en América.

rMHS510178 NW-xv Costa Rica
DQ130060 NW-xii Panama

——DQ130061 NW-xi11 Panama

0.997 AY057126 NW-111 México
DQ130058 NW-x México
AY057128 NW-1v El Salvador
DQ130059 NW-x1 México
EU427729 NW- x1v México
AY057133 NW-vi Honduras

0.99

AY057134 NW-vii Puerto Rico
TFDQ 130053 NW-ix Belice
AY521259 NW-viii Estados Unidos
AF342770 NW-i1 Honduras
AF342771 NW-ii Guatemala

0.62

0.65
AY057130 NW-v Guatemala

IN689353 B. tabaci NW2

0.007

Fig. 2 Arbol filogenético de B. tabaci NW considerando 657 nucleétidos de las secuencias
del gen citocromo C oxidasa mitocondrial I (mtCOIl) reportadas en América y una
secuencia de B. tabaci NW2 (GenBank no. JN689353) proveniente de Brasil como grupo
externo. Las secuencias se alinearon utilizando MUSCLE vy el arbol se estimo mediante
inferencia Bayesiana. Los numeros cercanos a las ramas representan las probabilidades
posteriores Bayesianas; la barra indica el namero de sustituciones por sitio. Los haplotipos
se encuentran citados segun la numeracion dada en el cuadro S3. El haplotipo identificado

en este estudio se encuentra sefialado en negrita.
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Deteccion de endosimbiontes bacterianos secundarios

El total de los 628 individuos de mosca blanca identificados se tamizaron para determinar
la presencia de endosimbiontes bacterianos secundarios. Dos productos de PCR de cada
endosimbionte fueron analizados mediante secuenciacién y se utilizaron como control
positivo durante las subsiguientes amplificaciones.

Se observo una asociacion entre la especie de mosca blanca (T. vaporariorium y B. tabaci
MED) y el género de los endosimbiontes evaluados (Arsenophonus spp., Wolbachia spp. y
Rickettsia spp.), tanto en los sitios de muestreo del afio 2015 (x?=164, gl=2, p<0.001) como
los del afio 2016 (x*=364, gl=2, p<0.001). La asociacion de B. tabaci NW y B. tabaci
MEAML1 no fue incluida en la prueba estadistica debido al escaso nimero de individuos
identificados de estas especies.

La frecuencia de Arsenophonus spp. en T. vaporariorum en los sitios de recolecta del 2015
y 2016 es de un 85 % (96 de 113 individuos) y 81.4 % (258 de 317 individuos),
respectivamente. Mientras que Rickettsia spp. se encontré en B. tabaci MED en una
frecuencia de 94.2 % (49 de 52 individuos) y 92.3 % (108 de 117 individuos). En B. tabaci
MED fue posible encontrar también Wolbachia spp., con una frecuencia de 69.2 % (36 de
52 individuos) y 76 % (89 de 117 individuos).

Las combinaciones de endosimbiontes por especie de mosca blanca identificados en los
cultivos visitados durante los afios 2015 y 2016 se observan en la fig. 3. Los resultados de
ambos muestreos son similares entre si; se encontré una mayor cantidad de endosimbiontes
en la especie B. tabaci MED en comparacion con T. vaporariorum y B. tabaci NW, siendo
la combinacion de Wolbachia spp. y Rickettsia spp. la mas frecuente en B. tabaci MED. En
los individuos de B. tabaci NW recolectados durante el afio 2015 no se detectaron
endosimbiontes, sin embargo, el analisis de los individuos de esta especie identificados
durante el 2016 muestra un 35.7 % (5 de 14 individuos) de simbiosis con Rickettsia spp.
Resultados similares se encontraron en B. tabaci MEAM1 (figura no mostrada), ya que los

dos individuos analizados presentaron simbiosis con esa misma bacteria.



