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RESUMEN

El objetivo fundamental de esta investigacion fue identificar malezas reservorios de los
geminivirus responsables de causar el mosaico dorado del frijol (BGMV) y el mosaico
enano del frijol (BDMYV), en el Valle de Pueblo Nuevo, zona de alta produccién de frijol
en Nicaragua.

La investigacién se realizé en dos fases: campo y laboratorio. En la fase de campo se
realiz6 un muestreo para establecer si el virus presente en frijol pertenecia a los grupos
CULPAD (cultivated plant-adapted viruses) o WILPAD (wild plant-adapted viruses ). Se
tomaron muestras de tejido de frijol para comprobar la presencia del BGMV y el BDMV,
las que fueron analizadas en la Universidad de Wisconsin. Para la identificacién de
especies se muestrearon seis comarcas del Valle ubicadas en tres niveles de altitud,
recolectindose 300 muestras de plantas del género Sida (Malvaceae) en cada comarca, ya
que plantas de éste género presentaron los sintomas y las caracteristicas fenologicas de
floracid o fructificacié buscadas, lo que facilito su identificacién. También se recolectd
tejido joven de las malezas mencionadas que presentaban sintomas para ser analizadas en
laboratorio con la técnica de hibridacién de ADN.

Como resultado de la etapa de campo se establecio que en la época de verano no se
encuentran dreas con cultivo de frijol en el campo que pudieran funcionar como
reservorios para la siembra de primera (mayo-junio), base para ubicar a los virus
estudiados dentro del grupo de WILPAD. Los andlisis del tejido de frijol comprueban la
presencia de los geminivirus BGMV y BDMV en cinco de las seis comarcas muestreadas.
En la comarca Los Hatillos no se detectaron geminivirus, sin embargo la presencia de
plantas sintomaticas indica la presencia de otro virus.

Las especies de malezas identificadas fueron S. acuta y S. rhombifolia, distribuidas en las
diferentes comarcas muestreadas, predominando la primera especie.

Los andlisis del tejido de malezas indican la presencia de un geminivirus relacionado al
BDMV en ambas especies; S. acuta fue el mayor reservorio en las comarcas
muestreadas. Sin embargo, en dos de ellas se detectd la presencia del BGMV en ambas
especies, lo que puede deberse a que las sondas utilizadas para el andlisis de muestas
provenientes de estas comarcas se prepararon con la particula A del genoma viral, la cual
es menos especifica.

Los resultados confirman la necesidad de realizar una caracterizacién molecular de los
virus presentes tanto en frijol como en malezas, para lograr una plena identificacion de
los reservorios de estos virus en Nicaragua y la importancia de especies de Sida como
reservorio de virus del frrijol.

ix



SUMMARY

The fundamental objective of this research was to identify weeds acting as reservoirs for
the geminivirus responsible for causing bean golden mosaic virus (BGMV) and bean
dwarf mosaic virus (BDMV), in the Pueblo Nuevo Valley, one of Nicaragua’s principal
bean-producing areas.

Research was conducted in two phases: field and laboratory. During the field phase,
sampling was conducted to establish whether virus present in beans belonged to the
CULPAD (cultivated plant-adapted viruses) or WILPAD (wild plant-adapted viruses)
group. Bean tissue samples were taken and analyzed at University of Wisconsin to
determine the presence of BGMV or BDMV. A total of 300 plant samples of the genus
Sida (Malvaceae) were collected in each of six zones, from three altitudes in the Valley.
Plants of this genus showed desired symptoms and phenological flowering or fruiting
characteristics, which facilitated their identification. Young tissue showing sypmptoms
also was collected from those and analyzed in the laboratory by DNA hybridization
technique. s

During the dry-season, no bean cultivated areas were found that could have acted as
reservoirs for the first planting (May-June), a criteria used to place the viruses studied
within the WILPAD group. Analyses of bean tissue corroborated the presence of the
BGMYV and BDMV geminiviruses in five of the six areas sampled. In the Los Hatillos
area, no geminivirus was detected; however, the presence of symptomatic plants
indicated the presence of other viruses.

Weed species identified were S. acuta and S. rhombifolia, distributed in the different
areas sampled, with the former species being more predominant.

Analyses of weed tissues indicated the presence of a geminivirus related to BDMYV in
both species; S. acuta was the better reservoir in the areas sampled. Nevertheless, the
presence of BGMV was detected in both species in two areas, which can be attributed to
the fact that probes used to analyze samples from these zones were prepared with the A
particle from the viral genome, which is less specific.

Results confirm the need to conduct a molecular characterization of virus present in beans
as well as in weeds to achieve a complete identification of reservoirs of these viruses in
Nicaragua and the importance of Sida species as bean virus reservoirs.
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INTRODUCCION

El frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) pertenece a la familia Fabaceae (Leguminosae) y a
la sub familia Papilionoidae. El género Phaseolus incluye aproximadamente 200 especies

de las cuales 20 son cultivadas para vaina y semilla (Pineda 1983},

Fl frijol es una de las leguminosas de mayor importancia en América; constituye un
alimento basico en la dieta de muchos centroamericanos. En América Latina, representa la
fuente mds importante de proteinas (15-30 %) y calorias (340 cal/100g), produciéndose en
esta regidon mas de 4.000 000 t/afo (Garcia, 1988), equivalente al 38% del total de la

produccion mundial, Brasil es el mayor productor del mundo.

En Nicaragua, el frijol es uno de los granos bisicos principales, estimandose el consumo
per capita en 50 g/dia (Tapia y Camacho 1988; Ministerio de Agricultura 1992). La mayor

parte del drea destinada al cultivo estd en manos de pequenos y medianos productores.

Nicaragua presenta condiciones Optimas para producir frijol, cultivindose desde el nivel
del mar hasta los 1500 m.s.n.m., en diferentes regiones del pais. Las regiones I (Esteli),
IV (Boaco) y VI (Matagalpa) pueden considerarse como las de mayor produccion,

encontrandose aqui concentradas las mayores dreas para el cultivo.

En Nicaragua, las épocas de siembra estdn bien marcadas: primera o estacién seca (junio 1

a julio 15), postrera o estacion lluviosa (setiembre 1 a octubre 15) y apante (noviembre 1 a
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diciembre 1). La principal época de siembra es la de postiera; el 25% de la siembra se

realiza en dreas pequefias (0.31 a 2.1 ha) por pequefios y medianos productores (Ministerio

de Agricultura 1992).

Los rendimientos promedio de frijol en América Central son muy bajos, de tan solo 600-
700 kg/ha; existen sistemas de produccién que permiten rendimientos de 1600 Kg/ha,
gracias al uso de variedades mejoradas y manejo agronémico adecuado como en los
E.E.U.U. (CIAT 1980; Morales 1994), En Nicaragua, en la década de los 80, los
rendimientos obtenidos fueron en promedio de 600 kg/ha (Centro de Investigacion y

Estudio de la Reforma Agraria 1988).

La baja productividad relativa del frijol es consecuencia de problemas biéticos y abidticos.
Entre los problemas bidticos, las enfermedades virales transmitidas por insectos juegan un
papel importante por su dificil manejo que involucra al cultivo, plantas no cultivadas

(reservorios) e insectos (vectores).

Las plantas no cultivadas podrian ser en este caso ser una fuente de in6culo primario. Sin
embargo, se desconoce cudles especies son reservorios y su abundancia en las zonas
frijoleras, por lo que es indispensable su identificacién para estudios epidemiologicos

vilidos.
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REVISION DE LITERATURA

Los virus fitopatdgenos inducen en sus hospedantes decoloraciones, mosaicos, moteados,
manchas foliares y malformaciones; también producen alteraciones en el metabolismo de la
célula hospedante (Agrios 1985). Las plantas del género Phaseolus son afectadas por
varios tipos de virus: sobemovirus (Tremaine y Hamilton 1983) comovirus (Gimez 1982),
geminivirus (Goodman y Bird 1978), potyvirus (Morales 1988), de los cuales el grupo de
geminivirus, especificamente el virus del mosaico dorado del frijol (BGMYV) y el virus del
mosaico enano del frijol (BDMV), son importantes, ya que pueden causar serios problemas

econdmicos.

En Nicaragua, varios virus afectan al frijol: los potyvirus conocidos como virus del
mosaico comin del frijol (BCMV), virus del mosaico amarillo del frijol (BYMV); el
sobemovirus, virus del mosaico surefio del frijol (SBMV); el cucumovirus, virus del
mosaico del pepino (CMV) y los geminivirus, virus del mosaico dorado del frijol (BGMYV)

y virus del mosaico enano del frijol (BDMYV), (Rojas er al. 1994).

A. Geminivirus

Los geminivirus causan més de 40 enfermedades en hortalizas y cultivos textiles alrededor

del mundo (Costa 1976). Estin compuestos por particulas isométricas que se presentan en

parejas. Poseen una molécula doble de ADN con un peso molecular de 0.7-0.9 x 10°
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dalton. El dcido nucleico de la mayoria de los virus fitopatdgenos estd constituido por
ARN vy éste es uno de los pocos grupos que poseen ADN como 4cido nucleico infectivo
(Goodman y Bird 1978). Los geminivirus poseen un genoma bipartito constituido por dos
moléculas cerradas de ADN, (ADN-A y ADN-B) (Stanley 1985). La infectividad del virus
se pierde si se separan las particulas (Lastra 1992; Harrison 1985). El componente A
codifica para todas las funciones necesarias para la multiplicacién viral y la encapsidacion
del ADN viral y el componente B codifica para las funciones asociadas para el movimiento
del virus (Ramirez y Maxwell 1994). Los geminivirus son transmitidos por insectos del
orden Homoptera y se subdividen segiin el insecto que los transmite. Los geminivirus del
subgrupo A son transmitidos por cicadélidos y los del sub-grupo B, por moscas blancas

(Morales 1994).

Los geminivirus son molecularmente muy diversos ya que diferentes geminivirus afectan el
mismo cultivo en diferentes regiones del mundo. Por ejemplo, existen al menos dos
geminivirus diferentes que causan el mosaico dorado en frijol, uno de ellos denominado
tipo I, se encuentra en Brasil, el otro, denominado tipo II, en América Central (Ramirez y

Maxwell 1994).
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1. Geminivirus del mosaico dorado del frijol (BGMYV)

El BGMYV provoca la enfermedad viral més devastadora del frijol; frecuentemente causa
pérdidas de hasta el 100% del rendimiento debido a la alta incidencia de abortos florales y

al efecto de malformaciones en las vainas (Morales y Niessen 1988).

El mosaico dorado fue informado por primera vez en Brasil en los afios 60 por Costa
(1965), convirtiéndose afios después en una limitante en los paises productores del cultivo.
Aparecié en la misma década en América Central: en Guatemala en 1970 (Rodriguez
1994), en El Salvador en 1966 (Rivera 1994), en Nicaragua en 1971 (Gamez 1971) y en
Honduras en 1985 (Rodriguez et al. 1994). En 1980 estaba plenamente establecido en
Repiiblica Dominicana, Haiti, Puerto Rico, México e increment6 su incidencia en América

Central (Morales 1994).

En Nicaragua, el BGMYV se observd por primera vez afectando el cultivo del frijol en la
vertiente del Pacifico (Gamez 1971); posteriormente aparecieron plantas con sintomas de la
enfermedad en diferentes zonas del pais, convirtiéndose en una de las enfermedades virales

més importantes en el cultivo (Eslaquit ef al. 1983; Llano y de Campo 1981; 1988).

