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Los geminivirus son fitopatdgenos que ocasionasidenables pérdidas y dafios en
numerosos cultivos de importancia econdmica eronegi tropicales y subtropicales del
mundo. El géner@egomovirus es el grupo mas diversificado y ampliamente disidit
de la familiaGeminiviridae; el genoma de estos virus esta constituido ponuwsaculas
de DNA circular de cadena sencilla (denominado ritpg son transmitidos por la

mosquita blancaBemisia tabaci (Genn),e infectan plantas dicotileddneas.



En el presente trabajo los resultados en la prded@AS-ELISA indicaron la presencia
de dos virus de RNA en baja frecuencia, en tomagdd especiotato virus Y (PVY);
mientras que en maleza sintomatidédianthus annuus (girasol)y Physalis ixocarpa
(tomatillo) se detecto la especie AHalfa mosaic virus (AMV). En las reacciones de
PCR, se detect6 la presencia de begomovirus ernaplale tomate con sintomas de
infeccion por virus, con los iniciadores CP70/YMAE obtuvo una amplificacion de
570 pb solo con muestras procedentes de Cadetagaecuencias nucleotidicas de los
fragmentos amplificados confirmaron que el begommviasociado con los sintomas
observados en campo, esTamato severe leaf curl virus (acc. no. DQ347947), el
porcentaje de similitud con el aislado de estesviiwe de 97%. Por otra parte, la
fluctuacion poblacional durante el ciclo primavemano 2007 para el Rancho “El
Escape”, con manejo organico presentd un pico pmiral de arribo, el dia 09 de abril
con una media de 478 individuos/trampa/dia. Asinmajsen el Rancho con manejo
convencional “San Luis”, se presento el dia 2¢ndezo un pico poblacional, llegando a
registrarse una media de 49 individuos/trampaldia.incidencia de la enfermedad del
enchinamiento severo del tomate vario de 8% al 10086 valores mas altos se
obtuvieron durante le ciclo primavera-verano. Ljgeege de mosquita blanca asociada al
tomate en Cadereyta y Montemorelos Beeisia argentifolii. EIl modelo que mejor se
ajust6 al desarrollo de la enfermedad fue el LagistR? > 0.91). La velocidad de
incremento de la enfermedad fue de 0.09 a 0.13&manchos “El Escape” y “San
Luis”, respectivamente. El periodo de incubaciéhwdrus en la planta desde que es
inoculado por el vector, hasta que presenta losguas sintomas fue de 23 a 28 dias. El
manejo convencional que se realizo en el rancha 138s”, en el 2006, se reflejé en

una menor poblacién de mosquita blanca y una hejdencia de virosis en el cultivo.

Vi



ABSTRACT

Diagnostic, Epidemiology and Management of the SexeeLeaf Curl of the Tomato

(Lycopersicon esculentum Mill.) in Cadereyta and Montemorelos, Nuevo Leon

BY

CRETA ISHTAR ESTRADA ASTUDILLO

MASTER IN SCIENCES
PARASITOLOGIA AGRICOLA
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA “ANTONIO NARRO”

BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA. NOVEMBER 2008

Dr. Gustavo A. Frias Trevifio. Assessor

Key words. Epidemiology Begomovirus, Bemisia spp.

The geminivirus is fitopatdgenos that cause comglile losses and damages in
numerous cultivations of economic importance ipical and subtropical regions of the
world. The gender Begomovirus is the more divezdifand broadly distributed group of
the familyGeminiviridae; the genoma of these virus this constituted byrtvatecules of
DNA to circulate of simple chain (denominated bijsan), they are transmitted by the
whitefly, Bemisia tabaci (Genn), and they infect dicotyledoneous plantes@ntly work

the results in ELISA test indicated the presencewofvirus of RNA in low frequency,
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in tomato it was the specié®tato virus Y (PVY); while in symptomatic overgrowth
Helianthus annuus (sunflower) andPhysalis ixocarpa (tomatillo) it detects the species of
Alfalfa mosaic virus (AMV). In the reactions of PCR, the begomoviruggance was
detected in tomato plants with infection symptonws Wirus, with the primers
CP70/YMAC an amplification of 570 pb was obtaineithwsamples coming from
Cadereyta. The sequences nucleotides of the aetplifagments confirmed that the
begomovirus associated with the symptoms obsernvédield, is the Tomato severe leaf
curl virus (acc. no. DQ347947), the percentageimilarity with the isolated of this
virus was of 97%. The populational fluctuation dgrthe cycle spring-summer 2007 for
the Ranch "The Escape", with organic handling preska populational pick of arrival,
the day April 09 with a stocking of 478 insectgifday. Likewise, in the Ranch with
conventional management "San Luis", the day it prasented March 29 a populational
pick, ending up registering a stocking of 49 inskcp/day. The incidence of the
epidemic of the severe enchinamiento of the tonvatites from 8% to 100%. The
highest values were obtained during him cycle gpsiammer. The species of white fly
associated to the tomato in Cadereyta and MontdasoveasBemisia argentifolii. The
pattern that better it was adjusted to the devetoyrof the epidemic the Logistical was
(R? > 0.91). The speed of increment of the illness wiemmn 0.09 to 0.13 in "The
Escape” and "San Luis", respectively. The periothofibation of the virus in the plant
since it is inoculated by the vector, until it prats the first symptoms went from 23 to
28 days. The conventional management that wasedaout in the ranch "San Luis", in
the 2006, was reflected in a smaller populatiombite fly and a low virosis incidence

in the cultivation.
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INTRODUCCION

El tomate Lycopersicon esculentum Mill.) es una de las especies horticolas mas
importantes cultivadas en México, debido a la didad de usos, su alto valor nutritivo
comofuente valiosa de sales minerales, vitamina [Ecaroteno (provitamina A) y un
alto valor econdmico. Los productores nacionalestameate se han concentrado en
exportarlo, lo que representa una importante fudatdivisas al pais; con un mercado
global de 4.2 millones de toneladas exportadas,iddércupa el segundo lugar en
volumen vy el tercero en valor, con una producciérv80 mil toneladas con cifras que
rondan mil millones de ddlares, que lo ubica detéi&spafa y los Paises Bajos (FAO,

2004).

De acuerdo con un estudio de mercado realizadd @004 por la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn, el consumo per capita derdgiomontanos es de 21.4
kilogramos, lo que arroja una demanda aproximad®de299 toneladas de tomate
anualmente. Sin embargo, la produccién del intet@restado solo alcanza a cubrir un
10 por cierto de la demanda, por lo que el res8 2B9 toneladas), se adquieren de
Sinaloa, Nayarit o Tamaulipas en los meses de miwie a mayo, y Coahuila,

Zacatecas y San Luis Potosi desde Junio hastare¢de Santiago, 2005).



El tomate de invernadero actualmente crece fuertemen el sur y centro del
Estado de Nuevo Ledn con una produccion de 5 OB&lddas, y un rendimiento
promedio de fruto de 20.108 toneladas por heci@ksP, 2008). Sin embargo, una de
las grandes limitaciones que tiene el cultivo deai@, no sélo en México, sino en todo
el mundo, es la gran cantidad de enfermedadegygpkalas que se muestra susceptible.
Se han descrito cientos de agentes causantes elenedfd en tomate, pero no todos
tienen una distribucion geogréfica, prevalencianpdrtancia econémica equivalente.
Uno de los factores limitantes mas importantesaerettabilidad de este cultivo, es la
presencia de enfermedades, sobre todo aquellaademupor geminivirus, las cuales

cada dia cobran mayor importancia.

Los geminivirus constituyen uno de los grupos desviitopatogenos con mayor
relevancia economica en el sector agricola al mavamportantes pérdidas en los
cultivos a los que afectan, tales como tomate Yecfiiorres-Pacheceat al., 1996;
Polston y Anderson, 1997). Estas virosis se traiesmen el campo principalmente
mediante insectos vectores, que infectan una amupli@dad de cultivos en regiones

tropicales y subtropicales (Brown y Bird, 1992).

En Yucatan, Guanajuato, Jalisco y San Luis Potozide las principales limitantes
para la produccién de tomate y chile, son las erddades causadas por geminivirus
(begomovirus) transmitidos por mosquita blancareegllos elTomato Yellow Leaf Curl
Virus (TYLCV), Pepper Huasteco Virus (PHYYV), Chino de Tomate Virus (CdTV),
Peppe Golden Mosaic Virus (PepGMV) (Garzon-Tiznadet al., 2001; Ascencio-Ibafiez

et al., 1999).



En Nuevo Ledn se presenta una situacion similargae no se ha determinado el
agente causal de la enfermedad, los sintomas deimcton los originados por
begomovirus y los dafios causados son actualmeted@rias principales causas de
siniestro del cultivo, y la principal razén pordae los productores siembran solo en el
ciclo de otofio-invierno (Septiembre-Diciembre),gavitar las altas incidencias que se
presentan en el ciclo de primavera-verano (Mayost@o(Frias, G.A. comunicacion

personal).

El manejo fitosanitario para ésta enfermedad ervdlileon, no esta bien definido.
Existe una falta de medidas eficaces para ek@odé geminivirus, y en concreto su
diseminacion por insectos es una de las carastedsjue dificultan la lucha contra las
enfermedades que causan. Los productores aplicaodosede control dirigidos al
insecto y no a prevenir la transmision de la enéeladl, pues se desconoce cuando y
como inicia la enfermedad (epidemia), y como sacieha ésta con la fluctuacion
poblacional del posible vector, la mosquita blanmma, lo anterior, se plantearon los

siguientes objetivos para este trabajo.

= Determinar e identificar el agente causal del evahiento severo del tomate.

»= Estudiar la relacién entre la poblaciéon de mosghblenca y la epidemia del
enchinamiento del tomate.

= Evaluar el efecto de los sistemas de manejo deiveuén el control de la

enfermedad.
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REVISION DE LITERATURA

Antecedentes

El jitomate cultivado, probablemente se origindtiges silvestres del denominado
tomate cereza_/copersicon esculentum var. ceraciforme L.) que se encuentra en el area
entre Ecuador, Bolivia y Perud, en los Andes de Asaédel Sur. Su domesticacion
ocurrié en los paises del norte de América, deysleg América Central, principalmente
en México (Jonest al., 2001), de donde fue llevado posteriormente afaupor los

esparfioles para fines ornamentales.

El tomate [ycopersicon esculentum Mill.) es una especie dicotiledénea, que
pertenece a la familia de las Solanaceas. Es amsapherbacea, perenne de corta vida y
puede presentar una floracion y fructificacion diteacinco meses o menos (Rick, C. M.
1995). Es cultivada como anual (Maroto, J. 1994p(d su habito de crecimiento, se
han descrito dos tipos de tomate cultivado, logrd@hados e indeterminados. Las
variedades con hébito de crecimiento determinadsgntan floracion y fructificacion
definido y alcanzan hasta 2 m de altura. Las vaded con hébito de crecimiento
indeterminado pueden alcanzar hasta 10 m de altstaproduccidén puede extenderse
por mas de una estacion, debido a que se desarfmja invernadero (Pickest al.,

1986).