l W Arsenophonus

M Rickertsia W Wolbachia []No detectado

2015

4%

15%

T. vaporariorum 81%

3.8% 1.9% 3.8%

B. tabaci MED

65.3%

B. tabaci NW

100%

2016

03% 769

0.6%

73%

50 26% 26% 79

19,7%

68.,4%

35,7%

64,3%
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Fig. 3 Frecuencia de las combinaciones de endosimbiontes Arsenophonus spp., Rickettsia

spp. Y Wolbachia spp. presentes en las especies de mosca blanca T. vaparariorum, B.tabaci
MED vy B. tabaci NW identificados en los sitios de muestreo del 2015 y 2016.
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La informacion acerca del nimero de endosimbiontes bacterianos detectados por especie, y
provincia de recolecta se resume en el Cuadro 2, en donde es posible observar que la alta
frecuencia de Arsenophonus spp. en T. vaporariorium y de Wolbachia spp. y Rickettsia
spp. en B. tabaci MED se mantiene a través de las distintas provincias donde se realiz6 el
muestreo. Arsenophonus spp. se encontré presente en la mayoria de los individuos de T.
vaporariorium analizados en Alajuela, Cartago, Heredia y San José, y represent6 un 24 %,
36 %, 11.9 %, 23 % y 2.5 % respectivamente, del total de individuos que tuvieron
endosimbiosis con esa bacteria. Arsenophonus spp. también mostré simbiosis con B. tabaci
MED, sin embargo, se encontr6 en una baja abundancia en las muestras analizadas de
Alajuela, Cartago, Heredia, Puntarenas y San José (< 1%). En estas provincias, Rickettsia
spp. predomind en los individuos de B. tabaci MED, donde constituyd un 34 %, 33.8 %,
56 %, 1 % y 4.5 % respectivamente, del total de individuos con los que presentd
endosimbiosis. De forma simultanea, Rickettsia spp. estuvo presente en individuos de T.
vaporariorium en Alajuela, Cartago, Heredia y San José (< 8 %).

La especie B. tabaci NW mostré simbiosis con Rickettsia spp. Unicamente en los individuos
muestreados en Alajuela (1 %) y Cartago (1.5 %). Llama la atencién que a los 17
individuos de la especie B. tabaci NW recolectados en Guanacaste y Puntarenas no se les
detectd ninguno de los tres endosimbiontes evaluados (Cuadro 2). Ambos sitios poseen en
comun gue tienen baja o nula abundancia de B. tabaci MED, en cambio, algunos individuos
de B. tabaci NW identificados en Alajuela y Cartago en donde hay mayor abundancia de B.
tabaci MED, poseen la presencia de Rickettsia spp., endosimbionte con alta frecuencia en
B. tabaci MED.

Por otra parte, Wolbachia spp. se detect6 en B. tabaci MED de Alajuela (43 %), Cartago
(45.3 %), Heredia (4.7 %), Puntarenas (1.6 %) y San José (3.1 %), mientras que estuvo
presente en individuos de T. vaporariorium en Alajuela y Cartago en escaza abundancia (<
2 %).
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Cuadro 2. Resumen de la abundancia de individuos de mosca blanca identificados en las

zonas productoras de tomate de Costa Rica a los que se les detectd la presencia de tres

géneros de endosimbiontes bacterianos (Arsenophonus spp., Rickettsia spp., Wolbachia

spp.). Se indica la provincia donde se recolectaron los individuos de mosca blanca.

% endosimbionte*
(nimero de individuos)

Provincia Especie de mosca blanca
(nimero de individuos) Arsenophonus spp. Rickettsia spp. Wolbachia spp.
T. vaporariorum (101) 24 (87) 4(8) 1)
Alajuela B. tabaci MED (74) 1(3) 34 (67) 43 (55)
B. tabaci NW (2) 0 1(2) 0
B. tabaci MEAML1 (2) 0 1(2) 0
T. vaporariorum (161) 36 (131) 8 (15) 2(2)
Cartago B. tabaci MED (72) 0.3 (1) 33.8 (67) 45.3 (58)
B. tabaci NW (8) 0 1.5(3) 0
Guanacaste B. tabaci NW (10) 0 0 0
Heredia T. vaporariorum (52) 11.9 (43) 5.6 (11) 0
B. tabaci MED (12) 0.6 (2) 6.1 (12) 4.7 (6)
T. vaporariorum (100) 23 (84) 0 0
Puntarenas B. tabaci MED (2) 0 1(2) 1.6 (2)
B. tabaci NW (7) 0 0 0
San José T. vaporariorum (16) 2.5(9) 0 0
B. tabaci MED (9) 0.3(1) 4.5(9) 3.1(4)
Total No. individuos 361 198 128

* Porcentaje calculado con respecto al total de individuos que presentan el endosimbionte.
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DISCUSION