En la presente década, técnicos y productores han informado sintomas y pérdidas causadas
por el BGMV, en la Regi6n I (Esteli), Regién I (San Jacinto y Telica), Region V

(Boaco) y Regién VI (Matagalpa) abandondndose dreas de cultivo debido a la enfermedad,
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como es el caso de la Region II (Anderson er a/. 1993). En la Regidn V (Boaco) se

inform6 que el rendimiento disminuyé de 508 kg/ha a 91 kg/ha a causa del BGMV
(Anderson e al. 1993). Mediante la técnica de PCR (reaccién en cadena de polimerasa) se

identificé al BGMV-II en la regién de Esteli y Telica (Rojas ef al. 1994).

2. Geminivirus del mosaico enano del frijol (BDMYV)

Otra enfermedad viral de importancia es ¢l BDMV. En Argentina, un brote de la
enfermedad causé la pérdida total de casi 40,000 ha de frijol entre 1978 y 1981 (Morales er
al. 1990). El BDMV fue caracterizado por Hidayat et al. (1993). En Nicaragua se
sospecha la presencia del virus en Santa Lucia, (Boaco), con base en los sintomas

observados en el frijollh

Esta enfermedad se conoce como “moteado clordtico del frijol” y como “infeccion
clordtica de las malviceas” (Gamez 1969; Morales ef al. 1990). Costa (1965), sugiere que
es causada por una raza del virus del mosaico del abutilon, transmitido de solo especies de
malviceas silvestres, principalmente Sida spp. Hidayat et al. (1993), indicé que existe una

estrecha relacién del BDMV y el mosaico del abutilon.

! MORALES, F. 1992. UCentro Internacional de aAgriculiura Tropical.

Colombia. (Comunicacidn personal)



3. El vector: Bemisia tabaci (Gennadius)

Los virus, por no tener capacidad de dispersarse y penetrar a la planta por si mismos,
necesitan de diferentes medios de transmision; la transmision por insectos vectores €s una
de las mas importantes. Los grupos reconocidos de insectos vectores de virus son los

afidos, crisomélidos, trips, salta hojas y moscas blancas (Lastra 1987).

Se han informado aproximadamente 1.200 especies de moscas blancas, de las cuales
solamente tres especies son consideradas vectores: B. tabaci, Trialeurodes vaporariorum y
T abutilonea (Brunt 1986); B. tabaci es la mds importante y se considera como el vector

especifico del BGMV y BDMV (Costa 1965).

a. Biologia y ecologia

B. tabaci pertenece a la familia Aleyrodidae, orden Homoptera. La duracién de su ciclo
de vida depende de las condiciones ambientales y el tipo de hospedante (Lopez-Avila
1986). Se puede desarrollar desde los 15 °C hasta los 30 °C; su éptimo estd entre los 20 y
30 °C, condiciones bajo las cuales el tiempo generacional se acorta y la fecundidad
aumenta, lo que incrementa las poblaciones. El insecto puede producir de 11-15
generaciones por afio, tiempo durante el cual las poblaciones permanecen en una sola

especie de planta o emigran a una gran variedad de especies vegetales (CIAT 1980).



B
Posee aparato bucal perforador-chupador y presenta metamorfosis incompleta, pasando por

tres estadios: huevo, ninfa y adulto (Lopez-Avila 1986). El primer instar ninfal es mévil,
lo que le permite hacer pruebas en el floema de la planta hasta encontrar el lugar mds
adecuado para alimentarse; los tres instares restantes son sésiles. El cuarto instar es
considerado como “pupa” debido a sus cambios morfologicos y de comportamiento
(Lopez-Avila 1986). Los adultos tienen una longevidad de 2 a 60 dias, se reproducen
sexual o partenogenéticamente, iniciando la oviposicién durante las primeras 24 horas

luego de la emergencia (Lopez-Avila 1986).

Durante la estacion lluviosa, las poblaciones del insecto se reducen; posiblemente las
Huvias ejercen un efecto mecédnico sobre los adultos (Hilje 1995). Se ha informado que las
poblaciones alcanzan su pico miximo durante Ia estacidn seca (Cock 1986).

Estudios realizados en el Valle de Sébaco, Nicaragua, revelan tres picos poblacionales de
B. tabaci en el afio, en noviembre-diciembre, marzo-abril y agosto-septiembre, los que
coinciden con la madurez fisioldgica de los hospedantes silvestres, y con las épocas de baja
intensidad de lluvia, aumentando el movimiento local de la mosca y la basqueda de nuevos

habitats (Guharay 1994).

b. Hospedantes

B. tabaci es cosmopolita y polifaga, las plantas que funcionan como hospedantes del

insecto tienen un papel importante en su sobrevivencia; se conocen mdas de 500 especies
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hospedantes de moscas blancas, pertenecientes a 74 familias, la mayoria son plantas

silvestes (Greathead 1986; Brown y Bird 1992). Entre ellas se destacan las familias

Leguminosae, Compositae, Malvaceae, Solanaceae, Euphorbiaceae, y Convolvulaceae.

En Mesoamérica se ha comprobado que existen hospedantes en 55 especies y 21 familias
(Hilje 1995). Se ha observado reproduccién, especialmente en algodonero, chile dulce

(chiltoma) y mel6n (Hilje y Arboleda 1993).

En el Valle de Sébaco en Nicaragua, se han detectado 4 especies cultivadas y 21 especies
silvestres que funcionan como hospedantes del insecto. La mayoria de estas plantas
silvestres son anuales lo que puede crear condiciones favorables para un mayor
movimiento del vector dentro de la zona, coincidiendo en este caso con los momentos

principales de siembra de los cultivos horticolas (Guharay 1994).

c¢. Biotipos

Desde los afios 50 se propuso la existencia de biotipos o razas de B. fabaci, ya que se
presentaban diferencias respecto al dmbito de hospedantes, capacidad de adaptabilidad y
capacidad de transmisién de virus (Bird 1957; Bird y Maramorosch 1978). Brown (1993),
menciona que existen varias razas de B. tabaci, de acuerdo con su distribucion geografica,
a los hospedantes que atacan, a caracteristicas morfoldgicas y a esterasas marcadoras. En

América Central se han reportado los biotipos B, C, D y F (Brown er al 1993),
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encontrandose los biotipos A v B en los Estados Unidos, México y la Cuenca del Caribe.

El biotipo B se caracteriza por tener una mayor fecundidad (Bethke er al. 1991), ser mas
voraz y mayor productor de mielecilla y por presentar un mayor ambito de hospedantes
(Burban er al. 1992) y produccion de toxinas que inducen en los hospedantes sindromes
caracteristicos, como €l de hoja plateada, en la calabaza y la maduracion irregular en
tomate (Cohen ef al. 1992; Hoelmer ef al. 1991). Algunos autores con base en estudios
bioldgicos, genéticos y morfoldgicos han llegado a considerar al bictipo B como una nueva

especie, denomindndola Bemisia argentifolii (Bellows ef al. 1994).

d. Relacidn virus-vector

En América y en la Cuenca del Caribe se ha identificado a B. rabaci como vector de virus,
informdndose la transmisién de hasta 22 geminivirus en dicha regién, por lo que se
reconoce como el vector mds importante y comin de este grupo (Duffus 1987; Harrison
1985; Gerling 1990; Brown y Bird 1992). La Brunt (1986), informa que B. fabaci es
vector de 19 virus conocidos; Ramirez y Maxwell (1994) reportan 14 geminivirus
transmitidos por mosca blanca los cuales han sido clonados y secuenciados. La
transmicion de virus por B. tabaci se considera persistente-circulativa (Lastra 1987), lo que
le permite al insecto ser infectivo durante varios dias en forma intermitente. Una
caracteristica de este tipo de transmisién es que el perfodo de adquisicién es de horas.

Lastra (1992) informa que los adultos de B. tabaci pueden adquirir el virus de una planta



11
enferma al alimentarse 4 horas, como es el caso de mosaico amarillo del tomate, y

permanecer infectivos hasta por 20 dias.

B. tabaci es un vector eficiente. Estudios realizados por Gamez (1971), en los cuales
inoculé el virus del mosaico dorado a 600 variedades de Phaseolus, utilizando a B. tabaci
como vector, demuestran que insectos individuales son capaces de transmitir el virus y que

10 insectos viruliferos aseguran una infeccién del 100%, bajo las condiciones del estudio,

La actividad de vuelo de B. tabaci esta influida por la edad y calidad del hospedantes; esto
provoca el establecimiento de nuevas colonias aumentando la dispersion de los patégenos
virales, lo que tiene gran impacto en el manejo del problema (Blackmer y Byrne 1993).

Una vez que selecciona el hospedante, el insecto introduce su estilete en un proceso similar
al de los éfidos; el aparato bucal tiene pelos que responden a sefiales quimicas y mecanicas
que le permiten seleccionar el hospedante adecuado (Byrne y Bellows 1991). La
tmportancia de este patrén de seleccién del hospedante radica en que incrementa la

probabilidad de diserninacién de los virus.

El movimiento Jocal del insecto estd determinado por vuelos cortos (5 mimutos), en busca
de hospedantes en estado vegetativo, dentro del mismo campo (Blacker v Byrne 1993). El
movimiento a largas distancias depende principalmente del viento ya que los adultos no son
voladores eficientes (Cock 1986; Byrne y Bellows 1991). El vuelo tipico del insecto inicia
con una rapida subida en respuesta de la luz, siendo ésta una sefial para iniciar vuelos de

larga duracion bajo condiciones de temperatura y velocidad del viento adecuadas; después
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de un periodo ocurre un aumento del vuelo tanto horizontal como vertical hasta que

aterriza sobre un nuevo hospedante (Blacker v Byrne 1993),

Byme y Bellows {1991), encontraron dos formas dentro de las poblaciones de B. tabaci:
una forma migratoria y otra que vuela dentro del drea en que se establece la poblacién. La
primera, considerada una voladora poco habil aprovecha las masas frias de viento en la
maitana para elevarse y trasladarse a otros campos distantes, encontrindose insectos hasta

una distancia de 7 km. y a alturas de 150 m.

Las ninfas y adultos producen dafios directos e indirectos, los directos se presentan al
extraer los mutrimentos y causar alteraciones en el desarrollo de la planta, disminuyendo
rendimiento y calidad, como en el caso del algoddén en Nicaragua, donde B. tabaci causa
pérdidas por el manchado de la fibra con fumagina (Comisién Nacional de Mosca Blanca

1992).

Sin embargo, el dafio mds importante es el indirecto, como vector de patdgenos virales los

cuales causan serias pérdidas econdmicas.

B. Plantas silvestres en la epidemiologia de los virus

En el manejo de las enfermedades, la epidemiologia es una rama clave, ya que es la ciencia

que describe las enfermeda-de una poblacién (Vanderplank 1963).
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Generalmente, los estudios epidemiologicos comprenden el ciclo del patdgeno vy la

interaccion de las poblaciones del patégeno con las poblaciones del hospedante en un
ambiente complejo (Griffiths 1978). En el caso de los virus, la epidemiologia es
complicada puesto que involucra upa serie de interacciones: patégeno-planta hospedante,

patdgeno-vector, planta hospedante-vector y la interaccién de todos con el medio ambiente.

En la epidemiologia de las enfermedades virales, las plantas silvestres representan una

fuente de infeccién y del vector (Bos 1983).

Thresh (1981), ha considerado tres categorias de malezas y plantas silvestres: a) especies
de poca 0 ninguna importancia epidemiologica, aunque sean los hospedantes originales del
virus que ahora prevalecen en cultivos; b) especies que tienen una continua e importante
funcién como hospedantes alternos o perennes de virus que infectan los cultivos y ¢)
especies de crucial importancia como las hospedantes dnicas de virus, el cual no se
propaga entre plantas cultivadas. También se hace una division de acuerdo con su
distribucién en los campos cultivados: especies dentro de los campos cultivados, las cuales
ejercen una gran presion de infeccién ya que actiian como focos de virus transmitidos por
vectores con poca movilidad y especies alrededor del cultivo se consideran como fuentes

potenciales de virus, y especies de dreas lejanas al cultivo.