Uno de los factores mas importantes que ponenesgaila produccion de tomate,
es la propension a plagas como nematodos, acdiass,drips y moscas blancas, o a
enfermedades causadas por hongos, bacterias,egrditbplasmas y virus (Joneisal .,
2001), estos ultimos causan importantes pérdidasedéimiento y calidad en este

cultivo.

Diferentes familias de virus pueden atacar el woltiel tomate; algunos de ellos
son virus con genoma de RNA, por ejemplo los potgyiTobacco Etch Virus (TEV) y
Potato Virus Y (PVY); los tobamovirus,Tomato Mosaic Virus (ToMV) y Tomato
Mosaic Virus (TMV); el cucumovirusCucumber Mosaic Virus (CMV) y el tospovirus,
Tomato Spot Wilt Virus (TSWV) (Joneset al., 2001), y los virus con genoma de DNA,
una de las principales familias son los geminszilbegomovirus), la distribucion de
estos virus abarca los cinco continentes, y esidergglo como uno de los patdgenos

MAas comunes e importantes economicamente de tomate.

En la década de los 80(s), las regiones producttgasmate, chile y cucurbitaceas
han sido afectadas por elevadas incidencias deneedades causadas por begomovirus

y tienen un impacto devastador sobre la produg@oown et al., 1995).

Holguin-Pefiaet al. (2004), mencionan que en las dos dUltimas décaldas,
combinacion insecto/vector/virus ha ocasionado mambes epifitias con pérdidas
econdmicas millonarias. Las pérdidas econdmicasdelgen a la reduccion del
rendimiento (fluctian del 40, 80 hasta de un 10§%) la baja calidad del producto

cosechado.



En Florida, EUA, el virus del jaspeado del tomdafenfato mottle virus, ToMoV), ha
ocasionado pérdidas que exceden los 125 millonekldees (Simonet al., 1990). En
algunas plantaciones la incidencia de plantas tafies con ToMoV llegd a 100%,
después de varios ciclos de cultivo (Polstbal., 1996). Actualmente esta presente en
forma endémica en Puerto Rico (Brownhal., 1995; Polstoret al., 1995), y su
presencia en este pais puede ser resultado dabtvade plantulas de tomate infectadas
desde Florida. Las epidemias causadas por el Viexano del chile (TPV) en Estados
Unidos de América (EUA), ocurrieron por primera wzTexas en 1987 y en el estado
de Tamaulipas, al noroeste de México (Torres-PacHeal., 1996), afectando tanto al
tomate como al chile. EI PHV se detectd afectaridbide en EUA, también desde 1987

(Stengeet al., 1990), el cual es capaz de infectar tomate.

En Brasil, a partir de 1994, las perdidas en suwywoén ha causa de varios

begomovirus se estima en un 75%.

En Venezuela en la década de los 70(s), se idEntfior primera vez; una
enfermedad del tomate causada por el virus deliomsanarillo del tomate (TYMV).
Este virus constituyd una limitante para la produtcdebido a que el 100% de las
plantas examinadas durante la floracion mostraosn dintomas caracteristicos del
TYMV (Lastra y De Uzcéategui, 1975). En este misnadspen 1997, una cepa del virus
del mosaico amarillo de la papa (PYMV) se idendifen plantas de tomate con sintomas

caracteristicos de virosis (Guzmeiral., 1997).



En la Republica Dominicana, en 1992, se detectim®sintomas correspondientes
al virus del enrollamiento foliar amarillo del totegTYLCV), (Polstoret al., 1994). El
TYLCV se identific6 méas tarde en Jamaica y CubaGMshanet al., 1994; Ramost

al., 1996).

En México, los geminivirus se han caracterizado palr rapido aumento en la
distribucion e incidencia en las Ultimas décadasréiéset al., 2004). En Sinaloa, el
virus del chino del tomate (CdTV) se puede dete@ato en plantaciones de tomate
como de chile. Este virus también se encontré eas @reas productoras del pais, por
ejemplo en los estados de Chiapas, Morelos y Thpagu(Brown y Nelson 1988;
Torres-Pachecet al., 1996). El virus PHV tiene una distribucién arapin México y ha
sido detectado tanto en chile como en jitomateosrestados de Guanajuato, Quintana
Roo, Sinaloa y Tamaulipas. (Torres-Pachetal., 1996). Las epidemias del TPV
ocurren en tomate y chile en el estado de Tamaylgael noreste de México (Torres-
Pachecat al., 1996). El virus del rizado amarillo del tomaf®rfato yellow leaf curl
virus, TYLCV) ha limitado seriamente la produccion dm#te en el Estado de Yucatan

(Ascencio-lbafert al., 1999).

Los geminivirus, hasta ahora detectados en Méxa@mdro 1), en el cultivo del
tomate, pertenecen al género de begomovirus Wgmrtexceptuando el TYLCV
detectado en Yucatan, que es un begomovirus maditapéhscencio-lbanezt al.,
1999). Los mas importantes por su distribucionfr@ricia y patogenicidad, son el virus
del mosaico dorado del childPdpper golden mosaic virus, PepGMV) y el virus

huasteco del childPepper huasteco virus, PHYVV).



Cuadro 1. Geminivirus que afectan el cultivo deh&be (ycopersicon esculentum) en
México.

Virus* Acrénimo Referencia

Pepper golden mosaicvirus  PepGM\W-Tam? Stengelet al., 1990; Torres?achec
et al., 1996; Brown y Poulos, 1990.

Pepper huasteco virus PHYVV Torres-Pachecet al., 1993;
Garzén-Tiznadet al., 1993.

Chino del tomate virus CdTV* Brown y Nelson, 1988;
Paplomatast al., 1994.

Tomato mottle virus ToMoV Garrido-Ramirezt al., 1998;
Diaz-Plazeet al., 2002.

Tomato yellow leaf curl virus TYLCV Ascencio-lbanezt al., 1999.

Taino tomato mottle virus TTMoV Ramoset al., 1997; Diaz-Plazet
al., 2002.

Snaloa tomato leaf curl STLCV Idris y Brown, 1998; Browst al.,

virus 1993.

Fuente: Holguin-Pefg al., 2004.* Nombres en cursivas estan delimitadas como espaéeiasuerdo al Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (Internaticammittee on Taxonomy of Viruses, ICTV) (Fauqetedl .,
2003).Y PepGMV =Anteriormente descrito como TPV (Texas gepfrus) o SGMV (Serrano golden mosaic
virus).? CdTV, también descrito anteriormente como TLCrVr(i&to leaf crumple virus).

Familia Geminiviridae

Caracteristicas generales

Los primeros reportes sobre posibles enfermedalesadas por geminivirus datan
del siglo VIII D. C., en un poema japonés escritw la emperatriz KoKen en el afio
750, en el cudl se describe un amarillamiento Bepatorium lyndleyanum, muy
probablemente el virus del enrollamiento de la hibgh tabaco (TLCV) (Matthews
1991). Los estudios formales con este tipo de \8mugiciaron con Goodman en 1977,
quién caracterizo un virus de DNA, cadena sendilleg infectaba frijol, acufiandose el

término de Geminivirus por Harrison, en ese misiinm @scencio-lbafiegt al., 2000).



El término, fue aceptado en 1978 por el Comitériv@eional para la Taxonomia Viral
(ICTV, International Committee of the Taxonomy oif¥ses), como una nueva familia

viral.

El genoma de los geminivirus estd constituido poa {monopartitas) o dos
(bipartitas) moléculas de ADN circular de cadenaci#i@. El nombre deriva de la
morfologia de su particula, compuesta por dos dalsiécosahédricas idénticas unidas
por una de las caras (gemini = gemelos), caratibarique los distingue de todo los

demaés virus conocidos (Zhaaal., 2001) (Figura 1).

electronica del virus Maize streak virdglSV). Tincion con acetato de uranilo 2%.

La molécula de los virus monopartitas tienen unds kb; las de los bipartitas se
compone de dos moléculas de ADN, designadas compma (ADN-A) y B (ADN-

B), cada una de las cuales miden entre 2.6 y 2(@&tarowitz, 1992). La organizacion
genomica deVirus Huasteco del chile (PHV) es tipico de los begomovirus bipartitas, en
tanto que la del virus dednrollamiento amarillo de la hoja del tomate (TYLCV)

ejemplifica a la de los monopartitas.
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Clasificacion

La clasificacion de la famili&seminiviridae se divide en cuatro géneros diferentes:
Begomovirus, Curtovirus, Mastrevirus y Topocuvirus. Esta division se establecié en
funcion de la estructura del genoma (monopartibépartita) (Figura 2), en el rango de
plantas hospederas (monocotiledéneas o dicotileddneen el insecto vector que los

transmite (Cuadro 2) (Fauquettal., 2003).

Los Begomovirus poseen un genoma que puede ser monopartita o itaipdra
especie tipo es @ean golden yellow mosaic virus (Fauquetet al., 2003). Estos virus
son transmitidos por mosquitas blancas de la farAlkeyrodidae principalmente por
Bemisia tabaci Gennadius (biotipo A) Bemisia argentifolii Bellows y Perring, también
conocida coma3. tabaci biotipo B y son capaces de infectar a plantastiteddneas

(Brown y Bird 1992).

Los Curtovirus poseen un genoma monopartita. La especie tipo Beeeturly top
virus (Fauquetet al., 2003). Son transmitidos por chicharritas e i@#ecplantas

dicotiled6neas.

Los Mastrevirus poseen un genoma monopartita. La especie tipo Maieé streak
virus (Fauquetet al., 2003). Son transmitidos por chicharritas y sapaces de infectar
plantas monocotiledéneas, con la excepcionTdeacco yellow dwarf virus (TYDV) y

el Bean yellow dwarf virus (BYDV) que infectan dicotiledoneas.



11

Los Topocuvirus poseen un genoma monopartita. La especie tipo densdto
pseudo-curly top virus (Fauquetet al., 2003). Son transmitidos por el vechicrutalis

malleifera (familia Membracidae), su rango de hospederodasoplantas dicotileddneas.

Cuadro 2. Clasificacion de la famil@eminiviridae segun segmentacion del genoma,
rango de hospedero y vector transmisor.

Género Especie tipo? Genoma Rango de Vector transmisor
hospedero
Mastrevirus MSV Monopartita Mono-y Cicadulina spp.t
dicotiledoneas
Curtovirus BCTV Monopartita Dicotiledoneas Circulifer tenellust
Topocuvirus TPCTV Monopartita Dicotiledoneas Micrutalis
malleifera?
Begomovirus BGYMV Mono-y Dicotiledoneas Bemisia tabaci®
bipartita

Fuente: Fauquet al., 2003.
aMSV. Maize streak virus, BCTV. Beet curly top virus, TPCTV. Tomato pseudo curly top virus, BGYMV.