En este estudio se muestrearon individuos de mosca blanca en un total de 81 plantaciones
de tomate de Costa Rica, visitadas durante los afios 2015 y 2016; la mayoria de los sitios se
ubicaron en la Region Central, donde se concentra la mayor &rea de produccion de esta
hortaliza. T. vaporariorum fue la especie que se encontré en mayor abundancia. Reportes
previos indican la presencia de esta mosca blanca en el pais, en asociacion con distintos
cultivos, sobre todo el tomate (Morales, 2006b, Guevara-Coto et al., 2011; Vargas-Asencio
et al., 2013). Estos resultados son similares a los reportados por Barboza (2017), ya que
durante los afios 2011 y 2012 se realiz6 un muestreo en cultivos de tomate y chile dulce,
donde se encontrd a T. vaporariorum como la especie predominante.

Ademas, se confirma la presencia de la especie invasiva B. tabaci MED en plantaciones de
tomate en campo, con una amplia distribucion en la Region Central. Estos resultados son
importantes de sefialar puesto que, durante el 2009, Guevara-Coto et al. (2011), reportan
por primera vez la presencia de esta especie en invernadero en la region de Alfaro Ruiz,
Zarcero. Muestreos posteriores, realizados por Barboza (2017) identifican a esta especie en
campo e invernaderos en el pais. En America, B. tabaci MED se report0 por primera vez en
el 2005 en plantas ornamentales de Estados Unidos (Dennehy et al., 2005); también se
reporté en cultivos ornamentales de Mexico (Martinez-Carrillo & Brown, 2007) y
Guatemala (Bethke, Byrne, Hodges, Mckenzie & Shatters Jr, 2009), seguido por la
deteccion de su presencia en Argentina/Uruguay en chile y melén (Grille, Gauthier,
Buenahora, Basso & Bonato, 2011), y en Brasil en chile y camote (Barbosa et al., 2015);
todos estos en condiciones de invernadero. Sin embargo, reportes recientes llaman la
atencion sobre la presencia de la especie en cultivos en campo, tales como el frijol en
Argentina (Alemandri et al., 2015) y en ornamentales de Estados Unidos (McKenzie &
Osborne, 2017), ademas de Costa Rica.

Es importante mencionar que la escasa abundancia de B. tabaci MED en algunos sitios de
recolecta del pais como en los cantones de la provincia de Puntarenas (Cuadro 1) no debe

ser tomada a la ligera, ya que una baja densidad de mosca blanca como vector viral en un
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momento dado no siempre resulta o correlaciona en una baja incidencia de las
enfermedades que trasmiten debido al periodo que tardan en manifestarse (Njoroge, Kilalo,
Miano & Mutisya, 2016). Por esta razon, las medidas de prevencion por parte de los
agricultores se deben direccionar tanto para T. vaporariorum como para B. tabaci MED,
puesto que la presencia de ambas es el escenario mas comun en los cultivos de tomate
evaluados.

Fue posible detectar B. tabaci NW (NW-xv), reportada en el pais por Gltima vez desde hace
mas de 10 afios (Morales, 2006b). Es importante sefialar que esta especie se creia ausente,
debido a la presencia de las moscas blancas invasivas B. tabaci MED y B. tabaci MEAML1.
En este trabajo se encontrd en mayor abundancia al margen de la Regién Central, en donde
el cultivo de tomate, se encuentra en menor cantidad. Lo anterior podria mostrar que esta
especie puede estar siendo desplazada por especies invasivas, sin embargo, ain es posible
encontrar la presencia de B. tabaci NW, B. tabaci MED y T. vaporariorum de forma
simpatrica en tomate. De forma similar, en Venezuela y Brasil luego de la invasion de B.
tabaci MEAM1, los especimenes de B. tabaci NW fueron hallados en cultivos de tomate
gue son manejados con un régimen de agricultura sostenible, en contraste con los cultivos
comerciales de tomate que son sometidos al uso masivo de pesticidas, en donde la especie
invasiva desplazd casi por completo a las especies nativas (Romay, Geraud-Pouey,
Chirinos & Demey, 2011; Marubayashi et al., 2013). Se podria sugerir que, en Costa Rica,
B. tabaci MED esta ocasionando un efecto equivalente, debido a que posee menor
susceptibilidad a wvarios compuestos insecticidas, como repetidas aplicaciones de
piriproxifeno o neonicotinoides (Horowitz & Ishaaya, 2014).