Harrison (1981), hace referencia a dos grandes grupos de virus dependiendo del tipo de

planta que afectan: los que sobreviven en plantas cultivadas incluyendo a los potexvirus,
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tobamovirus, ilarvirus y “barley yellow mosaic” y que denomina CULPAD por las siglas
en inglés de “cultivated plant-adapted viruses”, y los virus que sobreviven en plantas no
cultivadas y cultivadas que incluyen los grupos de tobravirus, nepovirus, luteovirus y

geminivirus, denominados WILPAD por las siglas de “wild plant-adapted”.

La infeccion viral puede originarse dentro del mismo cultivo o puede proceder de otros
campos del mismo cultivo desde donde el virus es transportado por vectores. También
puede provenir de plantas no cultivadas alrededor de las dreas del cultivo. Las semillas
infectadas de plantas no cultivadas pueden permanecer viables en el suelo por afios,

reteniendo el virus mientras conservan su viabilidad (Bos 1983).

Irwin (1981), enfatiza la necesidad de conocer la ecologia de las epidemias asi como los
factores que afectan su tasa de dispersion, ya que entender las numerosas interacciones

entre plantas/patdgenos/vectores es importante para su control potencial.

En el caso especifico del BGMV y el BDMYV, las plantas silvestres pueden representar la
fuente primaria del patégeno. Algunos estudios indican que los virus BGMV y BDMV no
se transmiten por semilla ni transovaricamente en el vector (Costa 1955; Bird 1958; Gamez
1969; Gdlvez 1975;). Investigaciones recientes demuestran que ciertos aislamientos de
BGMV-II se pueden transmitir mecdnicamente a través de savia infectada, al igual que el

BDMYV (Gilbertson et al. 1991).



15
Desde los aifios 50 se han realizado estudios en un intento de establecer los reservorios del

BGMYV y BDMV. Costa (1955), en estudios realizados en Brasil con B.tabaci como
vector, concluy6 que el mosaico de abutilon (AbMYV) se distribuye entre especies nativas
de Sida y otras malviceas, afectando varios tipos de frijol, algodén, okra, soya, lentejas y

algunas otras leguminosas.

Bird (1958), realiz6 estudios en Puerto Rico sobre Ia amplitud de hospedantes de B.tabaci
y el virus de la clorosis de Sida y otras malviceas (BDMV), inoculando plantas de las
familias solanaceae, convolvulaceae, fabaceae, euphorbiaceae, malvdceae y otras.

Solamente las malviceas se infectaron del virus, especificamente Abelmoschus esculentus,
Sida carpinifolia, S. rhombifolia, Althaea rosea, Gossypium hirsutum y Malachra capitata.
Gémez (1970b), inoculé el BGMV utilizando a B.tabaci como vector, para estudiar la
reaccion de variedades de frijol, especies del género Phaseolus v otras leguminosas. De
un grupo de 401 variedades de frijol, todas eran susceptibles, manifestando que el ambito
de reservorios incluye variedades de P. vuigaris y especies taxondmicamente cercanas a

ellas.

Vakili er al. (1973) basados en sintomatologia dividieron a las plantas silvestres reservorios
de virus transmitidos por moscas blancas en tres categorias: especies conocidas y
estudiadas, especies estrechamente relacionadas al primer grupo, pero no estudiadas bajo

condiciones controladas y especies posibles hospedantes no relacionadas a estos grupos.
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Seglin estos criterios, las familias malviceae y fabaceae (leguminosae) constituyen los
mayores reservorios de virus transmitidos por mosca blanca al frijol en América Latina.

En Nicaragua se realizé un trabajo para identificar los hospedantes alternos de mosca
blanca y los reservorios de virus, basdndose en la oviposicién del insecto y en los sintomas
externos causados por el virus. Los géneros Sida y Abuwtilon fueron hospedantes del

insecto y manifestaron sintomas virales (Zamora 1988).

Mejia er al. (1994) recolectd malezas en zonas frijoleras de Honduras para determinar si
eran hospedantes alternos de BGMYV, a través de medios seroldgicos. Los resultados de
este estudio indicaron cuatro especies hospedantes del virus: Sida acuta, Walteria indica,

Margaranthus solanacea e Hirisantia cryspa.

Es necesario identificar los reservorios de BGMV y BDMV en plantas silvestres por
métodos alternativos como el uso de métodos moleculares. Conocer el dmbito de
hospedantes silvestres es importante para el inicio de estudios epidemiolégicos y para

entender la permanencia de la enfermedad a través del tiempo.

El género Sida podria jugar un papel importante en la epidemiologia de estas

enfermedades, por lo que es necesario estudiar su diversidad y su papel como reservorio.
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Realizar un levantamiento de malezas en las zomas frijoleras es necesario, ya que el

diagnéstico de los virus presentes en ellas permitird la identificacién de las especies

reservorio de virus.

C. Deteccion y diagnostico de los virus

Originalmente, la identificacién de geminivirus se basaba en la sintomatologia causada en
las plantas afectadas, pero este método no es el mds adecuado ya que otros virus pueden

provocar sintomas similares a los causados por BGMYV o el BDMV.

Actualmente existen técnicas de diagndstico basadas en la constitucién genética del ADN
viral, tales como hibridacion del ADN y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

(Sambrook ef al 1989; Ausubel er al 1992).

La técnica de hibridacion de ADN consiste en fijar a un soporte sélido o membrana los
dcidos nucleicos totales de la planta que contienen el ADN viral que se desea analizar.

Posteriormente, este dcido nucleico se hace reaccionar con una sonda que reconoce en
forma parcial o total la parte complementaria del genoma viral. La sonda es una secuencia
del 4cido nucleico viral producido por ingenieria genética, marcado con un isétopo
radiactivo o un marcador bioldgico como la biotina (Salazar y Querci 1992). I.a reaccién
se realiza en forma controlada para favorecer la formacion del duplex, la sonda marcada

hace posible su deteccidn.
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Los resultados son positivos cuando en una pelicula de rayos X se visualizan las manchas

correspondientes a las muestras, indicacion de la presencia del virus cuando se usa la sonda
marcada con radioisétopos o quimnioluminiscencia (Salazar y Querci 1992; Lastra 1992).

Las membranas con los acidos nucleicos son hibridizadas en condiciones de baja o alta
“astringencia™ . FEl término “astringencia” se refiere a las condiciones fisico-quimicas que
permiten ia hibridacién de 4cido nucleico. Las condiciones de baja “astringencia”
permiten la hibridacién de ADN medianamente relacionados y las condiciones de alta
“astringencia” la hibridacin de ADN altamente relacionados (Maxwell et al. 1994). Esta

técnica es empleada para la identificacion de virus especificos.

Las sondas utilizadas en hibridaciéon son elaboradas con los componentes A y B del
genoma viral. El componente A se usa para elaborar sondas generales para la deteccion de
geminivirus y el componente B para sondas especificas que permiten identificar el tipo de

geminivirus.

La técnica PCR permite amplificar regiones especificas del genoma viral, funcionando bajo
ciertas condiciones: la utilizacidn de dos iniciadores, uno que marca el inicio y otro el final
de la regién a amplificar. Se prepara una mezcla conteniendo el ADN de interés, los
iniciadores, oligonucleotidos y Ja enzima TAQ polimerasa que es termoestable. La mezcla
se coloca en termociclador donde se dan ciclos de temperatura que permiten la
desnaturalizacién del ADN, el alineamiento de los iniciadores y la sintesis de la secuencia

deseada. Los ciclos se repiten 30 veces y en cada uno crece exponencialmente la cantidad

"
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de ADN amplificado, (Sambroomk ef al. 1989). Los fragmentos de ADN viral

amplificados se utilizan para conocer la secuencia de nucleotidos de los geminivirus, a
través de técnicas de secuenciacidon. La técnica es usada sobre todo cuando se realiza

caracterizacién de virus.

Las técnicas serologicas se emplean frecuentemente para el diagnostico de virus. Los
geminivirus son dificilmente aislados con un grado de pureza que permita upa deteccion
especifica a través de anticuerpos policlonales, pero esto se resolvid con la produccion de

anticuerpos monoclonales que reconocen geminivirus especificos (Morales, 1993).
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OBJETIVOS

¢ Verificar la presencia del BGMYV tipo I y BDMYV en frijol en el Valle de Pueblo

Nuevo, Esteli.

+ Identificar el virus que se hospeda en el género Sida, en el Valle de Pueblo Nuevo,

Esteli, asi como identificar las especies de Sida que son reservorios del virus

+ Identificar especies de leguminosas reservorios de virus.

¢+ Comparar la abundancia relativa de los reservorios a diferentes altitudes dentro del

Valle.

HIPOTESIS

¢ Algunas plantas silvestres son reservorios del BGMV y del BDMYV en el campo.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevs a cabo en dos etapas, una de campo y una de laboratorio. La etapa de
campo se realizé en Nicaragua, consistiendo en un levantamiento de malezas y recoleccion
de muestras de tejido de frijol y malezas para ser analizadas en una segunda etapa de
laboratorio, mediante hibridacion de ADN al tejido de frijol y malezas, para detectar e
identificar los geminivirus, y una prueba de reaccién en cadena de polimerasa para

caracterizarlos.

A. Etapa de campo

1. Descripcion de la zona en estudio

El trabajo de campo se realizd en el Valle de Pueblo Nuevo departamento de Esteli
(Region I}, de Ia Repuiblica de Nicaragua (Fig. 1). El valle se localiza al noroeste de Esteli
a una latitud de 13°23 norte y una longitud de 86°28 oeste. Su extension de 222 Km?, las
altitudes varian entre 500 m.s.n.m. (metros sobre €l nivel del mar, piso del valle) y 1730
m.s.n.m. (parte mds alta). El Valle de Pueblo Nuevo ha sido tradicionalmente una zona de
cultivos de auto-consumo, hortalizas, café y, hasta hace poco tiempo, tabaco. Se siembran
2.050 ha de frijol principalmente en postrera, obteniendo unos 30.000 toneladas anuales
destinadas al consumo interno y al comercio. El 70% de la poblacién se dedica al cultivo

de granos bésicos y el 30% a café, ganado y oficios profesionales (Rivera 1996).
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Por sus caracteristicas climaticas estd dividido en tres grandes zonas: zona himeda con

alturas promedio de 1400 m.s.n.m., y pluviosidad promedio de 1200-1250 mm, su
produccién estd basada en café, ganado y granos bdsicos. Zona semi-himeda con alturas
promedio de 800 m.s.n.m., y una pluviosidad de 900-950 mum, basando su produccién en
hortalizas, granos basicos y ganado de leche. Zona seca o baja con alturas promedio de
600 m.s.n.m., v una pluviosidad promedio de 800mm en la que se producen granos

basicos y se extrae lefia,

En el Valle de Pueblo Nuevo, el frijol es afectado de forma endémica por enfermedades de
origen aparentemente viral, llegando en 1990 a nivel de epidemia. A partir de entonces,
en algunas 4reas se inicid la siembra de hortalizas como repollo, chiltoma vy,

principatmente, tomate como alternativa al frijol.

