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RESUMEN

La finalidad del presente estudio es poder predecir el efecto de la temperatura en el
comportamiento del virus del amarillamiento de las venas de la papa o Potato yellow vein
virus (PYVV), basado en la interaccion con su vector Trialeurodes vaporariorum
(Westwood, 1856) en funcién a la temperatura en la que el virus puede ser adquirido y
transmitido eficientemente a través de un individuo adulto virulifero, generando una
herramienta para poder predecir su potencial de diseminacidn en areas en donde ain no esta
presente. Se determind la eficiencia de la transmision del virus PYVV a través de cinco
experimentos controlados de laboratorio bajo diferentes temperaturas (12, 15, 18, 20 y 25
°C). Los adultos de mosca blanca fueron expuestos durante un periodo de 48 horas para el
periodo de acceso a adquisicion (PAA), luego los insectos viruliferos se transfirieron a
plantas sanas (un insecto por planta) por un periodo de acceso a inoculacion (PAI) de 72
horas. A los 30 dias del PAI se confirmd la presencia del virus por medio de RT-PCR. Se
obtuvo los mas altos porcentajes de trasmision del virus a 12 y 15 °C con 14 y 64 %
respectivamente. Mientras que a 18, 20, 25 °C se obtuvo 4, 4 y 3 % de transmisién del virus
respectivamente. Adicionalmente se realiz6 una transmision seriada a temperatura fluctuante
en 3 épocas del afio (Verano — Otofio — Invierno) para corroborar el periodo de retencién de
la infectividad del insecto vector. Durante las 2 primeras épocas del afio no se encontrd éxito
en la transmisién, mientras que en la época de invierno, se llegé a obtener una eficiencia de
transmision hasta el dia 10 de inoculacion y con un minimo de 5 dias para que PYVV pueda

ser inoculado por su vector.

Palabras clave: Potato yellow vein virus (PYVV), transmision, temperatura, vector.



ABSTRACT

The purpose of this study is to predict the effect of temperature on the behavior of the Potato
yellow vein virus (PYVV), based on the interaction with its vector Trialeurodes
vaporariorum (Westwood, 1856) depending on the temperature at which the virus can be
acquired and transmitted efficiently through a viruliferous adult, generating a tool to predict
its potential transmission in areas where it is not present yet. The efficiency of PYVV
transmission was determined through five controlled laboratory experiments at different
temperatures (12, 15, 18, 20 y 25 °C). Whitefly adults were exposed for a period of 48 hours
for the period of access to acquisition (PAA), then the viruliferous insects were transferred
to free of virus plants (one insect per plant) for a period of access to inoculation (PAI) of 72
hours. At 30 days after the PAI, the presence of the virus was confirmed by RT-PCR. The
highest transmission rates of the virus were obtained at 12 and 15°C with 14 and 64 %
respectively. While at 18, 20, 25 °C, a percentage of 4, 4 and 3% of virus transmission were
obtained respectively. Additionally, a serial transmission was made at natural fluctuating
temperature during 3 seasons of the year (Summer — Autumn — Winter) to corroborate the
period of infectivity retention by the vector. During the first 2 seasons of the year, no success
was found in the transmission, while in winter time, transmission efficiency was reached
until day 10 of inoculation and with a minimum of 5 days that PYVV can be inoculated by

its vector.

Key words: Potato yellow vein virus (PYVV), transmission, temperature, vector.



l. INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) es el cuarto cultivo de importancia econémica en el
mundo después del maiz, el trigo y el arroz (FAO, 2008); y es un cultivo que es afectado
por numerosas plagas y enfermedades, siendo una de estas enfermedades de importancia
el Virus del amarillamiento de las venas de la papa o Potato yellow vein virus (PYVV).
El virus PYVV fue detectada por primera vez en 1937 en Inglaterra, en plantas de papa
procedentes de Sudamérica. Es originaria de Ecuador y de alli fue introducida a Colombia
al departamento de Antioquia a través de semilla de papa infectada con el virus (Zapata et
al., 2004). Este virus es transmitido de forma semipersistente por su vector natural
Trialeurodes vaporariorum o también conocido como la mosca blanca de los invernaderos
(Zapata et al., 2004; Cardona, 2005; Morales, 2006); asi mismo la enfermedad puede ser
diseminado por medio de tubérculos usados como semillas botanicas a diferentes zonas,
ya que esta enfermedad puede estar presente en el campo sin presentar sintomas (Salazar,
1995; Zapata et al, 2004). Cuando las plantas manifiestan los sintomas, estos se
caracterizan por presentar un amarillamiento de las venas, el cual empieza en las venas
terciarias, diseminandose a las venas secundarias y primarias y finalmente puede generar
un amarillamiento general de la ldmina foliar (Salazar et al., 2000). PYVV es un virus
reemergente que afecta muchas zonas de cultivo de papa de paises andinos, pudiendo
generar una reduccion del rendimiento de hasta un 50 % (Salazar et al., 2000).

T. vaporariorum es un vector endémico que puede adaptarse a diferentes climas y pisos
altitudinales, ademas de tener un amplio rango de cultivos susceptibles en los cuales
algunos pueden ser hospederos asintomaticos del virus PYVV, como es el caso de algunas
malezas (Arciniega, 2003; Zapata et al., 2004; Cardona, 2005; Morales, 2006).
Numerosos estudios han confirmado a T. vaporariorum como vector del virus PYVV,
pero ain no se han realizado estudios para determinar la influencia que puede tener la

temperatura en la eficiencia de transmisién del virus.



Actualmente, debido al cambio climético y el calentamiento global es probable que T.
vaporariorum pueda migrar a nuevas zonas de valles interandinos, para ello se desarroll6
un modelo fenologico basado en la temperatura para T. vaporariorum utilizando el
software ILCYM (Insect Life Cycle Modeling software) donde se pudo predecir los
cambios de la tasas de multiplicacion, supervivencia y actividad del vector, vinculando
luego este modelo a un Sistema de informacién Geografica (GIS), generando mapas de
riesgo donde se proyecta la distribucion actual y las futuras areas en riesgo de expansion
de la plaga (Gamarra, 2016), Sin embargo, el modelo no tiene en cuenta el efecto de la

temperatura sobre la eficiencia de transmisién del virus.

Por ello, el presente estudio tiene como objetivo principal determinar el modelo de
transmision del virus PYVV en Solanum tuberosum en funcién de la temperatura mediante
el empleo de un adulto virulifero de T. vaporariorum. Asimismo, poder observar el

periodo de retencion de la infectividad del insecto vector (transmisién seriada).



1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Lamosca blanca de los invernaderos Trialeurodes vaporariorum

2.1.1. Clasificacion
La especie Trialeurodes vaporariorum (Westwood, 1856), pertenece a la Subfamilia

Aleyrodinae, Familia Aleyrodidae y Orden Hemiptera (Martin, 2007).

2.1.2. Biologia de la mosca blanca Trialeurodes vaporariorum

Es un insecto hemimetabolo (metamorfosis incompleta), que presenta los siguientes estados
de desarrollo: huevo, ninfa (cuatro estadios) y adulto, desarrollandose generalmente en el
envés de las hojas de los cultivos (Gerling, 1992; Salazar et al., 2000; Zapata et al., 2004;
Cardona, 2005; Morales, 2006; Smith, 2009; Carapia, 2013).

La duracion del ciclo total de huevo a emergencia de adultos varia de acuerdo a factores
como la temperatura, la humedad, la edad de la planta, y del hospedante en el que se estan
alimentando, siendo la temperatura el factor principal que influye en el desarrollo del ciclo
de vida del insecto (Zapata et al, 2004; Granadillo, 2011). Para T. vaporariorum el rango de
temperatura 6ptima para el desarrollo es de 20 — 25 °C (Smith, 2009); y segn Granadillo
(2011), pueden desarrollarse 6ptimamente entre 20 — 30 °C; con una humedad 6ptima de 75
— 80 %, siendo las condiciones de invernadero ideales para el desarrollo rapido de la mosca
blanca (Zapata et al., 2004; Smith, 2009).

Descripcion de los estados de desarrollo de la mosca blanca Trialeurodes
vaporariorum

- Huevo:

El huevo de mosca blanca es liso, alargado, la parte superior termina en punta y la parte

inferior es redondeada, se fija al envés de la hoja por medio de un pedicelo. En promedio un



huevo mide 0.23 mm de longitud y 0.1 mm de anchura (Morales, 2006; Carapia, 2013). Los
huevos son inicialmente blancos, luego toman un color amarillo y finalmente se tornan café
oscuro cuando estan proximos a eclosién (Cardona, 2005; Morales, 2006; Smith, 2009;
Carapia, 2013). La hembra de mosca blanca pone los huevos en forma individual o en grupos
(Cardona, 2005), o en circulos o semicirculos en la hoja (Carapia, 2013); y pueden producir
hasta 300 huevos en su vida (Smith, 2009). Los huevos eclosionan de 3 a 6 dias (Morales,
2006; Arciniegas, 2003), pero también pueden llegar hasta los 8 dias para su eclosion (Smith,

2009) dependiendo de las condiciones de temperatura y humedad.
- Estado ninfal:
La mosca blanca pasa por 3 estadios ninfales y un cuarto estadio conocido como “pupa”.
Primer estadio o ‘‘Crawler”’

Una vez eclosionado el huevo emerge una pequefia ninfa llamada migrante o “‘crawler’’. Es
plana, oval, casi transparente y mide 0.27 mm de longitud y 0.15 mm de anchura (Morales,
2006; Carapia, 2013); con patas pequefias que permiten moverse a través de la superficie
foliar. Después de la eclosion se desplaza sobre la superficie de la hoja hasta que encuentra
con éxito un lugar apropiado para alimentarse, introduciendo su estilete en la hoja para
obtener la savia, donde se fija para alimentarse (Smith, 2009). De alli en adelante la ninfa es
sésil y permanece en este lugar hasta que se convierta en un adulto (Cardona, 2005). Antes
de la muda en la siguiente etapa ninfal, el cuerpo se dilata para hacerse mas redondeado
(Smith, 2009). Este estadio puede tener una duracién en promedio de tres dias (Cardona,
2005), segun Morales (2006) puede llegar a los 4 dias; y segin Smith (2009) puede llegar a

los 6 dias, dependiendo de las condiciones de temperatura y humedad.
Segundo estadio

La ninfa de segundo estadio es translucida, de forma oval con bordes ondulados, midiendo
0.38 mm de longitud y 0.23 mm de anchura (Morales, 2006) y segun Carapia (2013) puede
medir 0.42 mm de largo y 0.33 de ancho. Con una duracién promedio de 2 - 3 dias (Cardona,
2005; Smith, 2009), pudiendo prolongarse hasta los 4 a 5 dias (Arciniegas, 2003, Morales,

2006) dependiendo de las condiciones de humedad y temperatura.



Tercer estadio

La ninfa de tercer estadio es oval, aplanada y translicida, semejante a la de segundo estadio.
El tamafio aumenta al doble del primer estadio (0.54 mm de longitud y 0.33 mm de anchura)
(Morales, 2006), y segun Carapia (2013), puede llegar a medir entre 0.56 — 0.6 mm de largo
y 0.4 mm de ancho. Se observa con facilidad sobre el envés de la hoja sin necesidad de lupa
(Cardona, 2005). Presenta una duracion promedio de tres dias (Cardona, 2005; Morales,

2006; Smith, 2009), y segun Arciniegas (2003) este estadio puede durar entre 4 a 5 dias.
Cuarto estadio (“pupa”)

Cardona (2005) y Morales (2006), mencionan que la ninfa recién formada de cuarto estadio
es oval, plana y casi transparente y a medida que avanza su desarrollo se torna opaca y en ese
momento se le da el nombre de “pupa”. Presenta hilos de cera largos y erectos que le son
caracteristicos. De perfil luce elevada con respecto a la superficie de la hoja y pudiendo
observarse los ojos con facilidad cuando estan proximas a la emergencia (Morales, 2006). La
pupa mide 0.73 mm de longitud y 0.45 mm de anchura y con una duracion promedio del
cuarto estadio de ocho dias (Morales, 2006). Segun Carapia (2013) las dimensiones llegan a
0.78 — 0.8 mm de largo y 0.51 mm de ancho.

