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Xii
RESUMEN

Solérzano Morales, Antony

Deteccién de geminivirus y crinivirus en almacigos de tomate (Lycopersicon esculentum
Mill.) y chile dulce (Capsicum annuum L..), durante el periodo critico del desarrollo

Tesis de Licenciatura en Biologia con énfasis en Genética y Biotecnologia.

Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica. San José.

Serealizé la deteccion de begomovirus y crinivirus en tres viveros dedicados al desarrollo y
venta de almécigo de tomate y chile dulce, asi como en malezas asociadas, en la provincia
de Cartago. Se recolectaron 30 muestras por cada ambiente protegido, 15 de ellas fueron
tratadas con insecticida, mientras que ala otra mitad no se le aplico ningun tratamiento. El
ensayo se repitié de manera sistematica en los tres invernaderos y para ambos cultivos. El
muestreo de malezas se efectud en dos épocas (lluviosa y seca), se recolectaron alrededor
de 10 muestras por cada invernadero y época. El material vegeta fue andizado para
begomovirus mediante hibridacion molecular (dot blot), los resultados fueron confirmados
utilizando la amplificacion por € circulo rodante (RCA) y reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Los productos de PCR fueron analizados por secuenciacion parcial. Se
realizo la identificacion del crinivirus Tomato chlorosis virus (ToCV) mediante la técnica
del gRT-PCR. Se identificaron seis muestras positivas para begomovirus en malezas, éstas
se identificaron taxondmicamente como Brassica sp. (Brassicaceae), Phaseolus sp.
(Fabaceae) (3 muestras), Solanum quitoense (Solanaceae), y Phytolacca icosandra
(Phytolacaceae), la ultima posee una infeccion mixta. Se diagnosticaron 17 muestras de
tomate infectadas con el ToCV y cinco de malezas, identificadas como Ruta chalepensis
(Rutaceae), Phytolacca icosandra (Phytolacaceae), Plantago major (Plantaginaceae),
Brassica sp. (Brassicaceae) (dos muestras), y en una Unica planta de Cucurbita moschata
(Cucurbitaceae) que se encontraba creciendo cerca de estas malezas. Dos estaban
coinfectadas con begomovirus. Los resultados corroboran que € ToCV es un virus
emergente y que podria incrementar su incidencia para Costa Rica. Los datos obtenidos
permiten afirmar que las malezas asociadas a los cultivos, podrian ser hospederos aternos
de sus vectores e importantes fuentes de indculo de begomovirus y crinivirus.

Palabras clave: begomovirus, crinivirus, amacigos tomate, almécigos chile dulce,
malezas.
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|. ESTADO ACTUAL DEL CONOCIMIENTO

I nfeccion causada por virusen plantas

Los virus de plantas son agentes infecciosos que realizan su propia replicacion Unicamente
dentro de una célula hospedante, secuestrando la maquinaria celular (Hull 2002, Nelson y
Citovsky 2005, Wintermantel et al. 2005, Chen et al. 2010). Existe una gran cantidad de
estos fitopatdgenos que causan numerosos dafios en cultivos, de los cuales el 90% poseen
genomas de &cido ribonucleico - ARN, mientras que € 10% restante tienen genomas de
acido desoxirribonucleico - ADN (Perea-Araujo 2006). Los écidos nucleicos normalmente
estan encapsidados en una capa proteica o de lipoproteinas y no forman una estructura
celular (Agrios 2005).

En cualquier sistema de produccién, las enfermedades ocasionadas por |os agentes virales
son las de mayor impacto econdémico, pues disminuyen la calidad y los rendimientos en los
cultivos y son dificiles de controlar (Perea-Araujo 2006). Laincidenciay severidad de este
tipo de patologia varia segun las interrelaciones del complejo constituido por el hospedero,

patégeno, vector, ambiente y tiempo (Agrios 2005).

Virus que afectan al tomatey chile dulce

Geminivirus

Son virus de plantas de la familia Geminiviridae. La organizacion del genoma y las
propiedades bioldgicas (ambito de hospederos e insecto vector), permiten dividirlos en
cuatro géneros. Mastrevirus, Topocuvirus, Curtovirus y Begomovirus (Hull 2002, Fauquet
et al. 2008). Este ultimo, incluye la mayor parte de geminivirus descritos (Briddon et al.
2008), de los cudes el Bean golden mosaic virus (BGMV) es la especie tipo. Son
transmitidos de manera circulativa y persistente por Bemisia tabaci Gennadius (Polston y

Anderson 1997), Unicamente a plantas dicotiledoneas (Nawaz-ul-Rehman y Fauquet 2009).
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Es uno de los grupos mas importantes de patégenos que ocasionan pérdidas significativas
en cultivos en agro-ecosistemas tropicales y subtropicales a nivel mundial (Rojas y
Gilbertson 2008, Faria 'y Nava 2009, Lett et al. 2009). Actuamente, América Latina es la
region mas afectada en términos del nimero total de begomovirus transmitidos, cultivos
afectados, pérdidas en rendimiento y el area agricola devastada (Cuellar y Morales 2006).
Millones de hectareas de tierra apta para la agricultura en 20 paises sufren el ataque de més

de 30 begomovirus (Morales y Anderson 2001).

Poseen € genoma bipartito (dos moléculas de ADN monocatenario y circular: ADN-A y
ADN-B) (Fig. 1), con agunas excepciones (por gemplo, Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV), Cotton leaf curl virus (CLCuV) y Tomato leaf curl virus (TOLCV)) para los
cuales e ADN-B no ha sido encontrado (Davino et al. 2009). Estas dos moléculas tienen
unos 2.800 nucledtidos, dentro de particulas virales geminadas, compuestas por dos
icosaedros (Moriones y Navas-Castillo 2008) y se multiplican en € nucleo de las células
vegetales por € mecanismo de “circulo rodante” (Stenger et al. 1990). Poseen una
organizacion comun con cuatro genes en e ADN-A Ilamados rep o AC1 (codifica una
proteina relacionada con la replicacién), trap o AC2 (vinculado con la activacion de la
transcripcion), ren o AC3 (incrementa la eficiencia de replicacion), AC4 (funcidn
desconocida) y cp o AV1 (proteina de cubierta). Dos genes en e ADN-B Ilamados mp o
BC1 (relacionado con el movimiento del virus célula a céluld) y nsp o BV1 (movimiento

fuerade nucleo) (Lazarowitz 1992, Gutiérrez et al. 2004) (Fig. 1).

Las secuencias de ambos componentes (A y B) son diferentes, excepto por una banda
intergénica conservada de aproximadamente 200 pares de bases [lamada regiéon comin
(RC). Es relativamente idéntica (similitud mayor al 90%) en ambos componentes de ADN
aislados de la misma especie (Lazarowitz 1992), sin embargo, es completamente desigual
en razas diferentes, excepto por unos nucledtidos conservados (5 -TAATATT*AC-3')
donde se locdiza €l sitio de corte (*) para € inicio de la replicacion del ADN vira
(Hanley-Bowdoin et al. 2000) y lacgja TATA (Lazarowitz 1992) (Fig. 1).
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Figural. Esquema delaorganizacién del genoma bipartita de Begomovirus. Seindicalaregién comin (CR).
Las flechas indican la localizacion de los genes, su nomenclatura y direccion de transcripcion: sentido
manecillas del reloj = vira y sentido inverso manecillas del reloj = complementario (Tomado de Gutiérrez et
al. 2004).

En Centroamérica, el Caribe, México y Estados Unidos, numerosos begomovirus han
emergido durante los Ultimos 30 afios, ocasionando pérdidas econdmicas en cultivos de
importancia, como € frijol (Phaseolus vulgaris), tomate (L. esculentum), chile dulce (C.
annuum), calabaza (Cucurbita pepo) y okra (Abelmoschus esculentus) (Ala-Poikela et al.
2005, De La Torre-Almaraz et al. 2006, Martinez et al. 2009, Nawaz-ul-Rehman y Fauquet
2009). En Costa Rica se ha informado de la presencia del Pepper golden mosaic virus
(PepGMV), Sda golden mosaic Costa Rica virus (SSGMV) y Snaloa tomato leaf curl virus
(STLCV) infectando a tomate, y e Pepper golden mosaic virus (PepGMV) afectando al
chiledulce (Rojas et al. 2005, Moriones y Navas-Castillo 2008).