2. Epoca del estudio

Bl estudio de campo se realiz6 entre marzo y junio de 1995, comprendiendo dos meses
secos y los de inicio de las lluvias; en los meses secos, cuando el cultivo de interés no
estaba en el campo, se procurd determinar las plantas no cultivadas reservorios de virus, es
decir, aquellas que sirvan de hospedantes al virus en ausencia del cultivo. Se realizaron tres

muestreos en cada drea.
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3. Comarcas muestreadas

Bl muestreo abarcd seis comarcas de Pueblo Nuevo: El Consuelo, La Palagua, Casa
Blanca, Motolin, Rio Abajo y Los Hatillos, selecciopadas tomando en cuenta criterios de
altitud, presencia y ausencia del virus segin los reportes de la Municipalidad y el Instituto

Nacional de Tecnologia Agropecuaria, INTA (Fig. 2.

E] Consuelo. Esta comarca estd simada a 1200 m.s.n.m., y se considera como una zona
elevada y de clima himedo. Es una zona cafetalera en un 70% y productora de granos
béasicos en un 30%: se siembra maiz en primera y frijol en postrera. No ha sido reportada

como zona con problemas virales.

La Palagua. Esta comarca estd ubicada a 1000 m.s.n.m., considerada de altitud elevada y
clima hamedo. Es también zona cafetalera y productora de granos bésicos, en la que no

hay informes de problemas virales.

Casa Blanca. Ubicada a 700 m.s.n.m., es una zona de altitud media y clima semi-himedo
donde se producen hortalizas y granos basicos. Ha sido productora tradicional de tabaco y

hay informes de problemas de enfermedades virales.

? INTA. Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria. Managua,
Nicaragua.
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Motolin. Esta comarca estd ubicada a 600 m.s.n.m., en una zona de altitud media, con
clima semi hiimedo, productora de tomate y granos basicos. No hay informes de problemas

virales.

Rio Abajo. La comarca estd ubicada a 550 m.s.n.m. (zona baja) tiene clima seco. En
ella se producen hortalizas y granos bisicos. Ademds, tradicionalmente se siembra tabaco

y se han informado problemas de enfermedades virales.

Los Hatillos. Ubicada a 550 m.s.n.m., esta comarca estd en una zona baja, de clima seco,
dedicada totalmente a la produccién de granos bésicos, y en la cual se han informado

problemas virales.
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4. Determinacién de fuentes de virus

Con el objetivo de determinar si los virus que afectan al frijol son de tipo CULPAD o
WILPAD (Harrison 1981), se realizd un recorrido por el valle de Pueblo Nuevo
(incluyendo las comarcas seleccionadas), tratando de ubicar dreas agricolas sembradas con
frijol, donde éste pudiera funcionar como reservorio del virus y fuente para el insecto
vector. Esto nos permitiria establecer si el virus proviene del mismo cultivo o de plantas

silvestres de los alrededores de las dreas agricolas.

5. Recoleccién de muestras de frijol y malezas

Para detectar e identificar los virus en el cultivo se recolectd tejido joven de plantas de
frijol en estado de floracién. Se tomaron cuatro muestras en cada comarca. La

recoleccién del tejido se realizé a finales de agosto.

El tejido de frijol se prepard en membranas de nylon por el método squash blot (Maxwell
et al. 1994). El método consiste en aplicar y macerar el tejido de la muestra directamente
sobre las membranas de nylon para extraer el contenido vegetal, paara esto se tomaron
discos de tejido de 4mim de didmetro . Esta técnica se usé en el campo empleando equipo
basico de laboratorio (mechero, pinzas, guantes, papel filtro) y material especial
(membranas de nylon, pistilo de vidrio). Posteriormente las membranas se enviaron al

Departamento de Fitopatologia en la Universidad de Wisconsin donde fueron sujetas a un
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analisis de hibridacion de ADN con el objetivo de identificar el geminivirus presente con la

técnica de hibridacion radiactiva de ADN, por el Dr. Maxwell.

En el caso de las malezas, el muestreo fue destructivo; se recolectaron plantas sintomaéticas
y asintomaticas. Las muestras para identificar las especies se recolectaron segin las
técnicas empleadas por el Missouri Botanical Garden (Liesner 1986), colocando en papel
periodico las plantas enteras o partes de ellas con caracteristicas fenoldgicas que
permitieran su identificacién, previo a ser secadas por 48 horas. En cada comarca de
estudio se establecid un transecto a partic de un punto preseleccionadoe al azar,
recolectindose las primeras 100 plantas del género Sida en estado de floracion o de
fructificacion, para establecer la abundancia relativa de las especies encontradas. FEl
tamafio del transecto fue determinado por la distancia en que se recolectaron las 100

plantas, la cual vari6 entre 100 y 1000 m.

Para este levantamiento se empled un método floristico en el cual se identificaron las
especies (Kent y Coker 1992), tomindose los siguientes datos:

a. Recoleccidén de 100 individuos del género Sida para obtener posteriormente una
frecuencia relativa de las especies.

b. Cuantificacidén del mimero de individuos con sintomas de virosis.

c¢. Recoleccidn de tejido de las plantas viréticas.
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Las muestras de tejido de malezas destinadas para el andlisis viral de laboratorio se

recolectaron de la parte apical de las plantas. Posteriormente, se procedid a preparar el
material en el laboratorio de Epidemiologia de Virus de la Escuela de Sanidad Vegetal de
la Universidad Nacional Agraria. El material vegetal se cortd en pequefios trozos los que
se almacenaron en frascos de plastico colocados en campanas con Silica Gel durante un
minimo de ocho dias. Después de este lapso, las muestras se introdujeron en frascos de
vidrio con silica gel, algodon y papel filtro formando cidmaras individuales y se sellaron
con pelicula de parafina (Fig.3). El muestreo se repitid tres veces en cada comarca,
recolectando 300 plantas por comarca. Cuando se observaron plantas silvestres con
sintornas de virus durante el muestreo de especies de Sida, dichas plantas se recolectaron
para su identificacion pero no se hicieron analisis en laboratorio para determinar el posible

virus causante de los sintomas.
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Figura 3. Esquema de las cimaras individuales para preservar el material vegetal.
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6. Identificacion de especies de malezas

Las muestras de malezas recolectadas en el campo se identificaron en el Herbario Nacional
de Nicaragua usando claves dicotdmicas de la Flora de Nicaragua ( Stevens 1995),
auxiliada con la Flora de Guatemala (Standley y Steyermark 1949) y la Flora de Panamai
(Robyns 1965). También se utilizé como referencia la coleccién existente en el herbario, la

cual estd corroborada por expertos del Jardin Botdnico de Missouri.

B. Etapa de laboratorio.

Las técnicas empleadas permitieron la deteccién e identificacion de los geminivirus. La
deteccién consistid en verificar la presencia de un geminivirus en la muestra; la

identificacién, en determinar el tipo especifico de geminivirus.

La deteccion e identificacion de los geminivirus BGMV-II y BDMYV en frijol y en malezas,
se realizd a través de hibridacidn de ADN con sondas radiactivas. Estas sondas se usaron
a diferentes niveles de astringencia. El término astringencia determina la especificidad de

la hibridacién molecular (Morales, 1993).

Para la identificacion del BGMYV y el BDMV en malezas se usaron sondas radiactivas

especificas en condiciones de mediana astringencia que hibridiza con secuencias especificas
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de geminivims3 (Gilbertson et al. 1991). Las sondas fueron preparadas y marcadas en el

CIBCM en la Universidad de Costa Rica.

1. Andlisis de tejido de frijol (L.aboratorio de Fitopatologia Universidad de Wisconsin)

a. Deteccién de geminivirus por hibridacién molecular en las diferentes comarcas

Los andlisis se realizaron en Wisconsin. Para detectar la presencia de geminivirus se usé
una sonda general constituida por la suma de sondas ADN-A de diferentes virus: BGMV
procedente de los aislamientos de Brasil y Guatemala (BGMV-BZ y BGMV-GA
respectivamente), el ADN del moteado del tomate (ToMo) procedente del aislamiento de
Florida y el ADN del geminivirus del tomate de Guatemala GA-1 (TGA1-A), (Cuadro 1).
Las sondas preparadas en el laboratorio, se linearizaron con enzimas de restriccién a
diferentes concentraciones y se marcaron con P midiendo en cada caso la cantidad de

cuentas por minuto.

* RaMIREZ, P. 1995. Centro de Investigacién de Biologia Celular y

Moiecular,'UCR, Costa Rica. (Comunicacidn personal)
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Cuadro 1. Caracteristicas de las sondas generales empleadas en el anglisis de los
extractos vegetales del frijol procedente del Valle de Pueblo Nuevo, Estels,

Nicaragua.
Sonda Componente Enzimas de  Concentracién CPM
restriccidn
ToMo A Bgill # 40 ng/ml 39000000
BGMV-GA A Spel % 30 ng/ml 20000000
BGMV-BZ A HindII * 20 ng/ml 27000000
TGAI A Pstl ** 5 ng/ml 28000000

CPM = Cuentas por minuto

* Se utilizaron 50ng para preparar la prueba

*# Se utilizaron 45ng para preparar la prueba

En la identificacién de geminivirus se utilizaron sondas especificas a alta astringencia

usando ADN del componente B de los siguientes geminivirus: BGMV-GA y BGMV-BZ,

BDMYV, del bean calico mosaic (BCMV), (Cuadro. 2).

Cuadro 2. Caracteristicas de las sondas especificas empleadas en el analisis de los
extractos vegetales de frijol procedente del Valle de Pueblo Nuevo, Esteli,

Nicaragua.
Sonda Componente Enzimas de  Concentracion CPM
restriccién
BGMV-GA B * HindIIl 50 ng/ml 33000000
BGMV-BZ B ** EcoRI 20 ng/ml 18000000
BDMV B * BamHI+Pstl 50 ng/ml 29000000
BCaMV B ** Sall+Hinell 10 ng/ml 35000000

CPM = Cuentas por minuto
* Se utilizaron 50 ng para preparar la prueba.
** Se utilizaaron 40 ng para preparar la prueba.



b. Evaluacién de sondas especificas

Se evalué la especificidad de las diferentes sondas especificas que se utilizaron para
identificar los geminivirus en frijol. Se prepararon membranas con fragmentos de ADN
viral amplificados por PCR, de cada uno de los geminivirus, los cuales funcionaron como
controles positivos. Se usé la siguiente simbologia: negativo (-) indica no hibridacion o sea
que no hay virus, positivo débil (+), positivo moderado (++) y positivo fuerte (+++)

que corresponde a diferentes concentraciones relativas de geminivirus.

Se hicieron pruebas serolégicas en las muestras procedentes de la comarca Los Hatillos, en
la cual no se detecté presencia de geminivirus.Estos andlisis fueron hechos por técnicos del
programa de caracterizacién y diagnéstico de virus y viroides en cultivos de importancia

econémica y alimentaria (PCDV), del CIBCM.

2. Andlisis de tejido de malezas (CIBCM-Costa Rica).

a. Deteccién de geminivirus por hibridacién molecular en las diferentes comarcas

Las muestras de malezas recolectadas se procesaron en el Centro de Investigacion de

Biologia Celular y Molecular (CIBCM) de la Universidad de Costa Rica, utilizando sondas

identicas a las usadas en el laboratorio de Wisconsin con las muestras de frijol.
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La técnica de laboratorio se puede dividir en varios pasos: linearizacién, marcado,

precipitacion diferencial, cuantificacién del ADN sonda, extraccion del ADN de Ia
muestra, preparacion de membrana, prehibridacién e hibridacion de membranas y revelado

de la hibridacién (Anexo 1) (Sambrook et al.1989; Ausubel et al. 1992).