Bean golden yellow mosaic virus.
1-3. Familia taxonémica (todos del Orden Hemiptef@icadellidae, 2Membracidae, *Aleyrodidae.

Mastrevirus Curtovirus Begomoviru

TAATATTVAC TAATATTIAC

TAATATTAC

Topocuvirus

TAATATT-AC

Figura 2. Esquema de la organizacion gendémicasieuatro géneros que conforman
la familia Geminiviridae. CR= Regi6on comun, CP= Proteina de la capside, Rapteina de
replicacion, TrAP= Proteina activadora de la tigsidn, REn= Proteina activadora de la replicacion,
AC4= Proteina implicada en la represion de la esipredel gen AC1 y en el movimiento o en la
expresion de los sintomas, NSP= Proteina de trelespaclear, MP= Proteina de movimiento. La
secuencia TAATATTAC es el sitio de inicio de Iglieacion por circulo rodan
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Proceso de infeccion

El proceso de infeccion inicia con la llegada dellw a la planta (Figura 3). Los
Geminivirus son transmitidos de manera persistente y cirsadCuadro 3), pueden ser
retenidos y transmitidos durante todo el ciclo e las mosquitas blancas (Czosnek
et al., 2002). Este tipo de transmision involucra elopdsl virus a través del cuerpo del
insecto y consiste de dos fases: primero, es laisidogpn del virus, en la cual pasa hasta
la hemolinfa via la pared del tracto digestivoegundo, la inoculacién del virus en la
planta, la cual requiere el paso del virus desdédmolinfa hasta las secreciones
salivares, donde la proteina de la capside esthcadp en su transmision (Lt al.,
1997; Liuet al., 1999; Palmer y Rybicki, 1998). Una vez en lailzlla particula viral
es desensamblada para liberar su DNA gendmico. Wdmaliberado, el genoma se
moviliza y entra en el nucleo, donde da inicio edgeso de replicacion (Monsalve-

Fonnegrat al., 2002).

Rep (s), CP ), BV1 (&), BC1 (a).

Figura 3. Representacion esquematica del ciclo de infecciémimgviral. (1)
Liberacién de la particula y movimiento al nacl¢d) Sintesis de DNAcd. (3)
Replicacién por circulo rodante. (4) Término deelicacion. (5) Encapcidacion del
genoma. (6) Movimiento del genoma de nucleo a lEtspa. (7) Movimiento del
genoma de citoplasma a células vecinas. (8) Mowitnide las particulas virales al
floema desde donde pueden ser adquiridas poregtmsector para la transmision.
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Cuadro 3. Clasificacion de los tipos de transmisiérvirus de plantas.

Tipos de Transmisiéon

Caracteristicas No persistente Semipersistente Persistente Persistente
circulativa propagativa
Fase de Segundos y/o  Minutos y/o Horas Horas
adquisicion minutos horas
Fase de latencia No No Horas Dias y/o semanas
Fase de Minutos Horas y/o horas  Dias y/o de Dias y/o de por
retencion por vida vida
Capacidad de No No No Si
replicacion en
el vector
Grupos Potyvirus Caulimoviridae Luteoviridae Tospovirus
taxondmicos de Cucumovirus Closteroviridae Geminiviridae Reoviridae
virus Nanoviridae = Rhabdoviridae
Sintomas

Los sintomas son los efectos visibles de la infeceiral que ocasionan cambios en
el metabolismo y fisiologia en la planta. La sin&ahogia ocasionada por los
geminivirus puede ser similar a la causada porcigeftias nutrimentales y a los

inducidos por otras familias de virus, principalngelosPotyvirus y los Tobamovirus.

Las alteraciones mas frecuentes incluyen: i) ienamde la planta, ii)
epinastia, distorsiones, clorosis, rugosidadegrosis de las hojas, iii) distorsionesy

decoloraciones de los frutos y iv) absicion flogRolston y Anderson, 1997).
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La naturaleza y gravedad de los sintomas produdeépsnden de la cepa del virus,
del genotipo del huésped, del momento de infecgicuhe las condiciones ambientales

(Monsalve-Fonnegret al., 2002).

Mosca blanca e implicacion epidemioldgica

Durante la ultima década, varios sistemas agricetasas regiones tropicales y
subtropicales han sido severamente afectados pomdaca blanca (Hemiptera:
Aleyrodidae). Este insecto ha sido considerado ewer® problema fitosanitario en
varios cultivos de gran importancia socioecondonece paises africanos, asiaticos,

europeos, americanos y en algunas regiones deafastr

En América constituye un serio problema desde retislos Estados Unidos hasta
argentina, incluyendo todos los paises del Cardmmno plaga por sus grandes

poblaciones (Posos y Fregoso, 2004).

Son varias las causas por las cuales se derivaplariancia que tienen las moscas
blancas en los sembradios de hortalizas. Una de edl el dafio directo ocasionado por
ninfas y adultos, ya que al succionar la savia age plantas, llegan a causarles
debilitamiento, de tal manera que pueden ocasianauerte de la planta, sobre todo en
sembradios con altas poblaciones; ademas, las ciladeque excretan en ambos
estados biolégicos sirven como sustrato para d@ro#k de la fumagina, la cual, al
cubrir el area foliar, provoca trastornos en lasitesis y en la respiracion, reduciendo

el vigor de la planta. Sin embargo, el dafio maym@smnado por estos insectos esta
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relacionado con la transmision de enfermedadedpdeviral, principalmente de las
familias Geminiviridae (Begomovirus), Potyviridae, Comoviridae y los géneros
Crinivirus, Closterovirus, Carlavirus (Duffus, 1985). Estas enfermedades han
provocado pérdidas considerables en la calidachtidzal de las cosechas, lo que a su
vez, ha provocado la disminucion de la superfieimlsrada, por la baja rentabilidad de

los cultivos y como consecuencia el abandono depoa

A nivel mundial se reportan 1,200 especies, indsiien 126 géneros; sin embargo,
en México las reconocidas como especies de impmat@aTonomica y que transmiten
virus fitopatégenos sonTrialeurodes vaporariorum (Westwood), Trialeurodes
abutilonea (Haldeman),Bemisia tabaci (Gennadius) designada como biotipo A y
Bemisia argentifolii (Bellows & Perring), esta mosquita blanca se d&sigomo el
biotipo B, para distinguirla del biotipo A; la cus¢ ha desplazado por varias regiones
del Continente Americano debido a su amplio rangddspedantes, proliferacion y

capacidad de dispersion (Bedfatdal., 1994; Brown y Bird, 1992).

Por su parte Canra al. (2000), reportan que a nivel nacional se hantifigsdo
108 especies de plantas que se ven afectadas pasiguita blanca siendo algunas de
las mas representativas las familias Solanaceasaigo chile, papa), Cucurbitaceas
(meldn, sandia, calabaza) y Brasicaeas (col, leclyugrocoli), asi como también la
berenjena y las ornamentales por mencionar algyrademas, también se reportan
varias malezas de las mismas familias, siendo lklesae en las épocas que no hay
cultivos, lo que coincide con Salomeéh al. (2002), quien reporta la influencia de

malezas sobre las infecciones de moscas blancdi$eeentes hortalizas sembradas en
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el sureste mexicano. Hay que sefialar que aunqdéaale hoy hay alternativas de
control de la mosca blanca, se siguen descubriengyos geminivirus como los
reportados por Luko (2002), quien sefiala importapérdidas por virus desconocidos
y/o hasta el momento no caracterizados en GuateMalsezuela y Brasil, causando

severos dafos en cucurbitaceas.

En México, en las regiones noreste y noroeste @é e han detectado
enfermedades de origen geminiviral asociadas a plthlaciones de moscas blancas

(Torres-Pachecet al., 1996).

La morfologia de los distintos estados de las n®odiancas se describen de
acuerdo a los trabajos realizados por Bellewal. (1994). Presentan metamorfosis
incompleta, es decir su ciclo biolégico preserga #stados de desarrollo: huevo, cuatro
estadios ninfales y adulto (Figura 4). El huevaledorma oval y mide unos 0,2 mm de
longitud. La ninfa en su primer estadio es de cblanco verdoso y posee tres pares de
patas bien desarrolladas, que le permiten desplzéesde su eclosion hasta que
encuentra un lugar para fijarse y comenzar a atane®. Una vez fijada, se produce la
muda, transformandose en ninfa de segundo instacu&fpo es aplanado, de color
amarillo verdoso y esta cubierto de setas. Enrektesstadio el cuerpo es oval y el
margen ondulado. En el cuarto estadio ninfal, lnéoes alargada y eliptica, el color
amarillo verdoso y los ojos son dos manchas roges inapreciables. La forma del
cuerpo es eliptica, con la region de la cabezacsmular y contorno generalmente
irregular. En la dltima fase del cuarto estadicaalimenta y el color del cuerpo cambia

de verdoso a amarillento mas opaco. El adulto daléa pupa por una incision que
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realiza en forma de T. Es de color blanco y midedmadamente 1,2 mm de largo,
siendo el macho generalmente mas pequefio y mésddeigie la hembra. El cuerpo es

de color amarillo y esta cubierto por un fino plidvblanco (Bellowst al., 1994).

Figura 4. A) Foto del adulto dgemisia argentifolii (Bellows & Perring).
http://davesgarden.com/guides/bf/showimage/94/d@) HeBemisia argentifolii de
cuarto instar ninfal.

Interaccién planta-patégeno-vector

La interaccién virus-planta comienza con la pewéira del virus en la célula
vegetal, a través de la barrera que supone larmiesge la pared celular, para lo cual el
virus se sirve de otros organismos, generalmestxios, que producen lesiones en los
tejidos vegetales como consecuencia de sus haitesnticios, y los introducen en las

células.

Dentro del Reino Animal existen 386 especies cqracidad de transmitir virus
fitopatdgenos; el 74% de estos vectores son adiaypy el resto son nematodos. De los
primeros, 356 son insectos y dos son acaros. 2331%jJ de los insectos vectores

pertenecen al Orden Hemiptera.
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Al igual que otros insectos del Orden Hemiptera@f chicharritas, psilidos), las
mosquitas blancas poseen un aparato bucal picador,lo que a través de su
alimentacion, que la realizan de los tejidos cotmtes de las plantas, tienen la
capacidad de adquirir patégenos habitantes de dsfmos y al mismo tiempo
depositarlos en plantas sanas, por lo que se estabina relacion planta-patdgeno-
vector, que esta influida por una diversidad deofes, dentro de los cuales se tiene a
ambientales, que determinan de alguna forma léeeéia y capacidad de la transmision

del insecto y de la infeccion del patégeno endatal (Costa, 1976; Velazquez, 1990).

