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Este trabajo se realizé en la Estacion Experimental Agricola en el Estado de
Texas, bajo la supervision del Dr. Charles M. Rush dentro del proyecto,
Estudio del virus BSBMV en la Remolacha Azucarera. Los datos del estudio
fueron tomados en cuatro campos representantes de cuatro estados

productores de remolacha en los Estados Unidos Americanos.
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Acido Ribonucleico

Revoluciones por minuto

Reverce Transcriptase Polimerasa Chain Reaction
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Resumen

Los cuatro campos de cultivo que representan a dos dreas importantes para la produccion
de remolacha, incluyen a los estados de Minesota y Dakota de .Norte, los cuales
representan la mayor érea de produccion de remolacha, en el Alto Medio Qeste de los
Estados Unidos y los estados de Colorado y Texas que pertenecen a la Regién de las
Grandes Planicies, la cual es la region geogréfica mas extensa del pais. En estos campos,
durante los meses de agosto y septiembre de 1999 y ¢l mes de agosto del 2000, se
realizaron dos muestreos de suelo, uno general y otro intensivo, con el fin de determinar
la presencia y distribucién de los virus BSBMV (Beet Soilborne Mosaic Virus) y
BNYVV (Beet Necrotic Yellow Vein Virus). En un total de 584 muestras de suelo
obtenidas para ambos muestreos fueron plantadas semillas de remolacha y puestas a
cultivar en el invemadero de la Estacién Experimental Agricola del Estado de Texas,
después fueron cosechadas las raices de estas remolachas y analizadas por medio de [a
técnica de ELISA (Enzyme-Linked Inmunosorbent Assay) para detectar la presencia de
los antigenos de los virus BSBMV y BNYVV. Para el muestrico general del cultivo del
estado de Minesota se obtuvieron un total de 80 muestras de las cuales, seis fueron
positivas para los antigenos del virus BSBMV, 37 fueron positivas para los antigenos del

BNYVV, 23 presentaron ambos antigenos en la misma muestra; para el muestreo




intensivo se registraron 156 muestras de las cuales 10 fueron positivos para los antigenos
del virus BSBMV, 42 fueron positivos para los antigenos del virus BNYVV y ocho
presentaron ambos antigenos en la misma muestra. Para el muestreo general del campo
de cultive del estado de Colorado se obtuvieron un total de 70 muestras de las cuales 36
fueron positivas para los antigenos del virus BSBMV, seis fueron positivas para los
antigenos del BNYVV, 13 presentaron ambos antigenos en la misma muestra; para el
muestreo intensivo de 59 muestras, 15 se registraron positivas para los antigenos del
virus BSBMYV, 10 fueron positivas para los antigenos del BNYVV y cinco presentaron
ambos antigenos en la misma muestra. Para el muestreo general del campo de cultivo del
estado de Texas donde se obtuvieron 45 muestras, 27 se encontraron positivas para los
antigenos del virus BSBMV, no se encontro ninguna muestra positiva para los antigenos
del BNYVV y tres presentaron ambos antigenos en la misma muestra; para el muestreo
intensivo de 100 muestras obtenidas, 47 fueron positivas para los antigenos del virus
BSBMYV, no se encontrd ninguna muestra positiva para los antigenos del BNYVYV y solo
una present6é a ambos antigenos en la misma muestra, Para ¢l unico muestreo realizado
en el campo de Dakota del Norte, muestreo general, se obtuvo un total de 74 muestras de
las cuales, no se encontré ninguna rmuestra positiva para los antigenos del BSBMYV, 37
fueron positivas para los antigenos del BNYVV y sdlo una presentd a ambos antigenos en

la misma muestra.




Introduccién

Produccién de remolacha

La produccién de remolacha (Beta vulgaris L) representa cerca del 50 % de la
produccion total de azicar en los Estados Unidos. Durante el afio 2000, el Servicio
Nacional de Estadistica Agricola (NASS), estimé una produccion anual de 33.319
millones de toneladas de remolacha, cultivadas en una extension de | 527 000 de acres y
una cosecha aproximada de 21.8 toneladas por acre (Sugar and Sweetenwrs Yearbook,
2000)

En los Estados Unidos, la remolacha se produce en cinco regiones geogrificas: La
regién de los Grandes Lagos, que incluye Michigan y Ohio, produce el 8.53% de la
produccién anual. La regién del Alto Medio Oeste que comprende los estados de North
Dakota y Minnesota, constituyen la mayor area de produccion nacional de la remolacha
con el 46.22%, La region de las Grandes Flanicies, que es la regién geogrifica mas
extensa, porque incluye los estados de Montana, Wyoming, Nebraska, Colorado, y
Nuevo México, produce aproximadamente el 14.48% de toda la produccion anual de
remolacha. La region del Lejano Oeste formada por los estados de Idaho, Oregon y
Washington, producen aproximadamente €l 21.87% del total anual de produccién. Esta
region es especialmente importante para la industria de remolacha de los Estados Unidos
ya que el estado de Oregon es el mayor productor de semillas de remolacha de todo el

pais. Dentro de esta regién se encontraba el estado de Texas como un productor




importante; pero debido a diferentes enfermedades que afectaron a la remolacha en la
misma, la industria azucarera cesd su produccién. La region Suroeste sélo incluye el
estado de California; el cual produce el 8.87 % de la produccion total nacional, ademsds
es la region que tiene mayor diversidad agronémica y climatica de las zonas productoras,
lo cual hace posible una produccién de remolacha durante todo el aflo. Sin embargo esta
region a declinado notablemente su produccién debido a diversos factores (Sugar and
Sweeteners Yearbook, production by commeodities 2000) [Figura #1] Uno de los
principales factores causantes de la disminucién en Ia produccién es la rizomania, una
devastadora enfermedad causada por el virus BNYVV (Beet Necrotic Yellow Vein
Virus) virus de la vena amarilla necrética de la remofacha, y el virus BSBMV (Beet
Soitborn Mosaic Virus) virus del mosaico de la remolacha contenido en el suelo, virus
que anteriormente pertenccieron al grupo de los Furovirus y que ahora se han clasificado

dentro del género Benyvirus.




Fig. #1Mapa de distribucion de regiones productoras de remolacha en fa Unién

Americana

[7] Regién det Lejano Oeste B Resgion dcl Alio Modio Oeste
- ] Region Sur Oeste

Los Furovirus

Los Furovirus, son un grupo de virus que se transmiten por medio de hongos del
género Plasmodiophoromycetes y que se caracterizan por su forma cilindrica (rod-
shaped), con una cadena sencilla de RNA y con un genoma tipicamente bipartide (Brunt
v Richards, 1989). El nombre fue propuesto inicialmente por Shirako y Brakke en 1984

;v fue aceptado por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) en 1987, Los
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Furovirus se han encontrado en las regiones templadas de los cinco continentes; sin
embarpo existen algunos que tienen una drea geogrifica restringida; la mayoria de ellos
infectan cereales, leguminosas, raices y tubérculos (Richards y Tamada, 1992). Como
ejemplo de estos virus tenemos 2 los virus que infectan cereales como el virus SBWMYV
{Soil-Borne Wheat Mosaic Virus); virus que infectan raices y tubérculos como los virus
BNYVV (Beet Necrotic Yellow Vein Virus), BSBV (Bect Soilborne Virus) [Brunt y
Richards, 1989] y el virus BSBMV (Beet Soilbormn Mosaic Virus) [Rush, French y Heidel,
1993}, virus que infectan leguminosas como el virus BBNV (Broad Bean Necrosis Virus)
y el virus PCV(Peanut Clump Virus) y virus que infectan malezas como el virus HMV
(Hypochoeris Mosaic Virus), el virus NVMV (Nicotina Velutina Mosaic Virus} [Brunt,
Richards, Richards K., y Tamada, 1992] y recientemente el virus SCSV (Sorghum
Chlorotic Spot Virus) [Kendall, Langenber y Lommel, 1988). Se ha encontrado que los
vius HMV (Hypochoeris Mosaic Virus)y NVMV (Nicotina Velutina Mosaic Virus)
infectan unicamente a malezas.

