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JOVEL, J. A. 1997. Movimiento diario de Bemisia tabaci en parcelas de tomate,
diseminacion local del mosaico amarillo y fuentes de indculo del ToYMV-CR en
Guayabo, Costa Rica. Tesis Mag. Sci. Turrialba, Costa Rica. CATIE. 93 p.

Palabras claves: Bemisia tabaci, geminivirus, movimiento diario, fuentes de indculo,
diseminacion local.

RESUMEN

Se estudiaron varios aspectos bioecoldgicos del complejo B. tabaci-ToYMV-CR,
importantes en la epidemiologia de la enfermedad del mosaico amarillo del tomate, en
campos de agricultores. Se determinaron los movimientos del insecto hacia la parcela y
dentro de ésta, asi como la distribucién espacial de la enfermedad. Mediante un programa
para microcomputadoras (EPIDEMIC) se determind la influencia de la distancia y el
niimero de plantas infectadas alrededor de una planta sana, sobre la probabilidad de una
futura infeccion, asi como el efecto del dngulo en que una planta sana se ubica con respecto
a otra infectada. Ademas, se realiz6 una recoleccién de malezas asociadas con plantaciones
de tomate y plantas cultivadas hospedantes de B. tabaci, para determinar si el ToYMV-CR
tiene hospedantes alternos en la zona de Guayabo de Turrialba; dicha recoleccién abarco 21
campos y se realizd durante 10 meses, con una frecuencia quincenal. Los resultados
indican que los movimientos de B. tabaci son continuos durante el dia, y son de corta
distancia dentro de la parcela. No se encontraron hospedantes alternos (silvestres o
cultivados) para el ToYMV-CR. La diseminacién de la enfermedad dentro de la parcela
dependié de la distancia a plantas ya infectadas y ocurri¢ principalmente dentro de las
hileras, en ambas direcciones, como producto de los movimientos cortos del vector.



JOVEL, J. 1997. Daily movement of Bemisia tabaci in tomato plots, local dissemination
of yellow mosaic disease and sources of inoculum of the ToYMV-CR in Guayabo,
Costa Rica. Mag. Sci. Thesis. Turrialba, Costa Rica. CATIE. 93 p.

Key words: Bemisia tabaci, geminivirus, daily movements, sources of inoculum, local
dissemination.

SUMMARY

Several bioecological aspects of the B. tabaci-ToYMV-CR complex, related to the
epidemiology of the tomato yellow mosaic disease, were studied in farmer’s fields, in Costa
Rica. Daily movements of the insect towards and within tomato plots were determined, as
well as the spatial distribution of the disease. The influence of the distance and the number
of infected plants around a healthy tomato plant on the likelihood of its infection, as well as
the angle at which a healthy plant was located in relation to a diseased one, were
determined through a special computer program (EPIDEMIC). In addition, both weeds and
other crops associated with commercial tomato fields in the area were collected to
determine if they were alternative hosts of ToYMV-CR; sampling was conducted biweekly
during 10 months, and included 21 fields. Results show that movements of B. rabaci adults
were continuous throughout the day, and that short-range movements within the plots were
predominant. No alternative hosts were found (either wild or cultivated) for the ToYMV-
CR. Dissemination of the disease within the plot depended on the distance from already
infected plants and was more prevalent within crop rows, in both directions, as a result of
the short-range movements of the vector.
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1. INTRODUCCION

En el dltimo decenio, Bemisia tabaci se ha convertido en una plaga primaria en paises de
todos los continentes, especialmente como vector de geminivirus (Gerling y Mayer 1996). En
Costa Rica ataca varios cultivos, dentro de los que sobresale el tomate (Lycopersicon
esculentum), que es severamente afectado por dichos virus (Hilje ef al. 1993). La complejidad
del problema de B tabaci se fundamenta en varios factores, como su gran plasticidad
genética, amplio ambito de hospedantes, capacidad de alcanzar poblaciones muy altas, y su
asociacién con varios tipos de virus, entre los que destacan los geminivirus (Gerling y Mayer

1996).

Una evidencia de la plasticidad genética es la existencia de varias razas o biotipos que varian
entre si en varios aspectos bioldgicos, asi como en su ambito de hospedantes (Brown 1990,
1994, Brown y Bird 1992). Siete de ellos se encuentran en Ameérica Central y el Caribe
(Brown et al 1995a, b), incluyendo al biotipo B, considerado ahora como Bemisia
argentifolii (Bellows er al 1994). En Costa Rica, el biotipo que ataca al tomate es el C
(Brown et al. 1995b), cuya biologia y ecologia ha sido poco estudiada (Hilje er al. 1993).
Dicho biotipo tiene al menos 46 hospedantes, tanto cultivados como silvestres, y no se
reproduce en el tomate (Hilje et al. 1993); se asocia con el geminivirus ToYMV-CR, que
causa la enfermedad del mosaico amarillo del tomate (Dr. Douglas P. Maxwell 1997,

University of Wisconsin-Madison, com. pers.).

Dentro de un enfoque de sistemas de cultivos, es importante conocer las relaciones entre los
cultivos sembrados en una misma finca o fincas vecinas. En Costa Rica, en las areas
productoras de hortalizas por lo general hay muchas fincas pequefias y medianas, que
configuran "mosaicos" de produccién donde comimmente se siembran cultivos como frijol,
vainica, tomate, chile y algunas cucurbitdceas, con gran variedad de esquemas espaciales y
temporales (Hilje 1996). Todos estos cultivos son hospedantes del biotipo C, pero destaca el
chile dulce (Capsicum annuum), en el que el insecto se reproduce masivamente (Hilje et al.
1993). Ademds, bajo gran presién de indculo, el ToYMV-CR se puede reproducir en la
vainica (Dra. Pilar Ramirez 1996, CIBCM, Universidad de Costa Rica, com. pers.).



Asimismo, es necesario conocer si dicho virus tiene hospedantes silvestres, los cuales han

sido explorados en forma preliminar, hasta ahora sin éxito (Rivas et al. 1995).

Ademas de determinar los posibles hospedantes del ToYMV-CR, es importante conocer los
movimientos diarios y la distribucién de los adultos del biotipo C dentro de las parcelas,
sobre lo cual los datos existentes son aln preliminares (Arias y Hilje 1993), pues esta
informacién permitiria entender mejor la epidemiologia del mosaico amarillo del tomate, asi
como valorar mejor la fumcionalidad de ciertas medidas preventivas, como coberturas al
suelo, cultivos trampa y sustancias repelentes, actualmente sugeridas para el manejo del
complejo B. tabaci-geminivirus en tomate. Asimismo, el estudio del patrén de diseminacion
de la enfermedad a través del tiempo, proporciona informacion acerca de la ubicacidn de las
fuentes de indculo de los patdgenos (Madden et al. 1982), lo cual permitird definir y sugerir
medidas de manejo pertinentes, dependiendo de si la fuente principal son los hospedantes
silvestres en las cercanfas de las parcelas de tomate, otros cultivos, campos viejos de tomate,

0 bien las plantas inicialmente infectadas dentro de la misma parcela (Polston et al. 1996).

2. OBJETIVOS

2.1 GENERAL

» Estudiar aspectos bioecoldgicos en la relacion B tabaci-ToYMV importantes en la

epidemiologia de la enfermedad del mosaico amarillo del tomate, en Costa Rica.

2.2 ESPECIFICOS
+ Estudiar los patrones de movimiento de B. tabaci en parcelas de tomate, y su relacién

con factores climaticos (viento, temperatura y humedad relativa).

o Determinar el patrén de diseminacién local de la enfermedad del mosaico amarillo en

parcelas de tomate.



L]

Investigar si el geminivirus causante del mosaico amarillo del tomate presente en Costa
Rica (ToYMV-CR) tiene hospedantes alternos, cultivados o silvestres, en la zona de

Guayabo de Turrialba.

3. HIPOTESIS

» Los movimientos de adultos de B. tabaci en parcelas de tomate no dependen del viento,

la temperatura y la humedad relativa.

e El ingreso de adultos de B. tabaci en parcelas de tomate, asi como los movimientos

entre plantas, no son continuos durante el dia.

o El patrén de aparicién de plantas de tomate nuevamente infectadas con el geminivirus
ToYMV-CR es independiente de la presencia de plantas infectadas en puntos anteriores

en el tiempo.

s FEl geminivirus del mosaico amarillo del tomate (ToYMV-CR) no tiene hospedantes

alternos, silvestres o cultivados, en las cercanias de las parcelas de tomate.

4. REVISION DE LITERATURA

4.1 IMPORTANCIA DE B. TABACI COMO PLAGA AGRICOLA

Debido a su papel como plaga directa y vector de virus en diferentes plantas cultivadas, B.
tabaci, es una plaga que ha causado gran preocupacién en el plano mundial, por lo que ha
sido objeto de miiltiples estudios. Evidencias de esto son la publicacion de dos libros
(Gerling 1990, Gerling y Mayer 1996), varias revisiones comprensivas (Cock 1986,
Ohnesorge y Gerling 1986, Byrne y Bellows 1991) y més de 3000 articulos cientificos.



El dafio directo a los cultivos ocurre cuando B. tabaci se alimenta del floema de Ias plantas,
succiona la savia y reduce su vigor (Norman ef al. 1996). Las ninfas y adultos producen
dafios directos e indirectos a los cultivos (Byme y Bellows 1991). El primer tipo de dafio lo
causan al succionar la savia, lo cual reduce la calidad de frutos. El segundo, principalmente
causado por las ninfas, es la alteracién de procesos fisioldgicos, como la reduccién de la
tasa neta de fotosintesis y la transpiracion; en consecuencia, también hay reduccién del
contenido de clorofila y finalmente del peso de la hoja (Buntin ef al. 1993). Ademds hay
afeccién causada por la excrecién de exudados azucarados, que inducen el establecimiento
y proliferacién de enfermedades fungosas, comilnmente denominadas fumaginas y que son
provocadas por Capnodium spp. lo cual interfiere con la fotosintesis (Byrne y Bellows
1991). Se ha documentado que las ninfas del biotipo B causan los sindromes de la hoja
plateada en algunas cucurbiticeas (Yokomi et al. 1990), de la maduracién irregular en
frutos de tomate (Brown 1993), del palidecimiento del tallo de la brécoli (Judith Brown
1997, University of Arizona, com. pers.) y del amarillamiento del follaje de la lechuga

(Costa et al. 1993).

El biotipo B es mas agresivo para alimentarse que otros biotipos y produce mas exudados
azucarados (De Barro 1995). Se presume que la principal razén para el incremento de la
importancia econémica de B. tabaci es la introduccién de este biotipo, el cual también ha

sido asociado con resistencia a altos niveles de insecticidas (Norman et al. 1996)

La mayor influencia nociva de B tabaci estd referida a su capacidad de transmision de
enfermedades virales, ocasionadas principalmente por geminivirus (Lastra 1993). Aunque
el complejo B. tabaci-geminivirus afecta muchos cultivos, las epidemias mas serias han
sido observadas en frijol y tomate (Brown 1994). En América Central, en el cultivo de
tomate, se han detectado cuatro geminivirus transmitidos por B. tabaci: el ToGVGA-I,
ToGVGA-II, ToGVGA-III (denominados tentativamente geminivirus del tomate de
Guatemala, razas I, II, ITT) y el ToYMV-CR (virus del mosaico amarillo del tomate) el cual
se ha encontrado Gnicamente en Costa Rica (Dr. Douglas P. Maxwell 1996, University of
Wisconsin-Madison, com. pers.). Para América, se ha publicado la secuencia de

geminivirus que atacan a varios cultivos; en tomate, el TGMV-BZ (Brasil), y en frijol el



BGMV-GA (Guatemala), BGMV-DR (Republica Dominicana) y BGMV-BZ  (Brasil)
(Ramirez y Maxwell 1994). También se ha determinado que bajo grandes presiones de
indculo el ToYMV-CR puede reproducirse en plantas de vainica (Dra. Pilar Ramirez 1996,
CIBCM, com. pers.).

Las pérdidas econdmicas ocasionadas por B. tabaci reflejan el impacto del problema sobre
la agricultura mundial. En el sur de los EE.UU. (Arizona, California, Texas y Florida) en
1991 y 1992, las pérdidas se estimaron en $200 y $500 millones, respectivamente. En el
Valle Imperial, California, entre 1991-95, han sido de $100 millones por afio (Henneberry
et al. 1996). En Mesoamérica y el Caribe también se han registrado cuantiosas pérdidas.
Por ejemplo, en Boaco, Nicaragua, la produccién de frijol decrecié de 3,15 a 0,70 tha
(Comisién Nacional de Mosca Blanca 1993). En Comayagua, Honduras, en 1992, 500
productores perdieron cerca de $4,6 millones (Caballero y Rueda 1993). En el Valle
Central de Costa Rica, el rendimiento del cultivo del tomate ha descendido de 35 a 21 t/ha
(Gustavo Calvo 1997, CATIE, com. pers.) A estas pérdidas debe sumdrsele el aumento en
los costos de produccién, debido sobre todo al uso de insecticidas, lo cual causa riesgos de
residuos en los alimentos v el agua, intoxicaciones laborales, disminucién de enemigos
naturales, evolucidn de resistencia, cuyo valor es pricticamente imposible de medir (Hilje

1996).

4.2 BIOTIPOS

En B. tabaci, la variacion en las preferencias de hospedantes, ciclos de vida 'y capacidad de
transmisién de enfermedades se ha observado entre poblaciones de diferentes regiones y
hébitats. La literatura registra muchos estudios realizados con el objetivo de alcanzar una
comprensién clara de la caracterizacion bioldgica y genética que diferencia los biotipos de
B. tabaci. En uno de los estudios més completos (Bedford et al 1994) se evaluaron 18
poblaciones de Bemisia provenientes de diferentes regiones del mundo (Norte y
Centroamérica, el Caribe, Africa, el Medio Oriente, Asia y Europa); se estudid la
morfologia de] 4° instar ninfal y se concluyd que la estructura de los ojos compuestos es

comin a todos los biotipos y poblaciones, pero las setas y espinas fueron muy variables,



dependiendo del tipo de plantas hospedantes y de las caracteristicas de la superficie de la

hoja.

Recientemente se han encontrado diferencias entre poblaciones de B. tabaci (Bellows et al.
1988), las cuales sugieren que B. tabaci y B. argentifolii, también denominada biotipo B,
son dos especies diferentes o miembros de un complejo de especies (Brown ef al. 1995b).
Varios autores describen al biotipo B (también denominado como mosca blanca de la hoja
plateada) como un eficiente vector de enfermedades virales y causante de dafios mediante
la alimentacién directa (Mehta e al. 1994, McGrath y Harrison 1995), que resultan en los
sindromes previamente indicados. Ademds, este biotipo ha desplazado en varias regiones al
biotipo A, debido a su mayor fecundidad y hébitos polifagos de alimentacién (Brown 1992
en Wagner 1995, Markham et al. 1994).

Algunos experimentos sobre el comportamiento copulatorio mostraron que el biotipo B no
fue capaz de cruzarse con otros biotipos (Bedford et al. 1994), pero otros autores (Brown et
al. 1995) afirman que es capaz de aparearse y originar prole con otros biotipos; por lo tanto,
su connotacién como biotipo o especie todavia es polémica entre los investigadores
dedicados a su estudio. El cortejo del biotipo B dura aproximadamente un tercio de el del
biotipo A (Powell y Bellows 1992). El incremento en la distribucién del biotipo B, asi
como su amplio ambito de hospedantes, ha agravado el problema de los geminivirus en los
cultivos tropicales (Markham ef al. 1994). Su distribucion geogréfica en la actualidad
abarca regiones tropicales y templadas. Para 1990-91 se hallaba exclusivamente en el
Caribe (Antigua, Barbuda, Replblica Dominicana, Grenada, Puerto Rico, Trinidad y
Tobago) v en algunas areas urbanas de la peninsula de Yucatén (Quintana Roo) pero para
1992-93 se extendié hacia Belice, Brasil, Guatemala, Honduras, Panamd y el noreste de

Mexico (Sonora) (Brown 1994).

A pesar de la idea de que B. tabaci es polifaga, recientemente han sido descubiertas
poblaciones monofagas, por lo que segmentos de poblaciones con amplio dmbito de
hospedantes podrian ocupar nichos separados dentro de las mismas regiones geograficas

(Brown et al. 1995b). Por ejemplo, una poblacion de B. tabaci en Puerto Rico, denominada



la raza de la Sida, puede colonizar numerosas especies de plantas (incluyendo frijol, okra, y
tabaco, asi como muchas especies de malezas), representativas de malviceas, euforbidceas
y leguminosas, comiinmente encontradas en las regiones tropicales y subtropicales (Brown

et al. 1995a).

En América Central y el Caribe, mediante el empleo de técnicas de diferenciacién de
isoenzimas, hospedantes, e induccién de sindromes, se han logrado caracterizar al menos
siete biotipos, denominados A, B, C, D, F, G y N, segin la cronologia de su descubrimiento
(Brown, 1993). En Costa Rica, el biotipo predominante en el cultivo de tomate es el C
(Brown 1994), cuya tasa de reproduccion en el cultivo es casi nula, pero es un problema
serio como vector de geminivirus (Hilje er al. 1993, Brown 1994). En el Valle Central, que
es la principal zona productora del cultivo de tomate, la multiplicacién no se habia
observado hasta 1992, pero actualmente es muy leve y esporddica, en etapas muy
avanzadas del cultivo, cuando ya no se aplican insecticidas y no hay cultivos adyacentes;
por el contrario, se ha observado la reproduccion masiva en plantas de chile dulce (Arias y
Hilje 1993). También se han encontrado ninfas en algunas plantas silvestres como Bidens

sp., Momordica sp., Sida sp., Acnistus arborescens y Solanum nigrum.