Watson y Roberts (1939) generaron una clasificadépmendiendo del tiempo de
supervivencia del virus en el insecto, llamandolegpersistentes y persistentes (Cuadro
3). En el primer caso, la supervivencia del virasekinsecto es corta, perdiéndose la
capacidad virulifera en el proceso de alimentacyoal virus es acarreado en la parte
externa del estilete; en el segundo caso, la siye@cia es mas prolongada (dias,
semanas 0 meses); el virus pasa a la parte intdelomsecto y no se pierde en el
proceso de alimentacion. Para que se lleve a @abarismision vectorial, es necesario
gue se cumplan varios periodos como son: adquisicidtencia o incubacion,

transmision y retencion.

Los estadios inmaduros se alimentan por un tiengpsiderable y la adquisicion
del virus por estos es un factor importante enfitaeacia de la transmision, pues al
llegar al estado adulto presentan gran movimiemmndicion que favorece la

diseminacion del virus, al presentarse en plargaassy susceptibles al patdégeno.
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La adquisicion de virus del hospedero puede llevarsabo por diferentes instares
ninfales, como en el caso &e tabaci, en la transmisién del virus del enchinamiento
amarillo del tomate y el virus mosaico amarillo @igbl. De la misma forma, se ha
demostrado que los adultos tienen la capacidadgigra particulas virales, jugando un
papel importante en la diseminacion. La adquisiciévirus transmitidos por mosquitas
blancas, tienen un rango que va de cinco minutasca horas, dependiendo de diversos
factores como la edad de la planta, temperaturasoncentracion de virus en el
hospedero. En algunos casos, como el del enchintmiel tabaco y clorosis de las
malvaceas, las mosquitas blancas son mas eficientisstransmision cuando adquieren
el patégeno de las malezas, en relacion a unalpaailguisicion del propio cultivo

(Costa, 1969).

Incidencia

La incidencia y severidad son las medidas mas sufdara cuantificar una

enfermedad en un patosistema especifico.

La incidencia es la proporcidén o porcentaje detplasanas o enfermas o unidades
de plantas como hojas, raices, frutos, floregdall ramas (Campbell y Madden, 1990).
Por ejemplo, una incidencia de 45% en plantasjfgigmue el 45% de plantas tienen

sintomas de la enfermedad y el 55% de plantaseszptan sintomas de la enfermedad.
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El calculo dela incidencia se efectiia mediantéilmiila:

Numero de plantepartes de plantas x 100

Incidencia (1) =
Numero total de plantas o patieplantas observadas
La incidencia es muy 0til en enfermedades de mpigladevolucion como el mildit
de la cebolla, en enfermedades radicales y endsgscen los que es suficiente una

lesion para que la parte afectada pierda su valoeccial.

Modelos para analizar el progreso temporal de la egemia

Una epidemia ocurre cuando hay un cambio en lasidad de la enfermedad en

una poblacion de plantas a través del tiempo yogsranz, 1974).

Si la cantidad de enfermedad presente en una poblde plantas se evalla en
varios tiempos, los resultados pueden presentaigetivamente como una curva de
progreso de enfermedad. Esta curva es la graficeveridad de la enfermedad contra
alguna medida de tiempo, es la representacion depidemia. Esta representa la
integracion de los efectos del patdgeno y los efecbtedioambientales que ocurren
durante la epidemia y proporciona la oportunidadhmigizar, comparar, y entender las
epidemias de enfermedades de plantas (Campbell gdéma 1990). La curva de
progreso de la enfermedad puede construirse péeanmedades causadas por cualquier
patdgeno, hospedante y para cualquier medio anehiem cualquier poblacion de

planta.
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Edminster (1978) citado por Campbell y Madden (}9€6fine modelo como una
representacion simplificada de la realidad, o coma representacion o analogia de algo

gue existe.

Para explicar el progreso de la enfermedad, Vatalgt{1963), plantea como se
desarrollaron diferentes modelos matematicos (@Qualy de tal manera que el
comportamiento de una epidemia puede ser repreep@ un determinado modelo
gue asegure el mejor ajuste de la curva a loseslie enfermedad observados. De estos
modelos se obtienen los parametros de las curvadedarrollo o progreso de la
enfermedad como son la cantidad de enfermedadilinigisa de crecimiento en el
tiempo, area bajo la curva, forma de la curva,idadtméxima de enfermedad, cantidad

de enfermedad final.

La curva de desarrollo es usada para diferentestiotg, entre ellos hacer
comparaciones del desarrollo de las enfermedades ewltivares o genotipos, entre

tratamientos de control (Campbell y Madden, 1990).
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Cuadro 4. Modelos para analizar el progreso defermedad.
Modelo? Forma functional Forma lineal

Weibully=1-exp[-{t-a)/b)]c] [In{1/(1-y)]] #°= -a/b + tlb

Logistico y=1/[1+exp[In[y/(1-y)]+rLt])] In[(y/(1-y)]=Inlys/(t-y)]+rLt

Gompertz y=exp|in(y)exp(rGt)] -In[~In(y)=—In[-In(y,)]+r Gt

Fuente: Campbell y Madden, 1990.

2Donde: y= cantidad de enfermedagk yndculo inicial, r= tasa de incremento, t= tiemppb, c= parametros del
modelo.
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Diagnostico, Epidemiologia y Manejo del Enchinamieim Severo del Tomate

(Lycopersicon esculentum Mill.) en Cadereyta y Montemorelos, Nuevo Leén.

Creta |. Estrada-Astudillo®, Gustavo A. Frias-Trevifid, Oswaldo Garcia-MartineZ,

Victor M. Sanchéz-ValdeZ, Cesar Guigén-L6peZ.

'Estudiante de Maestria en Parasitologia Agricolaivéysidad Auténoma Agraria
Antonio Narro. Isla Groenlandia No. 3470 Col. Jaedi del Sur, Guadalajara, Jalisco.
C.P. 44950. Tel. 045 (331) 142 4380orreo electronico: estradacreta@yahoo.com.
’Departamento de Parasitologia, Universidad Auténofwmmaria Antonio Narro.
Buenavista, Saltillo, Coahuila. C.P.25315, Tel. sxF4 11 02 26.%Centro de
Investigacion para los Recursos Naturales. Antidaanal Rural de Salaices, Salaices,

Chihuahua, México. C.P. 33941.

Resumen

Los geminivirus transmitidos pdBemisia tabaci (Gennadius) yBemisia argentifolli
(Bellows & Perring), pertenecen al gén@&@agomovirus. Las epidemias asociadas a los
begomovirus, han causado considerables pérdidas aritivo de tomate. El dafio que
producen se refleja en una reduccion de rendimigictlidad del fruto. La severidad de
la enfermedad depende fundamentalmente del culttiterado, virulencia del patdgeno
y sus vectores y las condiciones ambientales falesaEn el presente trabajo, los
resultados en la prueba de DAS-ELISA indicaronrksencia de dos virus de RNA en
baja frecuencia, en tomate fue la esp@dgto virus Y (PVY); mientras que en maleza

sintomaticaHelianthus annuus (girasol)y Physalis ixocarpa (tomatillo) se detecto la
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especie deAlfalfa mosaic virus (AMV). En las reacciones de PCR, se detectd la
presencia de begomovirus en plantas de tomatetadéecen la localidad de Cadereyta
Jiménez, con los iniciadores CP70-MAC/YMAC se obtuna amplificacion de 570 pb.
Las secuencias nucleotidicas de los fragmentos ifisagbs confirmaron que el
begomovirus asociado con los sintomas observadoarepo, es efomato severe | eaf
curl virus (acc. no. DQ347947), el porcentaje de similitud eb aislado de este virus
fue de 97%. Por otro lado, los resultados de dd®dfluctuacion poblacional de
mosquita blanca durante el ciclo primavera-verad@72para el Rancho “El Escape”,
con manejo organico presentd un pico poblacionardbo, el dia 09 de abril con una
media de 478 individuos/trampa/dia. Asi mismo, ldRamcho con manejo convencional
“San Luis”, se presento el dia 29 de marzo un pimolacional, llegando a registrarse
una media de 49 individuos/trampa/dia. La incidencie la enfermedad del
enchinamiento severo del tomate vario de 8% al 10086 valores mas altos se
obtuvieron durante el ciclo primavera-verano. Ljgeege de mosquita blanca asociada al
tomate en Cadereyta y Montemorelos fBe argentifolii. La evidencia obtenida
mediante el uso de modelos epidemioldgicos indie® & modelo que mejor se ajustod
al desarrollo de la enfermedad fue el LogisticoXR.91). La velocidad de incremento
de la enfermedad fue de 0.13 a 0.09 en los rantBbsEscape” y “San Luis”,
respectivamente. El periodo de incubacion del \eruga planta desde que es inoculado
por el vector, hasta que presenta los primerosmeid fue de 23 a 28 dias. El manejo
convencional que se realizo en el rancho “San |eis’el 2006, se reflejo en una menor

poblacion de mosquita blanca y una baja incidegieigirosis en el cultivo.

Palabras clave: EpidemiologiaBegomovirus, Bemisia spp.
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Introduccion

El tomate Lycopersicon esculentum Mill.) es una de las especies horticolas mas
importantes en México. En Nuevo Ledn se cultiva® 5& de esta hortaliza en dos
ciclos anuales, primavera-verano y otofio-invierh@ produccién anual es de
aproximadamente 4,160 ton que se cosechan ennidd@des de produccioén, la mayoria
de ellas en el Municipio de Cadereyta, N.L. (SIA®07). Uno de los principales
factores limitantes de la produccion y rentabiliddel cultivo es una enfermedad,
aparentemente de origen viral, que ocasiona enaniden la planta, mosaico y
enchinamiento, que es conocida como enchinamiezittothate. Esta enfermedad tiene
efectos devastadores en el ciclo primavera-veraniiando la superficie cultivada con
esta hortaliza en Nuevo Ledn. Los sintomas obsesvaon similares a los reportados en
cultivos de tomate en los estados de Tamaulipas)di, Guanajuato, Jalisco, San Luis
Potosi y Sonora, donde varios begomovirus se haton&ado involucrados,
principalmentePepper golden mosaic virus (PepGMV),Pepper huasteco virus (PHVV)

y el Chino del tomato virus (CdTV) (Garzén-Tiznadet al., 2001; Ascencio-lbafiet
al., 1999). Loshegomovirus se caracterizan por poseer un genoma de ADN deead
sencilla, circular, empacado en particulas icosatesd geminadas (Padidast al.,
1995) y por ser transmitidos por mosquitas blandas la familia Aleyrodidae
principalmente poBemisia tabaci Gennadius (biotipo A) B. argentifolii Bellows y
Perring, también conocida conio tabaci biotipo B (Brown y Bird, 1992). En las dos
tltimas décadas, la combinacion insecto/vectorgvitte ocasionado importantes
epidemias con pérdidas econdémicas millonarias (Hotgefnaet al., 2003). En América
tropical y sub-tropical, los begomovirus estanribsidos ampliamente y las pérdidas

ocasionadas fluctian del 30 al 80% (Garzon-Tiznd®®5; Diaz-Plaza, 1998). En
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América Central y El Caribe son numerosos los tegate la presencia tdegomovirus,
ocasionando pérdidas en el cultivo del tomate (BrgvBird, 1992; Rojast al., 2000).
En Nuevo Leodn los productores manejan la enfermdmeshdos en su experiencia
empirica y en los requerimientos del mercado (prtmduorganicos), sin embargo, para
manejar adecuadamente las enfermedades causad&gguoovirus se requiere no solo
diagnosticar el agente causal de la enfermedadcsimacer la interaccion planta- vector
(mosquita blanca) - virus - medio ambiente, lo dwaze necesario investigar el

patosistema en cada regién productora.