Basado en la organizacion y las secuencias de sus genomas, estos virus se han
reclasificado en los siguiente géneros: Furovirus (como el virus SWMV), Pecluvirus
{(como el virus QPCV), Pomovirus (como €l virus PMTP) y Benyvirus (como los virus
BNYVV y BSBMV). A estos géneros no se les ha asignado ninguna familia o familias
aun. (Tamada, 1999) Los Bemyvirus difieren de los virus Tobamovirus, Tobravirus y
Hordeivirus en el mecanismo de sintesis de sus polimerasas, en la organizacion de su
genoma y en sus diferentes estrategias de infeccién (Tamada,, 1999, Torrance y Mayo,

1997} Por ejemplo, el virus BNYVV tiene poliadenilada su secuencia de bases 3’
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terminal, cosa que no se observa en otros virus. La proteina polimerasa asociada a la
replicacion del RNA del BNYVV se deriva de uwna proteina precursora que se
autoprocesa. En comparacién, otros virus presentan otros mecanismos para la produccién
de sus polimerasas. Debido al tipo de sintesis de su polimerasa, el BNYVYV es incluido en
el mismo grupo del virus animal Togavirus en la superfamilia de los Alphavirus. Los
otros miembros de los Bemyvirus como el virus BSBMV y el virus BAMV (Burdock
Mottle Virus), cuentan con una organizacion geondmica similar y secuencias homdlogas
al virus BNYVV, aunque el virus BSBMV esta mds relacionado con el virus BNYVV
que con el virus BAMV.

Los Furovirus, Benyvirus y Pomovirus pueden ser trasmitidos por los hongos
Polymyxa graminis, Polymyxa betae o Spongospora subterrdnea. Estos tres hongos
pertenecen a la familia de los Plasmodiophoromycetes, parésitos obligados de raices y
tubérculos; aunque el ciclo de vida de P. betae y P. graminis es similar, ambc;s hongos
se consideran como diferentes, debido a las distintas especies de hospederos que
infectan. A Polymyxa betae se le reconoce como el vector del virus BNYVV y del virus
BSBMYV (Tamada, 1975; Fujisawa y Sigimoto, 1977, Brunt, 1989; Heide! y Rush, 1995)

Los cuales causan la rizomania, una enfermedad devastadora de la remolacha.

Polymyxa betae

El hongo Polymyxa betae, es un parasito obligado con un rango muy limitado de
hospederos que comprenden a plantas de las familias Chenopodeaceae, Amarantaceae y

Portulaccaceaceae (Abe y Tamada, 1986). La relacion entre los virus BNYVV y
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BSBMV y su vector . betae es representativa del ciclo de infeccion de la mayoria de los
Furovirus (Brunt, 1989) El hongo P. betae sobrevive en los suelos de cultivo en estadio
de cystosora. (Figura 2); en la presencia de un hospedero y en condiciones ambientales

favorables; las cystosoras liberan zoosporas que nadan libremente

Fig. 2. Cystisora de polymyxa betae en células
de Is raiz de la remolacha

a través del agua presente en el suelo, hasta que s¢ ponen en contacto con las raices de
su hospedero, enquistindose. Las zoosporas enquistadas producen una estructura llamada
“stachel”, a través del cual ¢l citoplasma zoospérico penctra a las células del hospedero y
se convierie en un plasmodio que si contiene virus, los libera en las raices del hospedero,
Después de cierto periodo, el plasmodio se desarrolla en un zoosporangio que libera
zoosporas adicionales que repiten el ciclo de infeccion (Bamr, 1988). Cuando P. berae
no es virulenta e infecta a' las células de rafces de remolachas que contienen el virus; el
virus se puede incorporar at plasmodio y asi transmitirlo a nuevas plantas. Se cree gue el
virus no se replica dentro de P. betwe, pero ¢l mecanismo por ¢l cual P. betae transmite
las particulas del virus ain no se conoce. Aigunos plasmodios no se desamollan sino que

forman quistes que quedan contenidos en las células de las raices y cuando las rafces
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fenecen, los quistes que contienen el virus son liberados en el suelo donde pueden

permanecer viables por afios sin perder su virulencia (Rush y Heidel, 1995).

Rizomania

La Rizomania o raices locas, causada por el virus BNYVV, es una de las
enfermedades mas devastadoras que atacan a ta remolacha. Fue identificada por primera
vez ¢n Italia en 1949 y desde entonces se ha encontrado en Estados Unidos, Gran
Bretafia, Japdn y en Ia mayoria de los paises europeos productores del vegetal (Kaufmann
y Koeing, 1992). La rizomania fue reportada por primera vez en los Estados Unidos en el
estado de California en 1984 y en Texas en 1987 (Duffus, 1984). En ese entonces se
pensé que la enfermedad estaba limitada a esos dos estados, pero de 1992 a 1994 fue
encontrada en los estados de Colorado, Idaho, Nebraska y Wyoming (Figura #3)(Rush,

1995)
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Figh3 Mapa de avance de 1a rizomania en los principales estados productores de
remolacha

Estedos donde se ha registrado (a Rizomania en los Estados Unidos




Las sintomas foliares de esta enfermedad incluye clorosis y en las hojas que ¢stan
severamente infectadas, 1a enfermedad se manifiesta con hojas marchitas durante el dia,
aunque la temperatura del suelo sea la adecuada, v recuperan turgencia durante la noche.
Las plantas infectadas con el virus BNYVV también suelen presentar crecimiento
excesivo de la base de la corona, y las hejas pueden crecer en posiciones fuera de lo
normal (Figura #4). El sintoma de la vena necrética, por ¢l cual el virus fue nombrado
¢s extremadamente raro de observar a simple vista en las etapas tempranas de infeccion.

Por otro lado los sintomas foliares son ficiimente confundidos con la deficiencia de

nitrégeno.

que presenta rizomania




Los sintomas en las raices asociados a la rizomania son variables dependiendo
de cuando éstas hayan sido infectadas. El diagndstico mas comiin de la infeccion se
presenta cuando las plantas han sido infectadas en estadios juveniles presentando una
gran proliferacion de maices laterales con decremento en el peso, rigidez y ligera
coloracién amariilacea, dando una apariencia de barba (Figura #5) [Brunt y Richards,
1989, Tamada, 1975). Al analizar las raices laterales en el microscopio se pueden

observar ias cystisoras de P. betae.

Fig#5. Raiz de una remolacha que presenta los sintomas de la rizomania.
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Cuando el suelo es muy frio o seco, las plantulas, no presentan infeccion, pero la
infeccion del virus puede entonces ocurrir en estadios avanzados de crecimiento; cuando
las condiciones ambientales son favorables. La infeccién en estos casos es menos dafiing,
ya que las raices son constrefiidas solamente en el punto de infeccion dando apariencia
de una copa de vino (Figura #6), las raices barbadas no se presentan o sdlo se presentan

en una pequefa porcion de la parte constreiida de la raiz.