Smith (2009), reporta que el estadio de “pupa” comienza en la cuarta etapa de ninfa siendo
planas y ovaladas. Al final de esta etapa deja de alimentarse, se hincha, se vuelve mas denso
y forma una cubierta cerosa. En apariencia es de color blanco cremoso y de 0,7 mm de largo.
A veces la pupa se pone de color negro, indicando que ha sido atacado por la avispa parasita
Encarsia formosa. También puede resultar gris, marrén o amarilla debido a los ataques de
otras avispas parasitas. Poco antes de que emerja el adulto, se pueden apreciar sus 0jos a
través de la piel de la pupa. Este estadio dura entre 8 a 9 dias dependiendo de las condiciones

de temperatura y humedad.

T. vaporariorum es dificil identificar mediante caracteristicas morfoldgicas de los adultos,
ya que tiene similitudes morfoldgicas con algunas especies de mosca blanca como B. afer

(Gamarra et al., 2010), por lo tanto, este estadio es importante para realizar la identificacion



de la especie, basandose en el estudio morfoldgico del cuarto estadio ninfal o "pupa” (Zapata
et al., 2004; Morales, 2006; Smith, 2009; Carapia, 2013).

Las pupas vivas de T. vaporariorum tienen la superficie dorsal elevada por la palizada de la
superficie ventral, la cual esté sobre la superficie de la hoja; la superficie dorsal con cubierta
y varillas de cera blanquecina, area submarginal con filamentos cortos de cera; superficie
ventral y lateral con cubierta de cera. Los especimenes son de forma eliptica, redondeados
posteriormente; papilas dorsales y submarginales presentes; margen uniformemente
granulado; el area porosa traqueal toracica y caudal se diferencian distintivamente en el
margen; antenas situadas lateralmente de las patas protoracicas; sedas marginal anterior,
marginal posterior, cefalica, primera abdominal, octava abdominal y caudal presentes;
pliegue toracico traqueal no indicado ventralmente; orificio vasiforme semicordiforme;
lingula tri lobulada (Figura 1) (Carapia, 2013).

Figura 1: T. vaporariorum (Westwood), ninfa de cuarto estadio (“pupa”): a) vista ventral,

b) orificio vasiforme.



Adulto

El cuerpo del adulto de la mosca blanca es de color amarillo limon; las alas son translucidas
angostas en la parte anterior, ensanchandose hacia atras y cubiertas por un polvillo blanco.
Los ojos son de color rojo oscuro. Las hembras son de mayor tamafio que los machos,

Ilegando a vivir entre 5 a 28 dias (Morales, 2006).

Segin Morales (2006), el adulto recién emergido mide aproximadamente 1.3 mm de
longitud, pudiendo también variar entre 0.75 a 1.1 mm de longitud (Carapia, 2013); los cuales
copulan apenas emergen, pero puede haber un periodo de pre-oviposicion de un dia. Tienen
el habito de alimentarse y oviponer en el envés de las hojas jovenes, las cuales seleccionan
por atraccién de color. Una hembra puede llegar a poner entre 80 y 300 huevos (Morales,
2006).

Smith (2009), reporta que cuando el adulto emerge sus alas son claras al principio, pero con
el tiempo se convierten con una cubierta de cera blanca, teniendo una forma triangular vista
desde arriba. Un adulto puede volar dentro de unas horas y comienza a alimentarse
succionando la savia de la planta. Los machos tienen una dimension aproximada de unos 0,9
mm y las hembras son aproximadamente 1,1 mm de largo, y con un tiempo de vida que puede
fluctuar entre 10 a 40 dias; y dependiendo de la temperatura la hembra puede comenzar a
oviponer entre 1 a 3 dias de edad adulta.

De acuerdo a Manzano (2009), se determinaron los valores estadisticos del ciclo de vida de
la mosca blanca T. vaporariorum, en cdmara ambiental en dos cultivares (cv.) de frijol
obteniéndose que la longevidad media de T. vaporariorum en el cv. Chocho fue mayor a 19
°C (22.6 dias), intermedia a 22 °C (17.5 dias) y menor a 26 °C (5.9 dias); mientras que en el
cv. ICA-Pijao la longevidad media fue de 35.5 dias a 19 °C. La fecundidad media total en el
cv. Chocho fue 8.6, 32.6 y 33.3 huevos por hembraa 19, 22 y 26 °C respectivamente, mientras
que la fecundidad en el cv ICA-Pijao fue mucho mas alta, 127. 2 huevos por hembra a 19 °C.

No existe un estadio resistente al invierno o que tenga una fase de reposo, pero los adultos
de mosca blanca de invernadero pueden pasar el invierno en las malas hierbas o plantas de
los invernaderos u otros sitios protegidos, mientras que las ninfas y pupas sobreviven cortos
periodos frios en microclimas favorables tales como areas junto a invernaderos o donde los
inviernos son suaves (Smith, 2009).



2.1.3. Comportamiento poblacional de Trialeurodes vaporariorum
Adaptacion

Cardona (2005) y Morales (2006), mencionan que T. vaporariorum se adapta muy bien a
regiones con altitudes entre 950 y 3000 msnm (valles interandinos y zonas de ladera), con
temperaturas promedio de 18 a 22 °C y humedades relativas superiores al 60 %. Las lluvias
fuertes son un factor importante en la dindmica de poblacion de moscas blancas, porque
disminuyen el nimero de adultos en campo y pueden desprender gran cantidad de ninfas, lo

cual ocasiona disminucion de los niveles de infestacion.
Dispersion

Segun Cardona (2005) y Morales (2006), la mayoria de los adultos emergen en el dia y se
mueven poco en la noche aumentando su actividad en las primeras horas de la mafiana y se
mantiene durante el resto del dia. Inicialmente con vuelos cortos; a partir de los nueve dias
de vida su desplazamiento es mayor (hasta dos metros por dia). Aunque este insecto es mal
volador, las corrientes de aire lo dispersan facilmente de un cultivo a otro. Otro factor que
facilita la dispersién de la mosca blanca entre cultivos y regiones, es el transporte de plantas

infestadas de un sitio a otro.

Segun lo mencionado por Smith (2009), la mosca blanca del invernadero tiende a permanecer
en grupos hasta que la poblacion se vuelva densa. Esto significa que las infestaciones tienden
a permanecer concentradas en algunos lugares, especialmente durante las primeras etapas del
cultivo. Posteriormente por el aumento de las temperaturas, se vuelven mas activos y se
extienden ampliamente sobre toda la cosecha. El adulto es la etapa mas importante de la

dispersion de la plaga.



Distribucién

Smith (2009), menciona que sdlo el primer estadio ninfal (crawler) de la mosca blanca del
invernadero es capaz de tener movimiento, y éste se limita a distancias cortas, generalmente
en la misma hoja que eclosiond. Los adultos de mosca blanca, por lo general, ponen huevos
en las hojas jovenes en la parte superior de la planta, asi como la planta crece, las ninfas
jévenes se encuentran en la parte superior de la planta y los estadios més avanzados se

encuentran en la parte inferior.
Crecimiento Poblacional

Segun Smith (2009), el crecimiento de la poblacion esta influenciado por el tipo de planta
hospedante y la temperatura. Por lo que si alguna colonia se origina en tomates entonces se
desarrollara mejor en otro cultivo de tomate que en un tipo diferente de cultivo como el
pepino. El manejo agrondmico deficiente a menudo fomenta la acumulacién y la propagacion
de la mosca blanca, como por ejemplo plantas estresadas por bajo riego, temperaturas
extremas, pobre fertilidad, pH bajo, luz, incorrecto medio de cultivo, etc. Los niveles de
nitrégeno alto también se han relacionado con picos de crecimiento de la poblacion de mosca

blanca.
2.1.4. Dafios ocasionados por Trialeurodes vaporariorum
Dafio directo:

El dafio directo es producido tanto por las ninfas como los adultos al succionar la savia de las
hojas tiernas, lo que provoca un estrés en la planta que puede ser importante si la densidad
de la poblacion del insecto es alta, también puede provocar clorosis y a veces marchitez en
las hojas (Zapata et al., 2004; Cardona, 2005; Morales, 2006).

Dano indirecto:

Los adultos y ninfas al momento de alimentarse secretan sustancias azucaradas que favorecen
ataques secundarios de fumagina (Capnodium sp), disminuyendo el area fotosintética e
interfiriendo con la transpiracion de la planta (Zapata et al., 2004; Cardona, 2005; Morales,
2006; Granadillo, 2011).



Otro efecto indirecto, y el mas importante, es la transmision de virus; muchos de los cuales
son de importancia econdmica (Jones, 2003; Zapata et al., 2004; Cardona, 2005; Morales,
2006). Y esto adquiere mayor importancia, ya que las poblaciones de mosca blanca se han
incrementado dramaticamente, especialmente en las areas tropicales y subtropicales,

aumentado también la importancia de los virus transmitidos por ellas (Arciniegas, 2003).

Se calculan alrededor de 1300 especies de mosca blanca dentro de 120 géneros, pero
relativamente pocos transmiten virus de plantas. Sélo moscas blancas en los géneros Bemisia
y Trialeurodes son vectores de virus (Jones, 2003; Cardona, 2005; Morales, 2006). Tanto
ninfas como adultos se alimentan insertando su pieza bucal o probdscis en la hoja, penetrando
en el floema y succionando la savia, durante este proceso de alimentacion adquieren el virus
y también se inocula el virus a una nueva planta; sin embargo es el adulto quien disemina y
se dispersa transmitiendo el virus a nuevas plantas mientras se alimenta (Jones, 2003). T.
vaporariorum puede ser vector de diferentes virus como Tomato infectious chlorosis virus
(TICV), Tomato chlorosis virus (ToCV), Cucurbit chlorotic spot virus (CCSV), Beet pseudo
yellow virus (BPYV); Strawberry pallidosis-associated virus (SPAV) y Potato yellow vein
virus o Virus del amarillamiento de las venas de la papa (PYVV) (Ninth Report of the

International Committee on Taxonomy of Viruses, 2012).

Los sintomas de TICV en tomate son similares a los producidos por BPYV en cucurbitaceas,
aparecen primeros como manchas cloréticas angulares en hojas inferiores. Eventualmente las
areas entre las nervaduras de las hojas se vuelven totalmente clor6ticas con excepcion de las
venas, que permanecen verdes. Mientras que progresa la infeccion, las plantas se convierten
mas amarillas, aunque las hojas jovenes parecen normales. Los sintomas de TICV y ToCV
son muy similares en tomate, tipico de otros miembros de este género, incluyendo
amarillamiento intervenal, moteado necrético, laminacion de hojas inferiores y engrosadas,

hojas crujientes inferiores, mientras que el follaje superior parece normal (Wisler, 1998).

Los sintomas mas comunes causados por enfermedades virales son diversos desde mosaicos,
moteados, clorosis de las hojas, arrugamientos, enanismo hasta necrosis. La sintomatologia
puede variar mucho, dependiendo de las condiciones ambientales y las variedades cultivadas.
Por lo tanto, en determinadas circunstancias y variedades, algunos virus pueden ser letales o

totalmente asintomaticos (Pumisacho, 2002) como se da en el caso de PYVV.
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2.2. Virus del amarillamiento de las venas de la papa o ‘‘Potato yellow vein virus’’
(PYVV)

La enfermedad conocida como Virus del amarillamiento de las venas de la papa es causada
por Potato yellow vein virus (PYVV) (Salazar et al., 2000), fue detectada por primera vez en
1937 en Inglaterra, en plantas de papa procedentes de Sudameérica. Es originaria de Ecuador
y de alli fue introducida a Colombia al departamento de Antioquia a través de semilla de papa

infectada con el virus (Zapata et al., 2004).

El virus del amarillamiento de las venas de la papa pertenece al género Crinivirus de la
familia Closteroviridae, los virus de esta familia son limitados al floema y son considerados
los més largos y complejos dentro de los fitovirus (German-Retana et al., 1999). Poseen una
forma filamentosa flexuosa altamente inestable con particulas que miden desde 650 a 900
nm de longitud, con un didmetro de 12 nm y un genoma segmentado en dos ARN
generalmente (caso especial PYVV con 3 ARN) (German-Retana, 1999; Livieratos et al.,
2004; Gil, 2010).

PYVV es un virus de ARN de cadena sencilla y sentido positivo, que actia como ARN
mensajero en la célula infectada, estos virus se encuentran en las células del floema y su
transmision ocurre por insectos de la familia Aleyrodidae de forma semipersistente; no

pudiendo ser transmitidos de manera mecanica (Jones, 2003; Wintermantel, 2004; Gil, 2010).