Se realizé una prueba con las muestras de El Consuelo para valorar la metodologia de
preparacién de membranas. La colocacion de muestras en la membrana se realizd a traves
de filtracién al vacio con equipo especial: un “Dot Blot” en el que se colocaron 50ul de
extracto vegetal, que para ser absorbidos requirieron aproximadamente 90 minutos, lo que
dificulta el proceso, Las otras membranas se prepararon usando micropipetas con 5 pl de

extracto vegetal.

Los pasos para la preparacién de la sonda fueron los siguientes:

Linearizacion del ADN-sonda

Las moléculas de ADN viral del BGMV-GA-B y BDMV-B que se utilizan como sonda
estdn insertadas en pldsmidos bacterianos por lo que se realiza un proceso de digestion y
Jinearizacién con las enzimas de restriccion, Hind Il y Bam#ii + PsT1. Posteriormente se
procedi6 a limpiar y a cuantificar el ADN. Para el proceso de limpieza se tomaron 20 pl de
cada uno de los plasmidos a los que se adiciononaron 280 ul de la solucién amortignadora
TE 1x estéril (10 mM Tris HCI pH 8 + 1mM EDTA pH 8). Para desproteinizarlo se

agregaron 300 ul de PCI (Fenol-Cloroformo-Isoamil) centrifugandolo por 10 minutos. Al

et g e e
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sobrenadante se le agregd un décimo del volumen de NaOaC 3M, pH 5 v 2.5 volimenes

de etanol (EtOH) para precipitar el ADN y se mantuvo a 80° por una hora en bafio maria.
Posteriormente se lavé con 1ml de etanol al 70%, se liofilizé y se resuspendio en 100 4 de
TE 1x estéril. La cuantificacién del ADN se realizé con un fluordmetro (Hoefer Scientific

Instruments modelo TKO 100).

Marea 1 nds

El ADN limpio se utilizé como sonda y se marcd con iniciadores al azar (secuencia de
hexonucleotidos) para iniciar la sintesis de la cadena complementaria de ADN, el
nucleotido marcado con **P fue dCTP. El procedimiento para el marcaje fue el siguiente:
al ADN se le agregaron 10 ul de buffer de marcaje, 5 ul de la solucién conteniendo los
iniciadores, 10 pl de dCTP marcado con 2p 2 pl de enzima Klenow polimerasa, la cual
polimeriza una molécula de ADN complementaria al patrén, y 7 ul de aqua para completar
un volumen de 50 ul. La mezcla se incubd a 37° durante seis horas y posteriormente se

realizd la precipitacion diferencial.

recipitacién diferencial del ADN-son

El ADN sintetizado por medio de la enzima Klenow se precipité y se eliminaron los

nucledtidos no incorporados en la cadena complementaria. Para ello se agregaron 2 ml de
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“Carrier” (moléculas de ADN no especifica que ayudan a precipitar), un volumen de

acetato de amonio 4M pH 5, 300 pl de etanol y se dejé precipitar toda la noche a -20°C.

El tubo con Ia solucién se colocd a 37°C por dos minutos con el objetivo de redisolver los
nucledtidos libres que precipitaron en el paso anterior, se centrifugd 15 minutos a 10000
rpm ¥ el sobrenadante se elimind. El pellet de ADN se lavé con 500 ul de acetato de
amonio pH 4.8 mds etanol al 70%. Se dejé secando toda 1a noche.

ntificacion de radiactividad incornor 1 ADN-son

La radiactividad incorporada en la reaccién se midi a través de precipitacion de ADN con
TCA (4cido tricloracético). Se depositaron 5 pl de cada sonda sobre diferentes irozos de
papel de fibra de vidrio de 2 cm de didmetro por duplicado. Una copia se colocd en tubos
con la solucién de centelleo omnifluor y se midi6 la radiactividad incorporada. La otra
copia se sumergié en TCA 5% hirviendo, durante 5 minutos y luego en etanol 95% por 5
minutos; se dejaron secar y se introdujeron en tubos con 10 ml de ommifluor. la
radiactividad presente se determiné en un contador de radiactividad marca Beckman,

modelo LS 6000SC.

ion de la mu reparacion ia membran

El objetivo de este paso es extraer el dcido nucleico total, las proteinas y preparar la

membrana inmovilizando asi las macromoléculas sobre un soporte solido mediante
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temperatura. El material vegetal se coloco en tubos Eppendorf y luego en nitrogeno liquido

para facilitar la maceracion. A cada tubo se le agregaron entre 500 y 1000 ul de buffer de
extraccion STE 1X (0.1M NaCl, 10 mM Tris Cl, pH 8, 1mM EDTA), para obtener el
extracto crudo; luego se centrifugd a 10000 rpm durante 5 minutos pasando el
sobrenadante a un tubo Eppendorf limpio. Esta operacién se repitié hasta lograr una
solucién limpia; posteriormente se aplicaron 5 pl de esta solucidn a la membrana de nylon

y se incub6 a 80°C por 30 minutos para inmovilizar el ADN.

rehibridacion e Hibridacion de Ia membran

En esta etapa se satura la membrana con ADN no viral para que la sonda marcada que
reconoce los geminivirus hibridice solamente con el ADN viral presente en la muestra,

Para la prehibridacién se empled la solucién amortiguadora 6x SSC (1x SSC =Citrato de
sodio) 0.5x Blotto (3% de leche en polvo descremada (Dos Pinos, marca local), disuelta en
agua conteniendo 0.02% de 4cido sédico), 1% NP, (detergente). Esta solucion se paso
por filtros Milipore (0.45 micrones) y se le agregé esperma de salmon fragmentado y
desnaturalizado a una concentracién de 100 ng/ml de ADN. Se usaron 0.2 mi por e’ de

membrana. Posteriormente se procedio a incubar la membrana a 68" por una hora.

Las membranas se colocaron en los tubos para hibridacion y se les agregd el buffer de
hibridacion conteniendo la sonda radiactiva previamente desnaturalizada y se dej6é en

reposo toda la noche a 68°C. Posteriormente se realizaron los lavados de post hibridacién
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que determinan la astringencia de la reaccion (mediana). Se eliminé la sonda marcada y

posteriormente se realizaron dos lavados con buffer conteniendo 2X SSC 0.1% y SDS a
temperatura ambiente por 10 minutos. Se realizd un tercer lavado con buffer 2X SSC
0.1% a 42°C por 30 minutos. Para mediana astringencia se lavo por 30 minutos con 1X

SSC, 0.1% SDS a 68°C. Las membranas se envolvieron posteriormente en “saran wrap”.

Revelado de Ia hibridacién

El P emite particulas f8 con suficiente energia para penetrar aqua, plastico o pasar una
pelicula de rayos X. En un cuarto oscuro se coloc6 una pelicula de rayos X sobre las
membranas forradas en “saran wrap” y se incubaron a -70 oC al menos por 24 horas. Las
particulas f se imprimen sobre la pelicula, la cual se revela mediante proceso fotografico.

A través de un programa de computadora se calculd la intensidad de la marca impresa en

la pelicula para hacer comparaciones de concentracién relativa de ADN.

3. Caracterizacién molecular de geminivirus en frijol

Esta prueba se hizo con el objetivo de confirmar los resultados obtenidos en frijol a través
de la hibridacién. Consiste en amplificar especificamente fragmentos de ADN viral y
compararlos con los de virus conocidos, Para obtener el ADN relativamente puro (ADN
de la planta y ADN viral) se utilizé el protocolo de Dellaporta. Se colocaron 0.05 g de
tejido vegetal en tubos Eppendorf y en nitrogeno liquido para facilitar su pulverizacion, se
agregaron 500 ul de buffer de extraccion. Se adicionaron 33 ul de SDS (detergente) al

20% incubando a 65° por 10 minutos, 160 ul de acetato de potasio 5M (KoAc)
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agitindose por 5 minutos y se centrifugd por 5 minutos a 10000 rpm, con el objetivo de
precipitar las proteinas.

El sobrenadante se transfirié a un tubo limpio y se le agregaron 500 ul de fenol-
cloroformo-isoamilo (PCI), se agité y se centrifugdé nuevamente a 10000 rpm por 3
minutos para eliminar las proteinas que permanecen en la interfase. Al sobrenadante que
contiene los 4cidos nucleicos se le agregaron 225 ul de isopropanol para precipitar el
ADN, se centrifugé a 10000 rpm por 5 minutos y se elimind el sobrenadante. El
precipitado se lavé con etanol al 70% a 4°c y se centrifugd a 10000 rpm por 5 minutos.
Se liofilizd hasta eliminar el etanol, en un lofilizador Labconco serie 226716. El

precipitado se resuspendié en agua y puede ser conservado a -20° por tiempo indefinido.
P p Y p

a. Amplificacién de un fragmento de ADN viral por PCR

Se amplificd un segmento de ADN viral con la utilizacién de iniciadores conocidos,
nucleotidos, la enzima TAQ polimerasa, magnesio, y solucién amortiguadora. La solucién
obtenida por el procedimiento de Dellaporta se resuspendid en agua estéril, haciendo
posteriormente una dilucién de la muestra 1 en 10 (1 pl de muestra méds 9 ul de agua).

Aparte se prepard una mezcla de reactivos que permitiera una eficiente amplificacion del
ADN viral. Se mezclarén 4 ul de dNTPs (nucleotidos), 4 pl de MgCl, 5 ul de buffer libre
de magnesio, 1 pl de TAQ (enzima polimerasa termoresistente), 1 pl de cada uno de los
iniciadores usados vy 34 ul de aqua de PCR para un volumen final de 50 ul de reaccidn.

Esta reaccién se coloc6 en un termociclador marca Perkin Eimer Cetus, programandose
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para 30 ciclos con temperaturas de 94°C, 55°C y 72°C con tiempo de 1, 2 y 3 minutos,

respectivamente.

b. Analisis por electroforesis

Los productos del PCR se colocaron en geles de agarosa al 1% mds un buffer TBE 0.5x.
(Tris base, 4cido borico, EDTA pH8) para separar los segmentos por tamafio mediante
electroforesis. El ADN cargado negativamente migra hacia el polo positivo cuando se
expone a un campo eléctrico. Se aplicé una corriente de 170 6 200 volts por 30 minutos,
permitiendo la separacién del ADN de menor peso molecular. El gel de agarosa se colocd
en una solucién de bromuro de etilo donde se visualizaron las bandas de ADN a través de
la luz ultravioleta del transluminizador marca Fotodyne. Los resultados fueron impresos

en pelicula fotografica.

4. Analisis de resultados de laboratorio

Las peliculas fotograficas conteniendo las impresiones de las membranas hibridizadas de
frijol se valoraron visualmente, asignandoseles simbolos + o - para indicar la presencia o
ausencia de geminivirus. En el caso de las malezas se computarizaron las marcas reveladas
en la pelicula, lo que represent6 la densidad relativa de ADN y se compararon con 1os

valores del control negativo.
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5. Anilisis de datos de campo

Para detectar diferencias en la abundancia de las especies entre los niveles de altitud y entre
las comarcas de cada nivel, se hizo andlisis de varianza y comparacién de medias. También
se realizd andlisis de varianza entre las concentraciones relativas de ADN en las muestras

de malezas que resultaron positivas, para compara entre 10s niveles de altitud.,
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RESULTADOS

A. ETAPA DE CAMPO

1. Determinacion de fuentes de virus

En el muestreo realizado en marzo de 1995 en el Valle de Pueblo Nuevo incluyendo Ias
comarca seleccionadas (El Consuelo, La Palagua, Motolin, Casa Blanca, Rio Abajo y Los
Hatillos), no se encontraron dreas sembradas de frijol, ni rastrojos del cultivo que pudieran

funcionar como reservorios de virus.