Crinivirus

El Tomato chlorosis virus (ToCV) (Closteroviridae) (Hull 2002), posee particulas
flexuosas con 800-850 nm de longitud (Liu et al. 2000), genoma bipartito (8.595 + 8,247
kb) de ARN monocatenario con sentido positivo (Wintermantel et al. 2005) y es
transmitido de manera semipersistente por B. tabaci (Gennadius), Trialeurodes
vaporariorum (Westwood) y T. abutilonea (Haldeman) (Wisler et al. 1999).
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En e ARN1y el ARN2 se localizan bloques o encuadres abiertos de lectura (ORFS) de
genes atamente conservados, con diferentes estrategias de expresion (Martelli et al. 2002).
El ToCV, presenta en e ARNL1 cuatro ORFs, incluyendo los genes implicados en la
replicacion, que codifican para una proteasa (P), la helicasa (HEL), la metiltransferasa
(MT) y lareplicasa vira (RdRp), ademas de una proteina de funcion desconocida (p22)
(Wintermantel et al. 2005; Lozano et al. 2007) (Fig. 2). El ARN2 esta compuesto de nueve
ORFs y contine principamente los genes que codifican una proteina homaéloga de choque
térmico (HSP70h) y dos involucradas en la encapsidaciéon del ARN viral, referidas como la
de capside (CP) y la de capside menor (CPm) (Wintermantel et al. 2005; Lozano et al.
2006) (Fig. 3).

ORFia ORFib  ORF2 ORF3

5‘—| Pro MT Hel }l e ] v ]

Figura 2. Esquema de la organizacion del genoma ARN1 de un aislado espafiol AT80/99 del crinivirus ToCV
(Tomado de Lozano et al. 2007).

ORF1 ORF2 ORF3 ORF4 ORF5 ORF6 ORF7 ORF8 ORF9

B | Hsp70h [¢2] —Icr
CI—

Figura 3. Esquema de la organizacion del genoma ARN2 de un aislado espafiol AT80/99 del crinivirus ToCV
(Tomado de Lozano et al. 2006).

El ToCV, muestra una sintomatologia en e cultivo de tomate caracterizada por un
amarillamiento internervial o clorosis en la zona baja e intermedia de la planta, y en
algunos casos con desarrollo de manchas color parpura, rojizas o necréticas; también se
puede observar un enrollamiento de las hojas basales que se tornan quebradizas. (Navas-
Cadtillo et al. 2000, Lozano et al. 2006, Wintermantel y Wisler 2006). El principa

inconveniente que presenta el diagndstico visual de los crinivirus es precisamente gue sus
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sintomas pueden ser confundidos con desordenes fisioldgicos o nutricionales (Lozano et al.
2006).

Existe poca informacion sobre pérdidas en cosechas debidas al ToCV, sin embargo se han
reportado detrimentos en el rendimiento debido a un crecimiento reducido, maduracion
tardiay menor cantidad de los frutos (Navas-Castillo et al. 2000, Garcia-Cano et al. 2010).
Hanafi (2002) comunico que € ToCV ha causado dafios significativos en invernaderos de
tomate. La severidad de los sintomas y €l deterioro varia segin e cultivo (OEPP/EPPO
2005). Ha demostrado ser un virus emergente, pues se ha identificado en varios paises de
Africa, Asia, Europa, América y el Caribe (Cuadro 1) e infecta 27 especies de plantas
(principamente a tomate) distribuidas en 8 familias (Cuadro 2), incluyendo cultivos,
ornamentales y malezas (OEPP/EPPO 2005, Morris et al. 2006, Wintermantel y Wisler
2006, Trenado et al. 2007).

Cuadro 1. Distribucion espacial del ToCV anivel mundial.

Pais Referencia
Estados Unidos Simone et al. 1996
Espafia Navas-Cadtillo et al. 2000
Portugal Louro et al. 2000
Suréfrica Widler y Cortez 2001
Puerto Rico Wintermantel et al. 2001
ltaia Accotto et al. 2001
Grecia Dovaset al. 2002
Isragl Segev et al. 2004
Chipre Papayiannis et al. 2004
Taiwan Tsa et al. 2004
Francia Damon et al. 2005
Isla Réunion Delatte et al. 2005
Libano Abou-Jawdah et al. 2006
México Alvarez-Ruiz et al. 2007
Turguia Cevik y Erais 2008
Isla Mayotte Masse et al. 2008
Cuba Martinez-Zubiaur et al. 2008
Brasil Barbosa et al. 2008
CostaRica Castro et al. 2009
Hungria Beseet al. 2011
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Cuadro 2. Familias y especies que acttan como hospedantes de ToCV.

Familia Especies

Aizoacea Tetragonia expanda Murr.

Amaranthaceae Gomphrena globosa L.

Apocynaceae Vincaroseal.
Beta macrocarpa Guss., Chenopodium capitatum (L.) Asch., C. Murale
L., Spinacia oleracea L.
Callistephus chinensis (L.) Nees, Calendula officinalis L., Zinnia elegans
Jacq
Plumbaginaceae Limonium latifolium (J. E. Sm.) Kuntze.
Cyphomandra betacea (Cav.) Sendt., Lycopersicon esculentum Mill.,
Nicotiana benthamiana Domin, N. clevelandii Gray, N. edwardsoni
Christie & D. W. Hall, N. glutinosa L., N. megalosiphon Huerch &
Muell., N. tabacum L., Petunia hybrida Vilm., Physalis alkekengi L., P.
ixocarpa Brot., P. wrightii Gray., P. peruviana, SolanumnigrumL., S
acaule Bitter.
Umbelliferae  Anthriscus cereifolium

Chenopodiaceae

Compositae

Solanaceae

Crecimiento delos cultivos detomatey chile dulce

El desarrollo de plantas se presenta como un fendmeno discontinuo, se compone de
diferentes fenofases caracterizadas por un patréon de organogénesis y por una sensibilidad
especifica a factores ambientales. Al reemplazarse unafase por otra, se genera un estado de

transicion denominado periodo critico (Amzallag 2004).

El tomate (Lycopersicon esculentum), en los primeros 15-30 dias alcanza su méxima tasa
de crecimiento y se presenta una disminucion en las dos semanas siguientes (CATIE 1990).
Esta se debe a estrés por la adaptacion posterior a transplante y a que a extraer del
semillero se rompen algunas raices, 1o cual origina un aumento de la respiracion y que los
factores de desarrollo sean empleados principalmente en la restitucion de estos 6rganos
(Geraud et al. 1995). Ademés se reduce la absorcién de agua, 1o cual se traduce en
descenso de la tasa de desarrollo (Taiz y Zeiger 2006). El arrime de tierray fertilizacion se
da entre los 45-60 dias, y es cuando la planta se hace nuevamente eficiente (CATIE 1990).
Después de los 60 dias, € crecimiento disminuye y se estabiliza al completarse la fase

juvenil o vegetativaeiniciar lareproductiva (Rojas y Castillo 2007).
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El chile dulce (Capsicum annuum), posee un periodo de preemergenciaentrelos 8y 12 dias
(més corto a temperaturas mayores) durante € cua surge primero una peguefia raiz
pivotante (radicula) y poco después, un par de hojas alargadas (cotiledonares) (CATIE
1993). A partir de este momento se evidencia un crecimiento lento de la parte aérea,
mientras se sigue incrementando el sistema radical, por lo cua es de vital importancia la
proteccién, pues destina sus recursos al establecimiento. La raiz crece continuamente y su
proliferacion depende de la disponibilidad de agua y nutrimentos del suelo (Taiz y Zeiger
2006). Hacia € fina de la etapa de plantula, la tasa de desarrollo empieza a disminuir
(CATIE 1993), sin embargo continua € aumento del follgje, invirtiendo su energia para

ampliar el areafotosintética en preparacion hacia lafase reproductiva (Jiménez et al. 2007).