El virus presenta una baja variacion genética entre los aislamientos de Pert y Colombia,
siendo éstas las regiones de referencia debido a que sus cultivos son los mas afectadas por la
enfermedad. Cubillos (2011), llevé a cabo un estudio sobre la variabilidad viral de Potato
yellow vein virus (PYVV) con respecto a 3 genes: el gen de la proteina mayor de la capside
mayor (CP), de la proteina menor de la capside (CPm) y de la proteina de choque térmico
(Hsp70) mediante la técnica de SSCP (Polimorfismo Conformacional de Cadena Sencilla),
y obteniendo como resultado 8 perfiles para el gen Hsp70, 2 perfiles para la CP y 6 perfiles
para el gen CPm dentro de un grupo de 501 muestras. Por otro, lado Cubillos (2011), reporta
que existe una posible explicacion de esta baja variabilidad genética en PYVV, la cual podria
ser que este virus es un virus reemergente y de poco peso evolutivo en la fijacion de variantes.

Sin embargo, faltaria realizar andlisis sobre clones y secuencias de otros genes para
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confirmar el numero de variantes. Segun lo reportado por Gil (2010), mediante analisis
moleculares se encontrd bajos niveles de variacion y diferenciacion con respecto a cepas de

referencia de otros lugares del mundo en el virus PYVV.

2.2.1. Sintomas ocasionados por PYVV

PYVV se localiza en el floema de la planta y cuando causa sintomas de amarillamiento de
las nervaduras, produce diferentes grados de clorosis asociados con la reduccion de la
capacidad fotosintética, dificultad para la translocacion de nutrientes y pérdida del vigor
general de la planta (Salazar et al., 2000). EI primer sintoma que aparece en la planta es el
amarillamiento en la porcion apical de las nervaduras de las hojas, posteriormente las
nervaduras secundarias también son afectadas, torndndose completamente amarillas y las

nervaduras pueden recuperar su color verde (Salazar et al., 2000; Gil, 2010).

Los sintomas de la enfermedad se observan en el follaje; y estudios relacionados con su
expresion mostraron que de una planta madre infectada se puede obtener plantas hijas con o
sin sintomas (Salazar et al., 2000; Zapata et al., 2004). De igual forma, al sembrar semilla
proveniente de las anteriores plantas, se puede obtener el mismo resultado por varias

generaciones (Zapata et al., 2004).

Estudios previos han mostrado que la infeccion por miembros de la familia Closteroviridae
induce a la formacion de cuerpos citoplasmaticos de inclusion caracteristicos de las células
asociadas a los plasmodesmos, incluyendo el parénquima del floema y células acompafiantes
(German-Retana, 1999), degenerando cloroplastos y mitocondrias y obstaculizando los haces
vasculares, alterando la fotosintesis y el metabolismo de la planta, lo cual se evidencia por la
clorosis de las hojas, reduccién del vigor y enanismo de la planta (Salazar et al., 2000;
Arciniegas, 2003; Zapata et al., 2004; Wintermantel, 2008); y en el caso del PYVV
ocasionando disminucion en la produccion de tubérculos entre un 25 % a un 50 % en paises
andinos (Salazar et al., 2000).
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Arciniegas (2003), observo en el Clon 1 de S. phureja la aparicion de sintomas entre los 28

a 32 dias después de haber sido inoculadas con 100 adultos de T. vaporariorum (4 dias de

exposicion a los adultos viruliferos), con un previo periodo de exposicion de 24 horas en una

planta fuente del virus PYVV de la misma variedad. Los sintomas fueron mas evidentes en

el tercio inferior y medio de las plantas, mientras que las nuevas hojas siguieron un

crecimiento aparentemente normal.

Segln Zapata et al. (2004), en papa, se pueden presentar dos tipos de sintomas:

Los sintomas primarios, se pueden observar cuando una planta de papa sana creciendo
en condiciones de campo o invernadero es afectada por primera vez por el virus, en
el caso del virus PYVV los sintomas comienzan con aclareo y posterior
amarillamiento de nervaduras terciarias, los espacios intervenales permanecen verdes
por un tiempo, luego se amarillean las nervaduras secundarias y toda la hoja puede
adquirir el color amarillo; la velocidad del amarillamiento, depende de la cantidad de

luz recibida, mientras mas horas de sol, mas rapido se desarrollan los sintomas.

Los sintomas secundarios, se pueden expresar o no. Estos se presentan cuando se
siembra semilla vegetativa (tubérculos, brotes, esquejes, entre otros) procedente de
una planta con sintomas primarios, en el caso de PYVV se inicia con manchas
cloréticas menores de un milimetro en cualquier parte de la ldmina foliar que van
aumentando de tamafio hasta formar grandes manchas de forma irregular que cubren
los bordes del foliolo, también se puede presentar amarillamiento de las nervaduras.
Cuando se siembra semilla proveniente de una planta afectada por el virus y los
sintomas se expresan muy temprano, la planta puede mostrar un amarillo intenso al
principio, el cual se torna palido a medida que la planta comienza la maduracion; este
fendmeno se debe posiblemente a cambios fisioldgicos de la planta, a variantes o

razas de virus, sin embargo, la variabilidad de este Gltimo parece ser muy poca.

Segun Ortega (2005), La enfermedad se manifiesta, tanto en la parte aérea como en la parte

subterranea de la planta:
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En la parte aérea, inicialmente el follaje muestra un amarilleo brillante en las venas
terciarias de las hojas, en una parte o en toda la planta. Cuando la intensidad de los
sintomas se incrementa, el amarillamiento se disemina a las venas secundarias y entre
las venas primarias de los foliolos apicales, laterales, secundarios e intersticiales de
la lamina de la hoja (Diaz 1966; Vega 1970; citados por Ortega, 2005). El color es
mas notable en las hojas que se han expandido antes de que la enfermedad se
establezca completamente y permanece durante el periodo de vida de las hojas
enfermas. En ocasiones, las hojas que se presentan los sintomas son mas asperas que
las hojas aparentemente sanas. Otros sintomas presentes son: algo de rugosidad,
presencia de manchas necréticas pequefias (Hooker 1981; citado por Ortega, 2005) y
un desarrollo menor al de las plantas sanas (Diaz 1966; citado por Ortega, 2005). Los
mayores niveles de incidencia reportados para esta enfermedad en campos
comerciales de papa, varian desde 56 % en Ecuador hasta 100 % en Colombia
(Ortega, 2005).

En la parte subterranea, los tubérculos provenientes de plantas infectadas presentan
yemas prominentes y anormales, las cuales se proyectan hacia afuera en forma de
nudosidades que sugieren el sintoma de crecimiento secundario y, algunas veces, en
forma ahusada (Vega 1970, citado por Salazar 1996). Por otra parte, el nUmero y
tamanio de los tubérculos es menor a los que provienen de las plantas normales (Vega,
1975; citado por Ortega, 2005) y el nimero de ojos en los tubérculos provenientes de
plantas enfermas es menor al existente en las plantas sanas (Saldarriaga et al., 1988;
citado por Ortega, 2005).

2.2.2. Epidemiologia del virus PYVV

La capacidad de invasion del virus PYVV en la planta es lenta e irregular, lo que origina que
una proporcion comprendida entre 50 y 75 % de los tubérculos resulten infectados y que una
de las partes de las plantas puede mostrar sintomas, mientras que otras no; la aparicion de los
sintomas Yy el efecto de la enfermedad en los rendimientos son variables dependiendo de la

variedad, el origen de la semilla y de las condiciones ambientales (Salazar, 1996).
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En condiciones de campo el virus puede permanecer en forma natural en algunas malezas
que no muestran sintomas, tales como el corazon herido (Polygonum nepalense Meisn.),
barbasco (P. segetum H.B.K.), lengua de vaca o remasa (Rumex obtusifolium L.), ruda
amarilla (Tajetes sp) y cortejo o vinca (Vinca rosea) (Arciniega, 2003; Zapata et al., 2004;
Cardona, 2005; Morales, 2006).

Efecto de la temperatura

Segun Salazar (1995) y Zapata et al. (2004), la temperatura juega un papel importante en la
expresion de sintomas ocasionados por virus. La mayoria de los virus tiene requerimientos
estrictos de temperatura para la infeccion, la acumulacion en el tejido de la planta y expresion
de sintomas. El efecto de la temperatura es tan marcado en algunos virus que puede conducir
a la erradicacion completa de ellos. El efecto de la alta o baja temperatura sobre la
multiplicacién y acumulacion de virus y viroide es usado como un método para liberar
plantas de estos agentes (Salazar et al., 1985). Aun no hay estudios de la temperatura maxima
en la que el virus de PYVV es transmitido por T. vaporariorum o de la temperatura méaxima

en la cual prospera PYVV en la planta de papa.

Efecto de la luz

Las plantas que crecen en condiciones de alta iluminacion en el invernadero, usualmente son
menos susceptibles que aquellos que crecen en el campo durante dias nublados, sin embargo,
para el caso de PYVV parece ser que la enfermedad es favorecida por las épocas de dias

largos y soleados (Zapata et al., 2004).
Sin duda, la luz afecta la infeccion y la produccién de sintomas por un virus, pero una vez

que la planta es infectada, no es probable que se presente una variacion de sintomas dentro

de periodos cortos (Salazar, 1995).
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Condicion nutricional de las plantas

Cuando las plantas se someten 0 un crecimiento con escaso nivel de nutrientes, expresan
sintomas muy similares o los ocasionados por virus y pueden ser confundidos con estas. Por
ejemplo, la deficiencia de elementos menores puede causar sintomas muy similares a los de
virus, es asi como el amarillamiento intervenal (sintoma caracteristico de PYVV) esta
asociado con deficiencia de magnesio. Por otro lado, el exceso de nutrientes casi siempre

tiende a enmascarar los sintomas virales por periodos cortos de tiempo (Zapata et al, 2004).

Edad de las plantas

Segln Salazar (1995) y Zapata et al., (2004), una planta durante las diferentes etapas
fenoldgicas de su periodo vegetativo, es susceptible a un virus determinado en diferentes
grados. Cuando las plantas se tornan mas viejas, los virus se diseminan mas lentamente de
las hojas inoculadas a las otras hojas u otras partes de la planta; este fendmeno se llama

“‘resistencia de planta adulta’’.

Enmascaramiento de sintomas o latencia

El desarrollo de sintomas depende del hospedante, del patdgeno y de las condiciones
ambientales. Por esto, se encuentran plantas susceptibles que no presentan sintomas
(Pumisacho, 2002). Si esta ausencia es permanente se conoce como latencia o inapariencia
permanente. Esto, en ocasiones puede ser contraproducente para programas de
mejoramiento, ya que cuando no se hace seleccion en el lugar adecuado, se pueden

seleccionar materiales equivocados (Salazar, 1995; Zapata et al., 2004).

La concentracion viral se puede manifestar o incrementar de una generacion a la siguiente y
aunque no siempre la presencia del virus produce sintomas, la produccién si puede ser
afectada. Ademas, plantas asintomaticas con baja concentracion del virus pueden ser focos

de dispersion de la enfermedad (Arciniegas, 2003).
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2.2.3. Transmision del virus PYVV

Los Crinivirus se transmiten de modo semipersistente y no circulativa en sus vectores, siendo
adquiridos por el vector de la mosca blanca después de la alimentacion en periodos tan cortos
como de una hora; sin embargo, la eficiencia de la transmisién aumenta con periodos de
alimentacion més largos de hasta 48 horas. A diferencia de los Begomovirus, los Crinivirus
solo pueden ser transmitidas por un tiempo limitado que oscila de 1 a 9 dias dependiendo del

virus (Arciniega, 2003).

Formas de transmision de PYVV

El virus PYVV puede ser transmitido de las siguientes formas:
- Por tubérculos semillas

En las progenies subsiguientes a la primera inoculacion se producen tubérculos semilla
infectados, aunque en algunos casos pueden producir plantas asintomaticas. Segun Salazar
et al. (2000), las plantas asintomaticas pueden resultar positivas al utilizar técnicas de
diagndstico molecular como el NASH (Nucleis Acid Spot Hibridization / Hibridacion de los
Acidos Nucleicos), indicando que los sintomas por si solos no pueden utilizarse como
diagnostico. Esta segregacion de plantas con sintomas y asintomaticas esta relacionado con
el estado de infeccion viral, es decir la cantidad de inoculo en los tubérculos semilla 'y en la
planta inoculada. Al momento, no se ha podido demostrar transmisién por semilla sexual de
papa, ni por inoculacion de savia (Salazar et al., 2000).