En la zona hiimeda, los productores se dedican al cultivo de café y al ganado por lo que no
siembran granos bésicos durante este periodo correspondiente a la estacion seca (febrero-
mayo). El ganado invade las dreas de cultivo en verano, eliminando ast los residuos de

cosecha y con ello la posibillidad de que permanezcan reservorios del mismo cultivo.

En la zona semi-himeda, los productores se dedican al cuido del ganado y a la siembra de
hortalizas como el repollo (Brassica oleracea), chiltoma (Capsicum spp L.) y tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.) por lo que tampoco siembran frijol durante la estacion

seca.
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Los productores de las dreas secas no siembran durante ésta estacién ya que la carencia de

riego lo imposibilita, dedicdndose a la recoleccidn de lefia como medio de subsistencia.

2. Identificacion de malezas y abundancia relativa de las especies encontradas

En un muestreo previo se observd una alta abundancia del género Sida de la familia de las
malviceas. Se observaron muchas plantas con sintomas similares a los causados por el
virus del mosaico dorado en frijol, sin embargo estos sintomas no fueron observados en
otras especies. Por lo tanto, el estudio se concentré en la recoleccién de malezas del
género Sida y el cilculo de su abundancia relativa, puesto que fue la maleza que presentd
los sintomas buscados y el estado fenoldgico adecuado segun los objetivos del estudio. Las

especies identificadas fueron Sida acuta Burman.f y Sida rhombifolia L.

El nivel altitudinal no determind la distribucién de Sida; sin embargo, S. acuta, la especie

dominante, aparecié principalmente en las areas méas bajas (350 m.s.n.m.) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Distribucion de Sida acuta de acuerdo con el nivel altitudinal, Valle de
Pueblo Nuevo, Nicaragua.

Altitud Proporcion de S. acuta Coef. de variacion
(msnm) (%) (%)
< 500 82.8 17.8
600-700 80.3 40.8

> 1000 89.2 14.2
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El anélisis de la distribucion de las especies dentro de cada una de las comarcas estudiadas,

muestra un dominio de S. acwra, siendo su abundancia mayor en la comarca Motolin y
menor en Casa Blanca, ambas del nivel medio (Cuadro 4), mientras que S. rhombifolia

presentd una distribucién complementaria (opuesta).

Cuadro 4. Distribucion de Sida acuta en las diferentes comarcas del Valle de Pueblo
Nuevo, Nicaragua

Comarca Proporcion de S. acuta Coef. de variacion
(%) (%)

Rio Abajo 91.3 16.4

Los Hatillos 74.3 13.5

Casa Blanca 61.0 64.9

Motolin 99.7 0.6

El Consuelo 81.0 17.1

La Palagua 97.3 3.1

Se realiz6 una blsqueda de otras malezas que presentaran sintomas similares. Se
encontraron Croton sp, Cleome spinosa, Walteria indica, Boheravia erecta, Cajanus cajan
vy Crotolaria sp, las cuales se presentaron esporadicamente, razén por la cual no fueron
cuantificadas ni se recolecto tejido. Boheravia erecta se ha encontrado como reservorio de

e . 4
geminivirus en otras zonas del pais .

* MAXWELL, *D. 1995. Laboratotio de Fitopatolegia Universidad de

Wigconsin.B.U. {Comunicacidn personal)



B. ETAPA DE LABORATORIO

1. Analisis del tejido de frijol

a. Sintomas

En El Consuelo, La Palagua, Motolin, Casa Blanca y Rio Abajo, las plantas infectadas
presentaron dos tipos de sintomas. El primer tipo de sintoma se manifestd como
amarillamiento foliar intenso en forma de mosaico, contrastando entre dreas verdes y
amarillas, pero las plantas tenian apariencia vigorosa, mientras que el segundo tipo

manifestd acortamiento de los entrenudos, malformacién en las hojas y enanismo (Fig. 4).

No se observé un patrén especifico de distribucién de las plantas enfermas, mds bien
parecié ser al azar dentro de las dreas afectadas, estimindose visualmente un 10% de

plantas sintomaticas.

En la comarca Los Hatillos, la sintomatologia del frijol fue diferente y consistio de
mosaico y rugosidad en las hojas en forma de ampollado, dando la apariencia de
anormalidad y enanismo. La distribucién fue uniforme estimandose un 100% de plantas
poco vigorosas y con sintomas (Fig. 5). Basados en la sintomatologia y distribucién se
realizé un analisis serolégico para el mosaico rugoso (comovirus) y para el grupo de

potyvirus (mosaico comiin), detectandose la presencia de un potyvirus.
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Figura 4. Plantas de frijol con sintomas caracteristicos del mosaico dorado (BGMV), en
diferentes comarcas del Valle de Pueblo Nuevo, Esteli, Nicaragua.
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b. Evaluacién de las sondas especificas
Las sondas virales especificas de los geminivirus utilizados en este irabajo, reaccionaron
con el ADN homélogo en cada caso. No se observd reaccion inespecifica con el resto de

ADN colocado en la membrana (Fig.6). Asi se comprobd la especificidad de Ia sonda.

¢. Deteccién e identificacion de geminivirus por hibridacién molecular en frijol.

Fl 46% de los extractos de frijol de las diferentes comarcas analizadas reaccionaron en
mayor o menor grado con la sonda general, detectando la presencia de algin tipo de

geminivirus en las muestras (Cuadro 5).

En cuanto a la identificacion con las diferentes sondas, algunos de los extractos
reaccionaron positivamente con las sondas especificas para BGMV-GA-B, BGMV-BZ-B,
BDMV-B y débilmente con el BCaMV-B. En el caso de la sonda BGMV-GA-B, el 25%
de las muestras presentd una reaccién positiva fuerte, el 4.16% una reaccién positiva
moderada, un 4.16% una reaccién positiva débil, un 66.6% presentd una reaccién negativa

(Cuadro 5).

Solo el 17% de las muestras reacciond (positivo moderado o débil) con la sonda BGMV-

BZ-B.



Figura 6. Evaluacion de la especificidad de las sondas usadas en el andlisis del tejido de
frijol. 6A. Esquema con ADN control homélogo a las diferentes sondas. 6B-6F
autoradiografia con sonda general, sonda BGMV-GA-B, sonda BDMV-B, sonda
BGMwaZ«B, y sonda “Bean calico B”, respectivamente.
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Cuadro 5. Reaccién de las sondas general y especifica para la deteccidn de geminivirus
en pruebas de hibridacién con extractos de tejido de frijol en diferentes
comarcas del Valle de Pueblo Nuevo, Nicaragua (Lab.de Fitopatologia de
Ia Universidad de Wisconsin).

Muestra Prueba Prueba Prueba Prueba Prueba
general BGMV-GA-B | BGMV-BZ-B | BDMV-B BCaMV-B
M1 ++ +++ | F++ A+ - - - - - -+
M2 ++ +++ |+++ +++]- - - - - -
M3 + - + o+ |- - - - -
M4 + - +++ +++]- - - - - -
PA1 4+ ++ |- - - - + + |- +
PA2 - - - - - - - - - -
PA3 +4+ k|- - - - +++ ++ |- -
PA4 +4+ A+ |- - - - e -
HA1 - - - - - - - - + -
HA2 - - - - - - - - - -
HA3 - - - - - - - - - -
HA4 - - - - - - - - - -
CB1 - - - - - - - - - -
CB2 A+ bt [ - - - - - -
CB3 + + + -+ - - - - - -
CB4 - - - - - - + + - -
RA1 ++ ++ | +++ |- + |- - -+ -
RA2 A+ b4 [+ - - |- - ++ -
RA3 - - - “ ++ + - - + -
RA4 - - - - ++ + + + |- -
CO1 - - - - + - - - - -
cOo2 - - - - + + + + - -
CO3 - - - - - - + - - -
CO4 - - - - - - - - - -

+ Positivo débil; + + Positivo moderado; + + + Positivo fuerte - Negativo.

M1-M4 muestras de Motolin; PA1-PA4 muestras de La Palagua HA1-HA4 muestras de
Los Hatillos; CB1-CB4 muestras de Casa Blanca; RA1-RA4 muestras de Rio Abajo; COl-
CO4 muestras de El Consuelo. Cada columna representa una repeticion.
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Con la sonda BDMV-B un 8% de las muestras presenté una reaccidn positiva fuerte, un

17 % una reaccidn positiva débil y un 75% una reaccién negativa {(Cuadro 5).

De acuerdo a la procedencia de las muestras la identificacién de geminivirus de frijol se

presentd de la siguiente manera:

Motolin. Las cuatro muestras reaccionaron positivamente con la sonda general y con la
sonda especifica BGMV-GA-B. Se observo un positivo débil en dos de las muestras para la

sonda BCaMV-B (Cuadro 3).

La Palagua. De las cuatro muestras analizadas, tres resultaron con positivo (inoderado)

para la sonda general y para la sonda especifica de BDMV-B (Cuadro 3).

Los Hatillos. Ninguna de las muestras resulté positiva en los andlisis de deteccion e
identificacién para geminivirus, ni en las pruebas serolégicas para el virus del mosaico

rugoso. Sin embargo, hubo reaccidn positiva en la deteccidn de un potyvirus.

Casa Blanca. Dos de las cuatro muestras reaccionaron positivamente con la sonda
general, las cuales presentaron reaccién positiva fuerte y débil, respectivamente para la
sonda especifica BGMV-GA-B. Ademds, se obtuvo un positivo débil para la sonda

BDMYV-B en una muestras que no habia dado reaccién con la sonda general (Cuadro 5).
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Rio Abajo. Dos de las cuatro muestras fueron positivas para la sonda general. Ambas

muestras reaccionaron (positivo fuerte) para la sonda especifica del BGMV-GA-B y con la
sonda BCMV-B (una muestra con positivo débil, la otra con positivo moderado). Las otras
dos muestras que no reaccionaron con la sonda general si lo hicieron con diferente
intensidad y en algunas en las repeticiones con las sondas especificas para BGMV-BZ-B,

BDMV-b y BCaMV-B.

El Consuelo. Ninguna de las cuatro muestras reacciond positivamente con la sonda
general, es decir no se detectaron geminivirus. Sin embargo, una muestra reaccioné
(positivo débil) con la sonda para el BGMV-BZ-B, otra con la sonda BDMV-B y una con

ambas (Cuadro 5).

2. Andlisis de muestras de malezas

a. Sintomas

Los sintomas presentados en malezas afectadas por virus en las diferentes comarcas
consistieron en amarillamiento de las hojas en forma de mosaico, aunque tepian una
apariencia vigorosa con floracion y fructificacién normal (Fig.7). La distribucion de los
individuos afectados fue al azar dentro de los agrupamientos y generalmente los rebrotes

presentaron sintomas desde un inicio.
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b. Identificacién de los geminivirus BGMYV y BDMYV por hibridacién molecular en

tejidos de Sida spp

Las muestras de malezas analizadas provinieron de las comarcas donde se presentaroil
mayor niimero de plantas infectadas y con mayor intensidad, escogiéndose: La Palagua,
Motolin, Rio Abajo y El Consuelo. Esta tltima fue utilizada para probar si la cantidad de

solucion colocada en las membranas era adecuada.

Los andlisis se realizaron en dos fases usando cada una de las sondas por separado:
BGMV-GA-B, BGMV-GA-A y BDMV-B previamente linearizadas con enzimas de
restriccién y marcadas con dCTP-P (Cuadro 6). En la primera fase se procesaron las
muestras de Rio Abajo y Motolin y en la segunda fase se procesaron las plantas de La
Palagua y El Consuelo, empleandose en esta fase la sonda BGMV-GA-A para aumentar la
probabilidad de deteccién de geminivirus, ya que en la primera fase todas las muestras
resultaron negativas con la sonda BGMV-B. Las sondas disponibles para la determinacién

de estos geminivirus de interés fueron BGMV-GA-B y BGMV-GA-A.
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Cuadro.6 Caracteristicas de las sondas especificas empleadas en el analisis de los
extractos vegetales de las malezas procedentes de Rio Abajo, Motolin, La
Palagua y El Consuelo, Valle Pueblo Nuevo, Nicaragua.