Fig. 6 Constriccion de las raices de remolacha causada por el virus BNYVV




En California desde 1983, la rizomania ha sido uno de los principales factores
responsables de fa reduccion de un 33% en la produccién de remolacha. En el Paso
Robles, una drea de Salinas Valley en California, fue donde se reporté por primera vez la
existencia del virus BNYVV en los Estados Unidos, Actualmente esta drea ha parado
completamente la produccion de remolacha y un gran nimero de areas en la parte norte
del estado han experimentado grandes pérdidas (Rush y Heiden, 1995). La rizomania no
solamente se presenta de una manera devastadora en los cultivos, acabando
completamente con la produccién, sino que se puede presentar de una manera menos
dristica, afectando el tamaifio del camote y el contenido de aziicar, como se mostrd en
una serie de estudios llevados a cabo en los estado de Colorado, Wyoming y Texas (Rush
y Heiden, 1995). En el estado de Colorado, en 1993 se detectd al virus BNYVV en los
cultivos de remolacha, en ese aflo, el porcentaje de cosecha para estos cultivos fue de
449 tha con un 17.08 % de contenido de azicar mientras que anteriormente el
porcentaje oscilaba entre 51.1 t'ha con 17.08 % de contenido de aziicar. Para los cultivos
de 1994, en el mismo estado, el porcentaje de cosecha de nueve cultivos identificados
positivos para el virus BNYVV fue de 45.9 t/ha con un contenido de azicar de 15.15 %,
con un promedio anteriormente de 49.1 tha con un contenido del 15.64 %. Los
resultados para Texas y Wyoming en el aflo de 1994 fueron similares. En Texas de 176

campos examinados para el virus BNYVV, 52 fueron positivos y el porcentaje de
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produccidn cbtenido para estos cultivos fue de 42.9 t/ha con un contenido de azicar del
14.9 %; mientras que en los cultivos negativos para el virus BNYVYV fueron de 42.4 t/ha
con un contenido de aziicar del 15.09 %. En la actualidad el estado de Texas ha parado
completamente la produccién de la industria azucarera debide a que los cultivos de
remolacha en esta drea han sido afectados por ‘diversas enfermedades, entre ellas las
producidas por los virus BNYV y BSBMV. En Wyoming 300 muestras fueron sometidas
a prueba, de las cuales 158 fueron negativas v 112 fueron positivas para el virus BNYVV
sin haber una diferencia significativa en la produccidn. El porcentaje de concentracion
de azicar puede variar dependiendo del estadio de infeccion del patogeno, si la planta se
infecta durante estados tempranos del crecimiento, la reduccion del contenido de aziicar
se afecta considerablemente, en cambio si la infeccion ocurre en estados mas avanzados
s6lo se afecta el tamafio del camote pero no la concentracién de azicar. (Rush y Heiden,
1995).

En algunas ocasiones se han encontrado cultivos de remolacha infectados con el
virus BNYVV sin efectos sobre la produccién. Hasta ahora no se ha encontrado una
explicacion para estos resultados sorprendentes. Una razon pudiere ser que los estados de
Colorado, Texas y Wyoming practican una siembra temprana de la remolacha antes de la
terporada, la cual no favorece el desamrollo de P. beteae ya que las temperaturas
existentes en esa época varian desde los § y los 15°C, muy por debajo del éptimo
requerido para la infeccién del virus; es de esta manera que los productores de estos
estados normalmente evitan la infeccion de plantulas a menos que se vean forzados a

plantar o replantar cuando las temperaturas def suelo son mas altas (Harveson y Rush,
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1993). Otra posible razon por la que la produccion no se reduce en cultivos infectados
con el virus BNYVV, podria estar relacionada con la carga viral del vector P. betae
presente en esos cultivos. Gerik y Duffus (1989), encontraron en California que una cepa
virulenta de P. befae algunas veces se encuentra limitada a pequefias éreas dentro del
terreno y concluyen que en dicho terreno la poblacién virulenta se introdujo
recientemente. Ellos también sugieren que poblaciones virulentas de P. befae, podrian
reemplazar a poblaciones no virulentas, por lo tanto, como el virus BNYVV se ha
introducido recientemente en Colorado, Texas y Wyoming, las pérdidas minimas en la
produccion que se han encontrade en campos infectados podrian ser atribuidas a la baja
densidad de inoculante del virus o a la limitada distribucién virulenta de P. betae y es por
esta misma razén que se teme que esta enfermedad podria aumentar las pérdidas en la
produccion de la remolacha en el futuro conforme las cepas de P betae virulentas sigan

incrementando su distribucion en los campo de estos estados (Gerik y Duffus, 1989).

21




Control de la Enfermedad

E! control de la enfermedad por medio de practicas de agricultura tradicional,
como plantar lo mas temprano posible cuando las temperaturas del suelo son aun bajas
para permitir la infeccidn del hongo P. befae, han sido bastante efectivas en detener la
aparicion de la enfermedad, ya que solamente estadios juveniles de las plantas de
remolacha o tejidos de raices primarias son mas susceptibles a la infeccién de P. betac; el
plantar en épocas tempranas permite el establecimiento de raices primarias antes de que
ocurra la infeccidn, sin embargo la infeccion durante etapas tardias del crectmiento
reducen el contenido de azicar del producto, aunque aun asi se puede obtener una
produccién aceptable (Gerik y Duffus, 1978). Otro método de control es plantar campos
con remolachas transplantadas que han pasado la etapa de plintulas (Gerik y Temple,
1991) [Este método ha side utilizado en Japén, pero no en EUA  debido a su alto costo]
Otras pricticas agricolas que se han sugerido para reducir la incidencia y severidad de la
rizomania o para limitar la dispersion del patégeno incluyen: limitar la duracién del riego
e incrementar la frecuencia, evitar la introduccién de suelo infectade a campos limpios
del patégeno y prolongar de rotacion de cultivo. A pesar de la aplicacién de buenas
précticas de cultivo, las pérdidas por rizomanfa siguen siendo excesivas, en tales casos se
recomiendan medidas de control adicional como métodos quimicos, especialmente
fumigantes del suelo, los cuales han sido parcialmente efectivos reduciendo las pérdidas

de preduccion de remolacha, pero estos medios son econdémicamente muy costosos y
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poco rentables para los agricultores (Martin y Whitney, 1990). La bisqueda de especies
tolerantes o resistentes es llevada activamente desde 1978, sin embargo aunque ya
existen algunas especies tolerantes, esta tolerancia no ha sido suficiente para producir
cultivos econdmicamente rentables, especialmente en campos donde la densidad del P
betue virulenta es alta o donde otros patdgenos estan presentes (Harveson y Rush, 1993 y
1994). Otro mecanismo de control podria ser el predecir o estimar el nivel de infeccion
en los campos que esta directamente relacionado con las pérdidas en la produccidn. Este
tipo de datos podria ser de mucha ayuda para la adaptacion de variedades resistentes y
otras medidas de control antes que estos campos sean plantados y con esto poder manejar

estrategias de proteccion en campos infectados {Tamada, 1999).
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Deteccion y diagnéstico