Segun Salazar (1995) y Zapata et al. (2004), PYVV puedes transmitirse por partes de la

planta usadas para la propagacion (tubérculos, esquejes, brotes, entre otros).

- Transmision por injerto

Segun Salazar et al., (2000), PYVV es facilmente transmitido por injerto de tallo aéreo y
subterraneo. En el CIP el mantenimiento del PYVV lo realizan en invernaderos a prueba de

insectos, donde las transmisiones se efectuan injertando de lado plantas de papa donadoras
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en plantas de papa receptoras sanas de la misma variedad que adquirieron el sintoma, y
almacenando los tubérculos de las plantas infectadas.

- Transmision por vector natural con moscas blancas

Las moscas blancas transmiten los Crinivirus de manera semipersistente (Salazar, 1995,
Zapata et al., 2004, Gamarra, 2002), y se ha probado que un periodo de ayuno de 1 a 3 horas
favorece su transmision (German-Retana, et al. 1999). No existen evidencias de

multiplicacién del virus en moscas blancas, ni tampoco de una transmision transovarica.

Podria ser que la CPd de los Crinivirus facilite la interaccion entre los viriones y el intestino
del insecto vector (German-Retana et al., 1999), por lo que la eficiencia de transmision
utilizando estas moscas blancas es de 90 a 100 %, teniendo en cuenta que los sintomas varian
en el tiempo, de la susceptibilidad de las plantas al virus y de las condiciones ambientales en
que se trabaje (Salazar, 1995; Cubillos, 2011); dandole ademés importancia a este insecto
por su amplia distribucion geogréfica en el trépico, subtropico y zonas templadas del mundo,
al gran nimero de especies vegetales cultivadas que afecta y por su amplio rango de

hospederos cultivados y silvestres (Zapata et al., 2004).

2.2.4. Parametros para la transmision del virus PYVV

Gamarra (2002, 2010) comprob6 en sus estudios periodos que determinan el éxito de la
transmision del virus SPCSV con un insecto adulto de la mosca blanca a dos condiciones de

temperatura constante, siendo estas las siguientes:

Periodo de Acceso a Adquisicion (PAA)

Conocido como el periodo permitido para que el vector adquiera al virus, para luego poder
transmitirlo a una planta sana. Esto sucede cuando el vector introduce su estilete al tejido del

parénquima para alimentarse del floema de la planta infectada con PYVV.
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El PAA minimo necesario para moscas blancas aviruliferas puede ser desde 1 hasta 48 horas.
En general, la eficiencia de transmision de las moscas blancas aumenta hasta un punto de

saturacion, con los correspondientes incrementos en el PAA (Duffus, 2001).

Saldarriaga (1988, citado por Gamarra et al., 2010), realiz6 estudios de transmision del virus
PYVV con T. vaporariorum utilizando periodos de adquisicion de 72 horas a 5 dias
obteniendo la transmision de la enfermedad mediante el empleo de 1 adulto de mosca blanca

hasta grupos de adultos viruliferos.

Navarro (1988) (citado por Gamarra 2002, 2010), obtuvo un 50 % de transmision utilizando
20 moscas blancas por planta. Mientras que, Dias y Pulgarin (1989) (Citado por Gamarra,

2002, 2010), empleando la misma cantidad de adultos, obtuvo un 64 % de transmision.

Rubinstein (1997), realiz6 algunas pruebas de transmision del virus TYLCV (Tomato yellow
leaf curl virus) con su vector B. tabaci; obteniendo una transmision del 100 % con 48 horas
de periodo de adquisicion (3 adultos viruliferos por planta no virulifera), y observando
ademéas que el vector retuvo el virus hasta los 12 dias después de su adquisicion.
Adicionalmente observo, que mientras mas edad tenia un adulto no virulifero en adquirir el
virus, menor era la capacidad de adquisiciéon del virus y por consiguiente menor era la

eficiencia de transmision.

Periodo de Acceso a Inoculacion (PAI)

Conocido como el periodo permitido para que el vector logre transmitir al virus a la planta.
Para ello se han realizado diversos trabajos donde los tiempos de exposicion son diversos.
El PAI que necesitan las moscas blancas viruliferas para inocular a las plantulas sanas con el
virus es determinada por un PAA apropiado (generalmente de 24 a 48 horas), y transfiriendo
a la plantula sana un grupo de insectos suficientemente grande, generalmente de 20 a 40
insectos, siendo el PAI desde 1 a 48 horas (Duffus, 2001).
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Saldarriaga et al., (1988; citado por Gamarra, 2002, 2010), reporté que para transmitir el
virus PYVV con T. vaporariorum, emple6 periodos de inoculacion desde 5 minutos hasta 5

dias, y encontrd que el periodo minimo para la transmision del virus era 30 min.

Estudios realizados en condiciones de invernadero han demostrado que la enfermedad se
logra transmitir con una mosca blanca portadora del virus; sin embargo, la eficiencia de
transmision se incrementa a medida que se aumenta la poblacion del vector; 20 moscas por
planta son mas que suficientes para transmitir eficientemente la enfermedad y generar

epidemia (Diaz — Pulgarin, 1989).

Salazar et al., (2000), menciond que para la transmision de PYVV se necesitan adultos de
moscas blancas que adquieren el virus de plantas sintomaticas durante periodos de 6 horas.
Mientras que la inoculacion se obtiene en periodos de alimentacién minimo de 30 minutos.
Aparentemente no existe un periodo de incubacion de PYVV en el vector y el virus no es

retenido por mas de 6 horas.

De acuerdo a Zapata et al., (2004), la mosca blanca necesita al menos una hora de exposicion
(exploracion y alimentacion) sobre una planta de papa enferma para poder adquirir el virus,
pero a medida que aumenta el tiempo de exposicion, también se amplia la eficiencia en la
transmision del virus (Brown, 2002; Zapata et al, 2004). Asi mismo menciona, que una vez
que la mosca blanca adquirid el virus, se demora por lo menos una hora de exposicion sobre
la planta de papa sana para transmitir el patdgeno. La permanencia del virus en la mosca
blanca o el tiempo que permanece virulifero es de seis dias aproximadamente, y los sintomas

pueden manifestarse a los doce dias.
De acuerdo a la investigacion desarrollada por Duffus (2001), se determiné los siguientes

periodos de adquisicion e inoculacion para algunos Crinivirus transmitidos por T.

vaporariorum como se muestra en el Cuadro 1.
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Cuadro 1: Caracteristicas de la transmision de algunos Crinivirus por T. vaporariorum.

Eficiencia de Umbral de

Virus | Transmision (1 | Adquisicion (1 Umbral .d,e Persistencia
. Inoculacién en el vector
— 40 insectos) — 6 horas)
_ 0, _
BPYV | 10-833% | 42-7089% | 83-9.7%(1-6 6 dias
horas)
_ 0 _
TICV 8-83% 6—-94% 16 -80 % (1-48 3 dias
horas)
ToCV | 0-28% No 6-72% (1—24horas) | <1dia

determinado

FUENTE: Duffus, 2001.

Ademas, Duffus (2001) agrega que, las pruebas para la eficiencia de transmisién involucran
moscas blancas aviruliferas que se alimenten de las plantas infectadas con el virus, ya sea
individualmente o en grupos de 5, 10, 20 o0 40 insectos por hoja, por un periodo de acceso a
adquisicién de 24 horas y luego transferirlos a plantas indicadoras de inoculacion apropiados
para probar la transmision del virus. Las plantas de la prueba de inoculacién deben ser
jévenes y generalmente con tres a cuatro hojas. Mientras que las plantas fuente de virus
también deben estar en buenas condiciones, y que estan empezando a mostrar sintomas,

generalmente de 2 a 4 semanas post-inoculacion segun la época del afio y la calidad de la luz.

Gamarra et al., 2010, realiz6 un experimento para observar la eficiencia de transmision del
Sweet potato chlorotic stunt virus mediante sus vectores Bemisia afer sensu lato y Bemisia
tabaci biotipo B, a dos temperaturas constantes de 20 y 25 °C; obteniendo un nivel bajo en
la eficiencia de transmision a través del empleo de un adulto como transmisor en ambas
especies B. afer (6 a 13 %) y B. tabaci (7 a 13.1 %); obteniéndose una mayor eficiencia de
transmision en la temperatura de 25 °C que en la de 20 °C, sin embargo se observo, que B.
afer es mas eficiente cuando transmite el virus SPCSV de forma aislada, que cuando esta en

sinergismo con otros virus como SPFMV, y lo inverso ocurre con B. tabaci biotipo B.
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Otros Crinivirus como el Sweet potato sunken vein virus (SPSVV) es transmitido por las
moscas blancas Bemisia tabaci biotipo B y Trialeurodes abutilonea de forma
semipersistente, requiriendo un tiempo minimo de 1 hora para la adquisicion e inoculacion,

Ilegando a un méximo de 24 horas para ambos periodos (Gamarra, 2002, 2010).

2.2.5. Deteccion del virus PYVV

Cuando los virus infectan las plantas, pueden o no inducir sintomas. Si los sintomas son
producidos en las plantas infectadas, éstos pueden tener un valor en el diagndstico, sin
embargo, la sintomatologia no es considerado un método tan preciso en el diagndstico de la
presencia de un virus, por cuanto solo la experiencia puede indicar cudndo es conveniente
usarla (Salazar, 1995, citado por Gil, 2010).

Las pruebas mas confiables para determinar la presencia de un virus en una planta se obtienen
a través de la observacion del virus al microscopio electrdnico, las técnicas seroldgicas y las
técnicas moleculares (RT - PCR) (German-Retana, 1999; Arciniegas, 2003; Zapata et al.,
2004; Wintermantel, 2008).

Técnicas Moleculares

Las técnicas basadas en el uso de acidos nucleicos han permitido a los investigadores
sobrepasar las desventajas que presentan las técnicas dependientes de la interaccion antigeno-
anticuerpo (Técnicas seroldgicas), en particular los problemas asociados a su posible
inespecificidad y sobretodo que no existe aln un anticuerpo para el virus PYVV. Una ventaja
de los métodos basados en el uso de acidos nucleicos es, la alta precision que ofrecen para la
deteccidn viral, asi como su uso simultaneo para la caracterizacion genética de los virus en
estudio e incluso de su interaccion con el hospedero. Estos métodos se dividen basicamente
en dos grupos: hibridacion de acidos nucleicos (ADN/ARN) con marcaje usando fosforo 32
(P%?) (Gamarra, 2002) y aquellos que emplean la metodologia de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (Shcherbakova, 2007; citado por Gil, 2010).
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- Reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR)

Se fundamentan en la amplificacion exponencial de una secuencia de acidos nucleicos que
es flanqueada por un par de iniciadores, los cuales son usados por una polimerasa termo
estable de ADN para la formacion de las nuevas cadenas. La técnica consta de multiples
ciclos (usualmente 35 a 40) en los cuales hay desnaturalizacion de ADN de doble cadena
(ADNdc), anillamiento de los cebadores (oligonucleotidos de 16 a 35 bases), extension
(polimerizacién) y nuevamente desnaturalizacion. Esto permite la deteccidn precisa de una
secuencia viral y posterior secuenciacion para caracterizarla con exactitud (Arciniegas, 2003;
Gil, 2010; Hoy, 2013).

En la aplicacion de este método, el ADNdc se calienta alrededor de 95 °C para separar las
hebras en presencia de los iniciadores. Cuando la temperatura se reduce a una temperatura
apropiada (generalmente entre 36 y 60 °C), los iniciadores hibridan con el ADN en la region
de complementariedad. Luego, la polimerasa extiende los iniciadores para copiar el ADN y
ciclos sucesivos que comprenden la desnaturalizacion del ADN molde, la hibridacion de los
iniciadores y su extension por la polimerasa. Esto da lugar a la acumulacion exponencial de
una region especifica cuyos terminales estan definidos por los terminales 5° de los iniciadores
(Gil, 2010; Hoy, 2013). La repeticion de varios ciclos desnaturalizacion-hibridacién-
extension (de 20 a 40 ciclos) conduce a una acumulacion exponencial del ADN. La sucesién
de estas etapas ha sido automatizada en un termociclador gracias a que la TAQ polimerasa
(extraida de la bacteria termofila Thermus aquaticus) es resistente a temperaturas elevadas
(Box, 1999, citado por Arciniegas, 2003). La combinacion del método de la transcripcion
reversa con PCR hace posible la amplificacion de ARN viral, el cual generalmente se

presenta en baja concentracién en los tejidos del hospedante.