En contraste, B. tabaci MEAM1 se encontr6 en menor abundancia. Esta especie fue
reportada hace cinco afios ausente en areas de produccién de tomate y en baja abundancia
en chile dulce y frijol (Barboza, 2017). Reportes para América han indicado que B. tabaci
MEAML1 es la especie predominante del complejo de B. tabaci en la mayoria de las
regiones agricolas (Morales, 2006a; Marubayashi et al., 2012; McKenzie et al., 2012;
Rodriguez, Bueno, Cardona & Morales, 2012; Romay et al., 2016), aunque Alemandri et
al., 2015 reporta una frecuencia similar de B. tabaci MEAM1 que de B. tabaci NW2 en
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cultivos de frijol de Argentina. Pese a su predominancia en América, estudios en ambientes
controlados sefialan que la aplicacion de los compuestos insecticidas mas comunes, causan
una seleccion artificial de B. tabaci MED por sobre B. tabaci MEAML1 en cultivos de
tomate (Sun et al., 2013); esta podria ser una de las razones por la cual se reporta escaza
abundancia de B. tabaci MEAML en estos cultivos de Costa Rica.

T. vaporariorum, especie endémica de América al igual que B. tabaci NW, ha mostrado
tener una baja diversidad genética (Wainaina et al., 2017). Se han reportado 22 haplotipos
en América y en Costa Rica se han descrito 11 distribuidos en distintas plantaciones de
tomate y chile dulce (Vargas-Asencio et al., 2013; Barboza, 2017). De estos, solo se
encontrd el Tv-i en los sitios de muestreo del 2015 y 2016, no obstante, fue reportado en
una abundancia predominante respecto a los demas haplotipos por Barboza (2017). En
Costa Rica, se han encontrado dos haplotipos de B. tabaci MED (B. tabaci MED-i y MED-
ii) de los seis reportados para América (Barboza, 2017). Sin embargo, en este trabajo
solamente se identificé la presencia de B. tabaci MED-i, y no fue posible encontrar el
haplotipo de B. tabaci MED-ii, previamente identificado en una baja abundancia en Alfaro
Ruiz, Zarcero (Guevara-Coto et al., 2011; Barboza, 2017). EI monitoreo de los haplotipos
de especies invasivas en el pais es importante, ya que por ejemplo, de Moraes et al. (2017)
sugieren que la heterogeneidad genética de B. tabaci MED provee informacion acerca del
posible nimero de introducciones de las poblaciones de esta especie en un determinado
sitio y cultivo.

B. tabaci MEAML1, especie invasiva del continente americano al igual que B. tabaci MED,
fue encontrada en escaza abundancia como MEAM1-i. Este haplotipo es muy comdn en
América y se ha observado en cultivos de frijol en Argentina de forma simpaétrica con B.
tabaci NW2 y B. tabaci MED (Alemandri et al., 2015), de igual forma en Costa Rica con T.
vaporariorum y B. tabaci MED en tomate (Barboza, 2017), como también se observo en la
presente investigacion. En contraste con esto, el haplotipo NW-xv no ha sido descrito
previamente para América, siendo que es el Unico continente en donde se reportan
secuencias de B. tabaci NW, a excepcion de una secuencia en Sudan (Gueguen et al.,

2010). La distribucion de sus haplotipos se localiza principalmente en Estados Unidos y
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Mesoamérica (Fig. 2); en Suramérica la especie NW2 se encuentra con mayor frecuencia
que B. tabaci NW (Marubayashi et al., 2012; Alemandri et al., 2015).

Respecto al andlisis de los endosimbiontes bacterianos, se considerd la presencia de tres
endosimbiontes de mosca blanca presentes en plantaciones de tomate en las principales
regiones productoras del pais que dio como resultado una asociacion entre las especies de
endosimbiontes y la especie de mosca blanca identificada. Arsenophonus spp. se detecto en
T. vaporariorum en mas del 80 % de los individuos recolectados, mientras que otras
combinaciones de endosimbiontes se observaron en baja frecuencia (Fig 3). Estos
resultados coinciden con los de Kapantaidaki et al. (2014), que sugiere que debido a la poca
variabilidad genética de T. vaporariorum, Arsenophonus spp. se encuentra fijado casi por
completo en varias poblaciones de T. vaporariorum del mundo y describe la combinacién
con otros endosimbiontes como un evento esporadico.