Importancia de los cultivos en estudio

L. esculentum es uno de | os vegetal es de mayor importancia econdmica en el mundo por ser
parte de la canasta bésica familiar en la mayoria de paises. Esto se evidencia en un
incremento del 3.5 % en la produccion mundial entre los afios 2000 y 2005, para un total de
4.599.000 hectéreas cosechadas (Martinez et al. 2008). En América Latina, constituye el
8.83% del area cultivada (Puertas et al. 2003) y en Centroamérica, representa una de las
hortalizas primordiales (CATIE 1990). En Costa Rica, |os rendimientos durante e afio 2009
fueron de 50 000 toneladas |o que generd un ingreso de ¢10,000.000.000 (diez mil millones
de colones) (MAG 2010) y se estima que se cultivan alrededor de unas 870 hectareas al afio
(Rojasy Castillo 2007).

En nuestro pais es una de las hortalizas de fruto de mayor consumo, no solo fresco, sino
también como producto elaborado (Rojas y Castillo 2007). Es fuente de vitaminas,
minerales, fibray antioxidantes (Carrari y Fernie 2006) y tiene importantes aplicaciones en

medicina estimula el aparato digestivo, es desinfectante y antiescorbutico (Rojas 2004).

C. annuum, es la especie de chile més importante a nivel econémico mundial y se cultivaen
la mayoria de los paises tropicales y subtropicales (Jiménez et al. 2007). Los frutos son

consumidos frescos o procesados como condimento, brindando vitaminas y minerales para

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

el consumo humano (Saborio 1994). Similar al tomate, e chile dulce es una actividad que
demanda mucha mano de obra durante la cosecha y venta, |0 que genera oportunidades de
empleo (Rojas y Castillo 2007). En nuestro pais, existen condiciones agrocliméticas
apropiadas para su cultivo y posterior comercio (Azofeifa y Moreira 2005). A nivel
nacional no existe informacién actualizada y precisa sobre las &reas de siembra (Jiménez et
al. 2007), sin embargo para la region centra oriental (que incluye Cartago) se generaron
ingresos de ¢17.920.000 (diecisiete millones novecientos veinte mil colones) por hectarea
parael 2010 (MAG 2010).

Efecto de la infeccion viral dentro del periodo critico de desarrollo de los cultivos de
tomatey chile dulce

Acuna (1993) e Hilje (2001), describen el periodo critico de susceptibilidad de las plantas a
los virus, como €l tiempo en & cual la infeccion provoca mayores pérdidas sobre €l
rendimiento y produccion del cultivo. Este se establece como los primeros 50-60 dias desde
la emergencia, lo cual estérelacionado con € desarrollo inicial de los cultivos de tomate y

chile dulce.

La infeccion por virus ha afectado € cultivo del tomate en todo e mundo, en
Centroamérica, México y e Caribe ha sido necesario buscar nuevas &eas para su
produccién y establecer medidas legales, como la veda, en e caso de la Republica
Dominicana (Bonilla 1995). Un gjemplo importante de este problema o comunican Rosset
et al. (1987) en Bonilla (1995), donde un geminivirus redujo hasta en un 100% los
rendimientos en tomate, cuando se infectaba en las primeras semanas, pero si lainoculacion
ocurria en el estado de floracion y formacion de frutos, la enfermedad era menos severa 'y

disminuia el rendimiento en un 40%.

Se ha determinado que cuando la infeccion es temprana durante € desarrollo, las plantas
presentan un tamafio més reducido, baja produccion y calidad (Rubio et al. 2002, Martinez
et al. 2008, Lett et al. 2009) e inclusive pueden impedir la formacion de flores y frutos
(Moffat 1999). Puertas et al. (2003), quienes evaluaron e comportamiento de las plantas
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ante la infeccién causada por geminivirus, determinaron que en € periodo de cinco
semanas después de la etapa de germinacion la enfermedad viral afecta seriamente los
rendimientos de L. esculentum. Por su parte, Lopez-Martinez et al. (2004), a estimar €
efecto de inocular en diferentes fases fenoldgicas de C. annumm, encontraron una mayor
severidad de los sintomas al poseer de 4 a 8 hojas verdaderas. Resultados similares fueron
obtenidos de Marcenaro y Rayo (2002), pues a inicio de la floracién y fructificacion de
tomate, se poseia un 60% de severidad de la enfermedad, al inocularse alos 28 dias después
de la siembra (DDS) y un 40% de severidad a contagiarse a los 35 DDS. Mas
recientemente, Levi y Lapidot (2008), comprobaron que la edad de la planta de esta especie
tiene un efecto significativo en la resistencia a Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) y
gue s la transmisiéon se da a los 14 dias después de la germinacion las pérdidas en
produccién alcanzan valores del 50% a 100%.

1. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La agricultura en Costa Rica representa una actividad esencia principalmente en el cultivo
de hortalizas, granos y oleaginosas. Sin embargo, uno de los factores que han limitado su
produccion son las enfermedades provocadas por virus, las cuales se presentan con mayor
frecuencia y severidad cada vez. El tomate y chile dulce son de ato vaor para los
consumidores y agricultores de nuestro pais, que en su mayoria corresponden a pequefios y
de escasos recursos econdémicos. Estos frutos también son exportados, sin embargo cada dia
el mercado internacional se vuelve mas exigente con e manegjo y control de las plagas
(Badii y Abreu 2006), asi como con la cantidad de residuos de plaguicidas existentes en los

productos de consumo humano.

Es primordial una deteccion temprana, por las consecuencias generadas de una infeccion
viral dentro del periodo critico de susceptibilidad. Es preciso conocer, si los cultivos se
infectan con virus durante su estancia en € almacigo, mediante el diagnostico molecular
con adta especificidad y sensibilidad, pues son Utiles para determinar infecciones

presintométicas e identificar enfermedades (Fariay Nava 2009).
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Segun Castle et al. (2009), en € desarrollo de la enfermedad intervienen varios factores,
entre elos los vectores, virus y cultivos. Dichos agentes forman relaciones complejas,
dinamicas y cambiantes (Zufiga y Ramirez 2003), lo cua dificulta controlar la
diseminacion. Otro factor podrian ser las malezas u hospederos alternos que crecen dentro
del érea de siembra y en sus alrededores, a funcionar como fuentes de indculo primario y
difusion de los virus (Apablaza et al. 2003, Ormefio y Sepulveda 2005, Wintermantel y
Widler 2006). Duffus (1971), sefida que éstas pueden cumplir tres papeles

epidemioldgicos: servir como reservorio viral, de vectores, o de ambos alavez.

En el control de las enfermedades virales es importante la vigilancia de las autoridades, €l
cuidado y la cooperaciéon entre los agricultores, afio con afio. Al conocer los dafios
econdmicos originados por la utilizaciéon de plantas de viveros y bancos de yemas de mala
calidad (en otros cultivos), tanto en distintos paises como en € nuestro, surgieron
disposiciones fitosanitarias dirigidas a congtituir los procedimientos técnicos de
observancia obligatoria para los productores de amacigos y para €l control de la calidad de
sus productos, que corresponden a “Reglamento de Viveros, Almécigos, Semilleros y
Bancos de Yemas’ mediante €l decreto N° 33927-MAG, publicado en € diario oficia La
Gaceta N° 208 del 30 de octubre 2007.

El mismo establece que € Servicio Fitosanitario del Estado debe diagnosticar |a presencia
de enfermedades, siendo necesario una tipificacion de la plaga. Es esencial detectar de
manera rapida, precisa y temprana el o los virus que infectan un cultivo particular. Esta
identificacion no se puede redlizar solamente a partir de observaciones de plantas
sintométicas, también se requiere del andlisis molecular en € laboratorio. El conocimiento

generado contribuira a disefio de estrategias de mangjo del cultivo y delaplaga
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I11. OBJETIVO GENERAL

Diagnosticar la presencia de Begomovirus en chile dulce, tomate y malezas, asi
como del Tomato chlorosis virus (ToCV) en los dos ultimos, en amécigos durante €l

periodo critico, en Cartago.

1V. OBJETIVOS ESPECiFICOS

Detectar begomovirus en tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) y chile dulce
(Capsicum annuum L.) durante el periodo critico del desarrollo de estos cultivos.
Detectar begomovirus en malezas asociadas a los amécigos en estudio.

Identificar €l crinivirus TOCV durante el periodo critico del desarrollo de tomate
(Lycopersicom esculentum Mill.).