El presente trabajo tuvo como objetivos: Determeiaagente causal del enchinamiento
del tomate, estudiar la relacion entre la poblaciémosquita blanca y la epidemia del
enchinamiento del tomate, y evaluar el efecto desistemas de maneggronomicadel

cultivo en el control de la enfermedad.

Materiales y Métodos

Localizacion del area de estudio

El trabajo de campo se realizo en los MunicipicCaelereyta Jiménez y Montemorelos,
Nuevo Ledn, en dos parcelas comerciales de toneataliferente manejo agronémico;
en el Rancho “El Escape”, con manejo organico,livada en el Ejido General Trevifio,

a 283 msnm y ubicada a 25° 32’ 19.3” de latitudt®lgra 99° 54’ 49.6” de longitud

Oeste, y en el Rancho “San Luis”, con manejo cotie@al, ubicada en el Ejido La

Laguna, a 371 msnm y a 25° 14’ 13.3” de latitudt®lgra 99° 47’ 18.8” de longitud

Oeste.
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Identificacion de virus por ELISA

En los ranchos “El Escape” y “San Luis” municipioe Cadereyta Jiménez y
Montemorelos, respectivamente; durante los ciclgdcalas otofio-invierno 2006 vy
primavera-verano 2007, se recolectaron 135 mued#rggantas con sintomas asociados
a virosis. Las muestras consistieron en hojas gsamismas que se colocaron dentro de
bolsas de plastico conservadas en hielo durarttassportacion al laboratorio, donde se
mantuvieron a -6°C. Las muestras se analizaronantlia prueba seroldgica de doble
anticuerpo ligado a enzimas (DAS-ELISA) (Clark yahas, 1977), utilizando antisueros
comerciales (Agdia Inc.) especificos para la dédecde proteinas virales demato
Sootted Wilt Virus (TSWV), Potato virus Y (PVY), Alfalfa mosaic virus (AMV),
Cucumber mosaic virus (CMV), Tobacco mosaic virus (TMV), Tomato mosaic virus
(ToMV), Tobacco ringspot virus (TRSV) y Tomato ringspot virus (ToRSV). El
procedimiento se realiz6 de acuerdo al protocoldfatwicante (Agdia Inc.) y la Guia
ilustrada de la prueba de inmunoadsorcion con ewiligadas para la deteccion de
fitopatdbgenos (Cruz y Frias, 1997). Se coloco agacplaca de ELISA un control
positivo, un control negativo, un blanco y 10 mgejelo de cada muestra en 100 pl de
buffer de extraccion, con una repeticion en la maigtaca. La reaccion colorimétrica
fue cuantificada por absorbancia a 405 nm en uectggotdmetro BIO-RAD 3550-
UV, se tomaron datos de las reacciones antigencdanpo cada 20 minutos después de
la adicion del sustrato de la fosfatasa alcalirsardaccion se considerd positiva cuando
la lectura de densidad Optica fue mayor o iguats veces la media del testigo negativo

(£0.03) (Cruz y Frias, 1997).
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Identificacién de Begomovirus

En el rancho “El Escape”, municipio de Cadereymaédiez en el ciclo primavera verano
2007, durante una severa epidemia de virosis eatéggmaracterizada por la presencia
de plantas con sintomas tipicos de begomovirus color@sis, mosaico amarillos,
enrollamiento, enchinamiento y tamafo reducido ateHojas y una reduccion en el
tamafio de las plantas (Torres-Pachecal., 1996; Polston y Anderson, 1997), se
recolectaron 15 muestras de hojas jovenes de pldettomate. Las hojas se trasladaron
al laboratorio, donde se mantuvieron a -20°C jpasteriormente extraer el ADN y
detectar la presencia de begomovirus mediantealecin en cadena de la polimerasa

(PCR).

Extraccion de ADN

El protocolo de extraccion de ADN gendmico se basbel método utilizado por
Ascencio-lbafert al. (2007) y consistio en moler 0.1 g de tejido ¢b0 [ de solucion
AP (Ascencio-Pruna), compuesto por urea 7%, Nag3N), EDTA 0.02M y sarcosina
1%. Los &cidos nucleicos resultantes se resuspendi® agua estéril y se guardaron a -

20°C.

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

El ADN total de plantas fue utilizado como moldergpdas reacciones de PCR. Se
utilizaron dos pares de oligonucleodtidos degenexadel primer par CP70-MAC
(CAAGCTTGGTTGTGAAGGNCCNTGTAAGGTYCA) (De la Torre-Aharaz, 2006)

e YMAC (ACAAGCTTWGASGCATGNGTACATGCCA) (modificado & Monreal-

Vargas, 2005) amplifica un fragmento de 570 paeebakes (pb), que corresponde a la
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region altamente conservada del gen de la culpestaica (CP) de los begomovirus. El
segundo par PAL1v1978AR1c496, amplifica un fragmento de 1.1 kb (110D k.4

kb (1400 pb) del ADN-A, para los begomovirus de Aiceg y del Viejo Mundo,
respectivamente; los cuales comprende parte deRgenla IR y una porcion del gen
CP (Rojaset al., 1993). Para los dos juegos de oligonucleétidbsplumen total de la
reaccion fue de 2fl, conteniendo 2.5 Buffer Tag DNA polimerasa 1X, 1.25
MgCl,, 1 ul oligonucléotidos, 0.5l dNTPs, 0.5ul Taqg ADN polimerasa (Roche) y,i2
DNA. Como testigos positivos se utilizaron clonesn dragmentos de PepGMV,
proporcionados por Rafael F. Rivera Bustamante YESITAV-lrapuato). Las
reacciones se realizaron en un termociclador Px@mial Cycler, bajo las siguientes
condiciones para el primer par de oligonucledtidu®tratamiento 94°C/2 minutos,
seguido de 35 ciclos conformados por 94°C/1 minu&s’C/1 minutos, 72°C/1
minutos, con una extension final de 72°C/5 minutgspara el segundo par de
oligonucledtidos fué de acuerdo a Raghal. (1993). La valoracion de los productos de
PCR se realiz6 por electroforesis en gel de agaab%a% en solucion amortiguadora
1X TAE, tefiido con bromuro de etidio, a 80 volt§ ha visualizacién de las bandas de

DNA se realizo en un transiluminador UV (LS Softejar

Clonacion y secuenciacion

Los productos de PCR obtenidos de las muestrasapa se purificaron con el kit
comercial ExoSAP-IT (USB Co.), de acuerdo a lasicedones del proveedor y
analizada en un secuenciador Applied Biosytem Z&fetic Analizer, en el laboratorio
de bioquimica molecular de la FES-Iztacala, UNAM.decuencia nucleotidica obtenida

se compard con secuencias disponibles en la bas#atde del GenBank (NCBI),
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utilizando el programa BLAST y el método ClustalgdMlign, DNA Star Software,

Madison, WI) (Sanger, 1977).

Fluctuacion poblacional e identificacion de espe@ede Mosca blanca

En los ranchos de “El Escape” (manejo organicopan’ Luis” (manejo convencional),
durante los ciclos agricolas 2006 y 2007, se cobwcarampas adhesivas amarillas
(Ferocon AM) de 23 x 18 cm. Se pusieron un promel#icseis trampas por parcela,
cuatro trampas en los margenes del terreno y desamtro, estas fueron colocadas por
encima del follaje del cultivo en posicién vertisalbre estacas de madera. Las trampas
se revisaron y cambiaron con una frecuencia del@ dias y se conté el nimero de
mosquitas blancas atrapadas en la trampa, grafisénth fluctuacién poblacional
durante éste periodo. Los datos de incidencia pioilal fueron utilizados en los
modelos Logistico, Monomolecular y Gompertz par@edwsinar su relacion con la

incidencia de la enfermedad.

Durante el mes de abril de 2007 se realizé undeetzode hojas de plantas de tomate
con ninfas de insectos de moscas blancas. Se arepanontajes de ninfas del cuarto
instar a las que se realizé una puncion en la peteteal, para luego colocarlos en KOH
al 10 % por 24 horas, una vez transcurrido estapiiese elimind el KOH con agua
destilada por 10 minutos; luego se sometieron a deshidratacion progresiva con
alcohol etilico a 70, 80, 90 y 96 % por diez mirgitge aclararon con aceite de clavo por
cinco minutos, y se montaron en balsamo de Caraité taminillas (Ortega, 1995). La
identificacion a nivel de Suborden y Familias salizé utilizando las claves

taxonomicas de Borror y White (1970) y Triplehgrdohnson (2005). La definicion de
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especies se realizé mediante las claves taxonéme&stega (1995) y Bellows (1994).
Las caracteristicas morfolégicas utilizadas paralédatificacion de especie fueron: (i)
ojos (ii) seta anterior submarginal (iii) Orificlmasiforme (iv) seta cauda (v) dobleces
marginales de la apertura traqueal posterior yrimntd.a confirmacién de Género, asi

como la determinacion de especies, las realiz0.€l Mantiago Vergara Pineda.

Incidencia de plantas con sintomas de Begomovirus

En los ranchos de “El Escape” y “San Luis”, durdoteciclos agricolas 2006 y 2007, se
evalud cada 7-10 dias la incidencia de plantasséaiomas de begomovirus. En cada
parcela se inspeccionaron 500 plantas de tomagentdeando la ausencia o presencia
de sintomas. En cada muestreo se seleccionamoréenente cinco surcos, se conto el
namero de plantas sanas y enfermas y se calcyloretntaje de plantas enfermas. La
incidencia se determiné por el nimero de planteectiadas entre el nimero de plantas

totales por 100. (Holguin-PeBgal., 2004).

Andlisis epidemiologico

Los datos de incidencia de plantas con sintomagralgs, se graficaron y se sometieron
a analisis estadisticos para encontrar el modeatterjologico que mejor describe el
incremento de la enfermedad. Los modelos utilizatieson el Monomolecular,
Logistico y de Gompertz. El mejor ajuste se detedmeén base a su coeficiente de
determinacién, dichas relaciones se considerar@mdmi los valores de Rfueran
mayores a 0.90 y una distribucion grafica unifordeelos residuales de cada modelo
(Campbell y Madden, 1990). El andlisis se reali@an el paquete estadistico Statistics

Analisis System (SAS) version 9.1.3.
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Manejo del cultivo y su efecto en la incidencia da enfermedad
Los ranchos en los que se realizé éste trabajelsecgonaron por su diferente manejo
agronémico, para estar en posibilidades de evaluafecto en la poblacion de mosquita

blanca y en la incidencia de la enfermedad.