- Retrotranscripcion y ampliacion enzimatica (RT-PCR)

Se utiliza para detectar un virus cuyo genoma es un ARN, como es el caso de PYVV.
Previamente a la PCR se incluye una etapa durante la cual el ARN es transcrito a su ADN
complementario (ADNCc) con la ayuda de una transcriptasa inversa (Hoy, 2013). Inicialmente
la RT-PCR para PYVYV se baso en una técnica desarrollada para el virus de la tristeza de los
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citricos que también pertenece a la familia Closteroviridae utilizando iniciadores para la
detecciodn del gen de la HSP70 (Salazar, et al., 2000; Gil, 2010).

En resumen, el proceso de RT-PCR implica:

1. Aislamiento del ARN viral (total)
2. Transcripcion en reversa del ARN viral a ADNc
3. Amplificacion del ADNc por la ADN polimerasa (PCR)
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I11. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del experimento

3.1.1. Lugar

El trabajo se llevo a cabo en el afio 2015, en dos areas del Centro Internacional de la Papa
(CIP), ubicadas en La Molina - Lima (LS 12° 4’ 34>, LO 76° 56’ 46’ y 244 m.s.n.m):

- Laboratorios de la Unidad de Virologia en cuyas areas se realizaron los analisis

moleculares.

- El invernadero y cobertor de la Unidad de Virologia del CIP, donde se realizé la
crianza del vector, el mantenimiento de la planta fuente de PYVV vy la siembra y

mantenimiento de las plantas de cada tratamiento.

3.1.2. Clima

La zona de La Molina presenta las condiciones climaticas tipicas de costa central, con un
clima templado célido perteneciente a la zona é&rida central. El invernadero estuvo
acondicionado para mantener una temperatura entre los 22 a 23 °C y 80 % de humedad
relativa, mientras que el cobertor mantuvo las mismas condiciones climaticas que el de la

zona (La Molina).

3.2. Metodologia

Las temperaturas-tratamiento empleadas para determinar la eficiencia de transmision del
virus PYVV fueron: 12 °C, 15 °C, 18 °C, 20 °C y 25 °C, las que se mantuvieron constantes

durante:

- El Periodo de Acceso a Adquisicion (PAA- apartado 3.2.5)
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- El Periodo de Acceso a Inoculacion (PAI- apartado 3.2.6)
- El desarrollo de la planta positiva (fuente del virus) desde su inicio de siembra hasta
el dia final del PAA.

3.2.1. Crianza de la mosca blanca T. vaporariorum

Las colonias de Trialeurodes vaporariorum (Westwood) empleados provienen de
aislamientos de colectas de pupas encontrada en hojas de la planta Lantana sp. ubicadas en
el CIP - La Molina, las cuales fueron seleccionadas morfol6gicamente con ayuda del
estereoscopio para tener seguridad de obtener pupas de la especie y evitar colectas de pupas

parasitadas o de otras especies de mosca blanca.

Para la crianza de insectos se utilizaron jaulas de madera de dimensiones 76.5 x 41 x 52 cm
acondicionadas con dos mangas de tela (Figura 2a y 2b), donde se sembraron tubérculos de
Solanum tuberosum Clon Walter Amoros (CIP-W.A.077/397077.16) en macetas de 5°” como
fuente de alimento, las cuales se sembraron de forma escalonada (dos plantas cada 4 dias)
para mantener una poblacion constante de pupas disponibles para el momento del aislamiento
de la colonia joven (Figura 2c). Se realiz6 constantes chequeos para evitar el ingreso de algin

otro insecto plaga o de alguna enfermedad.
3.2.2. Aislamiento de la colonia joven de T. vaporariorum

Se instalé una jaula acrilica (30 x 30 x 35 cm) con una planta de Solanum tuberosum Clon
W.A, para aislar las pupas provenientes de las jaulas matrices, proporcionando una colonia
joven de la misma edad. Uniformizando de esta manera la edad de los adultos al momento

de la adquisicion del virus (Figura 2e).

Se colectaron las hojas con mayor cantidad de pupas (hojas basales y medias) que estuvieron
mas cerca a la eclosion, y se mantuvieron hidratados en pequefios viales de vidrio
acaramelados para que puedan darle tiempo a que emerjan los adultos y colonicen la nueva
planta (Figura 2d). Se mantuvo esta colonia hasta el momento de obtener la mayoria de pupas

emergidas, para luego usar los adultos en el proceso de adquisicion del virus (Figura 2f).
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Figura 2: a'y b) Jaula de madera con dos mangas para crianza de insectos; ¢) Manutencion de adultos de mosca con plantas de papa; d)

Pupas colectadas; €) Planta de papa con adultos jovenes o recién emergido; f) Adultos jévenes emergidos.
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3.2.3. Instalacién de plantas positivas como fuente del virus PYVV

Se sembraron entre 3 a 5 tubérculos provenientes de plantas positivas de Solanum tuberosum
var. Canchan INIA (CIP 380389.1) infectadas con el virus PYVV (confirmada por test RT-
PCR) en macetas de 5 y se instalaron en una camara de crecimiento bioclimatica
(BIOTRON), que estuvo previamente acondicionado a la temperatura correspondiente de
cada tratamiento (Figura 3a 'y 3b).

Se regd periddicamente, y se mantuvo ademas una bandeja con agua en el interior de cada
BIOTRON para mantener una humedad constante (> 80 %). Luego de 15 a 25 dias
aproximadamente de su siembra (dependiendo de la temperatura-tratamiento, a mayor
temperatura menor nimero de dias), se extrajeron hojas de las plantas-fuente en una bolsa de
polietileno (una hoja de la zona apical y otra de la zona media) para la confirmacién de la

presencia de virus mediante pruebas de RT-PCR (Figura 3c y 3d).

Figura 3: a: siembra de plantas positivas en BIOTRON, b: plantas positivas a los 15 dias
de desarrollo, c: extraccion de muestras para confirmacion de virus, d: electroforesis de
material obtenido después del RT-PCR y PCR
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3.2.4. Instalacion de plantas libre de virus para inoculacion del virus PYVV

Las plantas de Solanum tuberosum Clon W.A libre de virus (100 repeticiones) que se usaron
para cada temperatura-tratamiento se sembraron luego de 10 dias despues de siembra de las
plantas-fuente del virus, en macetas de 5°’, y se mantuvieron en invernadero hasta el dia de

la inoculacion del virus (Figura 4).

Figura 4: Plantas libre de virus en invernadero a los 5 dias después de siembra.

3.2.5. Adquisicién del virus por el vector T. vaporariorum

Una vez confirmada la presencia del virus en la planta-fuente, se procedi6 a la infestacion de
esta con adultos de mosca blanca provenientes de la colonia joven. Se emplearon microjaulas
elaboradas de 10 cm de didmetro y 2 cm de altura con tres agujeros de 1.5 cm de diametro;
y se colectaron los adultos de mosca blanca de la colonia joven de forma mecénica mediante
el empleo de viales, que fueron insertados en las microjaulas permitiendo la liberacion de los
adultos en las hojas seleccionadas de la planta-fuente (parte apical y media) (Figura 5a), y se

sell6 herméticamente con parafilm para evitar la salida de los adultos (Figura 5b y 5c¢).

El PAA tuvo un periodo de 48 horas de acuerdo a la metodologia empleada por Diaz y
Pulgarin (1989) y por Gamarra et al., (2010), que demostrd6 mejores resultados con este
periodo de adquisicion.
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3.2.6. Inoculacién del virus por el vector T. vaporariorum

Luego de finalizado el periodo de adquisicion del virus, se procedio a infestar cada planta de
Solanum tuberosum Clon W.A libre de virus con un adulto de mosca blanca virulifero (Figura
5d y 5e), debido a que se obtuvo éxito en la transmision empleando un individuo segun los
resultados de Diaz y Pulgarin (1989) y Gamarra et al., (2010), por lo que se empled esta

cantidad para determinar la eficiencia del adulto como vector del virus.

Posteriormente de la infestacion de las plantas libre de virus, estas se cubrieron con un vaso
de plastico de 1L de capacidad que tuvieron un agujero de 6.5 cm en la parte inferior y dos
agujeros de la misma dimension en los lados laterales, sellados con una malla organza para
ayudar en la ventilacion de la planta y del insecto, y se cerrd herméticamente con parafilm

para evitar la salida del adulto (Figura 5f).

Se acondiciond previamente las cAmaras bioclimaticas (BIOTRONES) a la temperatura en
evaluacion, y se dio inicio al PAI con un periodo de 72 horas (Figura 5g); el cual demostr6
mejores resultados en la metodologia empleada por Diaz y Pulgarin (1989) y Gamarra et al.,
(2010). Al término del PAI se procedio a colectar los adultos para realizar posteriormente
una prueba de RT-PCR para confirmacion de la retencion del virus en el grupo de adultos.

Luego se ubicaron las plantas en el invernadero que estuvo acondicionado a una temperatura

entre 22 a 23 °C, hasta el término de su ciclo fenolégico (Figura 6a).
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Figura 5: a: adultos de mosca blanca colectados en viales, b: sellado hermético, c: seleccion de hojas del tercio medio y superior; d y
e: coleccion de un adulto de mosca blanca virulifera, f: infestacion en planta sana libre de virus, g: Traslado de plantas infestadas a los
BIOTRONES por un PAI de 72h.
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3.2.7. Confirmacion de éxito de transmision

Luego de los 30 dias después del PAI se procedi6 a la extraccion de hojas de las repeticiones
de forma similar a la extraccion de hojas de las plantas-fuente (Figura 6d, 6e y 6f).
Posteriormente con el producto final de la extraccion (Anexo 1) se procedio a la prueba de
RT-PCR (Anexo 3). Finalmente, con el producto final del RT-PCR se realizd una
electroforesis para su lectura final mediante luz UV (Anexo 4), donde se pudo observar la
banda del ADN viral (entre los 750 a 800 pb para el caso de PYVV) en los casos donde hubo

éxito en su transmision.

Simultdneamente se observo y registrd la sintomatologia del virus en las plantas ubicadas en

el invernadero.

32



Figura 6: a) reubicacion de las plantas en el invernadero luego del PAI; b: plantas a los 30 del PAI; c: extraccion de hojas en cada

repeticion; d, e y f: proceso de extraccion y purificacién de acidos nucleicos.
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3.2.8. Transmision seriada a temperatura fluctuante

Se realiz6 una transmisién seriada para observar la retencién del virus por su vector, que
consistio en inoculaciones sucesivas en diferentes plantas sanas por dia (durante 10 dias)
empleando el mismo vector virulifero. El cual se realiz6 en el cobertor ubicado en las

instalaciones del CIP a temperatura fluctuante.

Se sembraron entre 2 a 3 plantas-fuente en macetas de 5’ y se ubicaron dentro del cobertor
(Figura 7a). A los 10 dias después de la siembra de la planta-fuente se sembraron las plantas
libres de virus de forma escalonada (7 plantas por dia durante 10 dias) (Figura 7b). Luego
de los 15 dias de siembra de las plantas-fuente, se realizé la confirmacion de presencia de
virus por RT-PCR de las plantas-fuente. Una vez confirmada la fuente del virus, se procedid
al PAA por 48 horas.

Transcurrido el PAA, se infestaron 6 plantas libre de virus con un adulto virulifero por planta,
y un control negativo (1 adulto libre de virus). Se dio inicio al PAI por un periodo de 24 horas
(Figura 7d). Al término del PAL, se extrajeron las moscas adultas y se colocaron en una nueva
planta libre de virus por 24 horas mas, incluyendo el control negativo, y asi sucesivamente
durante 10 dias. A los 30 dias después del PAI se realizé la confirmacion de presencia de
virus por RT-PCR (Figura 7e).

- Este experimento tuvo tres repeticiones distribuidos en tres épocas del afio:

o Febrero— Abril: 1ra Temperatura Fluctuante
o Mayo — Junio: 2da Temperatura Fluctuante
o Julio — Agosto: 3ra Temperatura Fluctuante
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Figura 7: a: plantas positivas después de 15 dias de siembra; b: siembra de plantas sanas

para las repeticiones de transmision seriada; c: plantas libres de virus a los 7 dias después

de siembra; d) ler PAI de la transmision seriada; €) Repeticiones de transmision seriada a
los 30 dias del PAL.
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3.2.9. Experimento adicional: Prueba de inoculacién con 50 adultos de T.
vaporariorum

Se realizd una prueba adicional en cada temperatura-tratamiento, que consistio en la
infestacion de 10 plantas sanas con 50 adultos viruliferos por temperatura, y se procedio con
el mismo proceso que los tratamientos con un solo adulto (apartado 3.2.5 — 3.2.7). Ademas,
se realizé una transmision seriada en temperatura fluctuante con 50 adultos, procediendo con

misma metodologia que de la transmision seriada con 1 insecto (apartado 3.2.8).