Identificar €l crinivirus TOCV en malezas asociadas alos almécigos en estudio.
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V.MATERIALESY METODOS

A. Estrategia M etodol 6gica

Se recolectaron plantulas en tres viveros dedicados a desarrollo y venta de almécigo de
tomate y chile dulce, situados en tres distintas zonas geogréficas de Cartago (1361 msnm,
1609 msnm y 1281 msnm), respectivamente (Fig. 4). Cada plantula permanece en los
viveros de 35-45 dias hasta alcanzar un tamafo especifico parala venta, durante |os cuales
se les aplica una serie de tratamientos quimicos para eliminar plagas y fertilizar la planta

(com. pers. técnicos e ingenieros del MAG).

Altitud m.s.n.m.

100 - 899
B 900 - 1499
B 1500 - 2099
B 2100 - 2699
B 2700 - 3700

o X 1] 80 120 15 Kidmeiros

Figura 4. Mapa de Cartago, Costa Rica. Se resaltan en negro la localizacion de los tres invernaderos de
amécigos de tomate y chile dulce.

Se seleccionaron 15 plantulas a azar de una bandga con 96, a la cua se le aplico
tratamiento quimico (insecticida: imidacloprid (Confidor; Bayer CropScience).) y otras 15
de unabandeja sin éste. Lo anterior se realizé para dos diferentes cultivos, a saber, tomate y

chile dulce, en cada uno de los 3 ambientes protegidos. Ademés se realizaron muestreos en
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dos diferentes épocas (lluviosa y seca), de las malezas u hospederos alternos de los virus.
En una primera estacion lluviosa (setiembre 2008) se recol ectaron alrededor de 10 muestras
vegetales que se encontraban en los alrededores de cada invernadero con posibles sintomas
para begomovirus/crinivirus y/o presencia de moscas blancas. En enero 2009 se repitio el
procedimiento anterior. ElI taxbnomo, Dr. rer. nat. Carlos Morales O., identificd la especie 0

género de cada planta.

En total fueron etiquetadas y analizadas 258 gemplares de tejido foliar. Cada vivero fue
georeferenciado utilizando un "Sistema de Posicionamiento Geogréfico" (GPS por sus
siglas en inglés). Se determinaron los porcentgjes de plantas infectadas y no infectadas por

cada almacigal, cultivo y/o maleza.

Las muestras se analizaron en €l Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas 'y Virus, del
Centro de Investigacion de Biologia Celular y Molecular (CIBCM) de la Universidad de
Costa Rica, donde se redlizo la extraccion de los acidos nucleicos (ADN 6 ARN). La
deteccion de Begomovirus se llevd a cabo inicialmente por hibridacion molecular. Los
resultados positivos se confirmaron mediante amplificacién por circulo rodante (RCA por
sus siglas en inglés) del ADN viral y Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus
siglas en inglés). Ademés se realizo unaidentificacion preliminar de las especies virales por
secuenciacion parcia. La identificacion de crinivirus se realizd de manera directa mediante

la Retrotranscripcién en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (QRT-PCR) en tiempo real.

B. Muestras vegetales

Consistieron en circulos de hojas jovenes, cortados con un sacabocados de 7.0 mm de
didmetro. Este se almaceno en un tubo de pléstico de 15ml (Falcon® Becton Dickinson,
NJ, EUA), los cuales contenian silica gel en forma de perlas (Merck, cat. 7735) para

absorber la humedad. Cada muestra fue etiquetada y a macenada a temperatura ambiente.
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C. Liofilizacién del tegjido vegetal

Las muestras se sometieron a condiciones de bgjas temperaturas de -50 °C y vacio de 50
pascales por 48 horas en un liofilizador Labconco, serie 66131, distribuido por Labconco

Corporation, Kansas City, Missouri.

D. Deteccion de Begomovirus

D.1. Extraccion de acidos nucleicos totales (ANt)

Se llevo a cabo siguiendo e méodo de Dellaporta et al. (1983), con agunas

modificaciones:

Se maceraron aproximadamente 15 mg de tegjido foliar liofizado en un tubo para
microcentrifuga de 1.5 ml, con 0.5 ml de solucién amortiguadora (TrissHCl 100 mM de
pH: 8.0, EDTA 50 mM pH: 8.0, NaCl 100 mM y B-Mercaptoetanol 10 mM). Se agregaron
33 m de SDS d 20% y se incubd por 10 minutos a 65 °C. Se agregaron 160 nmi de acetato
de potasio 5M vy agitd en vortex por 5 minutos. Después de centrifugar a 10,000 rpm por 5
minutos, se transfiri6 €& sobrenadante a un nuevo tubo para microcentrifuga y
posteriormente se le agregaron 500 mi de PCI (fenol: cloroformo: alcohol isoamilico,
25:24:1) y agit6 en e vortex 5 minutos. Luego se centrifugd a 10,000 rpm por 5 minutos.
Se transfirieron 450 m del sobrenadante a un nuevo tubo y adicioné 1 volumen de
isopropanol, y luego se agitdé suavemente. Después se centrifugd a 12,000 rpm por 10
minutos. Se elimind el sobrenadante y € precipitado se lavé dos veces con 500 m de
alcohol a 70 %. Se resuspendio en 50 m de agua bidestilada estéril y se guardd a -20°C,

hasta que se utilizo paralas hibridaciones y las PCR.

D.2. Cuantificacion de los ANt

Para cuantificar la concentracion y pureza de los ANt extraidos, se midio la absorbancia

utilizando espectrofotometria de luz UV (ultravioleta) a 260/280 nm. Se utilizdé un
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espectrofotometro Unicam UV-Visible (Thermo Spectronic Helios y spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific, Inc)). Las lecturas se realizaron con 2 ul de cada muestra
diluidas en 498 pl de agua bidestilada para tener una concentracion 1:250 v/v de muestra.
Asimismo se visualizaron en geles horizontales de agarosaa 1% (TAE 1X, 100 Voltios por

40 minutos), tefiidos con bromuro de etidio (0.5 pg/ml).

D.3. Hibridacion molecular

Se utiliz6 € sistema de hibridacion no radiactivo Alk Phos Direct™ (Amersham
Pharmacial Biotech Labelling, Pisscataway, NJ), que utiliza la enzima fosfatasa alcalina
para marcar e ADN sonda (100ng de ADN total de fragmentos de PCR) directamente en
aproximadamente 45 minutos (Potter et al. 2003). La visualizacién de las muestras
positivas se hizo en membranas de nylon anfotéricas (Biodyne A, Pall-Gelman Ann Arbor,
MI).

La sonda general utilizada para la identificacion inicial de geminivirus, se hibrida en
condiciones de bagja astringencia (permite & 25% de apareamientos erroneos) con
secuencias altamente conservadas en €l extremo 3' del gen de la proteina de cubierta de
BGYMV-GT. Esta se preparé a partir de productos de PCR (400pb: pares de bases)
obtenidos con los iniciadores especificos (Potter et al. 2003) (Cuadro 3, Fig. 5) y marcados
con la enzima fosfatasa alcalina. La sonda marcada se puso en contacto con las muestras de
ADN que se fijaron con luz ultravioleta en la membrana. Se realizaron dos lavados

poshibridacion.

Para la deteccion final se utilizd e reactivo CDP-star ™ que es el sustrato de fosfatasa
alcalina. Esta reaccion tiene una rapida produccién de luz en corto tiempo, la cua se
detect6 por autoradiografia. La especificidad y sensibilidad de las sondas fueron probadas
por su habilidad de hibridar sdlo con su respectivo ADN blanco a diferentes

concentraciones (1 ng, 10 pg y 100 pg).
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Como control cruzado, los ANt de los cultivos en estudio y de las malezas, se enviaron a
analizar por hibridacion radioactiva (marcaje con P*) a Departamento de Patologia
Molecular de Plantas de la Universidad de Davis, California, USA. En este sistema se
utilizé6 una mezcla de clones completos del ADN-A de los virus TYLCV, BGYMV,
CuLCrV, PHYVVA y ToMoV. Esta sonda se marcé con [a*?P]-dCTP por “nick-
tranglation” (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). La hibridacion se llevo a cabo a baja
astringencia (37°C) segun Gilbertson et al. (1991).