4.3 HOSPEDANTES

La distribucién cosmopolita de B. tabaci se ve acrecentada por el amplio dmbito de
hospedantes silvestres y cultivados que se han registrado hasta ahora, que incluye mas de
500 especies (Brown y Bird 1992, Greathead 1992, Brown et al. 1995, Wagner 1995), las
cuales se encuentran distribuidas en 74 familias, predominando las Leguminosae,
Compositae, Malvaceae, Solanaceae, Euphorbiaceae, Convolvulaceae y Cucurbitaceae
(Greathead 1992). En Mesoamérica se tienen informes de 70 especies hospedantes, las
cuales pertenecen a 39 familias, tanto cultivadas como silvestres, predominando las
Compositae (17 especies), Solanaceae (10), Cucurbitaceae (8), Malvaceae (7),
Euphorbiaceae (5) y Leguminosae (4) (Hilje 1995). En Costa Rica, ataca 10 cultivos (Hilje

1995), pero no se reproduce en todos, destacindose al algodon y chile dulce, en los que



puede causar dafios directos por la extraccién de savia, e indirectos por la secrecién de

mielcilla (Hilje et al. 1993).

En América Latina y el Caribe, B. tabaci ha causado problemas en I[pomoea batatas
(camote) (Convolvulaceae); Citrullus lanatus (sandia), Cucumis melo (melén), C. sativus
(pepino), Cucurbita maxima (zapallo), C. mixta (pipian), C. moschata (ayote)
(Cucurbitaceae); Glycine max (soya) y Phaseolus vulgaris (frijol) (Leguminosae);
Gossypium hirsutum (algodén) e Hibiseus esculentus (okra) (Malvaceae); Capsicum
annuum (chile dulce), Lycopersicon esculentum (tomate), Solanum melongena (berenjena),
S. tuberosum (papa) y Nicotiana tabacum (tabaco) (Solanaceae) (Brown 1990, Lourengao y

Nagai 1994, Caballero y Pitty 1995).

En el Valle de Sébaco, Nicaragua, se detectd la presencia de B, tabaci en cinco cultivos
(tomate, chile dulce, frijol, pepino y ribano) y en 19 plantas silvestres, de las cuales
Tithonia rotundifolia (Asteraceae), Malvastrum sp. (Malvaceae), Euphorbia heterophylla
(Euphorbiaceae), Physalis lagascea (Solanaceae) y Melampodium divaricatum (Asteraceae)

podrian jugar un papel importante en la dindmica poblacional del insecto (Guharay 1994).

En Costa Rica se ha encontrado a B. tabaci en las siguientes malezas asociadas con los
cultivos de chile dulce y tomate: Browallia americana (Solanaceae) , Galinsoga sp.
(Compositae), Ipomoea sp. (Convolvulaceae), Phenax sp. (Urticaceae), Richardia scabra
(Rubiaceae), Scoparia dulcis (Scrophulariaceae) y tres asterdceas no identificadas (Rivas et

al. 1995).

Las malezas también podrian jugar un papel importante como hospedantes de geminivirus y
de otros virus. En Florida, Selanum viarum, la cual es una maleza exotica, se identificd
como hospedante de los virus del mosaico del pepino (CMV), del enrollamiento de Ia hoja
de la papa (PLRV), Y de la papa (PVY), “tobacco etch virus” (TEV), asi como de los
geminivirus del mosaico del tomate (ToMV) y del moteado del tomate (TMoV). Mc
Govern er al. (1994a) también realizaron pruebas de transmisién del TMoV desde plantas

de S. viarum hacia plantas de chile dulce y tomate, observandose gran variedad de



sintomas. Ademas se probaron 780 muestras de campo representando a 42 especies y 14
familias, y se encontrd que inicamente M. lathyroides, Sida acuta y S. rhombifolia fueron
positivos en la prueba de deteccion de geminivirus y expresaron los sintomas
correspondientes, pero el geminivirus fue diferente de]l ToMV. Ademas, algunas malezas
asintomaticas, como Ludwigia decurrens, L. erecta, y L. octavalvis, dieron resultados
positivos para el andlisis de identificacién de geminivirus, pero no pudieron ser infectadas
por insectos viruliferos portadores del ToMV (Mc Govern 1994b). Para el caso del TYLCV
se han reportado 15 especies de plantas hospedantes alternas: Chaerogphylium sp.,
Cynanchum  acutum, Sonchus oleraceae, Lens esculenta, Phaseolus vulgaris, Malva
nicaensis, M. parviflora, Datura stramonium, Hyocyamus desertorum, Nicotiana glutinosa,

N. tabacum, Solanum nigrum 'y Urtica sp. (Polston er al. 1994).

En Nicaragua se ha reportado a Boerhavia erecta (Nyctaginaceae) como reservorio de
geminivirus (Dr. Douglas P. Maxwell 1997, University of Wisconsin-Madison, com. pers.).
Zamora (1996} reportd a Sida acuta y S. rhombifolia como reservorios del BDMV (Beans
Dwarf Mosaic Virus). En Costa Rica se han encontrado cinco tipos diferentes de virus en
14 malezas asociadas con el tomate y chile dulce: moteado leve del chile (PMMV), X de la
papa (PVX), Y de la papa (PVY), del mosaico del tabaco (TMV) y un geminivirus no
identificado. Los geminivirus se detectaron en ocho especies de plantas, de las cuales
solamente cuatro mostraron sintomas de virosis (Bidens pilosa, Desmodium sp., Sida
rhombifolia y Spermacoce latifolia) lo cual indica que, aunque portan virus, pueden
permanecer asintomdticas (Rivas et a/. 1995); también, cinco especies tuvieron varios

geminivirus simultdneamente, lo que parece ser una situacion frecuente en la naturaleza.

4.4 GEMINIVIRUS

Los virus comprenden un enorme grupo de patégenos con caracteristicas muy diversas
(Bock 1982). En su forma mds simple, se caracterizan por poseer un solo tipo de 4cido
nucleico, el cual es la parte infecciosa de la particula viral. Ademds, cuentan con una o més
proteinas que los recubren, confiriéndole una morfologia tipica y protegiendo al icido

nucleico de la degradacion (Lastra 1993). Los geminivirus (gemini = gemelo) son el grupo
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de virus fitopatogenos mds recienternente descritos (Bock 1982). El primer geminivirus fue
purificado de plantas de tomate infectadas por el tomato golden mosaic virus (TGMV)
(Brown y Bird 1992).

La identificacién de geminivirus transmitidos por B. tabaci a través de métodos viroldgicos
tradicionales, ha presentado dificultades (Wyatt y Brown 1996). Para el diagnéstico de
virus en general, los métodos seroldgicos han sido tradicionalmente la berramienta de
analisis. Sin embargo, han tenido poco éxito con los geminivirus, debido a que las
propiedades fisicas y quimicas de las particulas hace dificil su purificacién en una forma
estable y, ademds, Ia cdpside proteica de los geminivirus transmitidos por B. fabaci no son,
antigénicamente, identificables con la mayoria de los anticuerpos monoclonales y

policlonales (Mehta et al. 1994, Harrison 1985).

Las tecnologias basadas en la manipulacién de los 4cidos nucleicos han sido un paso
importante para la deteccién de geminivirus, dentro las que destacan la hibridacién de

acidos nucleicos y la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (Ramirez 1997).

La hibridacion de dcidos nucleicos es una de las técnicas mds confiables para el diagnéstico
de geminivirus. Fundamentalmente, consiste en la utilizacidon de sondas especificas
(secuencias de un dcido nucleico que ha sido clonado y marcado en condiciones de
laboratorio) que son complementarias al ADN viral y que, bajo condiciones apropiadas, son
capaces de “reconocer” la molécula de  ADN viral; dicho hibrido puede ser identificado a

partir del marcador incorporado en la sonda (Lastra 1993).

La técnica de PCR basa su especificidad en el uso de oligonucledtidos complementarios a
los segmentos terminales de la secuencia de ADN que se quiere amplificar (Ramirez y
Maxwell 1995). Es una técnica in vitro que permite la amplificacion de regiones especificas
de 4cidos nucleicos, mediante la extensién simultdnea de iniciadores de cadenas
complementarias de ADN (Newton y Graham 1994). EI método implica la ejecucion de
una serie repetitiva de ciclos, cada uno de los cuales involucra la desnaturalizacién del

ADN , la unién del iniciador con la cadena desnaturalizada (por accién de la polimerasa) y
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la sintesis, a partir del iniciador, de la doble cadena mediante la adicidon de nucledtidos
libres a la cadena patrén de banda simple. Lo anterior resulta en una acumulacién

exponencial de un fragmento especifico de ADN (Elrich 1989).

Un problema particular de los trépicos es que los virus transmitidos por B. tabaci pueden
infectar solos o en mezclas (Brown y Bird 1992). Los complejos de estos virus son
comunes y esto dificulta el diagnostico de las enfermedades que ocasionan en diversos

cultivos y, por supuesto, la identificacion y caracterizacion de dichos virus.

Los geminivirus bipartitos estan constituidos, gendmicamente, por dos componentes de
ADN designados A y B, los cuales contienen una region intergénica denominada regién
comun, de aproximadamente 200 nucledtidos. Generalmente estos geminivirus infectan
plantas dicotileddneas y son transmitidos solamente por B. tabaci (Timmersman ef al.
1694). De forma especifica, los geminivirus transmitidos por B. fabaci, que pertenecen al
grupo I de la familia Geminiviridae, causan serias enfermedades en hortalizas y plantas
textiles (Brown y Bird 1992, Brown 1994). EIl anélisis genético sugiere que las funciones
para el movimiento del virus a través de la planta se encuentran en el componente B de su
genoma, y se sabe que el componente A controla el mecanismo de replicacién, por lo que
se requieren ambos componentes para una infeccién exitosa. Esta diferenciacion de
funciones entre ambas particulas del geminivirus da lugar, dependiendo del grado de
homologia entre dos o méds geminivirus, a interacciones denominadas seudorecombinacion

y complementacion (Rivera 1995).

El 4mbito de hospedantes de los geminivirus transmitidos por B. tabaci es mas restringido
que el de aquellos de genoma monopartite. El mds especializado de ellos es el mosaico
dorado del fiijol, el cual parece estar restringido solo a ciertas especies de unos pocos
géneros de la tribu Phaseoleae (Bock 1982). Los demds infectan al menos un género en la
familia Solanaceae, sin tomar en consideracién la familia en la cual se encuentra su
hospedante natural. Curiosamente, dentro de dicha familia, todos infectan especies en los
géneros Datura (casi siempre D. stramonium) y Nicotiana (casi siempre N. tabacum) y la

mayoria a Lycopersicon.
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4.5 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

En el contexto epidemiolégico de una enfermedad existen varios factores, algunos de los
cuales tienen un mayor peso relativo que otros. En el cultivo del fiijol, para el complejo B.
tabaci-BGMV se ha modelado matemdticamente la epidemia y se determiné que las
variables de tiempo generacional, perfodos de retencién, reproduccion, incubacion,
transmision y densidad de siembra tienen poco o ningin efecto sobre el nivel de dafio
(Anderson 1993). Ello indica que, por lo menos en una primera fase de investigacidn, no
deberia invertirse recursos en la cuantificacién de estos pardmetros. Por otro lado,
resultaron ser muy importantes el periodo critico, la tasa de inmigracién y la proporcién de
inmigrantes viruliferos, los cuales influyen significativamente en el dafio ocasionado

{Anderson 1993),

Los geminivirus transmitidos por B tabaci tiemen una relacidn de tipo persistente
circulativo con el insecto (Uzcdtegui y Lastra 1978, Brown y Nelson 1988, Polston et al.
1990). El proceso de transmisién de virus es un proceso secuencial, puesto que el insecto
tiene que infectarse para poder tornarse infectivo. Inicialmente el vector tiene que
experimentar un periodo de adquisicion que es de al menos 2 h para el geminivirus del
mosaico amarillo del tomate en Venezuela (Uzcdtegui y Lastra 1978); en Costa Rica, el
periodo minimo observado fue de 4 h, durante el cual se presentd el porcentaje mas alto de
transmision (Bonilla 1995). Cohen et al, (1988) en Israel, determiné que la adquisicion del
TYLCV es mayor mientras mds tiempo se alimente el insecto sobre la planta infectada,

hasta un limite de seis dias.

El periodo de latencia puede variar de 20-24 h (Uzcdtegui y Lastra 1978, Bonilla 1995). La
transmision de virus del mosaico amarillo del tomate presenta un patrén intermitente
durante aproximadamente los 13 dias subsecuentes a la colocacién de adultos de B. tabaci
sobre plantas sanas. Al parecer, existe una gran variacion intraespecifica en cuanto a la
uniformidad de transmision; es decir, mientras algunos adultos son muy hébiles en la

transmisidn del virus otros no lo son (Bonilla 19953).
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B. tabaci ha mostrado gran habilidad en la transmision de enfermedades virales como el
mosaico amarillo del tomate. Las hembras son mds eficientes en la transmisién, pues
tienen mayores requerimientos metabdlicos para completar la reproduccion (Uzcategui y
Lastra 1978), por lo cual presentan mayor actividad de vuelo (Byrne y Bellows 1991).
También se ha encontrado que la diseminacién del virus estd muy correlacionada con el
tamafio de la poblacién (Cohen er al. 1988). En Costa Rica se ha documentado que, con
densidades menores a un insecto por planta, se alcanzé 100% de virosis a los 80 dias

después de la siembra (Quirds et al. 1994).

4.6 ACTIVIDAD Y DISTRIBUCION ESPACIAL DE B. TABACL

La migracion es un componente clave en la historia de vida de los insectos, puesto que la
facultad de desplazamiento da la posibilidad de escoger el tiempo y el lugar para la
alimentacién y la reproduccién. Lo anterior es de gran importancia puesto que algunas
especies viven en ambientes muy variables, en los cuales muchas veces los recursos son
efimeros, por lo que los insectos estdn expuestos a periodos en que los hospedantes no estdn

disponibles o no satisfacen todos sus requerimientos vitales (Blackmer y Byrne 1993a).

En la literatura existen reportes acerca de la habilidad limitada de B tabaci para el vuelo
dirigido v de la fuerte influencia que ejerce el viento sobre ésta (Byme ef al. 1990). B.
tabaci no es muy eficiente en el vuelo y presuntamente no suele abandonar las plantas que
estan creciendo en forma vigorosa (Byme y Houck 1990). En general, bajo condiciones
favorables, la mayorfa de poblaciones de insectos producen una pequefia porcion de

emigrantes (Harrison 1980).

En Grecia, Costa Rica, se observé que B. tabaci se transportaba predominantemente en la
direccién del viento, y también se observd que la cercania de cultivos o plantas silvestres
hospedantes influye en la direccién del vuelo del insecto (Arias y Hilje 1993). En el Valle
de Sébaco, Nicaragua, se ha observado que el movimiento de adultos hacia las plantas de
tomate depende de la ubicacién de éstas dentro del campo en relacién con la direccion del

viento, y en la mayoria de los campos comerciales se observa un gradiente decreciente de la
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incidencia de virosis desde las partes directamente expuestas al viento hacia las partes
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La distribucién geografica de los insectos en el campo depende fuertemente def sus
patrones de actividad. B. tabaci presenta dos patrones de vuelo: uno de corta distancia y
otro de larga distancia (Byrne y Houck 1990). Por lo tanto, el papel de estos insectos como
vectores de geminivirus aumenta debido a que constantemente se mueven a través de
cultivos y/o malezas (Gerling y Horowitz 1984). La asociacién de B. tabaci con hébitats
heterogéneos puede ser un componente de seleccién para el dimorfismo presentado en los
habitos de dispersién (morfos); dicho dimorfismo es el que condiciona algunos segmentos

de poblaciones al vuelo a corta distancia y a otros a la migracién (Byrne y Houck 1990).

Después de la emergencia, B. tabaci realiza sus primeros vuelos, desplazdndose hacia las
hojas més jovenes, o cuando emerge sobre un hospedante que no es de su preferencia vuela

hacia otro mas apetecido (Berlinger 1984).

El vuelo a corta distancia ocurre cuando el insecto se moviliza bajo el dosel del cultivo en

busca de hojas jévenes para su alimentacion u oviposicién (Cohen y Ben-Joseph 1986, en

, b Byme y Bellows 1991). El vuelo a larga distancia se da cuando los adultos se alejan de la
Wi

f’{}}"ﬁ'\ planta hospedante y viajan, casi pasivamente, transportados por el viento; sin embargo, a

pesar de que incluso los morfos migratorios suelen ser malos voladores, se ha determinado
que algunos se trasladan a distancias mayores a 7 km. Los adultos de B. tabaci
generalmente son modviles en dreas donde es marcada la variabilidad entre plantas
hospedantes (cultivos de diferentes edades, hospedantes silvestres de preferencia variable,

etc.) (van Lenteren y Noldus 1990).