Diferentes hongos patogenos del suelo, bajo condiciones favorables para su
infeccion pueden causar sintomas que facilmente pueden confundirse con la rizomania.
Es por ese motivo que la excesiva proliferacion de sus raices laterales no es un buen
sintoma de diagnostico para predecir la presencia de los virus BNYVV o BSBMV en
remolachas infectadas. Anilisis de sandwich de doble anticuerpo DAS de la técnica
denominada ELISA (Enzyme-Linked Inmunosorbent Assay) y analisis de la técnica de
RT-PCR (Reverse Transcriptase-polimerase Chain Reaction) son dos formas que se
utilizan para la deteccién de BNYVV, BSBMV y otros Furovirus patdgenos de los
cultivos de remolachas Uno de los métodos mas utilizados para la deteccion de los virus
contenidos en el suelo es la técnica denominada ELISA. La sensibilidad de deteccidn de
la reaccién antigeno-anticuerpo puede incrementarse por la adicién de un marcador a
cualquiera de los dos reactantes y que este pueda ser detectado en cantidades minimas
(Feteanu, 1978), estos marcadores pueden ser enzimas, colorantes fluorescentes, o
materiales radioactivos. El uso de enzimas para marcar anticuerpos fuc reportado por
primera vez en 1966 y fue originalmente desarrollado para la localizacién de antigenos en
preparaciones histolégicas para microscopios optico y electrénico (Nakane y Pierce,
1966) ademas de identificar lineas de precipitacién en exdmenes de inmunodifusién
{Avrameas y Uriel, 1966). Sin embargo, se ha encontrado que cuando los reactivos son
adheridos a una fase sélida, los inmuno-analisis enzimaticos son particularmente Utiles
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para medir cuantitativamente a los antigenos y anticuerpos. A partir de esto, se
desarrollé el método llamado ELISA (Enzyme-Linked Inmunosorbent Assay) el cual fue
adoptado rapidamente por muchos laboratorios para el diagnéstico de enfermedades
transmitidas a través de virus y para la cuantificacién de concentraciones muy pequeiias
de virus y aenticuerpos especificos {Van Regenmortel, 1982). Para la fase solida, la
mayoria de los investigadores usan placas de poliestireno o de cloruro de polivinilo que
son comunmente usados en andlisis de hemoaglutinacién.  Variaciones de la técnica
ELISA se han desarrollado, dependiendo del reactivo que se utiliza para adherir a la fase
solida, una de estas variaciones es conocida como ELISA método indirecto, el cual es
usado para medir las concentraciones de anticuerpos virales y consta de los siguientes
pasos: (1) colocar una capa de la preparacion del virus en los orificios de las placas (fase
solida); (2) ligar el virus especifico al anticuerpo presente en el suero de analisis; {3) ligar
la enzima conjugada antiglobulina; (4) adicién del sustrato por revelacién calorimétrica
de la enzima conjugada ligada al anticuerpo. La presencia de la enzima ligada a los pozos
de las placas usados como fase sélida es revelada por un substrato cromogénico, que
inicialmente es incoloro pero después se toma amaritlo como producto de la degradacién
enzimdtica. Ademas de poder reconocer & simple vista ¢l color de la reaccién enzimatica,
que es muy adecuado para analizar muestras infectadas de virus en el campo. Para
lecturas mds precisas se utiliza el espectrofotémetro (King y Kochoumian, 1979). Para
la deteccion de virus que atacan a las plantas se utiliza otra variacién de ELISA Hamado
sandwich de doble anticuerpo DAS-ELISA (Clark y Adams, 1977). En este método a

diferencia del anterior se aplica una capa de un anticuerpo viral globular y después una
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capa de la preparacion del virus que sera atrapado por el anticuerpo ya fijado a la fase
solida. La presencia del virus se revela por un conjugado de enzima-anticuerpo. A
diferencia del procedimiento de ELISA método indirecto el DAS-ELISA necesita de la
preparacion de diferentes anticuerpos conjugados para cada virus analizado; sin embargo,
este método tiene la ventaja de asegurar la adicién estandarizada de los diferentes virus al
anticuerpo inicialmente afiadido a la fase solida. Esto elimina cualquier diferencia en
afinidad a la fase sdlida que cualquier virus pudiera presentar (Figura #7) DAS- ELISA
es ¢l mejor y més rapido método para el diagndstico de gran nitmero de muestra y aunque
el método del RT-PCR es mas sensible y especifico que ¢l DAS-ELISA la técnica no ha
sido apropiada para procesar muchas muestras a la vez y su costo es mucho mayor. No
obstante el gran tiempo que se requiere; uno de las metodologias mas precisas para
detectar el virus BNYVYV en los campos de cultivo es el siguiente: se toman muestras de
suelo posiblemente infectadas con P. betae y se siembran semillas de remolacha
directamente en este suelo o se transplantan pldntulas con dos o tres semanas de

crecimiento.
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Estas plantas deben ser bien regadas y mantenidas a temperaturas entre los 20 y
25°C de 12 a 16 semanas (Figura 8), después se cosechan las raices y se analizan por
medio de la técnica de DAS-ELISA, Si las plantas no son cosechadas duranie las 14y 17
semanas, pueden presentar un excesivo crecimiento de las raices con un indice
necrotico muy alto y dar lugar a resultados erroneos en los analisis. (Kaufmann, Koening,

y Rohloff, 1993).

Fig.# 8 Mantenimiento de plantas inoculadas con suclo
Infectado con BSBMV y BNYVV en el invernadero.
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El virus BNYVYV (Beet Necrotic Yellow Vein Virus)

Como se ha mencionado, el virus BNYVV causas dafios severos en la produccion
de la remolacha. Estas pérdidas varian dependiendo, de la cantidad del virus presente en
el suelo, las condicionss ambientales presentes al momento de la infeccion y el estadio
de crecimiento en ¢l que ¢l patdgeno infecta a la planta. Una enfermedad severa
conlleva a una reduccion importante hasta de un 50% en la produccién del cultivo,
ademds se puede presentar una reduccion en el contenido de azicar de un 16-18%. Como
el BNYVYV sobrevive en el suelo por muchos afios sin ningiin decremento en su
infectividad, ha ocasionado que los agricultores eviten cultivar en los campos altamente
infectados. El virus ha presentado una gran capacidad de dispersién a nivel mundial
{Tabla #1). Por ejemplo, desde los inicios de la infeccion en 1949 cuyo origen se
desconoce, las grandes dreas de cultivo de remolacha en Europa, China y E.1). estaban
libres de este virus, hasta que hace 15-20 aflos una gran dispersién del virus se ha dado en

varios paises productores de remolacha del mundo (Tabla 1).
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Tabla 1.Brotes de Rizomania (BNYVV) en el mundo.

Afio Pais ( regiones principales)

1949 Italia (regiones del norte)

1950 Japén (Hokkaido)

1951 Yugoslavia (Serem)

1952 Grecia (Thessaly y Yannouli area)

1953 Francia (Region Erdtein, Alsace)

1954 Alemania (Partes del suroeste de Hesse cerca de Frankfurt)
1955 Checoslovaquia, China (Mongolia)

1956 Australia (Valle del Danubijo), Rumania, USSR
1957 Hungria

1958 E.U.{California), Suiza, Bulgaria, y Noruega.
1959 Bélgica

1960 Reino Unido (Al este de Angiia), Turquia.

1993 Espafia

Datos tomados de Tamada, 1999,
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Estructura Genémica y Biologia Molecular del virus BNYVV

Las particulas del virus BNYVYV se caracterizan por ser de forma cilindrica de un
drametro aproximado de 20 nm. El genoma del virus BNYVV consiste en cinco cadenas
simples de RNA designados RNA1 al RNAS en orden decreciente de tamafto. Los cinco
RNA estan formados por 14599 nucledtidos excluyendo la cadena terminal de adenina.

El RNA1 mide 390 nm_, el RNA 2, 270 nm., el RNA 3, 105 nm., el RNA4 | 90
nm. y el RNAS de 80 nm. Estas cadenas de RNA constituyen el 5% del peso total del
virus y estan envueltas en 49 subunidades de una proteina de 21kDa. (Tamada, 1992;
Rush y Heiden, 1995; Richard y Tamada, 1999).