Manejo orgéanico
El rancho “El Escape” esta certificado para cosephaductos organicos y por lo tanto
el manejo de plagas esta limitado al uso de cohioddgico, y aplicacion de plaguicidas

organicos. El manejo fitosanitario del tomate cstigien:

1. La siembra en almécigo; se realiz6 utilizandarclas de 200 cavidades, previamente
desinfectadas por inmersion en agua a 68°C dutehteegundos; se sembraron 200
semillas variedad —Gironda (Enza Zaden México, SI&.C.V.), el sustrato que se
utilizé fue Sunshine certificado organico (mezcktdrba, vermiculita, piedra caliza,
yeso agricola y agente humectante), después déersbra se aplicO Algaenzims
(extractos de algas marinas del géngaogassum), con el objetivo de estimular el

desarrollo radicular.

2. La fertilizacion se realizé con compostas prag@as en el rancho, y aplicada mediante

sistema venturi.

3. Para el control de insectos se utilizaron eitsace Neem Azadirachta indica)

[Azatina], de Ajo AlliumsativumL.) y Cebolla (Allium cepa).
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Manejo convencional
El Rancho “San Luis” destina la produccién al mdocaacional y de exportacion, y
maneja las plagas de tomate con agroquimicos coiorates, los cuales se describen a

continuacion:

1. La siembra en alméacigo se realizé en charola@e cavidades, previamente
desinfectadas con Previcur 72 SL (Propamocarb idiato) y Derosal 500 SC
(Carbendazim), se sembraron 200 semillas variedd@ema Mariana, Toro y Estellas,
el sustrato que se utilizé6 fue Cosmopeat (turb@stagno), después del trasplante se
aplicé Rootex (Auxinas, aminoacidos y NPK), cofiifalidad de inducir la emision de

raices, asi como favorecer el crecimiento de latala

2. La fertilizacion se realiz6 usando productos eamnales aplicados al suelo por
fertirrigacion conteniendo N, P, K, elementos mesory hormonas vegetales. La
recomendaciéon de nutricion se baso en el anaksisudlo y monitoreo durante el ciclo

del cultivo con la asesoria técnica de la comp@idgmocel.

3. La aplicacion de agroquimicos se realizd una p@z semana por aspersion via
terrestre con tractor. Insecticidas agricolas: dlbmid, Imidacloprid, Endosulfan,
Benzoato de emamectina; Fungicidas: Metalaxil-Maabo Tiofanato metilico,
Mancozeb; Bactericidas: sulfato de cobre, sulfatoedtreptomicina y clorhidrato de

oxitetraciclina.
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Resultados y discusion

Identificacion de virus por ELISA

Excepto por tres muestras, las 135 hojas de plami@smas resultaron negativas a la
presencia de los virus TSWV, CMV, TMV, ToMV, TRSVIYRSV. En el rancho “San
Luis”, una planta de tomaté&ycopersicon esculentum) resultd positiva a PVY, una de
tomatillo (Physalis ixocarpa) y una de girasol Helianthus annuus) a AMV. Los
sintomas de la planta de tomate infectada con RMYoh, mosaico, moteado foliar de
color amarillo intenso, encrespamiento y reducedrel tamafio de las hojas (Figura 1).
Asi mismo, los sintomas de las plantas de tomatilicasol fueron mosaico y moteado
foliar de color amarillo intenso y deformacion dejas (Figura 2). El que no se
detectaran éstos virus en la mayoria de las msesgtral diagnostico positivo de
begomovirus en la muestras analizadas (ver ideatifon de begomovirus) indica que la
epidemia del enchinamiento del tomate en Nuevo Leércausada por begomovirus.
Adicionalmente, los sintomas observados en cangmmuerdan con los reportados para
begomovirus. En Tomate no se detecto la presemciAMV, a pesar de que existian
malezas infectadas conttelianthus annuus en el area de cultivo y que estas han sido
reportadas como importantes fuentes de in6culoM¥ para el cultivo de chile (Avilés

1995).

Identificacién de begomovirus
El método de deteccion de begomovirus por PCR osnoligonucleétidos CP70-
MAC/YMAC y PAL1v1978PAR1c496, se aplic6 a muestras de plantas de tpmate

chile, tomate de cascara y girasol que manifastasintomas virales caracteristicos de
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begomovirus. Sin embargo, al purificar el ADN de tauestras de plantas enfermas de
Cadereyta se observaron diferencias en cuantocargidad y calidad. Por lo que se

seleccionaron las cinco muestras con mejor calydaahtidad de ADN.

Figura 1. Sintomas del virus Y de la papa (PVY)cendiciones de campo, en
parcelas de tomate de Montemorelos; Nuevo Ledn.

Figura 2. Sintomas del virus mosaico de alfalfa {AMn condiciones de campo. A)
Girasol Helianthus annuus L.); B) Tomate de cascaréPhysalis ixocarpa) en
parcelas de tomate de Montemorelos; Nuevo Leon.
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En las reacciones de PCR realizadas con las cinestnas de ADN se obtuvieron
amplificaciones de 570 pb (Figura 3) que correspanadon el esperado para
begomovirus bipartitas del Nuevo Mundo, a diferardg las amplificaciones de 700 pb
gue se esperaria obtener cuando se amplifica ADNlatgas infectadas con TYLCV,
un begomovirus monopartita originario del Viejo Mon(Holguin-Pefiat al., 2003).
Esto indica que el virus prevaleciente en el caltde tomate en Cadereyta es un
begomovirus. Se obtuvo también el fragmento esperdd 1.1 kb, con los

oligonucledtidos PAR1c496/PAL1v1948 (Figura 4).

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa (1%)rdductos de PCR amplificados
con iniciadores CP70/YMAC (570 pb). Carril 1, mateade peso molecular 1 Kb-
Amresco; carril 2, control positivo de geminivirbgartita Pepper golden mosaic
virus-PepGMV); carril 3, control negativo (agua desiawia estéril); carriles 4 a 7=
Tomate, Cadereyta.
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa (0.8€9roductos de PCR amplificados
con iniciadores PAR1c496/PAL1v1978 (1100 pb). Catkti marcador de peso
molecular 1 Kb-Amresco; carriles 2 a 6, Tomate, &agta; carril 7, control
negativo (agua desionizada estéril); carril 8, mmmtositivo de geminivirus bipartita
(Pepper golden mosaic virus-PepGMV).

En la Figura 5, se puede apreciar la sintomatolegitas plantas de tomate, en el follaje
se observa clorosis, severo enrollamiento de Igshmosaico amarillo y una reduccion
en el tamafio de las plantas, estos sintomas con@sp a los observados por
infecciones geminivirales en otras partes del pR@®. ejemplo, en la region de la
huasteca, Tamaulipas (Garzon-Tiznatlal., 2001; Polston y Anderson, 1997; Torres-

Pachecat al., 1996) y Sinaloa (Brown y Nelson, 1988).

Los productos de PCR de la region del &ep, la IR y una porcion del ge@GP
derivados de las muestras de Cadereyta Jiménezcgengiaron. La comparacion de

estas secuencias con las disponibles en la basatde del GenBank revelé que las
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muestras de tomate de Nuevo Ledn, son similaragialTomato severe leaf curl virus,

cepa San Luis Potosi (GenBank acc. no. DQ34794@),pprcentaje de similitud con
este virus fue de 97 %. De igual forma Holguin-Pefial. (2003) en el cultivo de
tomate, en las regiones productoras de Baja Cailfd8ur ha identificado al virus del

enrollamiento severo de la hoja del tomate (TSLCV).

En el dendrograma de la Figura 6, se estableaddeaidn filogenética entre los aislados
de virus de Cadereyta, y su relacién con otros fmegous. La secuencia nucleotidica
del genRep, la IR y una porcion del ge@P y su comparacion en la base de datos del
GenBank (NCBI), confirmaron la presencia de un gévitus en Cadereyta Jiménez.

De acuerdo a los resultados presentados en egtkoeste concluye que en NL existe un

begomovirus no reportado previamente.

Figura 5. Sintomas asociados a infecciones por rbegous en tomate en
Cadereyta; Nuevo Ledn. A) Enanismo arbustivo, aatsrhiento de hojas,
deformacién de las hojas y mosaico; B) Entrenudot®s y tamafio reducido de las
hojas nuevas y apices.
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Figura 6. Relacion filogenética de las secuenciasatslados de tomate en
Cadereyta, NL con el begomovirus ToSLCV de San LBwosi. Para la
elaboracion del dendrograma se comparo la regiadrgica CP70 (570 pb).

Fluctuacion poblacional de mosquita blanca

La especie de mosquita blanca asociada al tomatéadereyta y Montemorelos fue
Bemisia argentifolii Bellow y Perring o mosquita blanca de la hojagada “Biotipo B”
(Figura 7), coincidiendo esto con los resultadosHaéguin-Pefaet al. (2003) quien
registré la misma especie en 12 regiones agri¢alesdedor de 800 ha) de la regiones

horticolas de BCS.
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Figura 7. Caracteristicas de las pupaBedmisia argentifolii. A) Pupa de 4° instar
ninfal; B) Orificio vasiforme de forma triangula@) Ojo compuesto de una hembra
adulto; D) Las proyecciones cerosas del pliegugqueal posterior no rebasan
lateralmente a las setas caudales (Bellevas.,, 1994).

El comportamiento de la poblacién de mosca blancande los ciclos otofio-invierno

2006 y primavera-verano 2007 en el rancho “San”Lientemorelos y en el Rancho
“El Escape”, Cadereyta; varidé segun la ubicaciotaedegarcelas, el ciclo de cultivo y el
manejo agrondémico que el productor aplicé al calt{fFigura 8). En el Rancho “El

Escape” (Figura 8b) en el ciclo otofio-invierno sespntan ligeras irrupciones. No
obstante, en el ciclo primavera-verano, el proassinvasion inicio a partir de los 31
dias (9 de abril), cuando se empieza a registranaremento de individuos capturados
de una manera ascendente, presentandose asi el pigo poblacional de arribo entre

el 09 y 13 de abril, llegando a registrarse el0@ae abril, una media de 478 individuos.
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Para el dia 08 de mayo la poblacién declina. ERaicho “San Luis” (Figura 8a);
durante el ciclo otofio-invierno se presentarénréigarrupciones sin importancia. Sin
embargo, el dia 19 de octubre se registra un iremeonde individuos capturados,
presentandose el primer pico poblacional de arriBosteriormente, en el ciclo
primavera-verano entre los dias 29 de marzo y 2dbdé se presentd un segundo pico
poblacional, llegando a registrarse el dia 29 dezonhasta 49 individuos, esto es a
partir de los 44 dias. Esto explica porque sonfre@sientes los siniestros por virosis en
el ciclo primavera-verano en Nuevo Ledn y porque peoductores prefieren evitar la
produccién de tomate en éste cidduestrosresultados concuerdan con Avilésal.
(2004), quienes reportan en Sinaloa la presencmadeas blancas sobre tomate, a partir
de marzo, alcanzando el maximo poblacional en ghriayo, y muy pocas capturas en

el resto de los meses del afio.