Existe una fuerte atraccion de B. tabaci por la luz ultravioleta y el azul del cielo explica la
tendencia vertical de vuelo que el insecto presenta; sin embargo esto no explica la actividad
de vuelo registrada durante la noche y es posible que el factor de luminosidad se encuentre
asociado a la temperatura a la cual B. tabaci presenta mayor actividad de vuelo (Bellows et

al, 1988).
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Blackmer y Byme (1993a) estudiaron la influencia de los factores ambientales en la
respuesta fototdctica y encontraron que, en condiciones de invernadero, un gran mimero de
adultos de B. fabaci presentd una respuesta positiva a la luz, principalmente entre las 08:30
y 10:00 h. Esta respuesta fototactica varia con la edad de! insecto, pues los mas jévenes son
mds sensibles. El sexo también ejerce una influencia diferencial en dicha respuesta, y los
machos presentan un patrén de vuelo mas constante durante el dia, mientras que la
actividad de las hembras predomina por la mafiana. Aunque no es lo tipico, ambos sexos

son capaces de mantenerse en vuelo por periodos de hasta 2 h (Blackmer y Byrne 1993b).

En estudios realizados en diferentes sisternas de cultivos (melon, sandia y algoddén) no se
encontrd correlacion entre el niimero de insectos atrapados y la humedad relativa. Por otra
parte, las bajas cantidades de adultos atrapados durante la noche presentaron correlacion
con las cantidades registradas en el dia en condiciones similares de temperatura, lo cual
evidencia la influencia de la temperatura en la actividad de vuelo de B. tabaci (Bellows et
al. 1988); sin embargo, el mecanismo mediante el cual la temperatura afecta el niumero de

adultos de B. tabaci en vuelo no ha sido determinado.

Los patrones de distribucién espacial de este insecto en el campo pueden variar durante la
temporada del cultivo, desde aleatorios hasta agregados (Polston et al. 1996). Cuando un
cultivo se estd tornando senescente o bien estd en cosecha, los adultos tienden a emigrar en
busca de un mejor sitio de colonizacién y ademds se ha encontrado que son las hembras las

que inician la nueva infestacion (Cock 1986). Aunque las tasas de migracién

lo cual sugiere que B. tabaci no emigra en masa y que la nueva infestacion del cultivo
ocurre como un resultado del proceso secuencial de inmigracidn moderada y explosion de
la plaga dentro del cultive; es decir, que inicialmente unos pocos adultos llegan al cultivo y
mediante la reproduccién de éstos alcanzan altas poblaciones que causan Ja epidemia viral

en el cultivo (Cock 1986).
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4.7 METODOS Y TECNICAS DE MUESTREO DE B. TABACI

2 El problema de muestrear de forma precisa ha constituido un dilema para los investigadores
- relacionados al estudio de B. tabaci. Para obtener informacién bioldgica y ecolégica
necesaria para el estudio del ciclo de vida y la importancia econémica de un insecto, deben
realizarse muestreos (Ekbon y Rumei 1990). Las investigaciones sobre la ecologia de B.
tabaci requiere de un método de muestrear el insecto, que proporcione estimados realistas

del tamafio de la poblacidn (Abisgold y Fishpool 1990).

~ La biologia, la ecologia y sobre todo del patrén de distribucién espacial del insecto el
i constituyen el elemento central para el desarrollo de programas de monitoreo y para la
implementacion de acciones de manejo de plagas (Ekbom y Rumei 1990, Naranjo y Flint
1995). La eficiencia del muestreo es particularmente critica para B. fabaci, debido a su
pequefio tamafio y gran potencial para desarrollar altas densidades poblacionales, por que la
eficiencia del muestreo debe balancearse entre los costos y la calidad de la informacién
suministrada por el programa de muestreo (Naranjo y Flint 1994). El desarrollo de planes
de muestreo, incluyendo el tamafio de la unidad de muestreo, el nimero de muestras a
tomar y la ubicacién de las muestras dentro del universo muestral dependen de la
comprension de los fundamentos de la distribucién espacial del insecto que se esté

estudiando (Morris 1960).

. El desplazamiento de los diferentes estadios de desarrollo de B. tabaci impide la
o generalizacién de una técnica de muestreo. En todos los cultivos, los adultos y ninfas
permanecen en el envés de las hojas (van Lenteren y Noldus 1990). Otro elemento que se
debe considerar es la preferencia de las hembras para alimentarse y ovipositar en hojas
jovenes, la cual ha sido documentada para la yuca y el algodén (Fishpool y Burban 1994).
El hecho de que todos los estadios ninfales sean sésiles provoca una estratificacién de éstos
dentro de plantas con crecimiento vigoroso, ubicando a las ninfas mas jOvenes en estratos

superiores y las més viejas en estratos inferiores (Dubdn y Salguero 1993, Fishpool y

Burban 1994, Serra 1996).
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La mayoria de estimaciones de poblaciones de B. fabaci se hacen de acuerdo con los
objetivos de cada experimento. El muestreo de adultos puede realizarse de forma eficiente
mediante conteos visuales directos (en el envés de las hojas) o bien utilizando trampas para
su captura, las cuales pueden ser de diferentes tipos (Ohnesorge y Rapp 1986). Palumbo et
al. (1995) evaluaron tres técnicas de muestreo ({rampas amarillas adhesivas, conteo directo
en el envés de las hojas y trampas de tipo D-Vac modificadas) para estimar densidades de
adultos de B. tabaci en el cultivo de melén (C. melo) y no encontraron diferencias entre
dichas técnicas. Ademds, todos los métodos indicaron poblaciones de adultos

correlacionadas con densidades de formas inmaduras.

No obstante, las trampas amarillas adhesivas constituyen la técnica mas comin para estimar
la abundancia de adultos de B. tabaci en el campo (Ekbon y Rumei 1990). Las capturas
dependen del comportamiento del insecto y de otros factores, incluyendo el disefio,
orientacion, localizacién, intervalo de exposicion y clima, los cuales afectan su eficacia
{(Naranjo et al. 1995). La mayoria de adultos de B. tabaci se mueven desde las hojas mds
viejas hacia las mas jovenes después de su emergencia y la deteccion de tales hojas jovenes
la realizan a través de su color amarillento (de la misma forma en que lo hacen las hembras
adultas) y en esto se fundamenta la atraccién de estos insectos por las trampas amarillas

adhesivas (Ekbon y Rumei 1990).

Algunos estudios sugieren que la ubicacién horizontal de trampas han aportado los mayoeres
numeros de capturas (Gerling y Horowitz 1984) y ademds existe una relacion inversa entre
la altura de la trampa sobre el nivel del suelo y el nimero de capturas (Gerling y Horowitz
1984, Byme et al. 1986). En general, las trampas deben colocarse al nivel del dosel del
cultivo (Naranjo et al. 1995). Byrme et al. (1986) obtuvieron mayores capturas con trampas
adhesivas cilindricas, colocadas a tres alturas en el borde del campo, que con cualquier
otro tipo de ubicacién vertical u horizontal. Las diferencias observadas en las capturas, al
utilizar varios métodos de muestreo pueden deberse a los habitos de vuelo de los diferentes

biotipos (Naranjo et al. 1995).
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En general, los datos obtenidos en las capturas de adultos de B. tabaci en trampas amarillas

sirven como un indicador del movimiento local de B. tabaci en el campo (Guharay 1994).
En el Valle de Sébaco, Nicaragua, se compararon las capturas de adultos en las trampas
amarillas adhesivas colocadas en diferentes alturas y en todos los casos se observd que a 15
cm sobre la superficie del suelo se obtuvieron las mayores capturas, lo cual sugiere que los
adultos atrapados reflejan movimientos locales y no migraciones de larga distancia. Sin
embargo, Dubon y Salguero (1993) recomiendan colocar trampas a nivel del dosel del
cultivo, puesto que si las trampas son colocadas muy cerca del suelo, la maleza puede

enmascararlas y pierden su funcion atrayente para B. tabaci.

En relacién con la hora de muestreo, Gerling y Horowitz (1984) hallaron que, en algodon,
las mejores horas para el muestreo son entre las 06:00 y las 09:00 h, mientras que Naranjo
y Flint (1995) reportan que es entre las 06:00 y las 10:00 h. En Costa Rica, la mayor
actividad de vuelo de B. tabaci se observa entre las 06:30 y 08:30 horas y por la tarde entre
las 15:30 y 17:30 horas, lo cual es un elemento importante a considerar para la escogencia
del método de muestreo, pues probablemente la técnica de muestreo directo en el envés de
las hojas, realizadas en este periodo, no proporcione estimados realistas debido al

desplazamiento de los insectos dentro de la parcela (Arias y Hilje 1993).

El conocimiento de los mecanismos bioldgicos relacionados con el comportamiento de B.
tabaci, constituyen las bases para un programa de muestreo; sin embargo, en adicion a

estos, las herramientas estadisticas proveen métodos para cuantificar las poblaciones y

\ definir patrones de distribucién espacial, asi como para poder estimar un error asociado

con la media muestral. La determinacién de una descripcion estadistica del patron de
distribucién espacial del insecto es importante para el desarrollo de un plan de muestreo

(Ekbon y Rumei 1990).

4.8 ANALISIS ESPACIAL Y TEMPORAL DE EPIDEMIAS VIRALES

La ecologia de patogenos de plantas es, en realidad, una sucesion espacio-temporal de

eventos, con los patrones espaciales como una de las caracteristicas mds propias de la
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especie (Nelson y Campbell 1993). Para la completa comprensidn de Ia epiderniologia de
cualquier enfermedad transmitida por insectos se debe considerar el estudio del agente
causal y su vector, pues es a través de esta interaccion que ocurre la epidemia (Wilfert y
Lampert 1993). La descripcién analitica del patrén espacial de aparicién de plantas
enfermas es esencial en la evaluacién de la diseminacién de la enfermedad, aunque este es

un fendmeno dificil de cuantificar (Gray er al. 1986).

El patrén de distribucién espacial de plantas infectadas por virus dentro de un campo es una
caracteristica fundamental de la ecologia de la enfermedad, puesto que brinda informacién
acerca de la direccién y la distancia de su diseminacién, y de la importancia y proximidad
de las fuentes primarias de virus , asi como de la movilidad del vector (Gray et al. 1986,

Lecoustre ez al. 1989).

El grado de agregacidn espacial de una enfermedad depende, en gran medida, de la
distancia de la fuente de indculo, asi como de la variacién en las condiciones fisicas v
agronomicas que ocurren en el campo (Ferrandino 1996). Un patrén aleatorio de plantas
infectadas sugiere que, en el tiempo de observacién, los patégenos no estan siendo
diseminados de planta a planta y probablemente la fuente de indculo esté fuera del campo,
mientras que las agrupaciones de plantas infectadas sugieren que la diseminacion se da a
partir de una fuente de inéculo secundaria, dentro del campo (Madden ef al. 1982), ElL
movimiento del vector usualmente no estd restringido a plantas adyacentes dentro de las
hileras del cultivo, pero puede ocurrir en plantas préximas en todas las direcciones dentro
del campo (Harrewij ef al. 1981). Sin embargo, dado que muchos cultivos agricolas son
plantados en hileras, y usualmente la distancia dentro de las hileras es menor que la
distancia entre hileras, esta es una razén para suponer que el contagio de plantas sanas

depender4 de la orientacién de dichas hileras (Ferrandino 1996).

Existen varios procedimientos analiticos y descriptivos para caracterizar y cuantificar los
patrones espaciales (Nelson ef al. 1992, Ferrandino 1996). Gray er al. (1986) proponen un
método (“distance class analysis) que incorpora la orientacién y la distancia en el andlisis

de la distribucién espacial de enfermedades en el campo, el cual se ha utilizado
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ampliamente (Nelson ef al. 1992, Nelson y Campbell 1993, Polston et al. 1996). El método
consiste en definir clases de orientacidén-distancia y contar el niimero de veces que éstas se
presentan en el campo. Posteriormente, el mismo ntmero de plantas infectadas son
asignadas seudo-aleatoriamente, mediante muchas simulaciones de Monte-Carlo, a una
matriz de las mismas dimensiones. De esto se deriva la distribucién de probabilidad para

evaluar una hipétesis de no aleatoriedad (Gray et al. 1986).

El enfoque de este método tiene como objetivo finalrechazar una hipdtesis de
comportamiento aleatorio, y no dice mucho acerca del significado de tal comportamiento
no-aleatorio. Por definicién, un proceso no-aleatorio es aquel que favorece la presencia de
clertos tipos de rtesultados; sin embargo, la caracterizacidn de estos resultados mds
frecuentes, en términos biolGgicos y descriptivos ha demostrado ser dificil (Ferrandino
1997, en prensa). Una limitacidn significativa del método de Gray et al. (1986), es que el
analisis del patron esté restringido a un solo punto en el tiempo, por lo que las hipdtesis
concernientes al incremento de la enfermedad no pueden ser probadas directamente, y
dichos atributos espacio-temporales deben ser inferidos indirectamente de andlisis
espaciales realizados en forma secuencial (Nelson 1995). Con un enfoque mas dinamico,
Nelson (1995) propone un método para el andlisis espacio-temporal de progreso de la
enfermedad en el campo, que consiste en probar la hipdtesis de que las plantas que se

enferman entre in y th+1, se distribuyen aleatoriamente en un plano.

Para el virus del moteado del tomate (TMoV), en Florida, se describié la distribucion
espacial a través de diferentes puntos en el tiempo y se encontré que no hubo una
aglomeracion significativa de plantas enfermas dentro del campo (Polston ef al. 1996).
Tampoco se han hallado hospedantes alternos de este virus, de lo cual se infiere que la
fuente de indculo primaria, y la mds importante, se encuentra en campos de tomate
senescentes. Estudios andlogos han sido conducidos para los virus del rizado de la hoja
amarilla del tomate (TYLCV) (Cohen et al 1988) y el mosaico africano de la yuca
(ACMV) (Fargette ef al. 1990). Para el TYLCV se han encontrado al menos dos malezas
hospedantes, en Israel, las cuales sirven como puente entre diferentes ciclos de produccion

de tomate (Cohen e al. 1988). Para el ACMV no se han reportado hospedantes altemnos y,
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a pesar de que el insecto puede reproducirse dentro del cultivo, se ha demostrado que Ia
principal fuente de indculo son las parcelas vecinas previamente infectadas; ademds, la
infeccion depende fuertemente de la direccion del viento y de la fecha de siembrs,
presentindose alta incidencia de plantas enfermas en los bordes de las parcelas expuestas a

la direccion prevalente del viento (Fargette ef al. 1990).

5. MATERIALES Y METODOS

3.1 MOVIMIENTOS DIARIOS DEL VECTOR

5.1.1 Parcelas

La investigacion se realizé en varias fincas, en la Colonia Agricola Guayabo, en Turrialba,
Costa Rica. La Colonia se ubica entre 09°58'37"N y 83°38'45"0, a 840 msnm (Cormision
Nacional de Division Territorial 1972), dentro de la zona de vida del bosque lluvioso
premontano (Tosi 1969). Presenta valores medios anuales de 21°C, 2762 mm y 87% de

humedad relativa.

Se establecieron tres parcelas de tomate (var. Hayslip), de aproximadamente 400 m’, por
trasplante. Los semilleros se hicieron en cartuchos de papel de periddico (Cubillo ef al. 1994),
que se mantuvieron dentro de tdneles cubiertos con malla fina (Tildenet IN50). Dos parcelas
se trasplantaron el 27 y 29 de mayo de 1997, respectivamente, y la otra el 16 de septiembre, a
1,2 m entre surcos y 40 cm entre plantas. En lo sucesivo, se les denominara parcelas I, T y III,
respectivamente. El manejo del cultivo fue el convencional pata la zona, pero no se aplicaron

insecticidas, para evitar que afectaran las poblaciones naturales de B. tabaci en el campo.

La parcela I se encontraba rodeada en los costados NE y SE por plantaciones de café con
macadamia, una franja de yuca (Manihot esculenta) en el costado NO y una parcela de chile
dulce en el costado SO; también habia una parcela de tomate de la misma edad en el costado
S, en la cual se aplicaron insecticidas. La parcela Il se estableci6 en un terreno mas expuesto a

la accién del viento, con menos vegetacién alta circundante inmediata. En el costado S habia
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dos parcelas de tomate en produccién, contiguas y de diferentes edades, en los costados Ny E
habia plantaciones de café con sombra de pord (Erythrina poeppigiana), con una amplia franja
de malezas, principalmente de hoja ancha, entre la parcela de tomate y el café; en el costado O
habia café y pord, separados de la parcela por un camino de unos 5 m de ancho. La parcela I
se establecid en el costado SO de la parcela I {cuando ésta se encontraba en senescencia), y se
encontraba bordeada por otra parcela de tomate senescente en el costado E, por café y
macadamia en los costados SE y SO, con una franja de malezas, predominantemente de hoja

ancha, entre ambos cultivos; el borde NO estaba descubierto.