El RNALI codifica para un polipéptido de 237 kDa. involucrada en la replicacion
del genoma viral. (RNA Polimerasa)

El RNA2 tiene seis marcos de lectura abierta (ORF) El primer ORF cercano al
extremo 3’ terminal, codifica para la proteina de la capside de un peso 21kDa. El
segundo ORF esta localizado inmediatamente al primer ORF y codifica para una proteina
de 75kDa que estd relacionada con ¢l ensamblaje del virus y la transmisidn al hongo. La
parte central de] RNA2 contiene un grupo de tres genes conocida como “Bloque triple de
genes” (TGB) que codifican para 1) una proteina de 42Kda. que se cree esta asociada al
movimiento del virus de célula a célula (Tamada, 1999; Richard y Tamada, 1992}, 2)
una proteina de 13kDa. que estd relacionada con la expansion de la membrana celular; 3)

una proteina de 15kDa. que posee una cadena terminal hidrofobica. El altimo ORF

30




localizado cerca de la secuencta 3° terminal codifica para una proteina rica en cisteina,
que parece regular la expresion del genoma del hospedero.

El RNA3 codifica a una protetna de 25kDa. de la cual aun no se sabe su funcién, pero se
conoce que. estd presente en el citoplasma y nicleo de hojas infectadas. El RNA3 esta
relacionade con la expresion de los sintomas de la enfermedad. El RNA4 esta
relacienado con la transmisién del virus al hongo y también codifica para una proteina de
31kDa que no se sabe su funcidn. Ef RNAS que codifica para una proteina de 26kDa. la
cual esta relacionada con la expresion de los sintomas de la enfermedad (Figura 9) Los
RNAs 3,4,5 cuentan con tres secuencias no codificadoras de 445, 379, v 443 nucleétidos
de longitud en la region 5° terminal (Tamada, 1999; Rush y Heiden, 1995; Richard, y

Tamada, 1992; Tamada, 1975).

RNA1
237K v
o | ™ (A)n
HEL
RNAZ
* 54K 42K K | 14K
13K [ Eigsl-em (A)n
— - *—CYS
cP TGB
RNA3 RNA4 RNAS
48K
25K 'I (A)p  o— SIK 1-mm (a)n +—{ XK (),
N

Fig. #9 Organizacién geondmica del virus BNYVV. Cada cuadro representa los marcos de
lectura abierta ORFs, los pequerios rectangulos en negro representan las cadenas de 3’ poli A; laK
representa los tamafios de los productos polipeptidicos en unidades de kDa;, CP es la proteina de
ia capside; TGB Bloque de triples genes; Cys Proteina rica en cisteina.
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El virus BSBMYV (Beet Soilborne Mosaic Virus)

El virus BSBMB (Beet Soil-borne Mosaic Virus) fue identificado en Texas en
1988. Este virus fue reportado morfolégicamente similar al virus BNYVV ademds de ser
transmitido por el mismo vector P. betae (Liu y Duffus, 1988). En un principio se
encontraron dos cepas de este virus a las que se les designd TX7 y TX8 Wisler et al.
(Wisler, Duffus, y Liu, 1993), sin embargo por medio de pruebas con anti-suero
policlonal de los virones purificados, se determind que las nuevas cepas eran
serolégicamente iguales entre si, pero distintas del virus BNYVV (Wilsler, Liu y Duffus,
1994). El nombre del virus BSBMV “Beet Soilborne Mosaic Virus” fue usado por
primera vez en 1993 para describir a la cepa viral con el serotipo TX7 (Wisler, Duffus y
Liu, 1993).

Durante 1991 y 1992, un monitoreo de la enfermedad fue realizada en el estado
de Texas revelando que el virus BSBMYV estaba distribuido a 1o largo de todas las dreas
productoras de remolacha (Heidel y Rush, 1994). Desde 1992, el virus BSBMV se ha

identificado en los estados de Califomia, Colorado, y Wyoming (Rush y Heidel, 1995).
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Sintomas del virus BSBMV

Los sintomas causados por el virus BSBMV pueden ser extremadamente
variables. Las plantas presentan sintomas foliares sistémicos féciles de distinguir en los
cultivos durante los meses de septiembre y octubre. Estos sintomas son mas aparentes
que los causados per ¢l virus BNYVV, pere la incidencia de infeccidn def virus BSBMV
es mas baja comparada con la del virus BNYVV. Los sintomas foliares mds comunes
que produce el virus BSBMV incluyen: manchas amarillas o verde claro;, ademads, se
observan patrones moteados 0 de mosaico o bandas de color amarillo brillante en las
venas primarias dc las hojas, sinlomas similares a los producidos por el virus BNYVYV,
pero en este caso las bandas son mds anchas que las causadas por el virus BNYVV
(Figura #10) Se cree que estos sintomas pueden estar relacionados con ¢! medio
ambiente, la especie de cultivo de remolacha cultivada o la variacidén genética de las
diferentes cepas virales. Una sintomatologia similar se ha observado en Cheonopodium

quinoa (Koening y Burgermeister, 1989).

Fig. #10 Vista cercana de los sintomas foliares
tipicos causados por el virus BSBMVY
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Es imposible identificar cultivos de remolacha infectados por el virus BSBMV a
simple vista a menos que ge hayan desarrollade los sintomas foliares, Cuando el virus
fue identificado en 1983, se colectaban remolachas con sintomas foliares de BSBMV,
con sus raices sin an(')malias de ningan tipo, sin embargo durante la temporada de
cosecha entre 1993 y 1994, se encontraron algunas remolachas con los sintomas clasicos
de la rizomania (constreiiidas en la parte baja de la raiz y de aparicncia barbada) y que
resultaron ser negativas para el virus BNYVV y positivas para el virus BSBMV por
medio de la técnica DAS-ELISA (Rush y Heidel, 1996). Fue entonces cuando surgié la
idea de que algunas cepas de BSBMV podian ser mas virulentas.

Basandose en los estudios anteriormente mencionados, se considera que el virus
BSBMYV puede llegar a ser un gran problema para la industria azucarera, sobre todo si se
considera su amplia distribucion en los estados productores de remolacha en el oeste del
pais. Por otro lado, se ha encontrado, que cuando los virus BSBMV y BNYVV son co-
inoculados en C. quinoa o Beta maritima, el virus BSBMV interfiere con la expresion de
los sintomas del virus BNYVV y los sintomas fenotipicos predominantes son los del

virus BSBMV (Rush y Heidel, 1995).

34




Estructura Genémica y Biologia Molecular del virus BSBM

En un principio, debido a las similitudes de los sintomas producidos por los virus
BSBMYV y BNYVV, se especuld que el virus BSBMV podria ser s6lo una cepa del virus
BNYVV (Rush, French, y Heidel, 1993), pcro en 1997 la caracterizacidn del virus
BSBMYV no dejé duda que se trataba de un virus diferente. Este fue descritec como un
virus rigido en forma cilindrica, de una medida de 19 nm. de ancho y un range de 50 a
400 nm, de largo,

El genoma del virus BSBMV estd conformado por cuatro cadenas sencillas de
RNA poliadeniladas.