Interaccién-hospedero-vector-patdogeno

La epidemia de enchinamiento del tomate en Cadgersgtincremento logaritmicamente
como corresponde a las enfermedades que se transdd@tplanta a planta durante el
ciclo de cultivo (Campbell y Madden, 1990; Kran®74). El modelo que mejor se
ajusté al desarrollo de la enfermedad fue el LagistR? > 0.91). La velocidad de
incremento de la enfermedad fue de 0.13 a 0.0%D&manchos “El Escape” y “San
Luis”, respectivamente (Figura 9). Esta velocidiedincremento puede considerarse

como explosiva, pues en menos de 28 dias pas&dae8incidencia a 100 %.
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Figura 8. Fluctuacion poblacional (MediatES) de béss blancas colectadas en

trampas amarillas pegajosas en tomate. a) Rancao L8is”, Montemorelos; b)

Rancho “El Escape”, Cadereyta, NL. (2006-2007).
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Por otra parte el desarrollo de la poblacion dequits blanca sigue practicamente la
misma tendencia que la enfermedad, aunque inicid3d28 dias antes; es decir, el
incremento de la poblacion de mosquita blanca peeet incremento de enfermedad.
Este desfase de 23-28 dias entre el desarrol® peblacion de mosquita y la incidencia
de la enfermedad, es el periodo de incubacién e \en la planta desde que es
inoculado por el vector, hasta que presenta lasguds sintomas. La explosividad de la
enfermedad y su relacién con el incremento dedblagién de mosquita blanca, indican
gue para manejar adecuadamente ésta plaga debelar®et |la poblacion en promedio

23-28 dias antes de que aparezcan las primeramplenfermas, lo que en la practica
significa que debe manejarse al vector desde ®blaate para evitar la explosion de su
poblacion. Al respecto, Guigdn (1999), reporta nterivalo de 41+2 dias entre el arribo
del vector y el desarrollo de los sintomas porsig@n el cultivo de chile; en el sur de
Chihuahua; asi mismo Bravo-Luna (1997) reporta phwérus texano del chile variante

Coahuila en etapa de plantula de 10.43 a 12.4 mliagfras que en la etapa de floracion
vario de 10.5 a 27.3 dias Rangel (1995) reporta 15 dias en el desarrolloade |

enfermedad en parcelas con control de maleza em&Aanzpe, Coahuila.

Manejo de la enfermedad

La incidencia de la enfermedad cambié de acuerdoetomanejo fitosanitario que
recibié el cultivo de tomate durante el ciclo dedurccion. EI manejo convencional que
se realizé en el rancho “San Luis”, en el 2006redkej6 en una menor poblacion de

mosquita blanca y una baja incidencia de virosislenltivo (Figura 10).
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Figura 9. Relacion entre la epidemia del enchinatoig la poblacién denoscas
blancas en tomate en el ciclo P-V (2007). Las sgnes que aparecen en el
gréfico son significativos al = 0.05.
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Figura 10. Promedio de adultos de mosquita bl&eoasia sp. e incidencia en los
manejos de plagas realizados en tomate (2006-28pEvaluacion de extractos
vegetales en el cultivo en el Rancho “El Escapeadéleyta Jiménez; b)

Evaluacion de productos en el cultivo en el Rarséio Luis, Montemorelos, NL.
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La mayor incidencia de la enfermedad (100%) seeptésen la parcela manejada
organicamente lo que quiere decir que el contrahdsquita blanca no fue efectivo con
los extractos vegetales de neem, cebolla y ajeoBtraste, cuando se realizd un control
de vectores con insecticidas convencionales espesipara moscas blancas, desde el
almacigo hasta la floracion, la incidencia de léeenedad se mantienen en niveles

bajos (21%).

Conclusiones

Se determind que el agente causal del enchinamisetero del tomate es el
begomovirusTomato severe leaf curl virus aislado Rioverde-SLP2 de San Luis Potosi,
con un porcentaje de similitud de 97%. La ausedeidos virus TSWV, CMV, TMV,
ToMV, TRSV y ToRSV vy las bajas incidencia del PVYAMV en las muestras
procesadas por ELISA indican que, el virus predamti& es el TOSLCV. La especie de
mosquita blanca asociada al tomate en Cadereytangdvhorelos eB. argentifolii. La
fluctuacion poblacional durante el ciclo primavemano 2007 para el Rancho “El
Escape”, con manejo organico presentd un pico pmral de arribo, el dia 09 de abril
con una media de 478 individuos/trampa/dia. Asinmijsen el Rancho con manejo
convencional “San Luis”, se present0 el dia 2gndezo un pico poblacional, llegando a
registrarse una media de 49 individuos/trampaliaodelo epidemiolégico que mejor
se ajusto al desarrollo de la epidemia causadavipos en tomate fue el modelo
logistico, con una velocidad de incremento de (b8®2376. El periodo de incubacion

del virus en la planta desde que es inoculado pae&or, hasta que presenta los
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primeros sintomas es de 23 a 28 dias, estos datheam que para manejar
adecuadamente ésta plaga debe controlarse la obéacpromedio 23-28 dias antes de
gue aparezcan las primeras plantas enfermas. Emsisde manejo que presento
menores incidencias de la enfermedad y poblacionrmdsca blanca fue el manejo
convencional que se aplico en el rancho “San LeisMontemorelos. Sin embargo, el
control debe consistir en que no arriben los imsech la parcela. ElI manejo
convencional que se realizé en el rancho “San Lis"el 2006, se reflejo en una menor

poblacion de mosquita blanca y una baja incidegieigirosis en el cultivo.
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APENDICE

Cuadro Al. Protocolo de extraccion de DNA total de plantatddé AP).

1. Tomar de 0.1 g de hoja de planta muestreada
2. Colocarla en tubo eppendorf de 1.5 ml
3. Congelar y moler en N, liquido con pistilo
4. Agregar 750 de solucion AP y agitar vigorosamente, seguiriemmo
5. Incubar 30 minutos a temperatura ambiente
6. Centrifugar a 12 000 rpm durante 10 minutos
7. Recuperar el sobrenadante a otro tubo
8. Limpiar con un volumen igual de fenol:clorafar:alcohol isoamilico (24:24:1)
9. Centrifugar a 12 000 rpm por 10 minutos
10. Recuperar el sobrenadante y pasar a otro tubo
11. Agregar 0.2 volumenes de acetato de amonio 10 Myolumen de
isopropanol
12. Agitar
13. Centrifugar a 12 000rpm por 10minutos
14. Eliminar el sobrenadante
15. Lavar con 200l de etanol 70% dos veces
16. Centrifugar a 12 000rpm durante 5 minutos
17. Dejar secar la pastilla
18. Resuspender en @dbde agua estéril
Soluciones y reactivos Materiales Equipo
Solucién AP: Nitrégeno liquido Microcentrifuga
Urea 7 M o hielo
NaCl 0.35 M
EDTA 0.02 M
Sarcosina 1%
Fenol:cloroformo:alcohol isoamilico Pistilos Micropipetas
(24:24:1)
Isopropanol Tubos 1.5 ml

Etanol 70% en agua Gradilla para tubos
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Cuadro A2. Electroforesis en gel de agarosa.

o0 r~wNE

que cubra el gel

© N

Para un gel al 1%, pesar 1 g de agarosa para 10@erTAE 1X

Colocar 2 minutos en el microondas o en mechera p#olver la agarosa
Dejar enfriar (sin solidificar) y agregar 1.6l de bromuro de etidio

Vertir el gel de agarosa en el portagel y colochpeine para formar los pozos
Dejar solidificar a temperatura ambiente

Colocar el portagel en la cAmara correspondientiegarla con TAE 1X hasta

Cargar las muestras y el marcador de tamafio measl@adn solucion de carga
Conectar los electrodos a la fuente de poder yeroar80-90 volts

9. Observar el gel en transiluminador con luz UV

Soluciones y reactivos

Agarosa grado

biologia molecular

TAE 1X

Bromuro de etidio (10

mg/ml)

Solucioén de carga 6X:
Azul de bromofenol
0.1-0.25%
Xilencianol 0.1-0.25%
Glicerol 30%

Materiales Equipo

Cémara de electroforesis Micropipetas

(con portagel y peine)

Fuente de poder Transiluminador de luz UV

Puntas para micropipetas Camara fotografica con
filtro para luz UV
Microondas, mechero y
tripie o parrilla de agitacion
magneética (uso exclusivo
para agarosa con bromuro)
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Cuadro A3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

1. Preparar la siguiente mezcla en un tubo de PCRf})2n hielo:
16.5u1 de agua
2.5ul de solucién para polimerasa 10X (incluida corplaimerasa)
1.5ul de MgClI2
2.0ul de cada oligo iniciador (CP70-rev/YMAC-for )
0.5ul de mezcla de dNTPs
0.5ul de enzima Taq polimerasa
2 ul de la muestra de DNA
2. Correr la amplificacion en termociclador con el grama:
Desnaturalizacion 94°C 5 minutos
Amplificacion (35 ciclos para iniciadores)
Desnaturalizacién 94°C, 1 minuto
Alineamiento de iniciadores 55°C, 1 minuto
Extension por polimerasa 72°C, 1 minutos
Extension final 72°C, 5 minuto
4 °C hasta analizar el resultado
3. Analizar el resultado de la segunda amplificaci@am plectroforesis en agarosal.
La banda que identifica a una muestra como posgwae 510 pb.

Soluciones y reactivos Materiales Equipo
DNAs a analizar Tubos de 0.2 ml Micropipetas
Oligonucleotidos 1@M cada  Gradilla para tubos Termociclador

uno: CP700r/YMAC-rev

Solucién 10X para polimerasa Puntas para micropipet Refrigerador (4 °C)
Tag DNA polimerasa (5l) Hielo

Mezcla dNTPs (10 mM cada

uno)

MgCI2 50 Mm

Agua desionizada estéril
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Cuadro A4. Secuencias del ADN amplificado con los iniciaddZés/0MAC-YMAC y
PAL1v1978-PAR1c496 obtenidas de aislados de tosrat@éadereyta, Nuevo Leon.