Sonda Comarca Enzimade  Concentracién Radioactividad
restriccion incorporada

BGMV-GA-B Rio Abajo  EcoRI 17 ng/ul 45%
BGMV-GA-B Motolin EcoRI 17 ng/ul 45%
BDMV-B Rio Abajo BamHI+Pstl 20 ng/pul 48%
BDMV-B Motolin BamHI+Pstl 20 ng/ul 48%
BGMV-GA-A La Palagua  EcoRI 8 ng/ul 34%
BGMV-GA-A El Consuelo EcoRI 8 ng/ul 34%
BDMV-B La Palagua  BamHI+Pstl 20 ng/ul 33%
BDMV-B El Consuelo BamHI+Pstl 20 ng/ul 33%

El extracto vegetal obtenido de las muestras de malezas fue diferente al del cultivo de
frijol, pues tenian apariencia viscosa y una textura gelatinosa, lo que dificulté la

preparacion de las membranas con el “Dot Blot”.

De acuerdo con la procedencia, la identificacién de geminivirus en malezas se presentaron

de la siguiente manera:

Rio Abajo. En esta comarca se recolectd el 17% de plantas con sintomas virales de un
total de 300 plantas. De las plantas sintomaticas, el 92% eran de S. acuta y el resto de 5.
rhombifolia, recolectindose el 54% de las plantas afectadas en el primer muestreo (Cuadro

7).
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Todas las muestras de Sida spp provenientes de plantas con sintomas reaccionaron

positivamente con la sonda BDMV-B, al ser comparadas con los valores del control
negativo (Cuadro 7). Ninguna de las muestras reacciond positivamente con la sonda

BGMYV GAB.

Motelin. Se obtuvo un 12% de plantas con sintomas, todas de S. acuta, recolectindose el
39% de ellas en el primer muestreo. Solamente un 22% de las plantas con sintomas
manifestaron una reaccion positiva para la sonda especifica del BDMV-B, comparados con
los valores del control negativo a mediana astringencia (Cuadro 7). Ninguna de las
muestras reacciond positivamente con la sonda BGMB-GA-B.

Cuadro 7. Resultados de la hibridacién de tejido de malezas recolectadas en las
comarcas de Rio Abajo y Motolin, Valle de Pueblo Nuevo, Nicaragua.

Comarca Muestras*® Especies Sonda

sintomas S.acuta S.rhombifolia BGMV-GAB BDMV-B
Rio Abajo 50 46 4 - 50
Motolin 36 36 - - 8

* De un total de 300 plantas recolectadas por comarca.

La Palagua. El 14% de las plantas recolectadas (S. acuta) presentaron sintomas de virus.

En el primer muestreo se recolectd el 60% del total de las plantas con virus.

El 65% de las muestras de plantas con sintomas tuvo una reaccién positiva con la sonda

especifica del BDMV-B al compararse con los valores del control negativo a mediana
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astringencia (Cuadro 8). El 100% de las muestras reacciond positivo con la sonda del

BGMV-GA-A.

El Consuelo. En esta comarca se recolectd el 15% de plantas con sintomas virales de un
total de 300 plantas. La mayoria de las plantas afectadas (78%) eran S. acuta, el 22% S.

rhombifolia, recolectindose el 33% de las plantas afectadas en el primer muestreo.

El 26% de las muestras con sintomas reacciondé positivamente con el BDMV-B al ser
comparadas con los valores de las muestras negativas (Cuadro 8), de estas 2 plantas eran S.
rhombifolia. El 22% de las muestras reacciond positivamente con la sonda BGMV-A,

siendo todas S. acula. .

Cuadro 8. Resultados de Ia hibridacién de tejido de malezas recolectadas en las
comarcas La Palagua y El Consuelo, Valle Pueblo Nuevo, Nicaragua.

Comarca Muestras™* Especies Sonda

sintomas S.acuta S.rhombifolia BGMV-GAA BDMV-B
La Palagua 43 43 - 43 27
El Consuelo 46 36 10 10 12

* De un total de 300 plantas recolectadas por comarca.
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Figura 7. Sintomas de virus en las malezas del género Sida.



59
3. Presencia del virus segun el nivel altitudinal

Los resultados de las muestras de frijol indican la presencia de virus en las diferentes
altitudes del Valle, asi como los resultados en malezas indican la presencia de posibles

reservorios.

En el caso de las malezas, cuando se compard la densidad relativa del ADN viral de las
diferentes muestras entre los tres niveles de altitud, se encontrd diferencia entre ellos
respecto al BDMV (cuadro 9). También se encontrd diferencia en el nimero de individuos

reservorios de BDMYV entre los niveles (Cuadro 9).

Cuadro 9. Comparacién de la densidad relativa de ADN de las muestras de maleza
de los diferentes niveles de altitud en el Valle de Pueblo Nuevo, Esteli,

Nicaragua.
Altitud Ntmero de individuos Densidad relativa
(msnm) TESEIVOrios promedio de ADN
< 500 50 118.02 B
600-700 8 113.16 B
> 1000 39 154.39 A

Columnas seguidos de la misma letra son iguales segtin prueba de Duncan al 5%.
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4, Caracterizacion molecular del geminivirus BGMYV en frijol

Al aplicar el protocolo de Dellaporta a muestras de frijol, se extrajo el ADN total, lo que
se confirmo al correr un gel de 70% agarosa. Sin embargo esas muestras no amplificaron
por PCR. Los controles positivos y negativos utilizados fueron los indicados ya que en la
amplificacion el positivo se reveld vy el negativo no. Al comparar el peso molecular del
control positivo con el marcador de peso molecular se observd que el peso molecular del
primero era el esperado con los iniciadores usados (CRC2 y 2039v), siendo este de 567

bases correspondiente al BGMV-GA.
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DISCUSION

La ausencia del cultivo de frtjol en las diferentes zonas del Valle de Pueblo Nuevo durante
la estacion seca (febrero- mayo) hace suponer que el virus que afecta el frijol permanece en

las plantas no cultivadas de la zona.

Segtin Harrison (1981), los virus clasificados como WILPAD pueden presentarse en ambas
comunidades: cultivadas y no cultivadas. Estos virus tienen un amplio dmbito de
hospedantes, lo que permite la infeccion de una gran cantidad de plantas en una comunidad
y la persistencia en vectores alados aumenta la diseminacion a largas distancias de la

fuente de inéculo.

Thresh (1981), menciona que varios virus son llevados al cultivo por vectores que
adquieren el virus de plantas no cultivadas que crecen alrededor de areas agricolas,
mencionando entre los vectores a afidos, moscas blancas, trips, saltahojas y nematodos.
También sefiala que malezas de dreas remotas pueden funcionar como fuentes de indculo,

dependiendo directamente de la movilidad del vector.

El BGMV y el BDMV son geminivirus que aparentemente, segin resultados de estudios
realizados por Bird (1958), Costa (1955) y Vakili (1973), pueden adaptarse a plantas no
cultivadas, lo que garantizaria la sobrevivencia del agente causal en ausencia del cultivo.

Su vector es B. tabaci, por lo que el virus podria ser transportado de las plantas no
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cultivadas al cultivo, sobre todo cuando el insecto realiza vuelos largos en busca de nuevos

hospedantes. Observando las caracteristicas de sobrevivencia y dispersién, estos virus

podrian ser incluidos dentro del grupo de los WILPAD mencionados por Harrison.

Los productores de frijol del Valle de Pueblo Nuevo sefialan que los sintomas se presentan
en mayor némero de plantas y con mayor intensidad en la segunda siembra, es decir, en los
meses de septiembre-octubre (postrera). Algunos de los sintomas estin relacionados con
geminivirus y en tal caso, el frijol del ciclo anterior (primera) funcionaria como 1eservorio
para la siembra de postrera y la presencia del vector contribuiria a una mayor
diseminacién. Sin embargo no se puede descartar la posibilidad de que los geminivirus
permanezcan en cultivos diferentes al frijol, de alli la necesidad de realizar estudios

adicionales que identifiquen los virus y sus hospedantes.

En Nicaragua se documentaron 19 especies de Sida (Flora de Nicaragua, 1995), siendo S.
acuta y S. rhombifolia las mis comunes y abundantes, con una amplia distribucién en las
diferentes zonas del pais, presentindose en lugares perturbados, incluyendo sitios urbanos.
Ambas especies se distribuye en altimdes menores de los 1800 m.s.n.m., altitudes dentro
de las cuales se ubican las comarcas seleccionadas para el estudio. Holm et al. (1991),
describen a S.acuta como un arbusto pequefio, perenne, que se reproduce por semilla,
nativo de América Central y disperso ampliamente en el trdpico y subtrpico hasta los

1500 m.s.n.m., coincidiendo con los niveles de altitud en los que se encontrd la especie en
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el presente trabajo. En la Flora de Nicaragua (1995), se informa que S. @cuta se encuentra

distibuida en todos los departamentos de Nicaragua .

En las dreas muestreadas, S. acuta fue més frecuente que S. rhombifolia (Cuadro 3 y 4), lo
que podria deberse a que por ser del mismo género posiblemente poseen requerimientos
ambientales similares y coexisten en estas condiciones, pero la especie mas adaptada es

probablemente S. acuta.

La diferencia en la abundancia de ambas especies de Sida, que se observa entre las
comarcas del segundo nivel Casa Blanca y Motolin (Cuadro 4), podria deberse a que la
geografia y las actividades agricolas son diferentes entre ambas comarcas, 1o que influye en
el tipo de flora. Motolin es una comarca situada en un area con mucha pendiente donde se
cultiva tomate y granos basicos, principalmente frijol. Casa Blanca es una zona con poca
pendiente a través de la cual pasan varios rios, lo que permite que durante todo el afio se
cultiven hortalizas, granos bisicos y, hasta hace poco tiempo, tabaco. Estas condiciones

dan lugar a una mayor variedad en la flora silvestre.

La sintomatologia encontrada en algunas plantas de frijol recolectadas coincide con la
descrita por Morales y Niessen (1988), caracterizada como amarillamiento foliar,
distorsidn en las vainas y alto porcentaje de aborto floral en las plantas afectadas por el
mosaico dorado. También coincide con la primera descripcidn del BGMYV hecha por Costa

(1965), en Brasil. La distribucion al azar de las plantas con estos sintomas en los campos
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de frijol sugieren la diseminacion del agente causal por vectores; en el campo se observé la

presencia de mosca blanca, probablemente B. tabaci, considerada vector de estos virus
(Costa 1965; Brown vy Bird 1992). Sin embargo, no se determind el biotipo ni se

cuantificé su presencia en las diferentes comarcas.

Géamez (1977), menciona al mosaico dorado y al virus de la clorosis infecciosa de las
malviceas entre los principales virus que afectan al frijol en Nicaragua. Se conoce de la
presencia del virus del mosaico comin, mosaico amarillo, mosaico surefio y el del mosaico
dorado en varias regiones del pais, lo cual coincide con nuestros resultados para el caso del

BGMYV, identificado en algunas comarcas de Pueblo Nuevo’.