3.2.10. Procedimiento para el modelamiento de los datos obtenidos

Los datos fueron analizados con el Software ILCYM 3.0 utilizando el paquete estadistico del

programa R (3.3.1).

Se desarroll6 un sub modelo en ILCYM para determinar la dependencia de la temperatura en
la eficiencia de transmision del virus. Posteriormente se utilizé este sub modelo basado en el
proceso de transmision con pardmetros y funciones matematicas para vincular la eficiencia
de la transmisién del virus con el modelo de la fenologia del insecto el cual fue desarrollado

en estudios previos por el CIP por Gamarra (2016).

La transmision es evaluada por cada adulto de una muestra n; de la j-ésima temperatura Tj,
considerandose entonces como una variable dicotomica y;;, con valores de 1 para la

ocurrencia y 0 para la ausencia, del i-ésimo insecto en la j-ésima temperatura, para obtener
la frecuencia absoluta o nimero total de insectos que transmitieron por cada temperatura

X1 yij,» y finalmente obtener el porcentaje de transmision de la siguiente forma:

Vi {1: Hubo transmision del virus
ij —

0: No hubo transmision del virus

_Z?yij
_Tj
i=12,..,n
j=12,..q

Entonces por cada temperatura constante evaluada (T) se tendra el valor de un porcentaje de

pj
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transmision (p), donde la temperatura es la covariable o variable independiente, mientras que
el porcentaje de transmision es la variable objetivo o dependiente; dicha relacidn estara
representada por una funcion de forma no lineal (generalmente se trabaja con funciones no
lineales utilizadas en el modelamiento de la tasa de desarrollo, generados en el software
ILCYM):

Sub Modelo (ILCYM): f(M)=p

Para estimar la supervivencia se usaron las funciones estimadas de la mortalidad de cada
estado inmaduro: mgg 4 (T), Mygrpae(T), Mpypae(T), Obtenidas de la fenologia de la plaga

ya establecidos en ILCYM en estudios previos (Gamarra, 2016), entonces la funcion de

supervivencia se compone de la siguiente manera:

g)=s=1- (1 - (1 - mEgg(T)) * mLarvae(T)) * mPupae(T)

La siguiente funcion no lineal representa uno de los estados inmaduros (Gamarra, 2016):

1

(T-Topt) (Topt—T)
<1+e B >*<1+e B )*H
e

Modelo Wang 1: mgg,,(T) =1 —

Parametros del modelo: Topt, B, H

Mientras que para estimar la oviposicion total, esta se extrae también de la fenologia de la
plaga generado en ILCYM (Gamarra, 2016), y se representa de la siguiente manera:

_1(_(T—Top))2
Modelo Taylor: q(T) =o=1—-rm=xe 2\" Tron

Parametros del modelo: rm, Top, Troh
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

En este apartado para su mejor redaccion y entendimiento, la informacion sera presentada en
la siguiente secuencia; primero los resultados experimentales seguidos de su discusiones y

de su aplicacion mediante modelos ILCYM.

4.1. Transmisién del virus PYVV usando un individuo como vector

El vector Trialeurodes vaporariorum llego a transmitir el virus PYVV en diferentes grados
dentro de las temperaturas evaluadas. Teniendo un rango de eficiencia de transmision
individual desde 3 % hasta 64 % en las temperatura-tratamiento de 25 °C y 15 °C
respectivamente (Cuadro 2). Estos porcentajes fueron obtenidos de acuerdo a los resultados
obtenidos en las pruebas de RT-PCR (Anexo 6), donde se consideraron como positivos
(planta infectada) las bandas que presentaban el peso molecular del virus que va entre 750 a
800 pb (Livieratos et al., 2004; Gil, 2010).

Cuadro 2: Porcentaje de transmision del Virus del amarillamiento de las venas de la papa

(PYVV) por T. vaporariorum a 5 temperaturas constantes.

) Plantas infectadas Porcentaje de | Plantas con
Tratamiento ) L .
(confirmadas por RT-PCR) | Transmision | sintomas
12°C 14/100 14 % 0/100
15°C 64/100 64 % 3/100
18°C 4/100 4% 0/100
20°C 4/100 4% 0/100
25°C 3/100 3% 0/100
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Asimismo, en el Cuadro 2 se reafirma la caracteristica asintomatica que tiene PYVV,
observandose que a pesar de llegar hasta un 64 % de plantas infectadas en el tratamiento de
15 °C, solo un 3 % de ellas mostraron los sintomas caracteristicos de la infeccion,
confirméndose la caracteristica asintomatica de este virus (Salazar et al., 2000; Zapata et al.,
2004). En las repeticiones donde se pudo observar los sintomas (15 °C), estos tuvieron un
tiempo de 17 a 33 dias en manifestar los sintomas caracteristicos del virus, lo cual esta dentro
del rango mencionado por Diaz y Pulgarin (1989), que va desde los 10 dias hasta los 60 dias,
con una media de 19 dias; y segin Zapata et al. (2004) se puede manifestar tempranamente
a los 12 dias.

Figura 8: Sintomatologia tipica de PYVV observada en una de las repeticiones de
la temperatura-tratamiento de 15 °C.

Una vez obtenido los porcentajes de transmision en cada temperatura-tratamiento, se
procedid a generar el modelo de transmisién en ILCYM. Representandose de la siguiente

forma:

f()y=p
T : Temperatura (12, 15, 18, 20 y 25 °C)

p = porcentaje de transmision
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Modelo ILCYM para la transmision obtenida:

2
(eK(T _Topt) + e_K(T _Topt) )

F) =35

min

Paradmetros del modelo: Dy, K, Tope

El Modelo se puede ver graficado de la siguiente manera:
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== Janish 1 model

Rango de Transmision (%)
04
L

Porcentaje
o |
o
Q) e e .
o 3 5
T 1 1 1 ] T ]
0 5 10 15 20 25 30

Temperatura(2C)

Figura 9 : Curva del Modelo de Transmision del virus PYVV empleando un individuo de

Trialeurodes vaporariorum (Westwood) en funcion a la temperatura.
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Una vez obtenido el modelo que representa la eficiencia de transmision del virus en funcion
a la temperatura (funcion f), se pudo complementar con los modelos basados en el ciclo de
vida del insecto como la tasa de supervivencia y tasa de ovoposicion (funciones g y q)
determinados en estudios previos llevados a cabo por Gamarra (2016), empleando de igual
forma el software ILCYM. Se interrelacionaron las 3 funciones (sub modelos) donde se
muestra diferentes temperaturas dptimas para la transmision de virus y el desarrollo del

insecto (Figura 10).

Rango de Transmisién y Supervivencia

Interrelacién entre los rangos de transmisiéon del virus, supervivencia y oviposicién

1.2 50
45

40

) g(l) =5
0.8 Potencial de >

Transmision del
virus PYVV

30

1301 ugpisoding

0.6 25
20
0.4
15
10
0.2
5
0 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Temperatura
e Transmision w— Supervivencia s Oviposicion Total

Figura 10 : Interrelacion entre los modelos de trasmision del virus PYVV, supervivencia y

ovipocision total para T. vaporariorum en funcion a la temperatura.

En la Figura 10, el area remarcada en amarillo entre las curvas refleja el potencial de
transmision del virus en relacion con los rangos minimos y maximos de supervivencia y
ovoposicion de Trialeurodes vaporariorum en funcion a la temperatura. Se puede observar

que la mayor eficiencia de transmision se da a 15 °C, con un 64 % de éxito en la transmision;
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gue es cuando el insecto alcanza un porcentaje de supervivencia de 60 %, lo cual es un
indicativo que a temperaturas bajas el insecto puede tener un desarrollo cerca de lo normal y
un alto grado de eficiencia de transmision, pudiéndose encontrar estas condiciones favorables
en zonas templadas. Pero a la vez es desfavorable para la ovoposicion total del insecto que
llega a un porcentaje bajo (17 %), lo cual afectaria en la diseminacion de las poblaciones del
vector.

Adicionalmente, se realizé una prueba molecular en el grupo de adultos de mosca blanca
viruliferos (100 adultos) empleados en cada temperatura-tratamiento para constatar la
presencia del virus dentro de cada grupo, dando como resultado la confirmacion de la
presencia del virus dentro de todos los grupos, pero sin saber con exactitud cuéles de los 100
individuos adquirieron el virus, ya que se necesita una muestra numerosa de adultos para la
extraccion del ARN, y posteriormente, el producto final sea suficiente para las posteriores

pruebas moleculares de acuerdo a los protocolos establecidos.

1 2 3 4 5 Lad Muestras:

1 Adultos de T. vaporariorum
del PAIl a 18 °C (100 adultos)

.‘, | 1ra repeticion

2 Adultos de T. vaporariorum
del PAIl a 18 °C (100 adultos)
2da repeticion

P — 3 Adultos de T. vaporariorum

del PAI a 18 °C (100 adultos)

3ra repeticion

ce - 4  Canchan con PYVV (Control
Positivo)
5 Clon WA (Control Negativo)
Ladder 1kb

Figura 11: Deteccion del virus PYVV en adultos de T. vaporariorum recolectados luego
del PAI en la temperatura-tratamiento de 18 °C
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Este estudio proporciona datos experimentales que demuestran que la transmision de PYVV
por adultos individuales de T. vaporariorum resulta en un vector relativamente eficiente del
virus PYVV. Gamarra et al. (2010), Wintermantel (2010) y Wisler (2006) observaron que
solo los vectores mas eficientes eran capaces de transmitir las especies de Crinivirus tal como
se observo con el virus del enanismos clorético del camote (SPCSV) y el virus de la clorosis
del tomate (ToCV) por las moscas blancas de forma individual. También se ha observado
que la eficiencia de transmision del ToCV, el virus de los amarillamiento infeccioso de la
lechuga, el virus pseudo-amarillento de la remolacha (BPYV) y el PYVV estan influenciados
por el nimero de individuos utilizados para inocular las plantas de ensayo (Ng, J.C.K. et al
2006, Wintermantel et al., 2006; Gamarra 2002).

Gamarra et al., (2010), realizé un estudio similar con el virus Sweet potato chlorotic stunt
virus para observar la eficiencia de transmision mediante sus vectores Bemisia afer sensu
lato y Bemisia tabaci biotipo B, bajo dos temperaturas constantes de 20 y 25 °C; obteniendo
un nivel bajo de transmision a través del empleo de un adulto como transmisor en ambas
especies; dando como resultado una eficiencia de transmision de 6 a 13 % para el caso de B.
afer a 20y 25 °C respectivamente, y de 7 a 13.1 % de eficiencia de transmision para B. tabaci
a 20 y 25 °C respectivamente; siendo la temperatura de 25 °C donde se encontré un mayor
éxito de transmision del virus. Estos porcentajes de trasmision bajos tienen similitud con lo
observado en la transmision de PYVV a 20 y 25 °C, donde se hallaron porcentajes de
transmision de 4 y 3 % respectivamente, lo que nos pueda dar un indicio de que los virus

tienen una mejor eficiencia de transmision a temperaturas bajas.

Duffus (2001), evalu6 la eficiencia de transmision en otros virus transmitidos por T.
vaporariorum, encontrando un porcentaje que va desde 0 %, 8 % y 10 % para los virus ToVC,

TICV y BPVV respectivamente, mediante el empleo de 1 adulto virulifero.
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4.2. Transmision seriada del virus PYVV usando un individuo como vector a
temperatura fluctuante

Se realizaron 3 repeticiones en 3 épocas del afio, en los cuales solo hubo éxito de transmision

en la 3ra temperatura fluctuante que se realizo en la época de invierno, como se muestra en
el Cuadro 3.