5.2.1 Inmigracién y movimientos diarios entre plantas.

La inmigracién se midi6é mediante trampas amarillag adhesivas, de 25 X 15 cm, las cuales se
hicieron de l4mina pléstica, y se impregnaron con de grasa para automotores (Pennzoil 707L).
Las laminas se pegaron sobre estacas de madera, a 35 cm del suelo. Se colocaron cuatro en

cada borde de la parcela, espaciadas a 5 m y 1,5 m del borde de la parcela (Anexo 1).

Se registrd el ntimero de adultos de B. fabaci capturados en la cara externa de la trampa,
Unicamente. Esto se hizo una vez por semana, entre 06:00-18:00 h, cada 2 h, durante 8 y 6
semanas, para las parcelas I y II, respectivamente, a partir de la fecha en que las plantas
tuvieron cuatro hojas verdaderas. Para la parcela I se efectuaron 12 muestreos, por lo que
durante cuatro sermanas los muestreos se intensificaron, realizdndose tres veces por semana, €n

dias alternos.

Para estudiar los movimientos diaros entre plantas, las parcelas se dividieron en cuatro
cuadrantes, para determinar la influencia del viento en la distribucién de B. tabaci. Dentro de
cada cuadrante, en cada fecha se seleccionaron 10 plantas, aleatoriamente, las cuales se
marcaron con cintas de color. Cada 2 h, entre 06:00-18:00 h, se contd y registr6 el nitmero de
adultos de B. tabaci en toda la planta, y los adultos fueron ahuyentados de ésta; originalmente

se planed matarlos, pero esta idea se descartd, por las bajas poblaciones presentes en el campo.
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Las variables climaticas se midieron cada 2 h. La direccién y velocidad del viento se registrd
mediante un anemégrafo portatil, que se colocé en el centro de la parcela en cada fecha de
muestreo. La temperatura y la humedad relativa se determinaron mediante un higrotermégrafo

electrénico, colocado en un borde de la parcela.

Se realizaron analisis de varianza para los promedios de adultos inmigrantes y de adultos
repoblando las plantas, en las diferentes fechas de muestreo, para determinar si habia
diferencias entre los promedios en las diferentes fechas. Se realizé un consolidado de los datos
de adultos inmigrantes y adultos repoblando las plantas, para todas las fechas de muestreo y se
efectuaron analisis de correlacién de Pearson (SAS 1991) para cada fecha y hora, entre
variables climéticas y el total de adultos inmigrantes en la parcela (suma de las capturas en
todas las trampas), asi como el total de adultos repoblando las plantas de tomate (suma de
adultos en las 40 plantas muestreadas). Para el caso de la direccién del viento, se realizd
analisis de correlacion de Spearman (SAS 1991) entre la direccién prevalente del viento y la

orientacion de las trampas en las que se registraron mayores capturas.

Se efectuaron correlaciones de Pearson entre el total de adultos inmigrantes y el total de
adultos repoblando, obteniendo dichas sumnas para toda la parcela y también seccionandola por
cuadrante. En ambos casos no se incluyd el par de datos correspondiente a las 6 h, dado que
no constituye “repoblacién” sino la acumulacién de adultos de B. fabaci entre dos periodos de

muestreo.

5.2 PATRON DE DISEMINACION LOCAL DEL MOSAICO AMARILLO DEL TOMATE

5.2.1 Parcelas

Ademas de las tres parcelas previas, en el andlisis se incluyeron datos andlogos obtenidos
en un experimento sobre coberturas al suelo, efectuado en la misma zona en mayo y junio
de 1996 (Hilje et al inédito). Dicho experimento involucré una cobertura viva de

“cinquillo” (Drymaria cordata, Caryophyllaceae), dos inertes (plastico verde y plastico
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plateado) y dos parcelas testigos (suelo descubierto). El objetivo de dicho experimento fue
determinar como las coberturas interfieren con la capacidad de bisqueda de las plantas de
tomate por parte de los adultos de B. tabaci. Estas parcelas se encontraban dentro del
mismo campo, dispuestas en forma paralela, de este a oeste, en el siguiente orden: plastico
plateado, testigo 2, plastico verde, testigo 1 y cinquillo; el campo tenia plena exposicion al

viento por los cuatro costados (Anexo 2).

5.2.2 Patrén de diseminacion

En cada parcela se registré la posicién de cada planta, con base en sus coordenadas X y Y,
y ademads la incidencia de la enfermedad del mosaico amarillo del tomate en ellas. Esto se
inicid apenas se observaron las primeras plantas con sintomas evidentes de la enfermedad
(moteado en hojas intermedias y jovenes, corrugamiento de los brotes terminales,
amarillamiento del follaje y reduccién del crecimiento). Dichos recuentos, semanales, se
extendieron entre 5 y 8 semanas, dependiendo de las caracteristicas propias de la epidemia
en cada parcela. Se realizaron mapas de distribucion de dichas plantas infectadas a través

del tiempo.

En cuanto al método de andlisis, para cada parcela se construyd un plano, con un punto
representando a cada planta, de modo que fue posible definir la posicién de una planta
especifica en funcién de la distancia al origen. Se definieron las coordenadas de las plantas
segun la distancia de siembra, por lo que, por ejemplo, se considerd como 0,00:0,00 a la planta
situada en el extremo superior izquierdo del plano, y como 0,00:0,40 a la siguiente planta

dentro de la primera fila.

Con el andlisis se pretendié saber si una nueva infeccién dentro de la parcela estaba
relacionada con la presencia de otras plantas infectadas a su alrededor, en puntos anteriores en
el tiempo. La idea bésica era complementar las consideraciones espaciales cldsicas (Gray etal
1986, Nelson y Campbell 1992, Nelson 1995) con un enfoque mds dindmico, no solamente
considerando un punto en el tiempo, sino mds bien observando los cambios a través de las

series de tiempo registradas en el campo (Dr. Christoph Kleinn 1997, CATIE, com. pers.).
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Se pretendio determinar la influencia de la distancia y €l 4ngulo entre plantas infectadas en un
punto en el tiempo (tn+/), con otras plantas infectadas en cualquier otro punto anterior en el
tiempo. Ademds, se quiso determinar la relacion entre la condicidn sanitaria de cada planta
(sana o enferma) y el ntunero de plantas enfermas en un circulo de radio definido y con centro
en dicha planta. Para efectuar dicho analisis se utilizo el programa EPIDEMIC (Anexo 11),
compilado en Turbo Pascal, Release 7.0 (Borland International Inc. ®) y desarrollado para
este fin por el Dr. Christoph Kleinn (CATIE). Este programa calcula para cada punto en el
tiempo (> 1), para cada planta nuevamente infectada y para cada planta todavia sana en tm+]

(designada como planta de referencia), lo siguiente:

- Distancia (en metros) a la planta mas proxima que ya estaba infectada en el punto #1 en el
tiempo.
- Angulo (en radianes) entre el vector que va desde la planta ya infectada en 1 hacia la

planta de referencia y la direccion del eje Y.

- Angulo (en radianes) entre la direccién prevalente del viento y el vector formado por la

planta ya infectada en 7 con la planta de referencia.

- Niumero total de plantas, asi como de plantas infectadas, dentro de un circulo de radio
0,99, 1,99,....., 5,99 m, con centro en la planta de referencia, cuya condicién sanitaria

también fue registrada (0 = sana, 1 = infectada) .

Se realizaron regresiones logisticas para determinar la influencia de dichas variables en la
probabilidad de ocurrencia de la enfermedad , P(Y=1) (Anexo 12). La variable de respuesta
fue la condicién sanitaria de la planta, considerada como binaria, (0=sana, l=infectada), y las
variables predictoras fueron la distancia, 4ngulo relativo a la direccion del eje Y, dngulo
relativo a la direccién prevalente del viento y nimero de plantas infectadas en un circulo de

radio 0,99, 1,99,...., 599 m.

Para fines de interpretacion de la regresion logistica, el cociente de probabilidad de

ocurrencia, CPO (en inglés, “odds”) se define como:

cro=22=0
P(y=0)
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Se aplica una transformacion logaritmica al calcular la regresion logistica para linealizar el
modelo. Luego el coeficiente b; estima el cambio en el logaritmo de la CPO cuando x; se
incrementa en un unidad, manteniendo todas las otras x’; fijas. Por lo tanto, el antilogaritmo
de dicho coeficiente, ¢ , estima la CPO del evento; finalmente (e') —1, estima la tasa de
cambio porcentual (incremento o decremento) en la CPO cuando x; se incrementa en una

unidad, manteniendo todas las otras x’; fijas (Mendenhall y Sincich 1996).

5.2 FUENTES DE INOCULO PRIMARIO DEL TOYMV-CR

5.2.1 Muestreo de plantas

Cada dos semanas, de noviembre de 1996 a agosto de 1997, se realizaron muestreos intensivos
de malezas, para la bisqueda de hospedantes silvestres del ToYMV-CR. Los criterios para la
seleccion de las muestras fueron la presencia de ninfas o adultos de B. tabaci, y/o de sintomas

aparentes de virosis en las malezas.

El muestreo se hizo en parcelas de tomate y en campos de chile, cucurbiticeas, tomate y
vainica mantenidos en barbecho en dreas cercamas a las parcelas de esos cultivos en
desarrollo. Se realizé dentro de las parcelas, asi como en sus alrededores, en un radio definido
por la presencia de los criterios de recoleccion; es decir, el muestreo se continud mientras se

encontraron plantas que cumplieran con dichos requisitos.

Ademés, se muestrearon plantas de chile dulce, frijol, vainica y cucurbitdceas, para investigar
si estos cultivos actiian como hospedantes alternos del ToYMV-CR. Dichas plantas fueron

recolectadas segtn los mismos criterios de clasificacion.

Para todos los campos donde se realizaron los muestreos se tomaron las coordenadas

utilizando un sistema de posicionamiento global (GPS) para geo-referenciar dichos puntos

(Fig. ).
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5.2.1 Importancia relativa de las malezas

Para determinar la importancia relativa de cada una de las especies de malezas predominantes,
en las mismas fincas se realizé un muestreo, utilizando una versién modificada del método
“punta de zapato” (CATIE/INTA-MIP 1997). Este consistié en hacer un recorrido dentro de
cada parcela o drea definida y, cada 10 pasos, identificar y anotar la especie més cercana a la
punta del zapato del observador. Este método permite muestrear de manera amplia y
sistematica todos los surcos de la parcela, para obtener una vision general de las malezas
predominantes en el terreno. Cada muestreo se inici6é en uno de los surcos del borde de la

parcela,

Con los datos se caleuld el indice de abundancia relativa, mediante la siguiente formula:
IAR= (NME/ NTM) 100, donde: IAR (indice de abundancia relativa), NME (ntmero de
malezas de cada especie) y NTM (niimero total de malezas) (CATIE/INTA-MIP 1997).

323 Inoculacion de plantas

Para determinar si el ToYMV-CR se puede replicar en ellas, en un invernadero
completamente cubierto con malla fina (Tildenet IN50), en el CATIE, se realizaron pruebas de
inoculacién en tres plantas de cada una de las siguientes especies: chile dulce, frijol,
Spananthe paniculata (Apiaceae), Hemidiodia sp. (Rubiaceae) y Spermacoce latifolia
(Rubiaceae). La seleccion de estas especies obedecid a la frecuencia con que estas plantas
satisfacian los criterios de recoleccion en el campo. Para la inoculacién, se utilizaron adultos
de B tabaci viruliferos, provenientes de las colonias mantenidas en otro invernadero de
CATIE. En cada una de las plantas inoculadas se colocé una microjaula plastica (Serra 1996),
que contenia 10 adultos de B. tabaci, la cual se dejd ahi 10 dias o hasta la muerte de los

adultos.
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5.2.3 Deteccion del ToYMV-CR

En el campo, las muestras de malezas y de cultivos se recolectaron tomando varias hojas de
las plantas seleccionadas y colocéndolas en bolsas pldsticas. Para cada una se hizo una ficha
con la siguiente informacién: c6digo de la muestra (ntimero del muestreo y de la muestra),
lugar y fecha de recoleccién, critero de recoleccién, clasificacién taxondmica, abundancia

relativa y ubicacién (dentro, en el borde o fuera del cultivo).

Las muestras se colocaron en una hielera y se transportaron al Laboratorio de Entomologia del
CATIE donde, utilizando tubos Eppendorf autoclavados y guantes estériles, se tomaron 10
discos de cada muestra. Dichos tubos se colocaron en nitrégeno liquido (a ~196°C), para
reducir la oxidacién de polifenoles que pudieran causar degradacién de los acidos nucleicos, y
después se mantuvieron a -17°C, hasta que se realizd la lofilizacion. Ademas,
simulténeamente se prepararon duplicados de las muestras, secadas al aire, para lo cual se
cortaron pequefias secciones de hoja, con tijeras esterilizadas, y se colocaron en cajas de petri

expuestas al aire, para lograr su secado.

Para las plantas indicadas en la seccion 5.2.3, el procedimiento de preparacion fue similar. Sin
embargo, como ésta se realizé en el invernadero, las muestras fueron tomadas directamente
con tubos Eppendorf, los cuales fueron congelados en nitrogeno liquido, continuando
posteriormente el procedimiento ya descrito, que incluyé la duplicacion de muestras secadas al

aire.

Todas las muestras fueron trasladadas al laboratorio del Centro de Investigacién en Biologia
Celular y Molecular (CIBCM), en la Universidad de Costa Rica, donde se realizo el andlisis de
detecci6n de geminivirus a través de las técnicas de hibridacién de acidos pucleicos, utilizando
sondas radioactivas y frias (Ramirez y Rivera-Bustamante 1996), con protocolos especificos

(Anexo 13) .
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7. RESULTADOS

7.1 MOVIMIENTOS DIARIOS

El ntimero de adultos inmigrantes fue similar en todas las parcelas a través del tiempo
(p>0,05), lo mismo que el niimero de adultos que repoblaron las plantas muestreadas,
excepto en la parcela I (p<0,01), por lo que los datos en ambos casos se consolidaron

previamente al analisis de correlacién (Cuadro 1, Anexos 14 y 15).

Cuadro 1. Analisis de varianza para las variables ntmero de adultos inmigrantes y
nimero de adultos repoblando las plantas de tomate muestreadas, para las
diferentes fechas de muestreo.

Total adultos inmigrantes Total aduitos repoblando

F Pr>F F Pr>F

Parcela I 1,49 0,1927 4,67 0,0005
Parcela IT 0,92 0,4785 1,90 0,1189
Parcela I 0,73 0,7020 0,29 0,9852

Las condiciones climéticas prevalentes durante el periodo de estudio no influyeron en los
patrones de movimiento de los adultos, o lo hicieron de manera incongruente, segin se
desprende del anélisis de correlacion (Cuadro 2). Contrario a lo esperado, el total de adultos
inmigrantes no fue influido por la velocidad del viento en ninguna de las parcelas (p>0,05).
Sin embargo, si se notd una tendencia a que el total de adultos que repoblaron las plantas
disminuyera con el incremento en la velocidad del viento, lo cual fue més notorio en la
parcela I (p>0,01). El efecto de la direccién del viento se calculd correlacionandolo con la
orientacién del conjunto de trampas en las que se obtuvieron mayores capturas. Las
mayores capturas de adultos no estuvieron asociadas con aquellas trampas ubicadas en la

direccién prevalente del viento, excepto en la parcela IT (p<0,05).
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Cuadro 2. Coeficientes de correlacion (Pearson) para las variables climaticas registradas,
el total de adultos inmigrantes y el total de adultos repoblando las plantas

muestreadas.
Total adultos Total adultos
mumigrantes Repoblando
Parcela I
Velocidad del viento -0,1033 n.s. -0,2585 n.s.
Temperatura 0,1213 ns. 0,1276 n.s.
Humedad relativa 0,0219 n.s. 0,2476 n.s.
Parcela IT
Velocidad del viento -0,1109 n.s. -0,2523 n.s.
Temperatura 0,1514 n.s. 0,1884 n.s.
Humedad relativa -0,0804 n.s. 0,1905 n.s.
Parcela III
Velocidad del viento -0,2097 n.s. -0,3500 **
Temperatura 0,4053 ** -0,1045 n.s.
Humedad relativa -0,3663 ** 0,0105 n.s.

* . significativo a p<0.03, **: significativo a p<0.01

La inmigracion fue afectada por las variaciones de temperatura registradas unicamente en la
parcela ITI, en la cual se observd uma correlacién positiva y altamente significativa
(p<0,01), pero no fue asi para el total de adultos repoblando las plantas, para ninguna
parcela (p>0,05) (Cuadro 2). La variacién en la humedad relativa no afectd la inmigracion
en las parcelas I y Il (p>0,05) pero si afectd, en forma inversa y altamente significativa, a la
parcela IIT (p<0,01) (Cuadro 2). El total de adultos repoblando las plantas no mostré una

correlacion significativa con la humedad relativa, en ninguna de las parcelas (p>0,05).
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Cuadro 3. Coeficientes de correlacién (Spearman) entre la ubicacién de trampas que
registraron mayores capturas y la direccién del viento.