D.4. Amplificacion por RCA del ADN viral

Las muestras positivas por hibridacion fueron confirmadas utilizando € RCA (TempliPhi
DNA Sequencing Template Amplification Kit (Amersham Biosciences, USA)) siguiendo
las instrucciones de la casa comercial. Este procedimiento emplea la polimerasa del
bacteriéfago Phi29 y cebadores a azar para la amplificacion de moléculas de ADN
circulares (Haible et al. 2006).

D.5. Confirmacion por PCR del ADN viral
Se utilizaron iniciadores generales que reconocen las secuencias geminivirales presentadas

en e cuadro 3, para e componente A (Rojas et al. 1993, Wyatt y Brown 1996) y para €
componente B (Rojas et al. 1993).
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Cuadro 3. Secuencias de nucledtidos de los iniciadores utilizados para deteccién de geminivirus. D=A,G,T;
H=T,A,C, K=G,T; M=A,C; N=A,C,G,T; R=A,G; Y=C,T; W=A,T. La nomenclatura de los iniciadores
generales es codificada de la siguiente forma P (Iniciadores); BL y CR (encuadres abiertos de lectura); ¢
(sentido complementario); v (sentido viral); €l nimero (nucledtido a que se une € iniciador) y la secuencia
subrayada es la que reconoce la enzima de restriccién Pst1. La nomenclatura de los iniciadores especificos. P
(Iniciador), BGGT (Virus dd mosaico dorado amarillo del frijol aislado de Guatemala), v (sentido viral), ¢
(sentido complementario) y el nimero (nucledtido al que se une €l iniciador).

Iniciadores Secuencias Regién amplificada

PBGGTv647 STATGTGTATATCCGATGTCACACGTGGS Extremo 3' del gen de

PBGGTcl048 5 CGAATTTTCAATGTCGCATATACAGGG3S proteina cubierta ADN-A

PAR1c715 S GATTTCTGCAGTTDATRTTYTCRTCCATCCAZ Parte superior

PAL1v1978 5 GCATCTGCAGGCCCACATYGTCTTYCCNGT3 del ADN-A (Top-A)

PAV494 5 GCCYATRTAYACRAAGCCMAGSZ Ntcleo del gen de proteina

PAC1048 5 GGRTTDGARGCATGHGTACATG3 cubierta ADN-A (cp)

PBL1v2039 5 GCCTCTGCAGCARTGRTCKATYTTCATAC3 Region hipervariable

PCRc2 5 CTAGCTGCAGCATATTTACRARWATGCCZ (RHV) del ADN-B

La mezcla de reaccion se prepard, en un tubo para microcentrifuga, con cloruro de
magnesio, enzima ADN polimerasa, dNT Ps (desoxirribonucl ettidos trifosfatos), iniciadores
(seleccionados para amplificar una region especifica) y e ADN molde (amplificado por
RCA) (Cuadro 4, Fig. 5).

Cuadro 4. Descripcion de las concentraciones y cantidades de reactivos utilizados en unareaccién de PCR.

Reactivo Cantidad en pl
Buffer 10X 25
MgCl, 25 mM 2.5
dNTP's25mM 25
P1 10 uM 0.5
P2 10 uM 0.5
Taq 5 U/l 0.1
ADN molde (RCA) 1
H.O 15.4
Total 25
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TAATATT+AC
A B
RC
DNA A
BGYMV-GT PAV494
2.647 kb DNA A
26Kb
0.55kb
CP cP
3' 31
C | D
TAATATT 44
Top-A ~1.4kb i - PCRcZ TAATATT 'AC
RHV -
PBL 1v2039
PAL 1v1978
! MP
Rep PARIC715
CP NSP

Figura 5. Esquemas de genomas geminiviraes donde se ubican los iniciadores utilizados y las tallas
aproximadas de los productos de PCR obtenidos. A. Componente A en € cua se muestran los sitios en los
gue se unen los iniciadores PBGGTv647/PBGGTc1048 y las talas aproximadas de los productos de PCR
usados como sonda general. B. ADN-A en e que se denotan los sitios de unién de los iniciadores PAV 494/
PAC1048. C. Representacion esquemética de la amplificacion de aproximadamente 1.4kb con los iniciadores
PAR1c715/PAL1v1978. D. Componente B donde se muestran los sitios de union de los iniciadores
PBL 1v2039/PCRc2 que amplifican diferentes tallas (0.3-0.6kb).

La amplificacion se realizé utilizando un termociclador programable (PTC-100™, MJ
Research, Inc.) (Walker y Gingold 1997), con un primer ciclo de desnaturalizacion a 95 °C
durante un minuto, seguido de 30 ciclos de un minuto a 94°C, dos minutos de anillamiento
a55°C y tres minutos de extension a 72°C; luego siete minutos a 72°C y por ultimo a 18°C

hastasu andlisis (Rojas et al. 1993).
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Los productos de la PCR se visualizaron por electroforesis horizontal en geles de agarosa a
1% de TAE 1x (Tris Base, Acido acético glacial, EDTA pH 8, 0.5 M), a un voltgje de 100
V. Las bandas de ADN se tifieron con bromuro de etidio (0.5 pg/ml), para visuaizar las

bandas en una fotografia de luz ultraviol eta.

D.6. Secuenciacion parcial

Los productos de PCR para las tres pargjas de iniciadores se purificaron con el kit
QIAquick® (QIAGEN, cat. 28106), segun las indicaciones del proveedor. El andlisis de
secuencias se realizd utilizando e equipo ABI Prism 3130 DNA sequencer (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Las secuencias parciales se alinearon con el programa
BioEdit Sequence Aligment Editor® y compararon mediante el algoritmo BLASTn con la
base de datos del NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information)
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Se obtuvo los indices de identidad nucleotidica del Top-

A, gencpylaRHV del virus encontrado con respecto a otros geminivirus.
Se empled € valor del umbral (90%) para distinguir especies de Begomovirus; establecido

por e Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV por sus siglas en inglés)
(Fauquet et al. 2008).
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E. Deteccion de Crinivirus

E.1. Extracciéon de ARN total de muestras vegetales

Laextraccion de ARN tota serealizé en las muestras de tomate y en las mal ezas colectadas
alrededor de los tres ambientes protegidos. Se utilizd el kit “TRI Reagent Extraction”

(Molecular Research Center, Inc.) del siguiente modo:

Se maceraron aproximadamente 15 mg de tegjido foliar liofizado en un tubo para
microcentrifuga de 1.5 ml con 0.5 ml de TRI Reagent. Se agregé 0.5 ml mas de TRI
Reagent, se dg6 reposar por 5 minutos a temperatura ambiente. Se afiadio 0.2 ml de
cloroformo, se agitd por 15 segundos, se dej6 reposar 5 minutos y se centrifugd por 15
minutos a 12000 rpm. Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo nuevo y se afiadieron 0.5 mli
de isopropanol, se mezcl6 y dejo reposar 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd
por 8 minutos a 12000 rpm, se removi6 & sobrenadante, se lavo € precipitado con 1 ml de
etanol a 70%, se mezclo y se centrifugd por 5 minutos a 7500 rpm, se removio €l etanol y
deg 6 secar. Se resuspendid en 50 pl de agua estéril. Finalmente las muestras se precipitaron
con 5 pl de acetato de sodio (1/10 volumen) y 125 pl de etanol absoluto (2.5 volimenes) y

se almacenaron a-20°C hasta su utilizacion.

E.2. Cuantificacion delos ARN totales

Se cuantificd y estimo la calidad del ARN total por espectrofotometria y la integridad en

geles horizontal es de agarosa, en las mismas condiciones descritas parael ADN.

E.3. Amplificacion por gRT-PCR de ARN del crinivirus ToCV

Se utilizd € kit “Qtag One-Step gRT-PCR SYBR® (Clontech Laboratories) segin
protocolo y condiciones del fabricante. Los iniciadores utilizados amplificaron el fragmento

de gen homdlogo de la proteina de choque cal6rico 70 (HSP70) del ToCV. Sus secuencias
corresponden a TocQ 875F 5 AACCATTCGCTAGACGCAGTT 3 y TocQ 998R &
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TCTGCTCTATTCTGAATCGGTCTAA 3. Los ciclos criticos (“threshold”) fueron
determinados con e software Multiplex Quantitative PCR Systems (MxPro-3000P;

Stratagene). La amplificacion fue seguida por andlisis de las curvas de fusion.