La organizacién genética del virus BSBMYV es idéntica a la del virus BNYVV, sin
embargo estos virus difieren considerablemente en sus secuencias de bases. Se ha
descrito que las secuencias de bases de los diferenics RNAs de los virus BNYVV y
BSBMYV sc encuentran en el rango de 35% al 77% de similitud. Si se compara la
secuencia de nucledtidos entre los virus BSBMV y BNYVYV sélo difieren en un 15% y
en la secuencia de aminodcidos, menos de un 10%. Los RNAD y RNA2 del virus
BSBMYV y los RNA1 y RNA2 del virus BNYVV tienen una similitud del 65% al 83%
respectivamente. El RNA1 y el RNA2 del vius BSBMV tienen un tamafio de 6.7 y 4.6

Kb respectivamente y se cree que sus productos proteicos, participan en la infeccidn y
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replicacion viral. Las secuencias del RNA3 y del RNA4 y el gen la proteina rica en
cisteina (RNA2) tienen una similitud de 23% a 43% con el mismo tipo de RNAs del
virus BNYVV, el RNA3 de 1.8 y el RNA4 tiene un tamaiio de 1.2 Kb, EI RNA3 del
virus BSBMYV codifica para una proteina de 25 kDa asociada & los sintomas foliares y a
la proliferacion de las raices. El RNA4 del virus BSBMV codifica para una proteina que
es esencial para la transmision eficiente ¢n P berae. (Tamada y Abe, 1989) [Figura #11]
Las diferencias en ta sintomatologia producidas por los virus BSBMV y BNYVV pueden
resultar de las variaciones genotipicas entre los RNA3 y RNA4 respectivamente (Lee,

Telford, Batten, Schithof y Rush, en prensa).

RNA I I . 239K - |

6683 5 cap RNA

Polimerasa

RNA2
4615
5’cap Poly (A) 3’
TGB
RNA 3
1702 5'cap Poly (A) 3*
e
S'cap
1203 Poly (A) 3°

Fig. #11 Organizacion geonomica de las cuatro cadenas de RNA del virus
BSBMV. Cada cuadro representa los marcos de lectura abierta ORFs, los pequefios
rectangulos en negro al final de los rectangulos representan las cadenas de 3” poli A; la K
representa los tamaifios de los productos polipeptidicos en unidades de kDa; CP es la
proteina de la cdpside; TGB bloque de triples genes; Cys Proteina rica en cisteina.
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Justiftcacion

Debido a las similitudes que el virus BNYVV y el virus BSBMV comparten, la
amplia distribucién que el virus BSBMV presenta en las dreas productoras de remolacha
de todo el pais, de que ambos virus son transmitides por €] mismo vector; del grado de
variacion en la virulencia de sus cepas, de la posible interaccion con el virus BNYVV u
otros patogenos contenidos en el suelo y tomando en cuenta los grandes dafios
econdmicos que el virus BNYVV ha causade a la industria azucarera. Se considera de
suma importancia realizar investigaciones detalladas acerca de! comportamiento del
virus BSBMV.

La imposibilidad de identificar un campo contaminado con BSBMV o BNYVV a
simple vista, a menos que los sintomas foliares se hayan desarrollado, dificulta la rdpida
deteccién de los patogenos dentro de los campos de cultivo; es por este motivo que se
hace necesania la busqueda de métodos eficaces para su deteccion, esto ayudarfa a
establecer métodos adecuados para las practicas agricolas y un mejor manejo de los
cultivos infectados. En la actualidad se desconoce el tipo de distribucion que estos
patogenos tienen dentro de los campos de cultivo es por este motivo que este trabajo
ticne como objetivo investigar la distribucién de estos dos patégenos dentro de los

campos de cultivo y con esto reconocer los sitios de infeccion.
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Objetivo General:

Determinar la distribucién del virus BSBMV y del virus BNYVV en los principales

cuatro estados productores de remolacha azucarera en los Estados Unidos,

Objetivos particulares:

. Detectar la presencia del virus BSBMYV en cuatro campos de cultivo situados en los
estados de Minesota, Colorado, Dakota del Norte y Texas

. Detectar la presencia del virus BNYVV en cuatro campos de cultive situados en los
estados de Minesota, Colorado, Dakota del Norte y Texas

. Determinar la distribucién del virus BSBMV en cuatro campos de cultivo situados en
los estados de Minesota, Colorado, Dakota del Norte y Texas.

. Determinar la distribucién del virus BNYVV en cuatro campos de cultivo situados en

los estados de Minesota, Colorado, Dakota del Norte y Texas.
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Material y Métodos

Sitios de Muestreo

Para gste trabajo se eligieron cuatro campos de cultivo localizados en cuatro
diferentes estados representativos de las dos regiones productoras de remolacha mas
importantes de la Unidn Americana. La regidn del Alto Medio Oeste que representa la
zona de mayor produccion de remolacha y la regién de ias Grandes Planicies por ser la
zona de mayor extension geogréifica de produccidon de remolacha. A cada campo de
cultivo se le denomind por el apellido de sus duefios, asi contamos con el campo de
cultivo# 1 llamado Bosch en el estado de Minnesota, con una drea muestreada de 32.2
hectarea; ¢l campo de cultivo#2 Hlamado Kammerzel en el estado de Colorado, con un
drea muestreada de 26.66 hectéreas; campo de cultivo#3 al cual se Ie designo el nombre
de Scholl, se encuentra en el estado de Dakcta del Norte y ¢l drea muestreada fue de
32.32 hectireas y el campo de cultivof 4 llamado Seccion Sur, localizado en los terrenos
de la Estacién de Experimentacion Agricola en Texas, TAES en sus siglas en inglés
(Texas Agricultural Experimental Station) Este campo de cultivo cuenta con una 4rea

de 18,18 hectireas muestreadas.
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Toma de Muestras.

La toma de muestras en los campos de Bosch, Kammerzel y Scholl, se llevé a
cabo durante los meses de agosto y septiembre del aflo de 1999 y el muestreo de la
seccion sur se realizo en el mes de agosto del afio 2000 ambos con la ayuda del equipo
del 1aboratorio de fitopatologia del TAES. Se realizaron dos clases de muestreo; uno del
terreno completo designado como muestreo general y otro en un drea de 404 m’ dentro
del mismo terreno llamado muestreo intensivo, Los terrenos fueron cuadriculados por
medio del sistema de GPS (Sistema de Posicidn Global) y también con de este sistema
se localizaron los puntos de muestreo. Las dimensiones de las dreas muestreadas de estos
terrenos, variaron segun el é;ea cultivada v la orografia del campo de cultivo. Para el
campo Bosch el muestreo se realizé cada 31.69 m entre capa punto y para €l muestreo
intensivo cada 3.81 m; para el campo Kammerzel el muestreo se llevo de la siguiente
manera, las primeras muestras, designadas A y B se tomaron a cada 31.69 m, las
muestras de suelo designadas C, D, E, a cada 15.84 m y las muestras de suelo designadas
F, G, a cada 31.6%9 m; y el muestreo intensivo cada 3.81m. En el campo llamado Scholl se
realizé un muestreo cada 31.69 m y no se realizé muestreo intensivo debido a que el
terreno fie cosechado antes del tiempo del muestreo y el campo ilamado Seccién Sur se

muestreo cada 31.69 m y el muestreo intensivo cada 3.048 m,

40




Las muestras de suelo fueron tomadas de la siguiente manera: en cada punto de
muestreo se sacé una remolacha y ¢l suelo de la parte de alrededor de las raices
(rizosfera) fue colectado en bolsas de plastico con st nimero de muestra. Cada muestra
fue de aproximadamente 250 g y las bolsas fueron empaquetadas en cajas y mandadas
por correo a TAES en Texas, donde los suelos fueron puestos & secar y después molidos

con la ayuda de un mazo y guardados en cajas de cartdn hasta ser sembrados.