Parcelas
1 I 118
Trampas vs. -0,0484 0,4152* -0,0559

direccion del viento

* : significativo a p<0.05, **: significativo a p<0.01

El patrdon diurno de inmigracién de adultos en las tres parcelas fue andlogo (Fig. 2).
Temprano la actividad fue baja, pero se incrementé progresivamente hasta alcanzar el
méximo a las 10 h en las parcelas I y III, y a las 8 h en 1a II. Después decling en las tres,
hasta alcanzar un minimo entre las 12-14 b, dependiendo de la parcela, y por la tarde se
incrementé de nuevo, declinando posteriormente. Por su parte, las tendencias en la
repoblacién de las plantas de tomate fueron muy coincidentes entre las parcelas (Fig. 2).
Hubo actividad durante todo el periodo diurno, con el maximo de adultos posados a las 6 h,
una declinacién progresiva hasta cerca del mediodia y un leve incremento adicional durante
la tarde. Hubo correlacién, positiva y significativa (p<0,05) entre los niimeros de adultos
inmigrando y la repoblacién en las plantas para las parcelas II y III, pero el coeficiente de
correlacién no fue alto (Cuadro 4). La correlacion entre dichas variables, al realizarse por

cuadrante, fue positiva y altamente significativa para la parcela III, con un coeficiente alto.

Cuadro 4. Coeficientes de correlacién (Pearson) entre el total de adultos repoblando las
plantas muestreadas y el total de adultos inmigrantes.

Toda la parcela Por cuadrante
Parcela 1 0,0657 0,0608
Parcela IT 0,3542% -0,3235
Parcela III 0,3012* 0,6453%*

* : significativo a p<0.05, **: significativo a p<0.01
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7.2 PATRON DE DISEMINACION LOCAL DEL MOSAICO AMARILLO DEL TOMATE

7.2.1 Analisis de regresion para todos los puntos en el tiempo

Mediante el andlisis de regresién logistica se pretendi6é conocer la influencia de variables
independientes, como la distancia y 4ngulo a una planta ya infectada y el nimero de plantas
infectadas alrededor (en lo sucesivo denominada “circulo”), sobre la condicidn sanitaria
(infectada o sana) de las plantas en el tiempo tn+/. El modelo utilizado logré describir la
influencia de la distancia y el circulo sobre el estado sanitario de plantas individuales de
tomate, cuando se utilizaron todas las observaciones (p<0,01} (Cuadro 5). Dicha condicidn
no fue influida por el “4ngulo relativo a la direccién del eje Y” ni el “angulo telativo a la
direccién prevalente del viento”, ni tampoco para la variable “circulo” cuando su radio fue

de 1,99,..., 5,99 m.

Cuadro 5. Resultados del andlisis de regresién logistica, para la distancia a la planta més
préxima ya infectada en cualquier punto anterior en el tiempo y el nimero de
plantas infectadas en un circulo de 0,99 m de radio.

Parcela Variable 2 LOGL P
I Distancia ok 0.0001 **
Circulo ¥ 0.0001 **
I Distancia >k 0.0001 **
Circulo ok 0.0341 *
I Distancia ok 0.0001 **
Circulo o 0.0282 *
Testigo 1 Distancia ** 0.0001 **
Circulo ok 0.0641 ns
Testigo 2 Distancia *k 0.0001 **
Circulo ** 0.7651 ns
Cinquillo (CQ) Distancia ok 0.0001 **
Circulo ok 0.0013 **
Pléstico verde (PV) Distancia *x 0.0001 **
Circulo iy 0.0001 **
Plastico plateado (PP) Distancia *F 0.0001 **
Circulo ok 0.0001 **

* : significativo al nivel (p<0.05), ** : significativo al nivel {p<0.01) , ns = no significativo.
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Con Ia prueba de chi-cuadrado se estimd la probabilidad de que, especificamente, el
coeficiente correspondiente a la variable “distancia” o “circulo”, fueran diferentes de cero.
Para la “distancia”, en todos los casos hubo un efecto altamente significativo sobre la
probabilidad de que una planta se enfermara (p<0,001) (Cuadro 5). El “circulo” tuvo un
comportamiento menos constante, con un efecto altamente significativo para las parcelas I,
PV y PP (p<0,01), significativo para I, I y CQ (p<0,05), y no significativo en las parcelas

testigos.

La significancia de dicha regresion se refiere al efecto de ambas variables a través de todos
los puntos en el tiempo en los cuales se registrd la incidencia de la enfermedad. No
obstante, puesto que el efecto de la “distancia” sobre la probabilidad de infeccién de las
plantas era mayor en los tdltimos puntos (Anexos 3-10), cuando casi todas las plantas
estaban enfermas, fue necesario explorar con mayor detalle la contribuci6n de cada punto
en el tiempo en el comportamiento del modelo. Una situacién andloga presentd el “circulo”,
puesto que en los tltimos puntos la probabilidad de que el circulo tuviera en su centro una
planta enferma era mucho mayor que la de tener una planta sana; ademés, el niimero de
plantas enfermas en el circulo tenderia siempre a cinco, que era el niimero maximo de

plantas.

El desarrollo de la enfermedad a través del tiempo (Fig. 3) para cada una de las parcelas, se
presenta en tres bloques separados que corresponden a tres etapas diferentes en la
recoleccién de los datos. En las parcelas I y II el desarrollo de la enfermedad fue lento (Fig.
3A), con una tasa de incremento reducida, alcanzando una incidencia final inferior a 63% y
50%, respectivamente. En la parcela III, la tasa de incremento de la enfermedad fue muy
alta (Fig. 3B) y se alcanz6 un porcentaje de plantas infectadas cercano a 100%, en el punto
5. En las parcelas con coberturas al suelo (Fig. 3C), el avance de la enfermedad fue muy
rapido para las parcelas testigos, los cuales alcanzaron casi el 100% de las plantas
infectadas en el punto 5, mientras que en las parcelas PV, CQ y PP, en ese orden, se
observé un desarrollo de la enfermedad cada vez mas lento; en la parcela CQ no fue posible
evaluar la incidencia de la enfermedad después del punto 5, debido a dafios del tizdn tardio

(Phytophthora infestans).
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Al analizar la dispersion de la condicién sanitaria de las plantas en funcién de su distancia
con respecto a plantas infectadas previamente (tn), en parcelas 1 y I (Figs. 4A, B) la
distancia méxima a la planta mas proxima ya infectada fue de hasta unos 23 m, y hubo una
tendencia muy alta a la aglomeracion de plantas enfermas (valor 1 en la ordenada) cuando
las distancias eran cortas, mientras que la presencia de plantas sanas (valor 0 en la
ordenada), pareci6 mas constante y tendié a aglomerarse en las distancias mayores. Para las
parcelas I, ambos testigos y PV (Figs. 4C, D, E, G) la distancia méxima se redujo hasta
unos 6 m; las plantas enfermas aparecieron mas o menos distribuidas en un ambito de 4 m
y, de forma general, su aglomeracion aumentd en funcién de la distancia. Para las parcelas
CQ y PP (Figs. 4F, H) la distancia méxima fue de 11 y 14 m, respectivamente, con una
aglomeraci6n de plantas enfermas y una frecuencia menor de plantas infectadas cuando las

distancias eran cortas; lo contrario ocurrid al aumentar la distancia.

7.2.3 Analisis de regresion para cada punto en el tiempo

En la regresion logistica, la “tasa de cambio” [(e”) — 1] representa la variacién porcentual
en el cociente de probabilidad de ocurrencia (CPO) (probabilidad de ocurrencia /
probabilidad de no ocurrencia) cuando hay una variacion unitaria de la variable
independiente en consideracién (“distancia”, “circulo”, etc.). En general, se espera una
probabilidad de infeccién decreciendo en funcién de la distancia; lo cual significa que
deberian resultar coeficientes b; negativos. Para fines explicativos, se puede tomar el punto
2 en el tiempo para la parcela I (Fig. 5A) vy decir que, para ese punto en el tiempo, el CPO
de la enfermedad disminuye en 10% (valor alcanzado en la ordenada), cuando la distancia
se incrementa en 1 m. En la misma figura, la curva “p” muestra la significancia de la
regresion para cada punto en el tiempo, y se observa que existe significancia estadistica
para todos los puntos en el tiempo. En general, en dicha parcela se observé un efecto bien
definido de la distancia sobre el CPO, el cual se acentué conforme avanzo el tiempo
{(mayor nimero de plantas infectadas). Esto también se ve en Figura 4a, donde queda claro
que nuevas infecciones ocurren mds frecuentemente en distancias cortas a plantas ya

infectadas.



GCondiclén

Condiclan

Condicion

Condicién

38

T NEREEINO IR D O & @ + T9 & & 2940 & 20 k-4 L
A . E
0
3
k=]
=
Q
[ &]
0 +—d—r it b DO oD 2D D— ey

Condlcion

12 @ 9 #9940 ¢ €O HIIRD S 19 & & @Mew & WI0N0 S 300
c g | G
! 5 |
% 2 i
i &
; °
0 0t 0-40—— B0 DID S B OB MDD B 0 -6 50—l 40400 0-S00-L40- 000008
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5
1} 4 P WP + WP ¢ 9 1 1 00 oRODENINNIPIP 90 S WIS WD
| [
]
| : j
i h=t
4
]
| §

Distancia Distancia

Figura 4. Dispersion de la condicién sanitaria de las plantas en tnt+/ (sana = 0, infectado =
1), en funcién de la distancia de éstas a plantas infectadas en n, para las parcelas
I(A), I (B), TI(C), testigo 1 (D), testigo 2 (E), cinquillo (F), plastico verde (G) y
pléstico plateado (H).
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En la parcela I (Fig. 5B) se observé un comportamiento menos definido para la
“distancia”, la cual tuvo un efecto significativo Gnicamente en el punto 4 en el tiempo,
presentdndose una reduccion en la CPO cercano a 30% cuando la distancia se incrementd
en 1 m. Para la parcela III (Fig. 5C) hubo un decremento gradual y significativo del CPO
hasta el punto 4 y no hubo un efecto significativo para el punto 5. Para las parcelas testigos
(Fig. 5D, E) no hubo un efecto bien definido de la “distancia” sobre el CPO, solo hubo
significancia estadistica en un punto (4 y 2, respectivamente). Sin embargo, todos los
coeficientes encontrados negativos fueron significativos, vy los que tuvieron valores
positivos no lo fueron. Ademads, a pesar de que los recuentos de incidencia en estas parcelas
se extendieron después de la 4° semana (Fig. 3C), dnicamente fue posible obtener
estimados de los pardametros de la regresion hasta dicha semana, debido que a partir de este
punto el porcentaje de plantas infectadas fue muy cercano o igual a 100%, lo cual cre6 un
desbalance en los valores de la variable dependiente, e imposibilitd la estimacién de tales
pardmetros (SAS 1991); lo anterior también ocurri6 para los Gltimos puntos en el tiempo,

en las parcelas PV y PP.

En las demds parcelas se observé la tendencia general a presentar un descenso porcentual
del CPO para todos los puntos en el tiempo (casi todos los valores de (em) - 1 son
negativos). Sin embargo, eventualmente hubo descensos del CPO menores que los de
puntos anteriores en el tiempo (p. ej. puntos 4, 5 y 6, en parcelas CQ, PV, y PP,
respectivamente), lo cual significa, en términos generales, que la ocurrencia de plantas
nuevamente infectadas presentd un patrén de distribucién menos aglomerado con respecto
a las plantas ya infectadas en puntos anteriores en el tiempo. También, en algunos casos el
cambio porcentual en el CPO tomo valores positivos, lo cual indica que para esos puntos en
el tiempo, el incremento de la distancia en 1 m repercutié en un aumento porcentual del

CPO igual al valor alcanzado por dicho pardmetro en cada punto en el tiempo.
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el circulo se increment6 en una unidad, el CPO de la enfermedad aumenté en un porcentaje
igual al valor alcanzado, en la ordenada, por dicho pardmetro en cada punto en el tiempo.

El comportamiento de esta variable a través del tiempo fue similar al de la distancia.

Las parcelas I, II y Il no mostraron, en forma congruente, el efecto significativo del
nimero de plantas infectadas en el circulo, sobre la probabilidad de ocurrencia de la
infeccion (Fig. 6). Para la testigo 2, no se encontrd efecto significativo del niimero de
plantas infectadas en el circulo (p>0,10); las parcelas CQ y PV mostraron un efecto
significativo (p<0,05) en la mayoria de los puntos y la parcela PP mostrd un efecto

altamente significativo para todos los puntos en el tiempo (p<0,01).

Las distribuciones de frecuencia de ocurrencia de los distintos dngulos formados por la
proyeccion vertical (del eje Y), para cada una de las plantas nuevamente infectadas y la
planta mas proxima ya infectada en puntos anteriores en el tiempo, aportan una idea clara
de la direccién de diseminacién de la enfermedad (Fig. 7). Las marcas de clase (punto
medio de cada intervalo de clase) en las cuales se observd la mayor frecuencia
correspondieron a 1,75 y 4,75 radianes, y dichos intervalos comprendieron los angulos
equivalentes a 7/2 y 37/2 radianes. Todas las parcelas mostraron un patrén similar; en cada
una de las barras de frecuencia se presenta la contribucién relativa de cada punto en el
tiempo sobre la definicion de dicho patrén y se observé que la tendencia general se
mantuvo. En la parcela II, ademds de la acumulacion predominante de dngulos en las
marcas de clase 1,75 y 4,75 radianes, también se observaron muchos angulos en las marcas
0,25 y 3,25 radianes. En general, no hubo predominancia de ninguna de las dos marcas de
clases mds frecuentes y en todos los casos tendieron a presentar frecuencias similares,
excepto en la parcela testigo 1 (Fig. 7D) en la cual, en el punto 4, la mayoria de los angulos

estuvieron comprendidos en la marca de clase 4,75 radianes.
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Figura 6. Valores de tasa de cambio porcentual (@) en el cociente de probabilidad de

ocurrencia (CPO) del mosaico amarillo del tomate y los respectivos valc_n-es de
significancia de la regresion () para cada uno de los punt?s en i?i tiempo,
para la variable circulo, para las parcelas I (A), II (B), III (C), testigo 1 (D),
testigo 2 (E), cinquillo (F), plastico verde (G), y plastico plateado (H).
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No se detect6 el ToYMV-CR en ninguna de las 18 especies de plantas recolectadas, pero en

cuatro (Melampodium perfoliatum, Cucumis sativis, Solanum nigrum y Sida rhombifolia)

aparecid un geminivirus no identificado (cuadro 6), detectado mediante una sonda

universal. Una evidencia de la veracidad y eficiencia de la técnica de hibridacidén fue que, al

incluir un control positivo (tejido liofilizado de plantas de tomate, en los cuales se habia

amplificado el ToYMV-CR mediante la técnica de PCR) y uno negativo (tejidos

liofilizados de plantas de tomate, sin el geminivirus), se obtuvo la respuesta esperada.

Cuadro 6. Especies de posibles plantas hospedantes del ToYMV-CR recolectadas, v su
respectiva sefial de deteccién.

Cédigo Nombre cientifico Familia Nombre Criterio GV
comun B.t. S

Cultivos

C1 Capsicum annuum Malvaceae Chile dulce + o+ -
C2 Cucurbita moschata Cucurbitaceae Ayote + o+ -
C3 Phaseolus vulgaris Leguminosae Vainica + o+ -
C4 Cucumis sativus Cucurbitaceae Pepino + o+ +
Malezas

Cs Drymaria cordata Caryophyllaceae Cinquillo + o+ -
Cé Ageratum conyzoides ~ Compositae Santa Lucia - + -
C7 Galinsoga parviflora  Compositae Mielcilla + o+ -
C8 Melampodium Compositae Flor amarilla +  + +

perfoliatum
€9 Melanthera aspera Compositae Botoncillo + - -
C10 Spermacoce latifolia . Rubiaceae Chiquizacille  + - -
Cl11 Spananthe paniculata  Apiaceae Carricillo +  + -
C12 Hemidiodia sp. Rubiaceae Chiquizacille +  + .
CI3 Sida sp. Malvaceae Escobilla + o+ +
C14 Commelina diffusa Commelinaceae  Suelda + - -
C15 Solanum nigrum Solanaceae Hierba mora + o+ +
C16 Hyptis capitata Labiatae Botoncillo -+ -
C17 Bidens pilosa Compositae . Moriseco + -
C18 Cuphea Lythraceae Moradita + o+ -
carthagenensis

B.t, = Presencia de adultos o ninfas de B tabaci; S = Sintomas aparentes de virosis; GV = -+ (presencia del
ToYMV-CR), + (presencia de otro geminivirus), - {sin geminivirus).
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Se encontraron 16 especies de plantas hospedantes de ninfas o adultos de B. tabaci (Cuadro
6), observindose con mayor frecuencia en P. vulgaris, Drymaria cordata, C. annuum, S,
latifolia, C. sativus y Hemidiodia sp., respectivamente. La identificacién de dichos insectos
se realizé a partir de ninfas del cuarto instar, en base a una clave de campo (Caballero
1994), y los adultos encontrados en los alrededores de parcelas de tomate fueron

considerados como B. tabaci.

En ninguna de las especies que se inocularon en el invernadero se halld el ToYMV-CR,
aunque en el chile dulce se encontré un geminivirus no identificado (Cuadro 7). En las
plantas inoculadas de chile dulce y vainica se hallaron ninfas de B. tabaci, 15 dias después

de la inoculacion.