En Israel, posible origen de la especie B. tabaci MED (Tsagkarakou, Tsigenopoulos,
Gorman, Lagnel & Bedford, 2007), se reporta que estos individuos poseen una
composicion endosimbiotica principalmente de Arsenophonus spp. (87.0 %) Rickettsia spp.
(74.0 %) y Wolbachia spp. (33.0 %) (Chiel et al., 2007). Sin embargo, en América Latina
estos porcentajes varian entre los distintos paises y en su mayoria Arsenophonus spp. se
encuentra ausente de B. tabaci MED (Barbosa, 2014). En Costa Rica, la presencia de
Rickettsia spp. en B. tabaci MED se encontr6 en mas del 90 % de los individuos; este
endosimbionte se caracteriza por encontrarse por lo general fuera del bacteriocito, sobre
todo en la hemolinfa (Caspi-Fluger et al., 2011), lo que le permite interactuar con la
mayoria de organos a traves de las cavidades corporales del insecto y con virus circulativos
como el TYLCV (Kliot et al., 2014). También, se ha observado que la presencia de
Rickettsia spp. en algunas poblaciones de B. tabaci MEAML incrementan el valor
adaptativo de las moscas blancas de un mismo linaje genético tanto en condiciones de
campo como de laboratorio (Himler et al., 2011). Por esta razon el estudio a mayor
profundidad de este endosimbionte en las poblaciones de B. tabaci MED puede brindar méas
informacidn sobre la ecologia de esta especie en Costa Rica. También llama la atencién que

los individuos de B. tabaci NW presentes en la region Central mostraron la presencia de



28

Rickettsia spp., en contraste con los encontrados en la region Brunca (Coto Brus,
Puntarenas) y Chorotega (Guanacaste). Este hecho podria ser reflejo de trasmision
horizontal interespecifica (Chrostek, Pelz-Stelinski, Hurst & Hughes, 2017; Li et al., 2017a;
Li et al., 2017b), ya que los individuos de la region Central se encontraron coexistiendo con
una mayor abundancia de B. tabaci MED (Cuadro 2).

La asociacion de B. tabaci MED con Wolbachia spp. también requiere atencion, puesto que
es un endosimbionte que se ha vinculado como un parasito reproductivo en ciertos insectos.
El posterior estudio acerca de su localizacion dentro del insecto puede brindar informacion
acerca de su funcion. Un ejemplo donde esto ocurre es en el caso de la chinche de cama
Cimex lectularius, en donde la densidad bacteriana de Wolbachia spp. se restringe al
bacteriocito y aunque la cepa que se estudio posee el tamafio del genoma equivalente al de
cepas parasiticas de Wolbachia spp. en otros insectos, su funcion tendia a parecerse mas a
la de un endosimbionte primario debido a su ubicacion dentro del insecto (Hosokawa,
Koga, Kikuchi, Meng & Fukatsu, 2010).

Por ultimo, es relevante mencionar que posible que los resultados obtenidos subestimen la
frecuencia de los endosimbiontes debido a la técnica utilizada para su deteccion (PCR), ya
que otras técnicas como el montaje de muestras con hibridacién fluorescente in situ (FISH,
por sus siglas en inglés) utilizando sondas con acidos nucléicos bloqueados (LNA, por sus
siglas en inglés) han mostrado ser mas sensibles en la identificacion de endosimbiontes
bacterianos (Raina, Singh, Popli, Pandey & Rajagopal, 2015). Por ende, no se puede
descartar la posibilidad de que tanto Arsenophonus spp. como Rickettsia spp. se encuentren
fijados en la poblacion de moscas blancas a la cual se asocian, a causa de falsos negativos.
Ademas, autores como Marubayashi et al. (2014) complementan ambas técnicas (PCR y
FISH) con el fin de obtener mayor informacion acerca de la localizacion y concentracion de
los endosimbiontes bacterianos, dada la importancia de esto para conocer la posible funcion
que desempefia un endosimbionte bacteriano secundario en su hospedero. Por estas

razones, se recomienda el uso de mas de una técnica para su deteccién en analisis futuros.
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CONCLUSIONES

En los cultivos de tomate del pais se encontraron cuatro especies de mosca blanca y
un solo haplotipo de cada una: T. vaporariorum (Tv-i), B. tabaci MED (MED-i), B.
tabaci NW (NW-xv) y B. tabaci MEAM1 (MEAML1-i), citadas en orden de mayor a
menor abundancia.