VI- RESULTADOS

A. Deteccion de Begomovirus

A.1l. Extraccion, cuantificacion y andlisis electrofor ético de los ANt:

En total se realizd la recolecta y extraccion de acidos nucleicos totales de 258 muestras
vegetales en |os tres invernaderos de almacigos de la zona de Cartago, de las cuales 90
fueron de tomate, 90 de chile dulcesy 78 de malezas. Al evaluar |os valores obtenidos de la
pureza e integridad de los ANt con electroforesis en geles de agarosa y la concentracion por
cuantificacion espectrofotométrica (datos no mostrados), se determiné que la gran mayoria
presentaban las condiciones requeridas (buena cantidad sin la presencia de sustancias en
solucién junto con los &cidos nucleicos extraidos, como proteinas, fenoles y trazas de
reactivos). Los que no, se repitieron hasta ser aptos para proseguir con las demas pruebas
moleculares (hibridaciones y PCR).

A.2. Hibridacién molecular, RCA y PCR en tomatey chile dulce:

Con el andlisis por hibridacién molecular, no se detect6 infeccién causada por Begomovirus
en el cultivo de solanaceas, en ninguno de los almacigos muestreados (Cuadro 5). Para
comprobar que estos datos no correspondian a fal sos negativos, se examinaron varias de las

muestras mediante pruebas de PCR, lo cua permitié ratificar |os resultados.
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Cuadro 5. Deteccion de Begomovirus en invernaderos de almécigos de Cartago durante e 2008-2009.
Numero total de muestras analizadas e infectadas por améacigo y por especie.

Almacigo A Almacigo B Almacigo C Total general
1361 msnm 1609 msnm 1281 msnm
E . N© Positi N©° Positi N© Positi N©° Positi
specie muestras sitivas muestras Sitivas muestras sitivas muestras Sitivas
Lycopersicon 4, 0 30 0 30 0 90 0
esculentum
Capsicum 30 0 30 0 30 0 90 0
annuum
Maezas 29 4 25 1 24 1 78 6
Total 89 4 85 1 84 1 258 6

A.3. Hibridacion molecular, RCA y PCR en malezas:

Fueron identificadas taxondmicamente la especie 0 género paralas 78 mal ezas recolectadas
alrededor de los tres ambientes protegidos (datos no mostrados). De éstas, 21 se detectaron
positivas por hibridacién molecular para begomovirus. Sin embargo a verificar estos
resultados mediante RCA del ADN viral y PCR solo se confirmaron seis muestras, que

correspondieron al 7,7% del total de g emplares muestreados (Cuadro 5).

Cuatro muestras pertenecian a amécigo A, de €llas, dos se recolectaron en la primera
época lluviosa (setiembre 2008), éstas correspondieron a Phytolacca icosandra
(Phytolacaceae) y Phaseolus sp. (Fabaceae), mientras parala estacion seca (enero 2009) las
dos malezas pertenecian al mismo género Phaseolus. sp. (Fabaceae). En e almécigo B,
solamente se identificé a Brassica sp. (Brassicaceae) con virus en € 2009. Para el amacigo
C, la especie Solanum quitoense (Solanaceae) fue la Unica positiva, esto en € 2008. La
mayoria de los hospederos alternos se caracterizaron por ser de hébito anual, solo S

guitoense y P. icosandra son plantas con crecimiento perenne.

Los fragmentos de PCR de la RHV para P. icosandra, mostré dos tallas diferentes (~0.35
kb y ~0.45 kb), lo cual indica inicialmente la presencia de dos tipos de virus, es decir una
infeccion mixta. Brassica sp. y dos de las muestras de Phaseolus sp. presentaron

amplicones de ~0.35 kb; una de Phaseolus sp. y S quitoense de ~0.45 kb, que
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correspondieron a infecciones simples. En todas las malezas |os productos de PCR del gen
cp fueron de latalla esperada de ~0.55 kb, como los de la parte superior del componente A
tuvieron aproximadamente 1.4 kb, excepto en una muestra de Phaseolus. sp., la cua no se

obtuvo.

A.4. Analisisdelas secuencias par ciales de Begomovirus en malezas.

Se obtuvieron las secuenciaciones parciales de las dos parejas de iniciadores que amplifican
regiones especificas del componente A, con porcentagjes de similitud superiores a 90%. El
mismo virus se determind para ambos pares de imprimadores. Sin embargo parael ADN-B
los valores de identidad nucleotidica fueron menores del umbral y en ciertas muestras €
begomovirus con e que se tiene mayor similitud difiere del obtenido para el ADN-A
(Cuadro 6).

Cuadro 6. Especies de malezas infectadas por begomovirus y porcentgjes de identidad nuclectidica de la
parte superior-A (Top-A) y ntcleo gen cp (cp) en & componente A y de laregion hipervariable (RHV) en €

componente B.
. Begomovirus Top-A Begomovirus cp Begomovirus RHV
Especie (MUestra)  \o'accesion) (%) (N° accesion) (%) (N° accesion) (%)
Phytolacca icosandra SYMMoV-[CR] 94 SYMMoV 92 ToSRV 80
(08-3754) (AY064391) (AJB42151) (GU358449)
SYMMoV 80
(AY818734)
Phaseolus sp. SYMMoV-[CR] 93 SYMMoVv 97 SIGMV 76
(08-3756) (AY064391) (AJB42151) (EF537046)
Solanumquitoense  BGYMV-[GA] 99 BGYMV-[GA] 93 MV 76
(08-3984) (M91604) (M91604) (AF324411)
Brassica sp. SYMMoV-[CR] 9% SYMMoV 90 SYMMoV-[CR] 85
(09-4362) (AY064391) (AJB42151) (AF440790)
Phaseolus sp. SYMMoV-[CR] 93 SYMMoV 95 SYMMoV-[CR] 84
(09-4370) (AY064391) (AJB42151) (AF440790)
Phaseolus sp. - - SYMMoV 94 SYMMoV-[CR] 82
(09-4377) (AJB42151) (AF440790)
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Seidentificd la presencia del Squash yellow mild mottle virus (SYMMoV) en lamayoriade
muestras positivas para Begomovirus, en una infeccion mixta e incluso para las diferentes
épocas de muestreo. S quitoense fue recolectada alrededor del aimacigo C y no presentaba
sintomas visibles de este virus, contrario a los otros hospederos aternos que fueron

sintomaéti cos.

B. Deteccion del crinivirus ToCV

B.1. Extraccion, cuantificacion y analisis electr ofor ético delos ARN totales:

En total se examinaron 168 muestras vegetales para € ToCV, 90 plantulas de tomate y 78
muestras de malezas alrededor de los invernaderos de alméacigos de Cartago. El andlisis
electroforético y por espectrofotometria, de la integridad y cantidad de ARN totales
resultantes de las extracciones, mostr6 que los mismos poseian valores de pureza y
concentracion (datos no mostrados) adecuados para proseguir con las reacciones de gRT-
PCR.

B.2. Amplificacion por gRT-PCR de ARN del ToCV en tomate

Fue posible identificar un 28,3% del total de plantulas, positivas para este crinivirus. Las
mismas se caracterizaron por estar presentes en e amacigo A y € B. Contrario a lo
esperado, se determiné un 33,3% de las plantas con €l virus a las que se aplicd €
tratamiento quimico, mientras que solamente se encontré un 23,3% positivas para los
almacigos sin el mismo. Esta misma tendencia se hallé en €l primero de los invernaderos,
con un 46,7% de las plantas tratadas con insecticida positivas, frente a un 13,3% sin éste.
En e segundo, si se determind un mayor cantidad de muestras positivas (33,3%) que no

fueron fumigadas comparadas alas que si (20%) (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Deteccién dd crinivirus ToCV en invernaderos de almacigos de Cartago durante e 2008-2009.
NUmero total de muestras andizadas einfectadas por alméacigo y por especie.