Cuadro 7. Especies de plantas inoculadas con geminivirus en el invernadero, y su
respectiva sefial de deteccion

Cédigo Nombre cientifico Familia Nombre Geminivirus
comun

J§i Spananthe paniculata  Apiaceae Carricillo -

12 Hemidiodia sp. Rubiaceae Chiquizacillo -

I3 Spermacoce latifolia Rubiaceae Chiquizacillo -

14 Capsicum annuum Solanaceae Chile dulce +

15 Phaseolus vulgaris Leguminosae  Vainica -

GV = 4+ (presencia del ToYMV), + (presencia de otro geminivirus), - (sin geminivirus).

En los 21 campos muestreados, las malezas en las cuales se encontrd el geminivirus no
identificado presentaron una abundancia relativa muy baja con respecto al resto de malezas
(Fig. 8); ello justifica que ninguna aparezca citada directamente, sino dentro de la categoria
“Otras”, que agrupa a las malezas de menor incidencia. Por otra parte, las especies de
malezas catalogadas como hospedantes predominantes de B. tabaci (D. cordata, S. latifolia

y Hemidiodia sp.) mostraron una abundancia relativa muy alta.
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8. DISCUSION

Movimientos diarios. Para conocer la influencia de las diferentes variables climaticas sobre
los patrones de movimiento de B. tabaci, se realizaron andlisis de correlacion entre éstas y
los niimeros de adultos inmigrantes y repoblando las plantas muestreadas. Aunque el
analisis de correlacion, como una medida de la asociacion lineal existente entre dos
variables, no establece una relacién de causalidad (Guharati 1994), en este caso interesa
conocer la influencia de dichas variables climéticas sobre los patrones de movimiento de B.
tabaci y no el sentido inverso de dicha relacién; por ello, la interpretacién de los resultados

se realizara en ese sentido.

Fl efecto de las variables climdticas sobre los patrones de movimiento de B. tabaci no fue
congruente en ninguna de las parcelas parcelas estudiadas. La heterogeneidad en la
composicién floristica de los alrededores de cada parcela es un factor que explica, en gran

medida, la ausencia de un patrén definido, como se discute a continuacion.

La correlacion entre la direccion del viento y la orientacion de las trampas que registraron
mayores capturas, se€ asumié como un indicador de la influencia del viento en el
desplazamiento de B. tabaci, entre campos de cultivo o malezas. La utilizacién de trampas
adhesivas es la técnica méds comin para estimar la abundancia de adultos en el campo
(Ekbon y Rumei 1990). La ausencia de tal correlacién en las parcelas I y III (Cuadro 3), las
cuales fueron establecidas en el mismo campo pero en fechas diferentes, podria estar
relacionada con el tipo de vegetacion presente en la direccién prevalente del viento (NE),
que fue de plantaciones de café con macadamia, por lo que hubo una baja asociacién de
éste con la direccién prevalente de la inmigracién de B. tabaci hacia la parcela. Para la
parcela II, en la cual hubo una correlacién positiva, la situacion fue diferente, ya que la
parcela estaba en un terreno con mayor exposicién al viento y menos vegetacion alta en las
proximidades. En el costado NE habia una hondonada (en la direccién prevalente del
viento), lo cual expuso la parcela directamente; las plantaciones de café y pord ubicadas en
ese costado no interfirieron con la circulacién normal del viento. Tal resultado es mas

concordante con lo informado en la literatura, pues se ha documentado que B. tabaci posee
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una limitada capacidad para el vuelo dirigido y que es transportada en forma pasiva por el
viento (Gerling y Horowitz 1984, Byme et al. 1990, van Lenteren y Noldus 1990, Guharay
1994, Byme y Blackmer 1996). Arias y Hilje (1993) encontraron mayores indices de
inmigracién en la direccién prevalente del viento y mayor emigracion en la direccidn

contraria, en un estudio realizado en Alajuela, Costa Rica.

Las bajas densidades de adultos de B. tabaci en la primera fase de este estudio (parcelas Iy
II, Figs. 2A, B), posiblemente dificultaron la deteccion de tendencias que se observaron
cuando las densidades fueron mayores, como en la parcela TII (Fig. 2C). Es decir, que el
efecto de las variables climaticas se manifesté mas claramente en esta parcela, por lo que

dichas tendencias quiz4s son mas representativas del comportamiento de B. fabaci.

La velocidad del viento no afectd el total de adultos inmigrantes en ninguna de las parcelas.
En realidad, las velocidades promedio siempre fueron muy bajas (= 0.8 = 0.48 m/seg), lo
cual quizds impidié evaluar su efecto en forma adecuada. Ademas, las bajas densidades de
adultos de B. tabaci observadas, especialmente en las parcelas I y II, podrian haber
dificultado el observar tendencias en ese sentido, las cuales quizds también fueron
enmascaradas por la presencia de parcelas de tomate y chile dulce en el costado opuesto a
la direccién prevalente del viento, que se encontraban en periodo de cosecha y tenian
mayores densidades de adultos que las parcelas experimentales; en Costa Rica se ha
documentado que el biotipo C se reproduce masivamente en chile dulce (Hilje et al. 1993).
Por su parte, en la parcela ITI, a medida que se increment9 la velocidad del viento, el nivel
de repoblacién dentro de la parcela disminuyd. Puesto que no se observo correlacion entre
la inmigracién y dicha velocidad, no parece légico pensar que el viento arrastre los adultos
hacia fuera de la parcela, sino mds bien que éstos tienden a refugiarse bajo el dosel del

cultivo cuando el viento es mas fuerte.

La mayoria de la informacién acerca de la actividad de vuelo de B. tabaci ha sido generada
en los Estados Unidos, principalmente en los cultivos de melén y algodon (Byre ef al.
1990, Byme y Blackmer 1996), y posiblemente, en campos de grandes extensiones, el

comportamiento de vuelo de B. tabaci difiere del observado en pequefias parcelas de tomate
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rodeadas por café, en “mosaicos” de cultivos con otras hortalizas, frijol, vainica, etc, la

cual es una situacion frecuente en Costa Rica.

La temperatura tuvo efecto sobre el total de adultos inmigrantes solamente en la parcela IT1,
en la cual se observé que a medida que la temperatura aumentd, se increment6 el nimero
de inmigrantes (Cuadro 2). Hubo correlacién inversa con la humedad relativa, por lo que
cuando hubo alta humedad relativa vy baja temperatura la cantidad de inmigrantes
descendi6. Dados los frecuentes episodios de lluvia en la zona, durante los cuales se
cumplen ambas condiciones, es obvia la influencia de éstos sobre la reduccién en la
actividad de vuelo de los adultos hacia la parcela. En California, Bellows et al. (1988} en
varios cultivos, determinaron una fuerte correlacién positiva entre la temperatura y el
niimero de adultos capturados durante el dia; sin embargo, no la encontraron con la
humedad relativa. Arias y Hilje (1993) determinaron una correlacién inversa entre la

actividad de vuelo y la temperatura.

La inmigracién de adultos al inicio de la mafiana fue baja en todas las parcelas, pero
alcanzé el maximo a media mafiana; ademas, hubo un segundo pico durante la tarde. Hubo
un minimo entre las 12 y 14 h, cuando la temperatura era mas alta, la cual influyd en el
nimero de inmigrantes en la parcela Il (Cuadro 2). Analogamente, Arias y Hilje (1993)
encontraron dos picos de mayor inmigracién, el primero cerca de las 9 h y otro menor como
a las 14 h, con un marcado descenso cerca del mediodia; Espino ef al. (1993) obtuvieron

resultados similares, en Nicaragua.

La repoblacién de las plantas de tomate fue continua durante el dia (Fig. 2). El nimero de
insectos posados sobre las plantas a las 6 h no puede considerarse como un indicador de
repoblacién, pues representa el total de adultos acumulados en el periodo comprendido
entre dos muestreos; por lo tanto, la repoblacién debe ser considerada a partir de las 8 h. A
esa hora se observo el mayor nivel de repoblacién, lo cual posiblemente resulta de la mayor
actividad de vuelo a horas tempranas (Byrne y Houck 1989, Anderson 1993, Arias y Hilje
1993) . Ademas, se ha documentado la existencia de dos morfos de B. tabaci (Byme y

Houck 1989), uno migratorio y otro que efectia vuelos de corta distancia. Es posible que
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ese patrén de vuelo obedezca a un ritmo circadiano, como se ha sugertdo para otras
actividades de B. tabaci, como la emergencia de los adultos (Byme y Bellows 1991). Con
base en lo anterior se podria hipotetizar que por la mafiana, el morfo migratorio emprende
el vuelo hacia fuera de la parcela y el morfo de vuelo corto incrementa su actividad dentro
de ésta, lo cual explicaria la actividad de repoblacion tan temprana. Esta declind hacia el
mediodia, al aumentar la temperatura. Arias y Hilje (1993) también encontraron un efecto
negativo de la temperatura sobre la actividad de vuelo dentro de la parcela. Luego se
alcanzd un nuevo pico muy poco pronunciado hacia las 14 h, declinando hacia el final de la

tarde,

El hecho de no eliminar los adultos de B. tabaci en las plantas muestreadas, podria haber
incidido en los niveles de repoblacién observados, puesto que los insectos ahuyentados
podrian eventualmente retornar a las plantas de origen. Sin embargo, aunque el método
ideal parece ser la eliminacion de dichos insectos, la decision de solo ahuyentarlos obedecié
a las bajas densidades registradas en el campo. No obstante, Espino et al (1993)
eliminaron los adultos de cada planta después de realizar el muestreo y obtuvieron

resultados similares a los del presente estudio.

La repoblacion fue el resultado, principalmente, de los movimientos del insecto dentro de la
parcela y se presentaron durante todo el periodo diurno (Fig. 2). La variacion en el nimero
de adultos repoblando las plantas dependié parcialmente del niimero de inmigrantes, al
menos en las parcelas Il y I (Cuadro 4). Aunque la correlacién fue significativa, el
coeficiente no fue muy alto, lo cual significa que un porcentaje relativamente bajo de los
adultos que estaban repoblando las plantas eran inmigrantes. Una evidencia
complementaria es la ausencia de correlacion entre dichas variables en la parcela I, donde
la repoblacién no se explica siquiera en forma parcial por los niveles de inmigracion

registrados.

La correlacién entre las variables “inmigrantes” y “repoblacién” por cuadrante proporciona,
de forma indirecta, informacién concerniente a la distancia de los vuelos realizados por B.

tabaci dentro de la parcela; dicho andlisis solo es relevante para aquellos casos en que se



51

encontré comnelacié & dichas Variables en toda la paréélwéf'ﬁﬁ”"i'awi;arcﬂ:ela II no hubo
correlacion entre dichas variables, pero si 1a hubo para la parcela 111, en la cual fue positiva
y altamente significativa (p<0,01). Es decir, el nimero de adultos ingresando en cada
cuadrante de la parcela fue proporcional al niimero de los que se encontraban repoblando
las plantas en dicho cuadrante, lo cual sugiere que, después del ingreso a la parcela, los
vuelos realizados por B. tabaci fueron de muy corta distancia, pues no trascendieron en

forma significativa los limites te6ricos del cuadrante en que se encontraban.

Fuentes de indculo del ToYMV-CR. En ninguna de las muestras de malezas ni de otros
cultivos recolectados (vainica, chile dulce y cucurbiticeas) se encontrd el ToOYMV-CR, lo
cual indica no son un reservorio de dicho geminivirus, al menos para el muestreo realizado,
que fue amplio, pues abarcd 21 campos distribuidos en Guayabo y zonas aledafias, durante
10 meses. La amplitud espacial y temporal del muestreo ofrecié la posibilidad de obtener
muestras de los cultivos que son sembrados en diferentes épocas del afio, asi como de
malezas anuales que aparecen en determinadas épocas. Para el geminivirus del moteado del
tomate (TMoV), en Florida, y para el virus del mosaico africano de la yuca (ACMV), en
Africa, se han hallado muy pocos hospedantes alternos y se considera que la principal
fuente de indculo para que ocurran nuevas infecciones son las parcelas de tomate y yuca,
respectivamente, previamente infectadas (Fargette et al. 1990, Polston et al. 1996). Los
resultados obtenidos sugieren que una situacién similar ocurre con el ToYMV-CR en la
zona de Guayabo. No obstante, para algunos geminivirus como el TYLCV, cuyo dmbito de
hospedantes es amplio, la mayoria de sus hospedantes silvestres no presentan sintomas
(Polston et al. 1994) y dado que la recolecta se realizé con base en la presencia de B. tabaci
o sintomas, una planta virdtica pero asintomdtica, y que en el momento de recoleccién no
tuviera adultos o ninfas, no fue incluida, por lo que no debe descartarse la posibilidad que

existan malezas hospedantes del ToYMV-CR, aiin cuando no se detectaran en este estudio.

Aunque se detectd al menos un geminivirus diferente del ToYMV-CR, la frecuencia de las
malezas en que se encontrd fue muy baja, lo cual indica que en dicha zona las malezas no
son hospedantes importantes de geminivirus; Rivas et al. (1995), en dos zonas de Costa

Rica, también hallaron varias especies de malezas hospedantes de otros geminivirus. Sin
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embargo, el hecho que muchas malezas se hayan encontrado hospedando a adultos o ninfas
de B. tabaci podria ser un factor importante en la epidemiologia de la enfermedad del
mosaico amarillo, puesto que éstas se encuentran en un estrecho asocio con plantaciones de
tomate y, por lo tanto, B. tabaci podria estarse reproduciendo en dichas malezas y
manteniéndose cerca de la fuente de indculo mas importante de los geminivirus, que
parecen ser las plantaciones viejas de tomate. La mayoria de dichas malezas han sido
reportadas como hospedantes de B. tabaci en estudios anteriores (Arias y Hilje 1993,
Guharay 1994, Valarezo y Cafiarte 1995). En el invernadero, en el chile dulce tambi¢n se

encontrd un geminivirus diferente al ToYMV-CR.

Diseminacion local del mosaico amarillo. La probabilidad de una futura infeccién de
plantas sanas dependi6 de la distancia que las separa de plantas infectadas. Al respecto,
Ferrandino (1996) argumenta que el grado de aglomeracién de una enfermedad depende de
la distancia a la fuente de indculo, asi como de las variaciones fisicas y agrondmicas en el
campo. El efecto de la “distancia” y “circulo” sobre la presencia de plantas nuevamente
infectadas fue congruente en todas las parcelas, cuando se consideraron todos los puntos en
el tiempo en un mismo modelo de regresion (Cuadro 5). Esto significa que la probabilidad
de que una planta se infecte varia en funcién de la distancia entre ésta y la planta mas
proxima va infectada en cualquier punto anterior en el tiempo, asi como del niimero de
plantas infectadas en un circulo de 0,99 m de radio. El resultado anterior esta referido al
efecto de dichas variables sobre la probabilidad de infeccién en todos los puntos en el
tiempo en los cuales se evalud la incidencia de la enfermedad, y parece logico que los
Gltimos puntos en el tiempo, con la mayoria de las plantas infectadas, incidan en mayor
grado en la significancia de dicha regresién, puesto que la distancia a la planta mas proxima
ya infectada tendié a reducirse. Por lo tanto, cada vez con mayor frecuencia, una distancia
corta estuvo asociada con una condicion de la planta de referencia, la cual en la mayoria de

los casos se encontrd infectada.

Anélogamente, cuando el nimero de plantas infectadas en la parcela fue muy alto, la
probabilidad de que el circulo tuviera su centro en una planta infectada fue cada vez mayor,

y dicho valor estuvo asociado, cada vez con mas frecuencia, a una proporcién de plantas
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infectadas dentro del circulo tendiente a 1, es decir, a valores muy parecidos entre si.
Ademas, ocurrieron pocos casos en que el circulo tuvo su centro en una planta sana, por lo
que estos casos tuvieron un peso menor en la significancia del modelo para todos los puntos

en ¢l tiempo.

Al analizar la influencia de la “distancia” y el “circulo” para cada parcela y cada punto en
el tiempo, se observé que, de forma general, en todas las parcelas hubo una aglomeracion
de plantas enfermas en las distancias cortas, y de plantas sanas cuando dichas distancias
aumentaron {Fig. 4). Esto indica claramente el sentido en que la distancia a las plantas ya
enfermas influyd en la aparicidén de nuevas infecciones. Es decir, en general, a medida que
una planta sana estuvo mas cerca de una planta infectada en el punto tn en el tiempo, en ese
sentido aumenté la probabilidad de que dicha planta se enfermara en un punto tm+] en el
tiempo. Dicho resultado coincide con los vuelos de corta distancia de B. tabaci dentro de la
parcela, sugerido por el andlisis de correlacién por cuadrante entre la “inmigracion” y la
“repoblacidn”, puesto que si algunas plantas dentro de la parcela estdn infectadas en un
punto en el tiempo y son visitadas por los adultos, éstos, por realizar vuelos cortos,

probablemente infectaran a las plantas mds cercanas a dichas plantas infectadas.