Esterilizaciéon

Cada remolacha fue sacada con la ayuda de pala y azadén (previamente
esterilizados a una temperatura de 90 °C por 25 min). Para el cultivo de las remolachas
en los suelos colectados se llevd un estricto control de esterilizacidn, los conos donde se
plantaron las semillas de remolacha en los suelos inoculados fueron lavados y puestos a
reposar por dos dias en una solucién de hipoclorito al 20%, al depositar la muestra de
inoculante, cada una de las muestra fue manejada por separado abriendo las bolsas de las
muestras una por une y cerrindolas inmediatamente después de que cada muestra fue
tomada, las manos fueron lavadas con jabén entre la toma de cada una de las muestras.
Las gradillas en las cuales fueron colocados los conos ya sembrados, también fueron
puestas a reposar en una solucion de hipoclorito al 20 % por dos dias. Las mesas de malla
de metal en las cuales fueron puestas las gradillas dentro del invernadero, fueron lavadas
con agua y jabén y esterilizadas con una solucién de hipeclorito de sodio al 20 % con una

esponja. El suelo utilizado para sembrar las muestras fue esterilizado en hornos a 170 °C
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por 24 hrs. Las muestras de raices para la deteccion del patdgeno fueron tomadas con las

manos y las manos fueron lavadas con jabon cada que se tomaba una nueva muestra.

Siembra de las muestras de suelo

Para la siembra de las muestras de suelo colectado, fueron utilizadas 10 bolsas
de suelo marca libre Wall-Mart , mezcladas con arena de rio en una propercién de 1 a 1/3
de arena y esterilizadas a una temperatura de 170°C por 24 hrs en contenedores
cilindricos de 4 ¢cm de didmetro por 17 cm de largo (Super Cell Cone-tainers Stuewe and
Sons, Inc., Corvallis, OR) 0.75g de musgo fue colocado en el fondo de los contenedores
para evitar que el suelo se saliera por los orificios de drenaje, después fueron llenados
hasta la mitad con 125 g de suelo esterilizado y despuds se agregd 30 g del suclo
muestreado, se plantaron 5 semillas de remolacha por cada contenedor de la varicdad
Beta-1395, las semillas fueron cubiertas por 20 g de arena de rio; estos contenedores
fueron puestos en gradillas y colocados en mesas en el invernadero de TAES a una
temperatura aproximada de 20 °C . Veinte dias después de su siembra cada contenedor
fue tratado con 30 mi de Tachigarent, un fungicida que ayuda a que las pléntulas no sean
atacadas por el hongo Aphanomaises cuando estin emergiendo. Este tratamiento de 30
ml de Tachigarent sdlo fue utilizado para los contenedores del muestreo intensivo del
campo de cultive llamado Bosch; para los contenedores de los demds muestreos fueron
utilizadas semillas de remolacha variedad Beta llamadas Tach-35 las cuales estaban

recubierta por una pasta de Tachegarent.
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Los contenedores cilindricos fueron regados dos veces al dia cuidando de no
contaminar entre cada uno de los conos con las gotas de agua regadas a mucha presion y
fertilizados una vez a la semana con fertilizante Hamado “Peter’s proporcion 20/20™ a
demas de que a las tres o cuatro semanas de emergencia en cada contenedor se coloco un
fertilizante de lenta liberacién llamado “Osmocote™. Las plantas fueron fumigadas

contra acaros e insectos con un quimico Hamado M-Pede cada semana (figura 12).

Fig #12 Gradillas con remolachas cultivadas en el
invernadero ¢ inoculadas con muestras de los suelos
colectados en los campos de los sitios de estudio
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Toma de muestra de las raices.

La toma de muestra de las raices fue llevada a cabo después de 16 semana de
haberse plantado las semillas de remolachas en los contenedores cilindricos inoculados
con las muestras de suelo de los sitios de estudio y cultivadas en ¢l invernadero. Este es
el tiempo adecuado para permitir la colonizacion de P. betae y la infeccién del virus, en
el caso de que P berae esté presente en el suelo (Gerik, 1992). Las muestras de las raices
fueron tomadas de la siguiente manera: cada remolacha fue sacada completamente del
contenedor cilindrice y se tomaron muestras de raices de la punta, la parte media y la
base de la remolacha, (aproximadamente 2 g). Cada remolacha fue regresada a su
contenedor y las raices fueron lavadas con agua cormriente y colocadas en bolsas de
plastico debidamente numeradas y puestas en refrigeraciébn a 4°C para su posterior

analisis.

44




ANALISIS DE ELISA

Para el andlisis de las muestras se utilizd la técnica de DAS-ELISA “Doble
Sandwich Enzyme-linked Immunosorbent Assayed”, para determinar la presencia o
ausencia de BSBMV y BNYVV. El anilisis se llevé a cabo en placas de micro
titulacion de PVC (Falcon} (figura#15], las placas se cubriecron con 50 ul de
inmunoglobuling G (IgG) contra ¢l virus BSBMV e IgG biotilinada (IgG-b); ambas
fueron obtenidas en el laboratorio de fitopatologia del TAES con ¢l procedimiento
descrito por Heidel y Rusch (1994). El antisuero contra €l virus BNYVV fue adquirido
en la compafifa Bioreba, Inc., Chapel Hill, NC. Cada antisuero fue diluido, en una
proporcion de 1 ug/ml en una solucién amortiguadora salina de fosfato 0.1M pH 7.3
(PBS) e incubados a una temperatura de 37 °C por 3 hrs, Cada placa fue lavada 10 veces
en una solucion amortiguadora de fosfato de sodio 0.02 M pH 7.6, con cloruro de sodio
0.015 M y 0.05% [v/v] Tween 20 (WB) y secada al aire, después se le agregd solucidén de
WB mas 1% suero de albimina de bovino (BWB) (para bloquear los poros que quedaron
libres) e incubados a 37 °C por 2 hrs. Las muestras fueron preparadas de la siguiente
manera: aproximadamente I g de raices fieron molidas con un moto rotor en 1 ml de
solucién amortiguadora de BWB (1:10 w/v) y colocadas en tubos “eppendorf™ de 1.5 ml
y puestos en hielo. 50 ul de las muestras numerada fue colocada en cada uno de los

espacios de las placas, también fueron colocadas muestras control (raices sanas, y raices
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contaminadas con BSBMV Y BNYVV, hoias de Chenopodium quinoa inoculadas con

los virus BNYVV Y BSBMYV (Figura #14) y hojas de Chenopodium quinoa sp sanas).

Fig. #14. Chenopodium quinoa inoculadas con el
virus BNYVV para ser utilizadas como control en el
andlisis de ELISA

Las placas fueron incubadas durante toda la noche a 4 °C, al dia siguiente las
placas fueron lavadas 10 veces en la solucion amortiguadora de WB y secadas, después
se les colocé 50 ul de antisuero biotilinado “BSBMYV Ig-biotina™ y “BNYVYV lg-biotina™
en los pozos de sus respectivas placas, diluide a una concentracién de Ipl/tml en una
solucion amortiguadora de BWB , e incubado por tres horas a 37 “C. Nuevamente las
palcas fueron lavadas diez veces en solucidn amortiguadora de WB y secadas, en seguida

se les afladio la enzima Fosfatasa alcalina conjugada con avidina {Sigma ExtAvidin
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#E2636) diluida de acuerdo a las recomendaciones del fabricante 0.16 pl/ml en la
solucién amortiguadora de BWB e incubados 37 °C por 2 hrs. De nuevo las palcas fueron
lavadas en solucién amortiguadora de WB y secadas, pare finalmente afiadirles el
sustrato tabletas de sustrato de fosfatos (fosfato p-nitrofenyl, 1.0 mg/ml en 10% de
dietanolamida, pH 9.8; Sigma 104 Phosphate Subtrate Tablets, # 104/105). Para las
placas de BSBMV el tiempo de incubacién fue de 15 a 30 min a temperatura ambiente
{25 °C aproximadamente } y en la oscuridad; para las placas de BNYVV el tiempo de
incubacién fue de 1 a 2 hrs, a temperatura ambiente (25°C aprox. ) y en la oscundad o
hasta que los controles positivos reaccionaran al sustrato; después de reaccionar con el
substrato cada placa fue leida en un espectrofotémetro lector de microplacas para
determinar su densidad dptica “Dynatech MR300™ a 410 nm, se consideraron como
valores positivos tres veces el rango de los valores de absorbancia de las muestras control

de raices sanas.