La identificacion de individuos de B. tabaci NW confirma que esta especie no ha
sido desplazada por completo por las especies invasivas B. tabaci MED y B. tabaci
MEAM1. Ademas, la secuenciacion de la region parcial del gen mtCOI muestra que
el haplotipo encontrado no coincide con ninguna otra secuencia reportada en
América.

Se observd asociacion entre las especies de mosca blanca y los endosimbiontes
bacterianos secundarios evaluados. Arsenophonus spp. Sse encuentra con mayor
frecuencia en T. vaporariorium y los endosimbiontes Wolbachia spp. y Rickettsia
spp. en B. tabaci MED,; relacidn que se mantiene en los distintos sitios de muestreo.
Se detectaron distintas combinaciones entre los endosimbiontes, no obstante, la
endosimbiosis maltiple més frecuente es de Wolbachia spp. y Rickettsia spp. en B.
tabaci MED.
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ANEXOS
Cuadro S1 Secuencias obtenidas de GenBank de la region mtCOIl de B. tabaci NW
correspondientes a Ameérica que fueron consideradas para este estudio y su respectivo
haplotipo. El haplotipo nombrado como NW-xv pertenece a la secuencia identificada en

este estudio.

Especie-haplotipo No. de accesién

(nimero de secuencias) de GenBank Pais Referencia

NW-i (1) AF342770 Honduras Brown & Idris 2005
NW-i (1) AY057129 Guatemala Brown (sin publicar)
NW-i (2) AY057131, AY057132 Guatemala Brown, 2001

NW-ii (1) AF342771 Guatemala Brown, 2001
NW-iii (1) AY057126 México Brown (sin publicar)
NW-iv (1) AY057128 El Salvador Brown (sin publicar)
NW-v (1) AY057130 Guatemala Brown, 2001

NW-vi (1) AY057133 Honduras Brown (sin publicar)
NW-vii (1) AY057134 Puerto Rico Brown (sin publicar)
NW-viii (1) AY521259 Estados Unidos Thao et al. 2004
NW-viii (2) DQ133371, DQ133376 Estados Unidos Brown, 2005
NW-viii (1) DQ174542 Estados Unidos Hsieh et al. 2006
NW-ix (1) DQ130053 Belice Brown & Idris 2005
NW-ix (1) FN821786 Guadalupe Mufiiz et al.

NW-x (1) DQ130058 México Brown & Idris 2005
NW-xi (1) DQ130059 México Brown & Idris 2005
NW-xii (1) DQ130060 Panama Brown & Idris 2005
NW-xiii (1) DQ130061 Panama Brown & Idris 2005
NW-xiv (1) EU427729 México Shatters et al. 2009
NW-xv (7) MH510178 Costa Rica Este estudio
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Cuadro S2 Perfiles térmicos para la amplificacion del gen 23S ADNr de Arsenophonus spp.

y 16S ADNTr de Wolbachia spp., Hamiltonella spp. y Rickettsia spp.

Iniciador Perfil térmico*

Nombre Secuencia (5" —3") Ciclos
Ars 23S-1 CGTTTGATGAATTCATAGTCAAA 94°C 55°C 70°C 30
Ars 23S-2 GGTCCTCCAGTTAGTGTTACCCAAC (305) (2 min) (5 min)

Wol 16S-F CGGGGGAAAAATTTATTGCT 94°C 50°C 72°C 30
Wol 16S-R  AGCTGTAATACAGAAAGTAAA (30 5) (30s) (45's)
Hb-F TGAGTAAAGTCTGGAATCTGG 94°C 58°C 74°C 30
Hb-R AGTTCAAGACCGCAACCTC (1 min) (1 min) (1 min)
Rb-F GCTCAGAACGAACGCTATC 92 °C 58 72°C 30
Rb-R GAAGGAAAGCATCTCTGC (305) (30s) (305)

* Thao & Baumann, 2004; Heddi et al., 1999; Zchori-Fein & Brown, 2002; Gottlieb, 2006.