>TomateCl.seq

CAGGTTCAGCATGGCCTTATCAATTTAGGCCCAGTACCAGTCCGGGGAGAL
GGTTAGAGGACCGACTCACCTTAGGGGTACCCGCCATTAAGCGCCATGGGG
CATCACGCTTAGGCATTATCACTATTTGCATGGTTGGACCACACACATAAG
ACAAATTTATAGACCATAAAACAGCATGGTGACCAAGTTAGTAATAATTAG
ACTACCCAAACGTGTACTGATTGGTTAACTTTATCCAGGAAGGCCCAACGA
ATTTCTGATAGTGGGCCAGGTCCAAAAAAAAATCGCGGCCATCCGGTAATA
TATTGCGGATGGCCGAATTTGCCCTTGGTGTCCCCCAAGGGTTTTAGTATA
ATGGGACACCAGGACACCAGCAACATAGAGTTTTAGAGAGAGCTCCCCTGG
TGTCCTGGCTCATATTTACAAAATGCCACGGAACCCTAATATATTTCGTCTA
GCTGCAAAAATATTTTCTTAACATATCACAGTGTGATATCCCAAGATGAAGC
TATGGAATGCTTCAAAATCTGCCATGGCCATCTCAAACCAAGTACAATACGA
TTCGCCGAAAGGACCCCCAATGGATTTCCCCCTCCCCTGTCTCCTTCAAATT
TCCGGATCAAACATTAAAGAATTGTTGTTATTTTCCCCCCCCCCCCCCCCRA
AAGGGCCTGGCAATTTTCTTCCAAACCCCCCGGCGGCCAAAAAACCCCAAC
CCCCTTCAAAAAT

>TomateC8.seq

GTCGTAGAGCACGACCGATATCTCTCACGTGGGGAAGTCATGTGCATATCG
ATGTCACACGTGGTAATGGTATCACCCACCGTGTTGGTAAGCGGTTCTGTG
TAAGTCTGTGTATATCCTCGGTAAGATATGGATGGACGAGAACATCAAGCTG
AAGAACCACACGAACAGTGAGCAGTTCTGGTTAGTGAGGGACCGTAGACCC
TATGGTACGCCTATGGATTTCGGCCAGGTGTTCAACATGTTTGACAATGAG
CCAGCACTGCCACGGTCAAGAACGATCTACGCGATCGTTATCAGGTCATGE
CAAGTTCTATGGCAAGGTGACAGGTGGACAGTATGCCAGCAACGAGCAGGC
TATAGTCAAGCGATTCTGGAGGGTCAACAACCATGTGGTCTACAATCATCAA
GAGGCTGGCAAGTATGAGAATCACACGGAGAACGCGTTGTTATTGTATATG
GCATGTACCATGCGTCAA

AGCTTGTAA
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Continuacion Cuadro A4. Secuencias del ADN amplificado con los iniciadores
CP70MAC-YMAC y PAL1v1978-PAR1c496 obtenidas de aigls de tomate en
Cadereyta, Nuevo Leon.

>TomateC14.s¢

GGTCGTAGACACGACCGATATCTCCCACGTGGGGAAGTCATGTGCATATCGATGT
CACACGTGGTAATGGTATCACCCACCGTGTTGGTAAGCGGTTCTGTGTTABTCTGT
GTATATCCTCGGTAAGATATGGATGGACGAGAACATCAAGCTGAAGAACCACACGA
ACAGTGTCATGTTCTGGTTAGTGAGGGACCGTAGACCCTATGGTACGCCTRGGATT
TCGGCCAGGTGTTCAACATGTTTGACAATGAGCCCAGCACTGCCACAGTGAGAAC
GATCTACGCGATCGTTATCAGGTCATGCACAAGTTCTATGGCAAGGTGACKGTGG
ACAGTATGCCAGCAACGAACACGCTATAGTCAAGCGATTCTGGAGGTCAAGRACCA
TGTGGTCTACAATCACCAAGAGGCTGGCAAGTATGAGAATCACACGGAGAACGCGT
TGTTATTGTATATGGCATGTACCCATGCGTCAACTTGTA

>TomateC15.s¢

CACTTGTCGCGTCGACACGACCGATATCTCCCACGTGGGGAGTCATGTGAATCCG
ACGTCACACGTGTTAACGCTCTCACACACCTTGTTGATAAGCGGTTCTGTGTAGCT
CTGTGTCTATCCTCGGCCATATCTGGATGCTTGAGCACATCGGGCTGAAGGACCAC
ACAAACCGTGAGTTGTTGTGGTTATTCAGGGACCGTTGACCCTCTGGTACBCTATG
GATTTCGGCCAGTGTTCAACATGTTTGACAATGATCCCAGCCCTGCCACATCTAGA
ACGATCTCGCGATCCTTCTCCGGTCATGCACTCAGTTCTATGGAAATTTGACAGGA
GACAGCTATACCTCCACAGAACACGCTTTCGTCAACCGATTCTGGAACCTBACCAC
CTTGTGACTCTACATCACCCAATAGACTTGGCCAGCATGAGATCACCGGAGACCTC
CTTGTTATAGTATACCGTAATGGTACCTGCTCAAAAATTGTATTWTTTCTCTCCCTCC
CCCTCCTCCTCTCCCTCTCCCCAACCCCTCCACTTCTCCTTCCCCCCCCICTCCAC
TACTCTATCACTCTTTTATTTTTTCTTATGCCCAATCTAAAATTAAAATTA CATTCAA
CAATCTCTCCCCCCATAAATACCAACCATTAACCAAAATAAATAAACCCAA ATTTCT
CTCACTACACTCAATTCTACCCACCTTTCTCCTTTTAGCTATTCACTCTCCCCCTAT
ACCATATAGTCGGCCCTCAAAAAAG

>TomateC16.s¢

GGTCGTAGAGCACGACACGATATCTCCCACGTGGGGAAGTCATGTGCATATCGAT
GTCACACGTGGTAATGGTATCACCCACCGTGTTGGTAAGCGGTTCTGTGHAGTCTG
TGTATATCCTCGGTAAGATATGGATGGACGAGAACATCAAGCTGAAGAACCACACG
AACAGTGTGATGTTCTGGTTAGTGAGGGACCGTAGACCCTATGGTACGCCATGGAT
TTCGGCCAGGTGTTCAACATGTTTGACAATGAGCCCAGCACTGCCACAGTEBAGAA
CGATCTACGCGATCGTTATCAGGTCATGCACAAGTTCTATGGCAAGGTGABGGTG
GACAGTATGCCAGCAACGAGCAGGCTATAGTCAAGCGATTCTGGAGGGTCACAAC
CATGTGGTCTACAATCACCAAGAGGCTGGCAAGTATGAGAATCACACGGARACGC
GTTGTTATTGTATATGGCATGTACCATGCGTCAAAGCTTGTA
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Cuadro A5. Analisis de varianza para las variables enfermgdémpo en tomate.
Rancho “El Escape”; Municipio de Cadereyta; NL.I€ie-V 2007.

Fuente DF SC CM F-Valor Pr>F F

Modelo 1 50.1994850.19948 50.70 0.0008 0.9102
Logistico Error 5 4.95018 0.99004

Total 6 55.14966

corregido

Fuente DF SC CM  F-Valor Pr>F PR

Modelo 1 31.0671331.06713 47.01 0.0010 0.9039
Gompertz Error 5 3.30455 0.66091

Total 6 34.37168

corregido

Fuente DF sC CM  F-Valor Pr>F R
Mono Modelo 1 20.6747120.67471 39.97 0.0015 0.8888
molecular Error 5 0.51720 0.51720

Total 6 23.26069

corregido

SC=suma de cuadrados; CM= cuadrados medfesc@eficiente de determinacion.

Cuadro A6. Analisis de varianza para las variables de enfeachgdiempo en tomate.
Rancho “San Lusi”; Municipio de Montemorleos; NLiclo P-V 2007.

Fuente DF SC CM F-Valor Pr>F F

Modelo 1 18.6434918.64349 283.30 <.0001 0.9827
Logistico Error 5 0.32904 0.06581

Total 6 18.97254

corregido

Fuente DF scC CM  F-valor Pr>F F

Modelo 1 9.85282 9.85282 176.94 <.0001 0.9725
Gompertz Error 5 0.27843 0.05569

Total 6 10.13125

corregido

Fuente DF scC CM  F-valor Pr>F F
Mono Modelo 1 5.37647 5.37647 56.21 0.0007 0.9183
molecular Error 5 0.47822 0.09564

Total 6 5.85469

corregido

SC=suma de cuadrados; CM= cuadrados medfesc@eficiente de determinacion.
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Cuadro A7. SAS: nonlinear logistic fit

data a; input t y ; logit = log(y/-y));

datalines;

44 0.08
48 0.21
59 0.34
67 0.50
77 0.68
84 0.84

96 0.94

proc reg data=a; title ‘Logistic, linear form’;

model logit = t; plot logit*t / pred; plot r.*t;

proc nlin data=a; title 'Logistic, nonlinear form'; paramstgOstar=5 r=0.10; bounds
r>0; model y =1/(1 + exp(-(yOstar + r*t))); output out=outLL r=r p=p;

proc gplot data=outLL; plot r*t; plot y*t p*t/ overlay; SYMBQ1 W=1 h=2 c=black
V=circle I=none |3; SYMBOL2 W=2 H=2 c=red V=none |=join |%;

run;

Figura 1A. Regresion lineal y distribucion de los residualloe Modelos Logistico,
Gompertz y Monomolecular. Rancho “El Escape”; Mipic de Cadereyta; NL. Ciclo
P-V 2007.

Logistic, linear form

logit = -7 7879 +0. 1376 t dependi e
10. 0 N
7
Rsq
0. 9102
7.5
Adj Rsq
0. 8923
REE
5.0 0. 995
2.5
o
o
0. 07
-2.5
5.07
-7 51 T T T T T T T
30 40 50 60 70 80 20 100

Aot G 0 O |ogit*t — Rt — L95*t — w5t



logit

Residual

= -7. 7879 +0. 1376 t dependi e

Logistic,

linear form

2.0

107

0. 57

gonpe = -5. 3451 +0. 1083 t dependi e

gompe

70

gompertz, linear form

100

8

LO5*t

Le5*t

100

62

Rsq

0. 9102
Adi Rsq
0. 8923

0. 995

Rsq
0. 9039

Adi Rsq
0. 8846

0.813



gonpe = -5. 3451 +0. 1083 t dependi e

Residual

gompertz, linear form

125

monomolecular, linear form

nono = - 3. 6672 +0. 0883 t dependi e

mono

100

8

Le5*t

100

63

Rsq

0. 9039
Adi Rsq
O. 8846

0.813

Rsq
0. 8888

Adi Rsq
0. 8666

0. 7192



64

monomolecular, linear form
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Figura 2A. Analisis temporal de la epidemia (Modelos LogisticGompertz y
Monomolecular). Rancho “San Luis”; Municipio de Memorelos; NL. Ciclo P-V
2007.
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monomolecular, linear form
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