Almacigo A Almacigo B Almacigo C Total general
1361 msnm 1609 msnm 1281 msnm

. o " N° " o " N©° "

Especie muestras Positivas muestras Positivas muestras Positivas muestras Positivas

Lycopersicon

esculentum 30 9 30 8 30 0 90 17
Coninsecticida 15 7 15 3 15 0 45 10
Sininsecticida 15 2 15 5 15 0 45 7
Malezas 29 3 25 2 24 1 78 6
Total 59 12 55 10 54 1 168 23

B.3. Amplificacion por gRT-PCR de ARN del ToCV en malezas

Se diagnostico infeccidn en cinco muestras de plantas silvestres analizadas y en una especie

de cultivo, la cua fue recolectada como una Unica planta creciendo cerca de las otras

malezas, 1o cua representa un 7,7% del total de ejemplares examinados (Cuadro 7). Las

especies de estas malezas y este cultivo corresponden a nuevos reportes de hospederos

alternos del ToCV (Soldrzano-Morales et al. 2011) y se aumenta de ocho a trece el nimero

de familias con miembros hospedantes de este crinivirus, es decir cinco nuevas (Cuadro 8).

Cuadro 8. Especies de malezasinfectadas por € crinivirus ToCV.

Muestra Especie Familia
08-3746 Ruta chalepensis Rutaceae
08-3753 Cucurbita moschata Cucurbitaceae
08-3754 Phytolacca icosandra Phytol acaceae
09-4348 Plantago major Plantaginaceae
09-4355 Brassica sp Brassicaceae
09-4362 Brassica sp Brassicaceae

De las seis malezas positivas para e ToCV, dos también presentaban infeccién por

begomovirus (P.icosandra y Brassica. sp.). Tres muestras pertenecian a almacigo A, que
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se recolectaron en la época lluviosa (setiembre 2008), éstas correspondieron a R.
chapelensis, P. icosandra, y € cultivo C. moschata sp. En €l amacigo B, se identificaron
dos gjemplares de Brassica sp. con virus en € 2009. Para € amacigo C, la especie P.
major fue la Unica positiva, también en la estacion seca del 2009. La mayoria de los
hospederos alternos son de hébito caducifolio, solo R. chapelensis y P. icosandra son

plantas que se caracterizaron por tener crecimiento perenne.

DISCUSION

A. Deteccion de begomovirus.

Algunas de las posibles causas de que no se diagnosticaran como positivas las muestras
obtenidas de plantulas, podrian ser que las mismas se encontraban no infectadas debido a
gue durante la época de muestreo existio poco inéculo viral, aunque si se observd la
presencia de moscas blancas en las tres zonas evaluadas (Hull 2002). También existe la
posibilidad de que la carga viral presente en los tejidos foliares en ese momento fuera muy

baja para ser detectada mediante la sensibilidad de la técnica de hibridacion molecular.

Seis muestras correspondientes a malezas resultaron ser positivas para begomovirus. Desde
el punto de vista epidemioldgico estas plantas desempefian un papel muy importante al
convertirse en hospederos aternos y por ende fuente de indculo primario, a persistir y
propagar virus a otras plantas incluyendo cultivos de importancia econémica (Agrios 2005,
Yang et. al. 2008).

Es importante resaltar que tres de las muestras antes citadas pertenecen a género Phaseolus
sp. Esto probablemente se podria haber debido a la cercania entre las fincas productoras de
los amécigos y @ cultivo de frijol (susceptible a begomovirus), asi como a la presencia de
restos de cosecha y/o plantas que se convierten en importantes fuentes de inéculo viral.
Estudios realizados por Monci et al. (2002) en & cultivo de tomate, demostraron  que
plantas de frijol se pueden desempefiar como reservorios de virus gue son transmitidos a

plantas jovenes de L. esculentum. Las malezas con habito de crecimiento perenne, pueden
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funcionar como fuente constante para transmitir €l virus e inclusive cerrar periodos entre
estaciones de cultivo, si asi se establecieran (Jovel et al. 2007).

P. icosandra presenté una infeccion mixta con SYMMoV y Tomato severe rugose Vvirus
(ToSRV). Resultados similares fueron obtenidos por Jovel et al. (2004), € cua sefida que
las infecciones mUltiples pueden persistir por largos periodos, y cita el gjemplo del mosaico
de la Sda micrantha, asociado a complgo de dos begomovirus (Sda micrantha mosaic
virus 'y Abutilon mosaic virus) que han coexistido por més de dos décadas en esta maleza.
Infecciones de este tipo pueden facilitar la recombinacion entre geminivirus y generar
patologias més severas (Pita et al. 2001, Jovel et al. 2007). En & area Centroamericana, se
han Ilevado a cabo pocos estudios sobre este tipo de infecciones, a pesar de la importancia

gue por si mismas €ellas presentan (Rojas et al. 2005b).

Varios factores han incidido en la emergencia de geminivirus, incluyendo la aparicion de
mutantes y recombinantes, movimiento de material vegetal infectado alrededor del mundo,
introduccién de especies 0 genotipos susceptibles a virus endémicos en una region, cambios
relacionados con insectos vectores, sistemas de cultivos y factores climéticos (Lett et al.
2009, Nawaz-ul-Rehman y Fauquet 2009, Graham et al. 2010).

El andlisis de secuencias del Top-A, cp y la RHV de la maleza S quitoense, indica la
presencia del BGYMV (ICTV 2006a) y de Jatropha mosaic virus (JIMV) (ICTV 2006b).
Los datos obtenidos a analizar esta muestra pueden ser debidos a una recombinacion,
fendmeno frecuente que permite la evolucion y variacion viral, que estéarelacionada con la
constante emergencia de nuevas enfermedades provocadas por diversas especies de
geminivirus (Navas-Castillo et al. 2000, Vadivukarasi et al. 2007, Davino et al. 2009). Los
virus que infectan malezas podrian contribuir a esta evolucion via recombinacion con los

begomovirus presentes en los cultivos (Castillo-Urquiza et al. 2008, Graham et al. 2010).
Las malezas infectadas posiblemente por e SYMMoV presentaron leve moteado amarillo

y/o arrugamiento foliar, sintomas caracteristicos de éste (Karkashian et al. 2002). Se

encontrd en la mayoria de muestras positivas para begomovirus, y en una infeccién mixta,
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en las diferentes épocas de recolecta, |o cual demuestra su amplia adaptacion a diferentes
hospederos. También se ha encontrado asociado a enfermedades en cucurbitéaceas, Carica
papaya (papaya) (Karkashian et al. 2002), Phaseolus vulgaris (Ramos-Reynoso 2004) y C.
annum (Vargas et al. datos no publicados). EI SYMMoV representa una amenaza
fitosanitaria paravarios cultivos de importancia econdmica a nivel nacional, puesto que se
ha localizado en varios puntos del pais, con una amplia distribucion que incluye la totalidad

de provincias de Costa Rica (Mora-Umafa et al. en prensa).

En estainvestigacion, S. quitoense no presentd sintomas tipicos de infecciones causadas por
virus, es un hospedero asintomatico, razén por la cual no se reconoce en € campo; no
obstante, posee importancia epidemiolégica (Morris et al. 2006). Apablaza et al. (2003)
menciona otros gjempl os: Solanum gracile asociada ala ocurrencia del Pepper veinbanding
mosaic virus, Solanum nigrum hospedero asintomatico del Tobacco etch virus (TEV) y del
Potato virus Y (PVY); y Asclepia syriaca, maleza perenne portadora del Cucumber mosaic
virus (CMV). Las plantas infectadas con virus y que no presentan sintomatologia visible,
podrian ser poseedoras de genes que muestren algun grado de resistencia o tolerancia a
infecciones virales, mismas que eventualmente funcionarian como fuente de estudio en el
mejoramiento genético de tomate y chile dulce. De acuerdo con Hanseen et al. (2010), la
mejor estrategia de control contra una enfermedad viral es la introduccion de resistencia
genética en la planta hospedera. No obstante, para que esta préctica tenga éxito se debe

tener suficiente informacién del grado de diversidad genética existente en los virus.