Cuadro 3: Numero de plantas infectadas con PYVV por medio de Transmision seriada

utilizando un adulto virulifero de T. vaporariorum en 3 épocas del afio.

lra Temperatura
Fluctuante (Febrero - Abril)

2da Temperatura

Fluctuante (Mayo - Junio)

3ra Temperatura

Fluctuante (Julio - Agosto)

T min promedio: 19.5 °C/

T min promedio: 17.4 °C/

T min promedio: 14.5°C/

N® de T max promedio: 29.6 °C T max promedio: 23.9 °C T max promedio: 21.4 °C
Individuo
Plantas infectadas Plantas infectadas Plantas infectadas

1 0/10 0/10 6/9*

2 0/10 0/10 10/10

3 0/10 0/10 6/10

4 0/10 0/10 5/5*

5 0/10 0/10 8/10

6 0/10 0/10 5/5*
7 (control

) 0/10 0/10 0/10
negativo)

*0ltimo dia de vida del adulto

Como se puede observar en el Cuadro 4 se llego a obtener la transmision del virus hasta el

dia 10 en la 3ra temperatura fluctuante, y con un minimo de hasta 5 dias para que el insecto

Ilegue a transmitir el virus exitosamente (ANEXO 9), teniendo semejanza con lo mencionado

por Arciniegas (2003), quien menciona que los Crinivirus pueden ser transmitidos por sus
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vectores entre 1 a 9 dias; y segun Zapata et al. (2004) el vector permanece virulifero hasta
los 6 dias aproximadamente luego de haber adquirido el virus. En contraste, en lo reportado
por Duffus (2001), la persistencia de los virus ToVC, TICV y BPVV en su vector T.
vaporariorum tuvieron un rango desde 1 dia, 3 dias, hasta los 6 dias respectivamente.
Observandose que no todos los virus transmitidos por T. vaporariorum tienen la misma
persistencia en el mismo vector. Las temperaturas registradas en la 3ra temperatura fluctuante
tuvieron rangos promedio de temperatura minima y maxima de 145 a 214 °C
respectivamente; y fue la época mas fria del afio para la zona en evaluacion. Por tanto, se
observd que en la época de invierno las condiciones fueron favorables para una transmision
eficiente de PYVV por T. vaporariorum. Estos resultados tienen similitud en comparacion

con el resultado obtenido en la transmision con temperatura constante a 15° C.

Posteriormente, empleando el modelo generado en el software ILCYM, que se obtuvo en la
transmision con temperatura constante, se pudo obtener los siguientes resultados de
simulacion en la transmisién seriada con temperatura fluctuante, utilizando la temperatura

promedio durante las fechas de inoculacion:

- Enla 1ra temperatura fluctuante se pudo observar que el rango de temperatura donde se
realizd el periodo de acceso a inoculacion de la primera temperatura fluctuante estuvo
entre 21.9 — 24.2 °C; y al emplear el modelo de transmision del virus PYVV obtenido,
nos da como resultado una eficiencia de transmision entre 0.087 — 0.013 %. Estos
porcentajes de transmision son muy bajos lo cual tiene una relacion directa con lo que
se obtuvo en campo, donde no se obtuvo ninguna planta con éxito en la transmision

seriada del virus mediante la confirmacion por RT-PCR.

- Enla 2da temperatura fluctuante se pudo observar que el rango de temperatura donde se
realizé el periodo de inoculacion de la segunda temperatura fluctuante estuvo entre 18.8
—19.6 °C y al emplear el modelo obtenido, nos da como resultado una eficiencia de
transmision entre 2.3 — 1.1% respectivamente. Estos porcentajes de transmision, si bien
se incrementd respecto a la 1ra temperatura fluctuante, ain siguen siendo muy bajos lo

cual tiene una relacion directa con lo que se obtuvo en campo, donde no se obtuvo
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ninguna planta con éxito en la transmision seriada del virus mediante la confirmacion
por RT-PCR.

En la 3ra temperatura fluctuante se pudo observar que el rango de temperatura donde se

realizo el periodo de inoculacion de la tercera temperatura fluctuante estuvo entre 15.8

— 17.1 °C y al emplear el modelo obtenido, nos da como resultado una eficiencia de

transmision entre 38.4 — 11.8% respectivamente (Cuadro 4). Estos porcentajes de

transmision si generan un mayor éxito en la transmision del virus, en comparacion con

las 2 temperaturas fluctuantes anteriores. Y en consecuencia, lo obtenido en campo

también demostré un alto porcentaje de transmision, llegando hasta un 100% hasta el dia

6 de la transmision seriada y luego fue decreciendo.

Cuadro 4: Eficiencia de transmision del virus PYVV en la 3ra Temperatura fluctuante
(Julio - Agosto) empleando el Modelo de transmision del virus PYVV.

. _ | Porcentaje NUmero de Numero de Chi
emperatura | Tamafio de plantas plantas drad
Dia Fecha promedio en de . .. linfectadas de | infectadas cuadraco
transmision .
el PAI (°C) | muestra (%) acuerdo al confirmadas A
0 Modelo por RT-PCR ((xy)~2)ly
1 104/07/2014 15.8 6 38.418 2 6 8
2 |05/07/2014 15.9 6 33.869 2 6 8
3 106/07/2014 16.0 6 32.442 2 6 8
4 107/07/2014 16.2 6 27.197 2 6 8
5 108/07/2014 17.0 6 12.938 1 6 25
6 |09/07/2014 17.1 4 11.765 0 4 0
7 10/07/2014 16.6 4 18.854 1 2 1
8 [11/07/2014 16.4 4 21.666 1 1 0
9 [12/07/2014 16.3 4 23.746 1 2 1
10 [13/07/2014 16.2 3 26.002 1 1 0

46




4.3. Prueba adicional: Transmision del virus PYVV empleando un grupo de
individuos viruliferos como vectores

Transmision con temperatura constante

El resultado obtenido al infestar una planta (10 repeticiones por temperatura) con un grupo
de 50 individuos de Trialeurodes vaporariorum tuvo variacion dentro de las temperaturas
evaluadas. Teniendo un rango de eficacia desde 0 % hasta 80 % (20 °C y 12 °C
respectivamente) en el éxito de transmisién (Cuadro 5). Estos porcentajes fueron obtenidos
de acuerdo a la confirmacién de la presencia del virus obtenido en las pruebas de RT-PCR
(Anexo 8).

Cuadro 5: Porcentaje de transmision a 5 temperaturas constantes utilizando 50 adultos

viruliferos de T. vaporariorum (Westwood).

Temperatura- Plantas infectadas Porcentaje de Plantas con
Tratamiento confirmadas por RT-PCR Transmision sintomas
12°C 8/10 80 % 5/10
15°C 6/10 60 % 0/10
18°C 2/10 20 % 1/10
20°C 0/10 0% 0/10
25°C 1/10 10 % 0/10

Y obteniendo la siguiente curva :
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100%

80%
y =0.007x2 - 0.32x + 3.6938
R?=0.9347

60% Porcentaje

—— Polinémica (Porcentaje)
40%

Porcentaje de transimision

20%
25; 10%

0%
0 5 10 15 20 25 30
Temperatura-Tratamiento

Figura 12: Eficiencia de transmision del virus PYVV empleando 50 individuos de T.

vaporariorum viruliferos a temperatura constante

Figura 13: Sintomatologia tipica de PYVV observada en una de las repeticiones de la

temperatura-tratamiento de 12 °C infestado con 50 adultos viruliferos.
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En la prueba con temperaturas constantes empleando un grupo de moscas blanca viruliferas,
se lleg6 a obtener los mayores porcentajes de eficiencia de transmision de 80 y 60 % en las
temperaturas de 12 y 15 °C respectivamente, y observandose que, al aumentar la temperatura,
la eficiencia de transmisién disminuyo hasta 0 % en el caso de 20 °C y tan solo 20 % a 18 °C
y 10% a 25 °C. Estos porcentajes de transmision, tienen similitud con lo obtenido en la
transmision con un individuo virulifero a temperatura constante, donde se encontr6 una
mayor eficiencia de transmision en las temperaturas-tratamiento de 12 y 15 °C (14 y 64 %
respectivamente) y una menor eficiencia de transmision a 18, 20 y 25 °C (4, 4y 3 %

respectivamente).

En lo reportado por Duffus (2001), otros virus como BPYV, TICV y ToCV transmitidos por
el mismo vector, tuvieron un éxito de transmision de 83.3, 83 y 28 % respectivamente al ser

inoculados con un grupo de 40 adultos viruliferos.

Los sintomas se manifestaron en mayor numero de repeticiones a comparacién de la
transmision individual, pero aun asi hubo casos de plantas sin sintomas que se confirmaron
como positivas en las pruebas moleculares (Cuadro 5). Los sintomas se presentaron desde
los 14 dias hasta los 37 dias después del PAI, lo cual tiene mucha similitud con lo mencionado
por Arciniegas (2003), que observo la aparicion de sintomas entre los 28 — 32 dias mediante

la infestacion con 100 adultos de T. vaporariorum viruliferos.

Ademas, se volvid a realizar una prueba molecular en el grupo de adultos de mosca blanca
(100 adultos por muestra para extraccion) de cada temperatura-tratamiento para constatar la
presencia del virus dentro de cada grupo, dando como resultado la confirmacién de la

presencia del virus dentro de todos los grupos.
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Transmision seriada con Temperatura Fluctuante

En la transmision seriada utilizando 50 adultos, se llegé a tener éxito en la transmision hasta
el dia 10 de inoculacién, pero ademas de manera intermitente, ya que, en algunas de las

repeticiones, no se obtuvo éxito en la transmision (ANEXO 10).

Cuadro 6: Numero de plantas infectadas con PYVV en transmision seriada utilizando 50

adultos viruliferos de T. vaporariorum con PAI de 24 horas durante 10 dias continuos.

T min promedio: 14.5°C/
N° de Grupo de T max promedio: 21.4 °C
individuos Plantas infectadas (confirmadas ]
oor RT-PCR) Plantas con sintomas
1 6/10 0/10
2 8/10 1/10
3 6/10 0/10
4 6/10 0/10
5 9/10 0/10
6 7/10 1/10
7 (control negativo) 0/10 0/10

En el Cuadro 6, podemos observar que la transmision seriada con un grupo de individuos
viruliferos tuvo un éxito de transmision de como minimo hasta el dia 6 de inoculacion
seriada, y en algunas repeticiones llego hasta el dia 10, teniendo nuevamente semejanza con
lo mencionado por Arciniegas (2003), quien menciona que los Crinivirus pueden ser
transmitidos por sus vectores entre 1 a 9 dias; y segun Zapata et al., (2004) el vector
permanece virulifero hasta los 6 dias aproximadamente. Si bien la prueba se realiz6 en la
misma temporada donde se realiz6 la 3ra transmision seriada con temperatura fluctuante

empleando un individuo, y en donde se obtuvo un alto porcentaje de éxito de transmision
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(hasta el dia 10), también debemos agregar que la mayor cantidad de individuos viruliferos
aumenta en gran proporcién la probabilidad de un mayor éxito de transmision, como se
observo en esta prueba adicional. Los sintomas fueron observados en pocas repeticiones,
habiendo casos de plantas sin sintomas que se confirmaron como positivas en las pruebas

moleculares. Los sintomas se presentaron a los 17 dias después del PAI (Cuadro 6).

4.4. Resultado aplicativo del Modelo

Con el Modelo obtenido en las pruebas a temperatura constante donde se determind la
eficiencia de transmision del virus PYVV respecto a su vector T. vaporariorum en funcion
de la temperatura, se puede emplear el modelo de interaccién (Figura 10) de los 3 submodelos
(Supervivencia, oviposicion y transmision) de forma aplicativa en el software ILCYM, para

poder visualizar las zonas con riesgo potencial de diseminacién del virus.

En la Figura 14, se puede apreciar que la presencia del virus PYVV confirmada en campo
por el CIP (puntos morados) coincide con lo determinado por el modelo, donde se ve
reflejado en las areas del nivel 3 al 7 (mayor zona de riesgo de diseminacién). Por lo tanto

esto nos ayuda a validar el modelo encontrado en este estudio.

51



Riesgo de diseminacion:
- Nivel > 3: Zona de mayor
riesgo
- Nivel < 3: Zona de menor
riesgo

Zonas con presencia
confirmada del virus
PYVV (CIP)

Figura 14: Mapa de riesgo potencial de la presencia del virus PYVV para el afio 2000
empleando el modelo de transmision del virus obtenido con el software ILCY M.
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Posteriormente, también se realiz6 una simulacion con el modelo de interaccion (Figura 10)
para observar el posible escenario de la diseminacion del virus PYVV para el afio 2050.
Observandose en la Figura 15 el riesgo potencial de diseminacién del virus por los posibles

efectos del cambio climatico.