Las parcelas I y II (Figs. 4A, B), en las que la incidencia y la tasa de incremento de la
enfermedad fueron menores que en el resto de las parcelas (Fig. 3) expresan en forma clara
dicho patrén de aglomeracién de plantas nuevamente infectadas en las distancias cortas. Sin
embargo, se observaron distancias mdiximas de hasta 14 y 20 m entre dos plantas
infectadas, en dos puntos sucesivos en el tiempo, en las parcelas IT y 1, respectivamente, lo
cual podria explicarse por el posible ingreso de adultos viruliferos en la parcela, los cuales
aterrizan y probablemente infectan plantas en un patrén que es completamente
independiente de la existencia de plantas ya infectadas en dicho campo. Pero lo mds
importante de resaltar es que ello no es la generalidad, puesto que la mayoria de plantas se

enferman cuando la distancia a las ya infectadas es menor.

El desarrollo de la enfermedad fue diferente para la parcela IIl, ambos testigos y el PV,

pues su tasa de incremento mostrd un patrén similar entre ellas y, ademds, muy acelerado
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(Figs. 3B, C). Algunas explicaciones que podrian esclarecer la rdpida diseminacién de la
enfermedad en dichas parcelas es, en el caso de los testigos y PV, que éstas se encontraban
rodeados por tomate en dos de sus costados y, por lo tanto, estuvieron mas expuestos al
ingreso de adultos de B. tabaci (Anexo 2); ademds, es muy probable que una alta
proporcidén de los adultos ingresando a dichas parcelas fueran viruliferos, puesto que quizas

provenian de dichas parcelas, infectadas con el ToYMV-CR.

La parcela II, estuvo rodeada por dos parcelas senescentes de tomate, las cuales quizds
actuaron como reservorios de B. fabaci, aportando una mayor cantidad de adultos
inmigrantes viruliferos (Fig. 2C). Se ha documentado que los adultos dejan su habitat
original como una respuesta al deterioro de su hospedante (Gerling y Horowitz 1984). Aln
con el acelerado desarrollo de la enfermedad, se observé que a medida que la distancia se
redujo el niimero de plantas sanas fue menor. Sin embargo, no hubo una tendencia muy
clara de la aparicién de plantas nuevamente infectadas en funcién de la distancia, y
posiblemente esto sea el resultado de una mayor inmigracion de adultos viruliferos que
crearon nuevos focos de infeccion en diferentes puntos de la parcela, a partir de los cuales
los adultos “residentes” crearon un sub-patrén de diseminacién dependiente de la distancia
a dichos focos. Tal sub-patrén podria estar contribuyendo fuertemente a la significancia de
la regresién para todos los puntos en el tiempo en estas parcelas, puesto que cuando la

incidencia de la enfermedad fue muy alta, dichos “parches” se fusionaron.

Las parcelas CQ y PP (Figs. 4F, H), en las que la tasa de incremento de la enfermedad fue
intermedia con respecto a los dos grupos mencionados anteriormente, si presentaron un
efecto definido de la distancia, con una mayor aglomeracién de plantas nuevamente
infectadas en Jas distancias menores a las ya infectadas en puntos anteriores en el tiempo,
asi como una frecuencia menor de plantas sanas cuando la distancia de ellas a una ya
infectada fue menor. Como se menciond, estas parcelas rodearon al bloque de parcelas
testigo 1, PV y testigo 2, por lo que solo uno de sus costados tenia exposicion plena a los
adultos de B. tabaci presentes en dichas parcelas intermedias y, por lo tanto, los
movimientos dentro de la parcela determinaron en mayor grado el patrén de diseminacion

de la enfermedad, en funcién de la distancia a los focos iniciales de infeccion. Ademas,
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fueron las parcelas mds expuestas a la inmigracién, pues se encontraban en los bordes del
campo y ello es otra evidencia de que la diseminacién del geminivirus dentro de la parcela
estd determinado principalmente por los movimientos internos del vector, entre plantas. Por
el contrario en Africa, para el ACMV se determiné que la infeccién ocurre en mayor grado
en los bordes expuestos al viento, lo cual sugiere la existencia de fuentes de indculo

externas a la parcela (Lecoustre et al. 1989).

Mediante la interpretacién de los pardmetros de la regresién logistica, es posible
cuantificar la magnitud de la influencia de dichas variables sobre el cociente de
probabilidad de ocurrencia (CPO) de la enfermedad. Ademads, realizar un anélisis por
separado para cada punto en el tiempo permite observar la diseminacién de la enfermedad a
través del tiempo, en cada una de las parcelas estudiadas. En general, se observo que el
incremento de la distancia en | m condiciona un decremento porcentual del CPO (Fig. 5),
puesto que la “tasa de cambio” toma siempre valores negativos en los casos en que la
“distancia” es significativa (Fig. 5); asi solo se deben interpretar aquellos coeficientes que
resulten significativos, ya que el resto carecen de sentido de interpretacion, puesto que

ocurren en forma aleatoria.

Cuando el efecto de la distancia es significativo, esto indica que al menos en ese punto en el
tiempo la enfermedad se disemina en un dmbito corto y, por consiguiente, las plantas ya
infectadas dentro de la parcela actiian como fuente de inéculo hacia las plantas ain sanas.
Esta situacidn parece ser la generalidad en el desarrollo de la epidemia a través del tiempo,
pero hay algunas situaciones en que el efecto de la distancia no es significativo, lo cual
indica que las nuevas infecciones ocurren en forma estadisticamente independiente de la
distancia a las plantas ya infectadas. Polston er al (1996) no encontraron un patrén
aglomerado de plantas infectadas por el TMoV, en Florida, utilizando el método “distance
class analysis” (Gray ef «. 1986) y méas bien informan de la presencia de pequefios parches
que coalescen para formar conglomerados mayores. El aumento de la inmigracién de
adultos viruliferos en determinados puntos en el tiempo podria estar provocando este patrén

de diseminacion independiente de la distancia a las plantas infectadas; no obstante, en todas
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las parcelas ( Cuadro 5), asi como en la mayoria de los puntos en el tiempo, hubo efecto de

la distancia sobre la probabilidad de infeccién (Fig. 5).

La relacién entre el patron de la enfermedad y el “circulo” es mds dificil de interpretar. En
general, en los puntos en el tiempo en que éste fue significativo, a medida que un mayor
nimero de plantas dentro del circulo estaban infectadas, la tasa de cambio porcentual en el
CPO aumentd; es decir, la probabilidad de que una planta sana se enfermara aumento

cuando sus vecinas a ambos lados en 1a hilera, estaban infectadas.

En las parcelas CQ, PV y PP (Figs. 6F, G, H) se presentd un efecto mds congruente de
dicha variable a través del tiempo. En los puntos en que la distancia tuvo un efecto
significativo y el “circulo” no lo tuve, podria ser que la diseminacién ocurrié en un ambito
mayor a la distancia entre las cinco plantas contenidas en dicho circulo. Dado que este
circulo solo contiene plantas que estin ubicadas sobre la misma hilera, y dado Ia no
significancia de circulos con radios mayores, parece ser que la diseminacién ocurre dentro
de la hilera, v que la mayoria de las veces B. fabaci se esté desplazando sobre ésta, planta
por planta. En conclusién, un efecto significativo de un circulo que solo comprende cinco
plantas alineadas dentro de una hilera, indica que la diseminacién de la enfermedad se da
principalmente dentro de ésta. Lo cual es congruente con el planteamiento de Ferrandino
(1996), de que puesto que muchos cultivos agricolas son plantados en hileras, esta es una

razén para creer que el contagio es dependiente de la direccién de éstas.

Puesto que no hubo un efecto significativo de las variables “angulo relativo a la direccion
del eje Y” y “4ngulo relativo a la direccion prevalente del viento”, es Uitil conocer si, dentro
de las hileras, la enfermedad se disemina en una direccién prevalente o en ambas
direcciones, en forma indistinta. Las distribuciones de frecuencia de ocurrencia de los
distintos 4ngulos relativos a la direccién del eje “Y” mostraron que hay dos direcciones
prevalentes de diseminacion (Fig. 7). Asumiendo que la planta en la cual se estd
observando el estado de infeccién (planta de referencia) constituye el centro de un plano
cartesiano, y que el angulo que se estd midiendo esta entre la parte positiva del eje “Y” y el

vector formado por dicha planta de referencia y la planta mas préxima ya infectada en
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cualquier punto anterior en el tiernpo, todos los dngulos, medidos en radianes, estardn

comprendidos entre 0 y 27.

La frecuencia mayor de angulos se concentrd en las marcas de clase de 1,75 y 4,75
radianes, los cuales comprenden los dngulos #/2 y 37/2, que corresponden a partir de la
parte positiva del eje “Y” en el plano cartesiano, exactamente a la direccién de las hileras
dentro de la parcela (Fig. 9). Es decir, en la mayoria de los casos la planta mas préxima ya
infectada se encontraba en un 4ngulo de n/2 o 3n/2 radianes, en la misma hilera que la
planta de referencia. Puesto que no existen diferencias visibles entre ambas direcciones a
través de las distintas parcelas, se concluye que la diseminacién de la infeccién ocurre en
las dos direcciones opuestas dentro de la hilera, lo cual justifica la no significancia de la
variable “angulo relativo al eje Y”. Otra acumulaciéon menor de angulos se encontrd en las
clases 0,25 y 3,25 radianes, en las cuales se enmarcan los dngulos t y 27, que corresponden
a la direccion del eje “Y™. Dado que la variable “4ngulo” presenta una distribucién circular,
al “doblar” el eje “X” hasta conformar un circulo, se observa que la mayoria de las plantas
infectadas caen dentro del surco y, con una frecuencia menor, ocuirieron nuevas

infecciones cuando plantas en la hilera vecina se encontraban infectadas.

-%» Plantas de tomate.

Direccidn del

eje ‘&Yi’

i > Orientacion de los hileras

Figura 9. Representacién teérica de los angulos prevalentes en la distribucion circular.

Un caso particular ocurrio en la parcela JI, donde hubo mayor acumulacién de dngulos en
las clases 0,25 y 3,25 radianes. Lo anterior se debié a que dadas las caracteristicas
topograficas de la parcela (existencia de una pendiente pronunciada en unoc de los

costados), algunos de los surcos fueron orientados en sentido perpendicular 2 los demas, es
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decir, en el mismo sentido del eje “Y” (Anexo 4). Por lo tanto, cuando la planta mas
proxima ya infectada se encontraba en el mismo surco de la planta de referencia, éstas
formaban un 4ngulo de 0 o 7 radianes con la parte positiva del eje “Y” en el plano
cartesiano, y dichos dngulos aparecen representados en las clases de 0,25 y 3,25 radianes,
respectivamente. Esta es una evidencia complementaria de que la diseminacion de la
enfermedad ocurre, en forma prevalente, dentro de las hileras y, por lo tanto, las plantas
enfermas dentro de la parcela, en un punto dado en el tiempo, constituyen la fuente de

inéculo mds importante para que nuevas plantas se enfermen.

Sintesis. Puesto que no se encontraron hospedantes alternos del TOYMV-CR, la fuente de
inéculo mas importante del geminivirus para la diseminacién local de la epidemia serian los
focos iniciales de infeccién dentro de la parcela, los cuales son creados por los adultos
viruliferos que llegan en las etapas iniciales de desarrollo del cultivo, posiblemente
provenientes de parcelas viejas de tomate. Posteriormente al establecimiento de B. tabaci
en la parcela, los movimientos de corta distancia del vector, que son continuos durante el

dia, explican la influencia de la distancia en la diseminacion de la epidemia.

Para el manejo del complejo B. tabaci-geminivirus, los resultados de esta investigacion
sugieren que no se justifica Ja inversién de recursos en el control de malezas en los
alrededores de parcelas de tomate, pues no se encontraron hospedantes alternos del
ToYMV-CR. Ademds, el uso de semilleros protegidos con malla fina (Cubillo et al. 1994)
parece una préctica de gran importancia para evitar los focos iniciales de infeccion dentro
de las parcelas. Para reducir las fuentes de indculo al establecer nuevas parcelas de tomate,
deben considerarse los esquemas temporales de plantacion de los cultivos viejos de tomate,

chile dulce, cucurbiticeas, vainica y frijol, los cuales actiian como reservorios de B tabaci.

También se observd que las parcelas con vegetacion alta en los alrededores presentaron un
menor indice de inmigracion del vector, lo cual sugiere que la utilizacién de barreras vivas
como el maiz o el pasto elefante (Pennisetum purpureum) en la direccién contraria al viento
(Salguero 1993) podrian reducir la abundancia del vector e impedir o retardar el

establecimiento de estos focos iniciales de infeccién que, al parecer, son los maés
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importantes. Las coberturas al suelo, inertes o vivas, son otra medida promisoria para
reducir la inmigracién de adultos, pues se cree que estas causan un efecto de repelencia o
de enmascaramiento del cultivo (Cubillo et al. 1997). Finalmente, la aplicacién racional de
productos agroquimicos sistémicos y especificos para el control de B. tabaci durante las
primeras etapas del cultivo, podrian disminuir el establecimiento de los focos iniciales de

infeccidn,
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10. CONCLUSIONES

¢ La inmigracién de adultos de B. tfabaci hacia las parcelas de tomate, asi como la
repoblacion de las plantas muestreadas, fueron continuas durante el dia, y la causa
principal de la repoblacién fueron los movimientos cortos del insecto dentro de la

parcela.

e El patrén de diseminacién del mosaico amarillo del tomate dependié de los focos
inicales de infeccién dentro de la parcela y se explica por los patrones de movimientos

cortos del vector.

» No se encontraron hospedantes alternos, silvestres o cultivados, del geminivirus del

mosaico amarillo del tomate (ToYMV-CR).

» El contagio de plantas dentro de la parcela ocurrié principalmente dentro de las hileras.

¢ El método de regresiéon logistica puede ser aplicado para establecer relaciones de
causalidad entre la incidencia de una enfermedad en el campo y los atributos espaciales

que caracterizan a dicha infeccion.
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10. RECOMENDACIONES

Efectuar estudios andlogos en parcelas mds grandes y en situaciones corn mayores

densidades del vector, para conocer si los patrones detectados se mantienen.

Eliminar los adultos capturados en las plantas en futuros estudios de los patrones de

movimiento de B, tabaci, siempre que las densidades lo permitan.

Utilizar nitrégeno liquido en la recoleccién de muestras en el campo y, posteriormente,
la liofilizacién inmediata de dichas muestras, una vez en el laboratorio, ya que la
oxidacion de polifenoles en las muestras de malezas recolectadas puede ser muy rapida
para algunas especies, lo cual causa degradacién de los dcidos nucleicos y afecta la

deteccién de geminivirus.
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Anexo 1. Diagrama de las parcelas experimentales I, Il y 1.
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Anexo 4. Distribucion espacial de plantas sanas (+), infectadas (») y faltantes (-) para los
1(A), 2(B), 3(C), 4(D), 5(E), 6(F), en parcela IT,
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Anexo 11. Cédigo del programa EPIDEMIC y un archivo LEAME.TXT, con
instrucciones generales acerca de como usar dicho programa (ver diskette en
contracaratula).

EPIDEMIC.PAS
README.TX1I
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Anexo 12. Técnicas utilizadas para el cdlculo de los datos requeridos para la
implementacién de la regresion logistica.

Marco tedrico de Ja regresion logistica

El hecho que una planta se enferme en un punto tn+1 en el tiempo, jestd relacionado
con la presencia de plantas ya infectadas en periodos anteriores, dentro de la misma

parcela?

La pregunta anterior constituye el elemento central del andlisis propuesto en este trabajo.
Para responderla se pretende comparar la situacion de las plantas nuevamente infectadas
con la de plantas que se encontraban ain sanas en ese punto en el tiempo. Si no hay
efecto significativo con respecto a las variables observadas, puede concluirse que dichas
variables no son importantes para describir el procedimiento de la infeccién dentro de la
parcela. Si, por el contrario, hay un efecto significativo de dichas variables (dngulo y/o
distancia) se podria concluir que la presencia de plantas infectadas en periodos anteriores
es importante para que la diseminacion de la enfermedad suceda en un campo

determinado,

La incidencia de una enfermedad sigue una distribucién de tipo binomial, puesto que una
planta tmicamente puede estar sana o enferma en un punto #z en el tiempo. Este tipo de
relaciones funcionales pueden ser caracterizadas a través de la regresion logistica.
Frecuentemente, las relaciones entre una variable cualitativa binaria y una sola variable
independiente x es curvilinea, de modo que los puntos sobre la curva representan la
probabilidad Pi = P(y=1) para cada valor de x (Mendenhall y Sincich 1996). Es decir,
representan la probabilidad de que una planta esté sana o enferma y la distancia entre los
puntos representados en la curva y la proyeccion horizontal de los valores de la variable

dependiente o binaria, reflejan dicha probabilidad (Fig. 1).

Ecuacién general de regresién logistica para una variable dependiente binaria:

E(y) = exp(fo+ SiL.X1+ f2 X2+ .+ SXk)
7 T 1+exp(fo+ BiX 1+ X 2+...+ fXe)
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En la Figura 1 se ilustra la influencia hipotética de la distancia entre plantas nuevamente
infectadas (en el punto tn+/ en el tiempo) y plantas infectadas en el periodo anterior (tn)
y se observa que a medida que la distancia entre dichas plantas es menor (menor distancia
en el gje x) mayor numero de puntos (plantas infectadas) alcanzan el valor de 1 para la
variable binaria. Por el contrario, cuando la distancia aumenta, los puntos tienden a
concentrarse en la proyeccion horizontal del valor cero de la variable binaria, es decir a
medida que las plantas infectadas estdn mds cerca, mayor es la probabilidad de que

aparezcan plantas nuevamente infectadas.