Los resultados anteriores indican que estas plantas son hospederos alternos de
begomovirus, constituyéndose en reservorios de inéculo viral (Salati et al. 2002, Barbosa et
al. 2009, Paprotka et al. 2010), que eventualmente podrian infectar cultivos de importancia
econémica como €l tomate (afectado por el ToSRV y Sda golden mosaic virus (SGMV)),
chile dulce (ToSRV (Bezerra-Agasie et al. 2006) y SYMMoV), frijol (SYMMoV,
BGYMV (Gdvez y Castafio 1976)), IMV (ICTVb 2006) y cucurbitéceas (SYMMoV). Por
consiguiente, estrategias de manejo integrado deben considerar seriamente las poblaciones

de estas malezas, que constituyen una amenaza latente para la sanidad de cultivos en
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amécigos y consecuente efecto de dispersion hacia sembradios a campo abierto y/o

ambientes protegidos.

B. Deteccion del crinivirus ToCV.

El ToCV demuestra ser emergente para Costa Rica, por su incremento en incidencia,
propagacion y aumento del &mbito de hospederos, 1o cual obedece a posibles cambios en el
ambiente, del vector o en e genoma vira (Rojas y Gilbertson 2008, Hanseen et al. 2010).
Su deteccion en invernaderos de almécigos de tomate es de suma importancia, porque este
material es comercializado a agricultores que cultivan a campo abierto y en ambientes
protegidos, con la consecuente propagacion de este virus a nuevas areas productoras del
pais. Posiblemente y debido al tamafio de las plantulas en el almacigo, éstas no presentan
sintomatologia visible, por o tanto los agricultores desconocen el problema y con ello €
maneo que se debe dar a éste. Este virus podria causar graves pérdidas econdmicas en €
cultivo del tomate en Costa Rica

Mediante €l sistema de “ambientes protegidos’ en Costa Rica, € tomate se siembra durante
todo e afo, lo que evidentemente beneficia la permanencia de inéculo vira tanto en €l
cultivo como en los hospederos alternos (Saati et al. 2002). Esto contribuye a que durante
la mayor parte del afio se encuentre tejido vegetal disponible como fuente de alimento para
la mosca blanca, 10 que favorece e incremento de los niveles poblacionales del vector
(Rojas et al. 2005a).

Para este estudio no se realizd una determinacion de la especie de mosca blanca presente en
los amacigos, no obstante; podria existir resistencia por parte de éstas, a producto quimico
aplicado a las plantulas. Estudios recientes realizados con Bemisia tabaci y Trialeurodes
vaporariorum han desarrollado resistencia a diferentes grupos de insecticidas, incluyendo
los neonicotinoides (imidacloprid), compuestos ampliamente utilizados para el control de
esta plaga (Gorman et al. 2010, Karatolos et al. 2010).
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Aplicaciones excesivas de los insecticidas han generado problemas bien conocidos:
resistencia, resurgencia, contaminacion del medio ambiente, aparicion de residuos en los
alimentos y riesgos a la salud de los productores y consumidores (Pimentel 1986). Es
necesario disminuir la dependencia de los insecticidas y realizar un verdadero Mangjo
Integrado de Plagas (MIP), que consiste en utilizar diversos sistemas de control para reducir
las poblaciones de la plaga a niveles inferiores a aguellos que causan dafio econdmico

(com. pers. técnicos eingenieros del MAG).

Aungue los insecticidas reducen la poblacion de mosca blanca, este método es ineficiente
frente a los virus, ya que €l vector puede transmitirlo antes de ser eliminado; ademés, este
crinivirus produce sintomas hasta 3 0 4 semanas después de que ocurre la infeccion y por
consiguiente puede ser ampliamente diseminado por su insecto vector mientras no se

observen |os sintomas (Wintermantel 2004).

Un manegjo primordia para limitar la dispersion, es su deteccion oportuna en invernaderos,
plantas ornamentales y en campo abierto, donde no se sospeche su presencia. EIl ToCV
posee un ambito de hospedantes amplio, por lo cua, es muy importante €l analizar €l
material a plantar en e campo definitivo, ya que una vez introducidos, los virus pueden
establecerse en malezas y propagarse por medio de vectores (Navas-Castillo et al. 2000,
Wintermantel 2004).

La forma de propagacion de este virus es por medio de un insecto vector, por lo que €
objetivo primordial en su mango es minimizar las poblaciones de la mosca blanca,
mediante el uso de agentes de biocontrol e insecticidas sintéticos. Entre los agentes
biol6gicos, se menciona a la avispa pardsita (Encarsia formosa), que controla
eficientemente la poblacion de T. vaporariorum, un poco menos la de B. tabaci; no
obstante, el escarabajo predador (Delphastus pusillus) es efectivo contra B. tabaci
(OEPP/EPPO 2005). Asi mismo, Eretmocerus californicus, Encarsia porteri y Chrysoperla
carnea se han distinguido entre los més importantes (Avilés-Gonzdlez et al. 2004).
Actualmente, la mayoria de los métodos contra TOCV se centran en programas de manejo
de la mosca blanca basados en insecticidas sintéticos; éstos, deben rotarse constantemente,

para que no se genere resistenciaen el insecto (Wintermantel 2004).
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La forma més eficaz y econdmica frente a cuaquier infeccion causada por virus
fitopatdgeno, es la resistencia genética; sin embargo, no se conocen cultivares de tomate
gue presenten ésta hacia ToCV (OEPP/EPPO 2005). Garcia-Cano et al. (2010) realizaron
estudios en plantas silvestres relacionadas a tomate, identifican dos fuentes de resistencia a
ToCV, una procedente de un hibrido de tomate con S. peruvianum y otra en la especie
silvestre S chmielewskii. La resistencia fue expresada por una reduccién de la acumulacién
del virusy de la expresion de sintomas de la enfermedad, tanto en infeccion natural, como

en evaluaciones controladas.

Aun cuando e ToCV se diagnosticO por primera vez en tomate, se han detectado
infecciones naturales de este crinivirus en otros cultivos, plantas ornamentales y malezas en
diferentes partes del mundo. En esta investigacion, fue posible informar la presencia del
virus en hospederos alternos, |os cuales eventualmente podrian convertirse en reservorios y
medio de dispersion (Wintermantel y Wider 2006).

La informacion gue se genere sobre € ambito de hospedantes es valiosa, no sélo para la
caracterizacion de los virus, sino que tiene implicaciones significativas en la epidemiologia
y mangjo de los mismos (Agrios 2005). Se increment6 e nimero de familias hospederas e
incluso una muestra correspondié a una planta de cultivo, que se reporta como nuevo
cultivo susceptible a ToCV (Solorzano-Morales et al. 2011). Se diagnosticd en dos
hospederos perennes, hecho de gran relevancia epidemiol 6gica debido a que se mantiene el

in6cul o constante durante todo € afio.

El @mbito de hospederos y las relaciones con €l vector del virus deben de ser estudiadas y
entendidas para desarrollar efectivas y eficientes practicas de manegjo, dado el incremento a

nivel mundial de este patdgeno.
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CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

Los resultados indican que se deben de intensificar las practicas de mango, control de los
cultivos y malezas asociadas a los amécigos en estudio, con € objeto de evitar lainfeccion
y propagacion del ToCV en tomate, y disminuir la posibilidad de infeccion de sus cultivos
por begomovirus, que como consecuencia posee un efecto negativo hacia los compradores
(productores a campo abierto y/o invernaderos). Paraimplementar un MIP, especificamente
de enfermedades virales, se debe comprender ampliamente las interacciones del compleo
virus-moscas blancas-cultivo, ademés, es necesario conocer sus reservorios, puesto que

pueden intervenir en su dispersion.

Se recomienda realizar un andlisis completo de los ADN-A y ADN-B, para dilucidar
realmente |os begomovirus que infectaron las muestras de malezas. Es importante conocer
la identidad y distribucion de estos virus mediante técnicas moleculares y cercania de los
virus entre si utilizando métodos parsimonicos y de filogenia, pues permitira identificar
nuevas variedades (incluyendo mas agresivas) con lo cual se puedan implementar nuevas y

mejores estrategias de control.

Las malezas funcionan como hospederas alternas de virus, para que éstos sobrevivan en €l
tiempo. Es necesario realizar mas estudios sobre la ocurrencia y variabilidad de
begomovirus y crinivirus en otras plantas y e papel de éstas en la epidemiologia y
evolucion; asi como ejecutar controles més estrictos por parte de los productores y las

autoridades fitosanitarias, para evitar que este problema se pueda acrecentar.
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