En Motolin, Rio Abajo y Casa Blanca se encontraron plantas de frijol con mayor
concentracién relativa del BGMV que en La Palagua. En esta Gltima comarca, sin
embargo, se detect6 una alta concentracién relativa del BDMV y una baja concentracion en
plantas provenientes de Rio Abajo y El Consuelo. Las comarcas estudiadas se ubican entre
los 500 y los 1500 m.s.n.m., y hay informes que indican que el BGMYV afecta al frijol en
altitudes generalmente inferiores de los 2000 m.s.n.m. donde las poblaciones de B. rabaci
son mayores. En Cuba y Repiiblica Dominicana indican que la mayor frecuencia de virus
se da en altitudes entre los 400 y 800 m.s.n.m. en verano, cuando las poblaciones de B.

tabaci son mayores (CIAT, 1980). Gdmez (1970) informa que en Guatemala, en alturas

®* ROJAS, A. 1995. Escuela de Sanidad Vegetal. Universidad Nacional

Agraria. Managua, Nicaragua (Comunicacidén personal)
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cercanas a los 2000 m.s.n.um., no se observé mosaico dorado; sin embargo, se encontraron

plantas con sintomas en regiones bhajas.

El otro tipo de sintomatologia presente en los campos de frijol coincide con los descritos
por Morales et al. (1990), (Costa 1965) para el BDMV: plantas con enanismo Severo y
amarillamiento. En la literatura el BDMV es referido también como moteado clorético del
frijol e infeccidn clorética de las malviceas (Gamez 1971; Morales et al. 1950), siendo los

sintomas descritos para ellas similares a los encontrados en este estudio.

Previo a este estudio, la presencia o ausencia de estos virus se valoré mediante
observaciones visuales v se sugirié la presencia del BGMV en 15 comarcas del Valle de

Pueblo Nuevo®.

La presencia del BGMV y BDMV en el Valle podria representar problemas en un futuro,
considerando una explosién poblacional del vector y condiciones favorables que podrian

causar serias epidemias en el cultivo.

Los analisis seroldgicos de las muestras de Los Hatillos detectaron la presencia de
potyvirus. Basados en la sintomatologia y distribucién de las plantas sintométicas, se
sospecha la presencia del mosaico comin, el cual es transmitide por semilla. Moreno et

al. (1968), describieron los sintomas del mosaico comiin como bandas verdes a lo largo de

® INTA. 1995, Instituto Nacionel de Tecnologla Agropecuaria. Estelil,

Nicaragua. (Comunicacidn personal)
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las venas malformacién de las hojas trifoliadas que exhibian apariencia alargada, acopadas

hacia abajo y ligeramente corrugadas, variando el grado de enanismo y la clorosis,

sintomas que coinciden con los observados en este estudio.

Los sintomas observados en las malezas son muy similares y ficiles de confundir con los
del BGMV en frijol. Sin embargo, al realizar los andlisis de laboratorio se determiné la
presencia de un virus relacionado al BDMYV del frijol en algunas de las comarcas, lo que
corrobora que los sintomas visuales no son un método de diagndstico confiable para la

identificacién de enfermedades virales.

Esta investigaci6n constituye el primer trabajo que utiliza técnicas moleculares para
identificar virus en malezas del género Sida que son reservorios potenciales de virus que

afectan al frijol, en Nicaragua.

El uso de técnicas moleculares para identificar virus relacionados con el frijol en plantas
silvestres, presentd algunos problemas metodol6gicos. Los extractos vegetales de malezas
aparentemente tenfan un alto contenido de carbohidratos lo que produjo umna textura
gelatinosa que no permitié la filtracién por la membrana de nylon del volumen indicado
para el andlisis. Sin embargo, la aplicacién de 5pl de extracto permiti6 la hibridacion en
aquellas muestras positivas, lo que indica que con menos cantidad de tejido vegetal y
menos reactivos se pueden detectar los virus, reduciendo los costos de insumos de

laboratorio.
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Desde los afios 50 se ha especulado que las especies de Sida nativas se comportan como

reservorios del virus que afecta a las malviceas (BDMYV); algunos estudios que incluyeron
inoculaciones artificiales mencionan algunas especies como reservorios (Costa, 1953).

En las cuatro comarcas estudiadas se encontraron individuos de S. acuta que actuan como
reservorios de un virus relacionado con el BDMV. En la comarca donde se encontrd el
mayor nimero de estos reservorios (Rio Abajo) se encontrd el virus en el frijol en una de
cuatro muestras (Cuadro 5). La mayor presencia en frijol del BDMV en La Palagua
(Cuadro 5) puede deberse a que en esta comarca en comparacion con el resto, hay menos
variabilidad de cultivos forzando al insecto vector a permanecer en el frijol y a movilizarse
en las areas del cultivo por mayor tiempo. Esto podria ayudar a la eficiencia de

transmision.

La presencia limitada del BDMV en frijol en el Valle de Pueblo Nuevo podria deberse a
que Jos materiales risticos seleccionados y empleados por los productores exhiben algin
nivel de tolerancia al virus. ‘También podria especularse que ocurra variacién genética del
virus al pasar de las maleza al frijol, lo que no permitiria una reaccion positiva con 1as
sondas moleculares utilizadas para este estudio. Existe también la posibilidad que el
biotipo de Bemisia presente en el valle, sobre todo en las comarcas donde no fue detectado
el virus en frijol no acepte a las leguminosas como hospedantes alternospor lo que 1o

permanecen el tiempo necesario para realizar la transmision eficientemente.
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El no encontrar reservorios dentro del género Sida del BGMYV en las comarcas donde se

presenta dicho virus en frijol (Cuadro 7), se podria deber a que en estas dreas existan otras
malezas reservorios las cuales no fueron incluidas en el muestreo ¢ a que en la poblacion
del vector B. tabaci existan formas con mayor movimiento migratorio, las cuales no se
alimentan de reservorios silvestres alternos, al buscar nuevos hospedantes de frijol, sino
que tienen la posibilidad de moverse grandes distancia (Byrme y Bellows 1991),

transportando el virus e indculandolo directamente en e} frijol.

Géamez (1971), al realizar inoculaciones artificiales del BGMYV a través de vector, encontro
individuos de S. rhombifolia resistentes, pero 400 variedades de Phaseolus (Leguminoseae)

y especies cercanas resultaron susceptibles.

Flores y Silberschmidt (1967), en estudios sobre transmision de la “clorosis de las
malvaceas”, usaron individuos de Sida rhombifolia como la principal fuente de virus,
sefialando que es una especie nativa infectada en forma natural. EIl hecho de que en este
estudio se encontrara a S. acuta como mayor reservorio del BDMV cuando se compara
con S. rhombifolia, puede deberse a que las muestras de plantas sintomadticas fue bastante
uniforme, ya que el 92% de ellas eran S. acuta, especie predominante en los diferentes

niveles estudiados.
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En el caso del BDMYV, las especies de S. acuta y S. rhombifolia podrian representar la

fuente primaria de pitogenos virales, ya que al ser plantas perennes, pueden retener el

virus por tiempo tan prolongado como su ciclo de vida lo permita.

La relacién encontrada entre el nimero de reservorios y la densidad relativa del virus en
ellos, indica que basta una planta infectada para proporcionar indculo suficiente para iniciar

una epidemia, siempre y cuando el vector esté presente en una densidad adecuada.

El concepto de reservorio es importante cuando se analiza la epidemiologia de
enfermedades virales y su conocimiento es fundamental para entender el patosistema. La
existencia de una o mds especies suceptibles dentro de la vegetacion silvestre ha sido
considerada para tratar de explicar la presencia de este tipo de enfermedades en el tiempo y

el espacio.

Con base en estos resultados, en el caso del BDMV, se propone que la malvicea
reservorio principal para el indculo primario es S. gcuta, la que se encuentra en mayor

abundancia y distribucién en el Valle de Pueblo Nuevo

Los productores que residen en el Valle mencionaron que las dreas destinadas al cultivo de
frijol se han reducido por la poca rentabilidad y baja productividad del frijol a lo que ha
contribuido la afectacién principalmente de mosca blanca posiblemente B. fabaci, y la

enfermedad viral que causan los patégenos que ella trasmite. Esta transformacion tiene
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altos riesgos ya que los cultivos alternos como tomate y chiltoma son afectados por

geminivirus transmitidos por B. tabaci y son hospedantes de ella, lo que aunmenta el riesgo

de diseminacidon de las enfermedades virales en la zona.

Un hecho importante es que la epidemia de los afios 90 se dio cuando se eliminé el cultivo
de tabaco de la zona, el cual es un hospedante del vector; Ia eliminacién de este cultivo
provocG posiblemente la emigracién masiva del insecto al frijol, lo que aument6 el indice

de la enfermedad.

La situacién planteada demanda estudios epidemiolégicos que determinen la identidad del
patégeno, hospedantes silvestres, mecanismos de diseminacién y aspectos ecoldgicos como
el efecto de la lluvia, temperatura y un modelo que permita predecir los perjuicios
causados por la presencia de la enfermedad en el campo, lo que contribuird a tomar

medidas de manejo adecuadas.

La amplificacién del ADN viral través de PCR es necesaria para una plena caracterizacion
de los virus encontrados tanto en frijoles como en las malezas reservorios del género Sida.

La falta de amplificacién de ADN se debié tal vez a que las muestras se oxidaron,
encontrandose gran cantidad de inhibidores en la solucién obtenida que bloquearon la

amplificacion
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CONCLUSIONES

Las principales especies del género Sida presentes son S, acuta y S. rhombifolia,
predominando S. acuta. Ambas se epcuentran distribuidas en todos los niveles

altitudinales estudiados.

Los virus que se encontraron afectando frijol en las comarcas estudiadas de Pueblo
Nuevo estan relacionadas con el virus del mosaico dorado que se encuentra en
Guatemala (BGMV-GA) y Brasil (BGMV-BZ), con el virus del mosaico enano
(BDMYV) colombiano y en algunos casos con el virus del mosaico de Calico (BCaMV)

mejicano.

Basados en los resultados de hibridaciéon de ADN se considera a S. acuta y S.
rhombifolia como reservorios del BDMV en las comarcas Rio Abajo, Motolin, La

Palagua y El Consuelo.

El BDMV afecta plantas silvestres del género Sida, por lo que se puede ubicar en el

grupo de virus adaptados a plantas silvestres (WILPAD).

En la comarca Los Hatillos no se detecté geminivirus en frijol, sin embargo fue

detectada la presencia de un potyvirus.
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RECOMENDACIONES

¢ Caracterizar los virus encontrados en frijol y en malezas, para compararlos con los
aislamientos caracterizados en otras regiones y asi comprender la evolicién y

distribucion de geminivirus en frijol.

4 Ampliar este tipo de estudio a otras épocas del afio, para incluir otras especies que

podrian funcionar como reservorios potenciales de geminivirus.

¢ Confirmar los biotipos de B. tabaci presentes en la zona e identificar sus posibles

hospedantes, para estudiar relaciones epidemiologicas.

¢ Realizar un estudio epidemicldgico amplio en el Valle, que permita identificar los

diversos problemas virales en los cultivos de importancia economica.
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Anexo.l Hibridacién de Acidos nucleicos para la identificacion de geminivirus.

HIBRIDACION DE ADN
)

PREPARACION DE SONDAS
\

LINEARIZACION
i

MARCAJE

Quimico o Radiactivo

\)

CUANTIFICACION
\

PREPARACION DE MEMBRANA

Maceracion de tejido
Colocacion en la membrana
Desnaturalizacion de ADN

\J

[ PREHIBRIDACION |

Solucién de prehibridacion
Incubar a 65°C por y hora
{

| HIBRIDACION |

Agregar sonda marcada (Biotina 6 .”°P)
Incubar segiin nivel de astringencia
Lavados posthibridacion

| REVELADO |
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