1 “pevess..s.u.dun.a

E(y) =n=p(y=1)

£) [ 0088 >x

Figura 1. Probabilidad de infecciéon (E(y)) para un modelo logistico de

regresion.

En la regresién logistica, los pardmetros calculados requieren una interpretacion
particular (descrita en Materiales y Métodos), debido a que este tipo de modelos no son
lineales con respecto a los pardmetros de la regresion (B’s), lo cual significa que la
esperanza condicional de Y, E(Y\X), no es una funcién lineal de los pardmetros de dicha

regresion (Guharati 1994).
Calculos realizados por el programa EPIDEMIC
El programa EPIDEMIC funciona en TURBO PASCAL 5.0 o superior. Los datos

necesarios para la ejecucién de dicho programa pueden ser preparados en cualquier hoja

electrénica, procesador de palabras o base de datos que sea capaz de generar archivos en
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ASCIl. Los datos deben ser organizados en columpas. Las primeras dos columnas

representan las coordenadas de cada planta (distancias euclidianas relativas al origen).

Tales coordenadas indican la posicidn espacial relativa de cada planta en una matriz de

dos dimensiones (x, y). La subsecuentes columnas representan los diferentes puntos en el

tiempo en el cual fue registrada la incidencia de la enfermedad; cada una contiene los

valores de la variable binaria, los cuales pueden ser 0, 1 o 2 dependiendo de si la planta se

encontraba sana, enferma o ausente en dicho punto en el tiempo. En términos generales,

el programa realiza los siguientes calculos:

Para cada punto en el tiempo (#n>1) se determina, para cada planta nuevamente infectada

y para cada planta todavia sana en tn+/:

1.

Distancia (en metros) a la planta mas préxima que ya estaba infectada en el punto

3%

“tn” en el tiempo. Si se consideran dos plantas cualesquiera sobre un plano
cartesiano, la distancia horizontal entre dichas plantas sera denominada abscisa y la
distancia vertical sera la ordenada; la convergencia de la abscisa y la ordenada forman
el angulo recto de un tridngulo rectangulo, cuya hipotenusa representa la distancia

entre dichas plantas.

Angulo (en radianes) entre el vector que va desde la planta ya infectada en # hacia la
planta de referencia v la direccion del eje Y (Fig. 2). Partiendo de dos conceptos
basicos, se puede definir la circunferencia de un circulo con un valor igual a 2*n
radianes, y también es posible calcular el valor de un 4ngulo a través de la
arcotangente del cociente resultante, entre el cateto opuesto sobre ¢l cateto adyacente.
Podemos definir dicho tridngulo si se consideran dos plantas en el espacio, una de las
cuales se infecta en el punto ti+] en el tiempo (planta de referencia) y otra que ya

estaba infectada en el punto anterior tn (planta de destino).
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Plantas infectadas (en 1)
rd + Planta de referencia (en in+1)

Figura 2. Ilustracién de angulos relativos a la direccion del eje y.

Asi el 4ngulo hasta la planta de referencia es calculado a partir de la direccién del eje Y.
Considerando los cuatro cuadrantes y los casos limites en los ejes, existen ocho
situaciones que generalizan la ocurrencia de todos los posibles angulos formados entre

ambos vectores (Cuadro 1).

Cuadro 1. Diferentes 4ngulos formados entre la planta destino y la direccion del eje y

Ax Ay Ubicacién de planta destino  Angulo formado
0 >0 Sobre eje y 0

<{ Sobreeje y T

>0 0 Sobre eje x /2
>0 II cuadrante Arctan (Ax/Ay)
<0 ITI cuadrante 7 - (Abs(Arctan(Ax/Ay))

<0 0 Sobre eje x 3n/2
>0 1 cuadrante 2n-(Abs(Arctan(Ax/Ay))
<0 IV cuadrante 7t + Arctan(Ax/Ay)

Ax : Diferencia de posicién en el eje x; Ay: Diferencia de posicion en el eje y; Arctan: Arcotangente;
Abs: Valor absoluto.
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3. Angulo (en radianes) entre la direccién prevalente del viento y el vector formado por

la planta ya infectada en #n con la planta de referencia.

En este caso el calculo del dngulo que forma de referencia, con respecto a la direccion
prevalente del viento, estd basado en el dngulo determinado en el punto anterior. En este
punto interesa saber si la direccién en que la enfermedad se disemina en el campo es
dependiente de la direccién del viento, puesto que se ha documentado la influencia del
viento en el comportamiento de vuelo de B. tabaci (Meyerdirk y Moreno 1984; Byrne et
al. 1990). Es necesario aclarar que se considera un dngulo méximo menor o igual a  (la
mitad de la circunferencia), puesto que, por razones de simetria, serd igual el efecto de
una planta ubicada en un angulo de 1 radian (por ejemplo) si esta estd a la derecha o a la

izquierda de dicha direccidn prevalente (Fig. 3).

-

Direccion prevalente
del viento.

Angulo maximo =7

Figura 3. Ilustracién de angulos relativos a la direccién prevalente del viento.

El valor de tales dngulos depende, al igual que en el caso anterior, de la ubicacion de la
planta destino; sin embargo, es necesario incorporar un artificio que permita fijar n como
el valor méximo de dicho angulo. Dicho artificio complica considerablemente la
explicacion de la forma en que dicho 4ngulo es calculado. Para mayor informacion, se

debe consultar los algoritmos en el texto del programa (Anexo 11).

En el caso en que dos o mas plantas se encontraran en la misma distancia minima, es

imposible separar el efecto de cada una de las plantas que estdn actuando como fuentes
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de indculo hacia la planta nuevamente infectada. Por lo tanio no es posible identificar un
angulo tinico hasta la planta mds préxima. En estos casos solamente se determing la
distancia minima, no considerdndolo para los anélisis de dngulos. También se excluyen
del andlisis las plantas faltantes, dado que este tipo de situaciones no contribuyen ala

comprobacion de las hipotesis planteadas.

4. Numero total de plantas, asi como de plantas infectadas, dentro de un circulo de radio
0.99, 1.99,....., 5.99 m, con centro en la planta de referencia, cuya condici6n sanitaria

fue también registrada (0 = sana, 1 = infectada).

Este procedimiento genera, para cada punto en el tiempo, la condicién sanitaria de cada
una de las plantas en la parcela y ademas el ntimero de plantas ya enfermas en el perfodo
anterior en el tiempo, en circulos de radios definidos (de 0,99 - 5,99 m). Con estos datos
pueden generarse algunas nuevas variables, como la frecuencia relativa de plantas
infectadas en #n, la cual se obtiene dividiendo el miimero de plantas ya infectadas en el
circulo entre el niimero total de plantas vivas en dicho surco (no se cuentan plantas
faltantes). También es posible calcular el nitmero de plantas infectadas en los anillos que
forman cada uno de los circulos superiores en torno al circulo subyacente; para ello basta
con restar del numero de plantas infectadas en el circulo superior, el nimero de plantas
infectadas en el circulo subyacente. También es posible estandarizar dicha diferencia,

dividiéndola entre la diferencia de los totales de plantas en cada uno de los anillos.

La salida del programa (EPIDEMIC) genera una serie de archivos de datos conteniendo
la informacién mencionada anteriormente. A través de la utilizacién del procedimiento
LOGISTIC de SAS (SAS Institute 1991) se estiman los coeficientes de la regresién
logistica utilizando la condicién sanitaria de la planta (sana o enferma) como variable
dependiente y se utiliza, como variables independientes, las variables distancia , dngulo, o
bien el ntimero de plantas (niimero relativo) infectadas en un circulo o anillo de radio

definido.

R —
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Anexo 13, Protocolos de trabajo para la deteccién de geminivirus, mediante hibridacién

radioactiva y no radioactiva de 4cidos nucleicos.

Extraccion de ADN. Se utilizd el método de extraccidn de ADN “Dellaporta”, referido a la
extraccion de dcidos nucleicos totales. En un tubo Eppendorf, se agregaron 0,05 g de
material vegetal el cual contenia, en la mayoria de los casos, muestras de varias plantas de la
misma especie. A dicho tubo se agregaron 500 pl de buffer de extraccion (Tris HCI, EDTA,
NaCl, betamercaptoetanol, pH 8,4), 33 pl de SDS y se procedid al macerado mediante un

pistilo kontes.

Luego de agitarlo (vortex) por 5 min, se incubé a 65° C durante 10 min. Se agregaron 160 i
de KOHC (5 Molar), para ayudar a eliminar contaminantes. Se agité durante 2 min y se
clarificé mediante centrifugacion a 10,000 rpm durante 5 min. Del sobrenadante se tomaron
500 pl en un tubo limpio y se agregaron 500 pl de PCI (Phenol Chloroform Isoamil
25:24:1), luego se agité por 5 min y se centrifugd por 5 min a 10,000 rpm. Del sobrenadante
se tomaron 450 ul en un tubo limpio y se agregaron 0,5 volimenes de isopropanol, y se
agitd suavemente; el ADN se dej6 precipitar por 10 min en hielo y se volvié a centrifugar a
10,000 rpm durante 5 min. Extrayendo la fase liquida se obtuvo el “peller” que contiene el
ADN, este fue lavado con 1000 pl de etanol 70% y posteriormente colocado en el
liofilizador para su completo secado. Finalmente dicho pellet se resuspendié en 50 pl de

agua bidestilada estéril.

Para la hibridacién radioactiva se utilizé un protocolo de hibridacién de 4cidos nucleicos

con radioactividad modificado (Dra. Pilar Ramirez 1995, CIBCM- UCR, com. pers.)

Preparacién de la membrana para hibridacién. La membrana se humedecié durante 5
min en solucién de hibridacién 6X SSC, 0.5 % SDS. Se tomaron 2 ] de la solucién
Dellaporta y se colocaron tres repeticiones de cada una de las muestras, cada una

conteniendo dos alicuotas de la misma, incluyendo controles positivos y negativos.
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Posteriormente el ADN fue fijado a la membrana mediante la aplicacién de rayos

ultravioleta.

Prehibridacién. Se utilizé una solucién compuesta por la solucion amortiguadora 6xSSC,
BLOTTO 0,05x%, 1% NP4O (5% de leche Dos Pinos descremada y pulverizada, disuelta en
agua conteniendo 0,02% azida de sodio, 1% del detergente neutro NP4O, inhibidor de
nucleasas) y 10 pg/pl de ADN de esperma de salmén fragmentado y desnaturalizado
mediante calor a 95°C y posteriormente colocado en hielo 5 min para impedir la
renaturalizacion (en lo sucesivo, el proceso de desnaturalizacion implica el procedimiento
descrito). Se us6 0,2 ml de solucién/cm’ de membrana. Se incubd a 63°C por 1 h, para luego

agregar la solucidn de hibridacion.

Hibridacién radioactiva. Se utiliz6 la solucién compuesta por la solucion de
amortiguadora 6xSSC, 0,5%SDS, ADN de esperma de salmén a una concentracién de
100 pg/ml, fragmentado y desnaturalizado, mds las sondas radioactivas (universal y
especifica, en tubos separados de hibridacion) previamente desnaturalizadas. La
membrana inmersa en la solucién, se incub6 a 68°C durante 34 h. Los lavados de
poshibridacién determinaron la astringencia de la reaccién de hibridacion. Se realizaron
tres lavados por 10 min en la solucién amortiguadora 2xSSC, 0,1%SDS a temperatura
ambiente, mas dos lavados por 15 min con la misma solucién amortiguadora a 42°C, para
eliminar el exceso de radioactividad. Se trabajo con baja astringencia, debido a que el
objetivo era la identificacion de geminivirus presentes en las muestras, Posteriormente se
cubrié con “Saran Wrap” en condiciones htimedas, y se colocé la pelicula de rayos-X a
ambos lados de la membrana. Se incubé en la oscuridad a ~70°C durante toda la noche.
Luego, esta se colocd en una solucién reveladora por 5 a 10 min hasta que cambi6 de
color, se lavé con agua destilada, y se sumergié en una solucion fijadora y finalmente se

analizaron los resultados obtenidos.

Dado que algunas muestras resultaron positivas cuando se utiliz6 la sonda universal (es

decir, se encontré que habian geminivirus diferentes al ToYMV), se preparé otra
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membrana (con la misma metodologia descrita para la hibridacion radioactiva),
utilizando {inicamente muestras de ADN correspondientes a dichas plantas, y se
procesaron mediante hibridacién de dcidos nucleicos con sondas frias, pues siempre es
deseable corroborar los resultados obtenidos a través de dos metodologias diferentes.
Para el desarrollo del método de hibridacién de dcidos nucleicos con sondas frias, se
siguieron los pasos recomendados en el protocolo de Gene Images Non Isotropic Nucleic

Acid Detection Kit (United States Biochemical).

Prehibridacién. Esta se realizd con la solucidn amortiguadora de hibridacion (7% SDS,
1% caseina, ImM EDTA y 0.25 M Na, HPO47H»0, pH 7) a 65°C por 1 h, colocando 0,2
ml de solucién amortiguadora / cm’ de membrana, para sellar los espacios de la
membrana en donde no habia ADN, y que al momento de la hibridacién la sonda no se

adhiriera en los espacios donde no habia ADN en la membrana.

Hibridacién fria. Se utilizo una sonda universal, la cual puede formar hibridos con
cualquier geminivirus. Dicha sonda fue desnaturalizada, para que se pudiera unir con el
ADN viral de la muestra, el cual se encuentra a simple banda. Se colocd la membrana en
un recipiente plastico que contenia la sonda desnaturalizada, diluida en la solucion
amortiguadora de hibridacién a una concentracion de 20 ng/ml, durante toda la noche a
65°C. Se efectuaron cinco lavados de pos-hibridacién a temperatura ambiente, a la
membrana: dos con la solucion amortiguadora 2X SSCT 0,5% SDS (20x SSC=3M Na(l,
0,3 M Na-citrato, pH 7), el primero por 5 min y el segundo por 20 min; uno con la
solucidn amortiguadora 0.2x SSCT 0.1 SDS durante 30 min; finalmente se realizaron dos
lavados con la solucién amortiguadora 2x SSC sin SDS durante 5 min. Se realizé un
enjuague con agua destilada entre cada lavado, durante 5, 10, 20, 5 y 5 min

respectivamente, todos a temperatura ambiente.

La deteccion se realizé mediante quimioluminisencia. Consistié en aplicarle el
bloqueador de solucion amortiguadora 5X 0,5 ml/cm® de membrana y se mantuvo 1 h a

temperatura ambiente con agitacidn; posteriormente la membrana permanecio en el
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bloqueador durante 72 h a 4°C. El bloqueador no tiene ninguna afinidad por el ADN y su
funcién es bloquear los sitios en blanco de la membrana. Se aplicé la enzima
streptavidina fosfatasa alcalina (SAAP) por 10 min. Se efectuaron cuatro enjuagues con
la soluci6n amortiguadora 1X (0,05 M Tris pH 10, IM NaCl més 0,5 % SDS), el primero
por 5 min, el segundo por 20 min y los dos restantes por 30 min, realizando un enjuague
con agua destilada durante 5, 15, y 20 min, respectivamente, después de los lavados 1, 2
y 3. Se finalizé con un enjuague con solucién amortiguadora 1X sin SDS, durante 20
min. Se colocé la membrana dentro de una bolsa pldstica y se agregd Lumi-Phos 530, y
se mantuvo durante toda la noche a temperatura ambiente, el cual sirvié como sustrato de
la enzima, para producir un compuesto inestable que cuando se hidroliza libera energia y

produce luz.

Luego se colocé la cara de la membrana (sin sacarla de la bolsa) contra una pelicula de
rayos-X del tamafio de la membrana y se colocd en un cassette de deteccion durante una
hora, en un cuarto oscuro para detectar la luz emitida por la pelicula, procediendo

posteriormente al revelado e interpretacién de la misma.



Anexo 14. Analisis de varianza para el total de adultos inmigrantes, para todas las fechas
de ruestreo. Parcelas I, I1 y II1.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F Pr>F
variacién libertad cuadrados medio

PARCELAX

Modelo 7 0,3156 0,0450 1,49 0,1927
Error 48 1,4505 0,0302

Total 55 1,7661

corregido

PARCELA IF

Modelo 5 0,0743 0,0148 0,92 0,4785
Error 36 0,5814 0,0161

Total 41 0,6558

corregido

PARCELA HI

Modelo 11 0,5905 0,0536 0,73 0,7020
Error 72 5,2620 0,0730

Total 83 5,8525

corregido

Anexo 13. Andlisis de varianza para el total de adultos repoblando las plantas de tomate,
para todas las fechas de muestreo. Parcelas I, 11y ITT.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion libertad cuadrados medio

PARCELA 1

Modelo 7 2,5609 0,3658 467 0,0005
Error 48 3,7593 0,0783

Total 55 6,3203

corregido

PARCELAI

Modelo 5 0,0642 0,0128 1,90 0,1189
Error 36 0,2435 0,0067

Total 4} 0,3077

corregido

PARCELA 1

Modelo il 3,0832 0,2802 0,29 0,9852
Error 72 68,7382 0,9546

Total 83 71,8214

corregido
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