0  Riesgo de diseminacion:

- Nivel > 3: Zona de mayor
riesgo

- Nivel < 3: Zona de menor
riesgo

confirmada del virus
PYVV (CIP)

. Zonas con presencia

-80 -75 =70

Figura 15: Mapa de riesgo potencial de la presencia del virus PYVYV para el afio 2050

empleando el modelo de transmision del virus obtenido con el software ILCYM
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V. CONCLUSIONES

1. Se llegd a obtener un modelo de eficiencia de transmision del virus PYVV por su
vector T. vaporariorum en funcion a la temperatura empleando un adulto virulifero,
donde el porcentaje mas alto de transmision se logré a los 15 °C (64 % de eficiencia)
y el punto mas bajo de eficiencia fue a los 25 °C (3 % de eficiencia). Observandose
que el vector Trialeurodes vaporariorum (Westwood) es un vector relativamente

eficiente a diferentes temperaturas.

2. En la temperatura fluctuante y con transmision seriada empleando un individuo
virulifero, se obtuvo éxito en la transmision en la tercera época de evaluacién (época
de invierno) donde la eficiencia de transmision se obtuvo hasta el Gltimo dia de
inoculacion (dia 10), con un minimo de 5 dias. Observandose que el insecto puede

permanecer virulifero por un prolongado numero de dias.

3. Se comprob6 la presencia del virus en plantas que no presentaron sintomas.
Reafirmando de esta manera el caracter asintomatico del virus PYVV. La mayor
cantidad de plantas con sintomas se obtuvo en la temperatura de 15 °C y tuvieron un
periodo en manifestar los sintomas caracteristicos entre 17 a 33 dias después de la

inoculacién.

4. En la transmision del virus con una poblacion de 50 adultos viruliferos, se obtuvo
mayor eficacia de transmision en las temperaturas de 12 y 15 °C (80 % y 60 %
respectivamente) y menor eficacia en las temperaturas de 20y 25 °C (0 % y 10 % de
respectivamente). A pesar de la mayor carga viral aportada, hubo plantas
asintomaticas que adquirieron el virus (confirmadas por RT-PCR). Y en los casos
donde hubo sintomas estos se manifestaron entre los 14 a 37 dias del PAI.
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5. En laprueba de transmisidn seriada con inoculacion de 50 adultos viruliferos, se llegd
a obtener transmision hasta el altimo dia de inoculacion (dia 10), con un minimo de
6 dias. Manifestdndose los sintomas a los 17 dias (en el caso donde se llego a

presentar).

6. Se llego a confirmar la presencia del virus en todos los grupos de poblaciones de
adultos viruliferos de T. vaporariorum (Westwood) luego del PAI, tanto en las

transmisiones individuales como en los de poblaciones.

7. El modelo obtenido sirve como una fuente de informacion para poder ser empleado
en predicciones de las posibles zonas con riesgo potencial de diseminacién del virus
PYVV, ofreciendo una herramienta para poder prevenir la enfermedad en zonas

donde aun no esté presente.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Comprobar la presencia del virus en los tubérculos obtenidos como cosecha en cada
tratamiento para observar si existe una segregacion del virus en los tubérculos

producidos por cada planta.

2. Realizar una prueba de transmision separando hembras y machos para determinar su

eficiencia segun género.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1: Protocolo de extracciéon de ARN totales con Trizol

1. Moler de 100 a 200 mg de tejido vegetal fresco con 1.5 mL de Trizol (TRIzol®
Reagent) en una bolsa de muestreo (plastico). Macerar usando un tubo de vidrio,
luego transferir el resultado a un tubo microcentrifuga Eppendorf de 2 mL. Vértex

por 5 min a temperatura ambiente.

2. Centrifugar a 12 000 rpm por 5 min.

3. Transferir la fase liquida a un nuevo tubo de microcentrifuga Eppendorf de 2 mL y
agregar 0.4 mL de cloroformo. Agitar vigorosamente por 15 segundos (no utilizar
vortex), y dejar a temperatura ambiente por 2 minutos.

4. Centrifugar a 12 000 rpm por 15 minutos a 4 °C y transferir la fase acuosa a un nuevo
tubo de microcentrifuga Eppendorf de 1.5 mL. Agregar 1 mL de Isopropanol,
homogeneizar suavemente. Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

5. Centrifugar a 12 000 rpm por 10 minutos a 4 °C.

6. Desechar el sobrenadante y lavar el pellet formado (sedimento) con 1 mL de Etanol
al 70-80 %, y centrifugar a 12 000 rpm por 10 minutos.

7. Decantar el sobrenadante y re suspender el pellet resultante en 250 uL de NFW

(Nuclease - Free Water). Afiadir 250 pL de cloruro de litio (LiCI) 4M. Incubar por 24
horas a 4°C.
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8. Sedimentar el RNA por centrifugacion a 12 000 rpm por 20 minutos a 4 °C.

9. Desechar el sobrenadante y lavar el sedimento con 1 mL de Etanol al 70-80 %.

10. Centrifugar a 12 000 por 10 minutos a 4 °C.

11. Desechar el sobrenadante y dejar secar el sedimento a temperatura ambiente por 30

minutos.
12. Re suspender el pellet resultante en 20 pL. de NFW (Nuclease - Free Water) y guardar

a-20 °C.

ANEXO 2: Determinacion de la concentracion de Acidos nucleicos totales

1. El RNA total fue extraido a partir de las muestras de tejido vegetal utilizando un

protocolo de extraccion del reactivo Trizol (instrucciones del fabricante). (Anexo 1)

2. Adicionalmente, se determiné la concentracion de acidos nucleicos totales y la pureza
a partir de la lectura de la absorbancia en el espectrofotometro NanoDrop (ND-1000

Spectrophotometer, Thermo scientific) a 260 nm, y el programa ND-1000 V3.5.2.

ANEXO 3: Deteccién de PYVV por RT-PCR

1. Se confirmd la presencia del virus en las plantas mediante la prueba molecular RT-

PCR llevada a cabo en 2 pasos.

a. Primero, el cDNA fue sintetizado por transcripcion reversa (RT), para lo cual
se prepararon 2 MIX (RT Master Mix y RT Mix). EI RT Master Mix contenia

8 microlitros (ul) de agua libre de nucleasa (NFW), 2 ul de Random primers
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(250ng/ul), 1 ul de dNTPs (10 mM) y 2 ul de &cidos nucleicos totales (500
ng/ul). La mezcla se colocé en el Termociclador (Applied Biosystems) con
las siguientes condiciones: 65 °C durante 10 minutos y luego a 10 °C durante
5 minutos. Luego agregar el RT Mix, el cual contenia: 4 ul de Buffer First
Strand 5X, 2 ul DTT (100 mM), 0.5 ul RNAsa OUT (inhibidor de
ribonucleasas) y 0.5 ul de M-MLV (transcriptasa). Mezclar ambos Mix y
homogeneizaar suavemente. Colocar en el Termociclador con las siguientes
condiciones: 1 ciclo de 37 °C por 50 minutos, 70 °C por 15 minutos y
finalmente 10 °C. El volumen final obtenido fue un cDNA de 20 ul, el cual

debe ser diluido con 80 ul de NFW para obtener una dilucién de 1/5.

Luego el cDNA de cada muestra fue amplificado mediante la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR), la cual se realizaron con 20 ul de reaccion,
conteniendo: 4 ul de PCR Buffer 5X (Promega), 1 ul de MgClz (25 mM), 0.5
ul de dNTPs (10 mM), 0.5 ul de Primer CP1-sentido viral: 5°-GGA TCC
ATG GAA ATC CGA TCG T-3’ y 0.5 de Primer CP2 —complementario: 5’-
GAA TTC TCA ATA GAT CCT GCT A-3’, ambos a 10 uM, disefiados para
amplificar una region de 760 pares de bases (pb) correspondientes a los genes
de la Proteina de la capside de PYVV, 0.5 ul de la proteina Taq ADN
polimerasa (Promega), 8 ul de agua libre de nucleasa (NFW) y 5 ul de de
cDNA (1/5). La mezcla se coloco en el Termociclador con las siguientes
condiciones: Un ciclo a 95 °C por 5 minutos (Denaturacion), 35 ciclos a 94
°C por 1 minuto (denaturacion), 60 °C por 1 minuto 30 segundos
(apareamiento) y 72 °C por 1 minuto (extension). Un ciclo a 72 °C por 10

minutos (extensién). Las reacciones obtenidas se guardaron a 4 °C.
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ANEXO 4: Electroforesis

1. El resultado de los productos obtenidos del PCR (10 ul) fue analizado mediante
Electroforesis en Gel de Agarosa 1% en buffer TAE 1X (Tris buffer, &cido
acetico, EDTA, pH 8.3 con acido acetico glacial) y tefiido con 1 % de Gel Red
(Invitrogen). Ademas se colocd el marcador Ladder 1kb. Luego, el gel fue
visualizado mediante el Gel DocTM XR (Bio-Rad) y el software Quantity One®,

en donde se adquirieron imagenes en tiempo real.
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ANEXO 5: Diagrama de flujo para el procedimiento de la transmision del virus PYVV por su vector Trialeurodes vaporariorum

Diagrama de Flujo de Transmision de PYVV mediante el vector
Trialeurodes vaporariorum en 5 Temperaturas Constantes

Obtencion de S. Obtencion de 100
tuberosumvar. plantas de S. tuberosum
Canchan con PYVV (Clon WA) libre de virus

v

Infestacion de plantas
positivas con poblaciones
de adultos

.

Inoculacion: 1
adulto/planta (x100 rep)

3 Evaluacion periodica
de las plantas

Colecta de adultos viruliferos/ 30 dias
traslado de plantas a
invernadero l
RT-PCR j
BIOTRON: T* constante l
Positivo Negativo

* PAA: Periodo de acceso de adquisicion
** PAI: Periodo de acceso de inoculacion
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ANEXO 6: Confirmacion por RT-PCR en cada temperatura-tratamiento empleando 1 individuo como vector

Temperatura / Numero de
Rep.
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Temperatura / Numero de

Total de

Rep. 76 | 77 | 78 | 79 |80 |81 |82 |83 |84 |8 |8 (87|88 |8 |90 |91|92 (93|94 |95 |96 |97 |98 |99 | 100 ) plantas
infectadas
12°C 1 1 1 14
15°C 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 64
18°C 1 4
20°C 1 1 1 4
25°C 1 3

*1 es equivalente a positivo (presencia del virus)
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ANEXO 7: Deteccion de PYVV por RT-PCR en la temperatura-tratamiento a 12 °C

1 2 3 4 5 6 7 8 lad C+

A C S5 10 11 12 13 14 15 lad

16 17 18 19 20 21 22 23 lad C+ A C- 24 25 26 27 28 29 30 lad
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47 48 49 50 51 52 53 54 Lad C+ C- 55 56 57 58 59 60 61 62 Lad

63 64 65 66 67 68 69 70 lad C+ A C 71 72 73 74 75 76 77 lad

78 79 80 81 82 83 84 85 lad C+ A C 86 87 88 89 90 91 92 Lad

B — - — = 3 ~ e - T —— e e e -

=V SEG CHADS MLy s 4l

A

lad ¢+  C 93 94 95 96 97 98 99 100 Lad 101102 103
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ANEXO 8: Confirmacién por RT-PCR en cada tratamiento a temperatura constante
empleando un grupo de 50 adultos viruliferos como vectores.

Temperatura Total de

/ Numero de 3 4 5 6 7 8 10 plantas
Rep. infectadas
12°C 1 1 1 1 1 1 8
15°C 1 1 1 1 1 6
18°C 1 1 2
20°C 0
25°C 1 1

*1 es equivalente a positivo (presencia del virus)

ANEXO 9: Confirmacion por RT-PCR de la transmision seriada en la 3ra temperatura
fluctuante empleando un adulto virulifero.

3ra Temperatura Fluctuante con 1 adulto
Adulto / dia 1 2 3 4 5 6 7 10
1 1 1 1 1 1 1
2 1 1 1 1 1 1 1 1
3 1 1 1 1 1 1
4 1 1 1 1 1
5 1 1 1 1 1 1 1
6 1 1 1 1 1

*1 es equivalente a positivo (presencia del virus)
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ANEXO 10: Confirmacion por RT-PCR de la transmision seriada en temperatura fluctuante
empleando un grupo de 50 adultos viruliferos.

Temperatura Fluctuante con 50 adultos

Adultos / dia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 1 1 1 1 1 1
2 1 1 1 1 1 1 1 1
3 1 1
4 1 1 1 1 1 1
5 1 1 1 1 1 1 1
6 1 1 1 1 1

*1 es equivalente a positivo (presencia del virus)
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