Fig#15 Placas de PVC utilizadas para los analisis de la técnica de ELISA.
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Andlisis de RT-PCR

La técnica de RT-PCR “Reverce Transcriptase-Polimerasa Chain Reaction™ Fue
utilizada para corroborar los datos de algunas muestras analizadas por medio de la
técnica ELISA. El analisis se realizo de la siguiente manera: primero se obtuve la
extraccion total de RNA. Se lavaron con agua corriente tres gramos de raices de las
muestras a analizar, estas se muelen en un moriero previamente esterilizado con 2 mi de
solucién amortiguadora de extraccion; después con ayuda de una pipeta se transfirié 1 ml
de la mezcla de raices molidas y a un tubo esterilizado ependorf de 2 ml se le agrega 1.0
ml de fenol, proporcién 5:1, se agitan en el vortex por 10 seg, después sé centrifugd por
10 min a 14,000 rpm; enseguida se recupera la fase superior acuosa del centrifugado, esta
se transfiere a un tubo esterilizado epindorf, a esta fase se agrega 1 ml de fenol :
cloroformo : alcohol isoamilico, proporcion 25:24:1, se agita en el vértex por 10 segy se
centrifuga por 10 min a 14,000 rpm; después se recupera la fase superior acuosa del
centrifugado y se transfiere a un tubo de cristal cortex de 15 ml y se agrega 2.5
volumenes de etanol frio a una concentracion de 70%, se centrifuga a 10,000 rpm por 10
min; se descarta toda la fase acuosa y Ia fase sélida se disuelve en 1.5 m! de una solucién

concentracion 3M de Acetato de Sodio PH5.6; esto se transfiere a un tubo de epindorf de
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1.5 ml y s¢ centrifuga a 14,000 rpm por 10 min: se descarta la fase acuosa y la fase sélida
se disuelve en 0.5 ml de agua esterilizada y desionizada y se le agrega 1ml de alcohol frio
a una concentracion de 100%, se deja reposar por 20 min a una temperatura de —-70 °c
par la precipitacion del RNA; después se centrifuga a 14,000 rpm por 10 min. se descarta
la fase acuosa y la fase solida se disuelve en 75 ul de agua DEPC, 0.5 pl de RNA

inhibidor y 0.5 pl de DTT,

cDNA

La técnica para la obtencion del cDNA se realizd con el Kit Superscrip Preamplification
Siystem for first-Strain cDNA Sintesis, fabricado por la compaiiia Life-Technologies.
Primero se preparé la mezela de primers de la siguiente manera: a un tubo de 0.5 ml de
tubo de ependorf se le agrega 5.0 pl de Agua DEPC, 1.0 ul de 10nM dNTPs, 1.0 pl de
Oligo dT, 6.0 pl del templete de la extraccion total de RNA, se incuba a 65 °c por 5
min, en ¢l Termocicor. Al terminar el ciclo se pone en hielo por 1 min. y se hace la
Mezcla de la Reaccion de la siguiente manera: 2.0 ul de 10X solucién amortiguadora,
4.0 pl de 25 mM MgCl;, 2.0 pt de 0.1 M de DTT, 1.0 ul RNAsa Inhibidor, y 9.0 pl de la
mezcla anterior del primer, Se mezcla con suavidad, se colecta con una centrifugacion
breve v se le agrega 1.0 ul de la enzima Superscrip II RT se incuba a 42 %C por 50 min en
el termociclo y se termina con 15 min a 70 °C, se enfria en hielo por 2 min. y se le agrega

1.0 ul de H RNAsa se incuba 20 min a 37 °C. Se conserva a 20 °C.
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RT-PCR

La técnica de RT-PCR se realizé con el kit Elongase Amplification System fabricado por
la compafiia Life-Technologies, y se utilizo de la siguiente manera: a un tubo epindorf de
0.5 ml se le agregd 35.5 pl de agua DEPC, 5.0 ul de la solucién amortiguadora A y 5.0 ul
dela solucién amortiguadora B, 1.0 ul de 10nM de dNTPs , 1.0 pl del primer G1972F y
1.0 pl del primer G1973R, 1.0 wl del templete cDNA,se incuba en el termociclo a 95 °C
por 1 min y caliente se le agrega 0.5 pl de la enzima Elongasa, toda esta mezcla se pone
en el termiciclo en el siguiente programa: 30 seg a 94 °C, 30 seg a 56 °C, 2 min a 68 °C,
se repitc;n estas temperaturas 36 veces y termina con el ciclo a 4 °C. Se conserva a una

temperatura de — 20 °C.
Gel de Agarosa al 1%

Se prepara un gel de agarosa al 1% diluida una solucion amortiguadora de TAE 1 %, se
calienta en el microendas por 3 min a mixima temperatura. Después se deja enfnar a
temperatura ambiente por 15 min. y se le agrega 0.5 ul de Etidio de bromuro, se deposita

en las cajas para electroforesis y se deja enfiriar por 30 min. Después se colocan cada una
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de las muestras en los orificios del gel y se corre a 120 Voltios por I hr. Después estos
geles son colocados bajo una lampara de rayos ultravioleta para que se observe su
fluorescencia y se les toma una fotografia, con una camara polaroid y pelicula sensible a

la luz ultravioleta.

Aniilisis Estadisticos. Los datos colectados de los analisis de ELISA aplicados a las
muestras colectadas, que nos indican la presencia o ausencia de los virus fueron
analizados por una prueba estadistica de métodos noparamétricos x* y T-test dentro del

programa SAS System.

51




Resultados.

Campo de Cultivo Bosch.

En el campo de cultivo Bosch en la colecta general se obtuvo un total de 80
muestras de suelo en las 32.2 hectdreas del campo de cultivo situado en el estado de
Minesota. El total de las muestras fueron analizadas por medio de la prueba serolégica
ELISA, obteniendo los siguientes resultados: Los antigenos del virus BNYVV se
detectaron en 37 de 80 muestras para dar un porcentaje de incidencia del 46.73%,
mientras que los antigenos del virus BSBMV se detectaron en seis muestras con un
porcentaje de incidencia del 7.1%; a su vez 23 muestras positivas se registraron para
ambos virus, el 26.92% de incidencia; 14 muestras resultaron negativas para ambos virus

con una incidencia del 17.5% (Tabla 2 y figura #16).

Para ¢l muestreo intensivo donde se analizaron 156 muestras de suelo colectadas
en 404 m’, se encontré que 26.92% es decir 42 de las 156 muestras fueron positivas para
el virus BNYVV, 10 positivas para BSBMV un 6.41%, ocho se registraron con ambos
virus presentes en un 5.12% de incidencia y en 96 muestras se encontrd la ausencia de
ambos virus BNYVV y BSBMV con el es decir el 61.53% (tabla 2 y figura #17). De
acuerde a los resultados anteriores el virus BNYVV fue el que se present¢ con mayor
incidencia en este campo tanto para el muestreo general con un 46.75% que para el
muestreo intensivo con un  26.92%. En contraste el virus BSBMV presenté una
incidencia del 7.1% para el muestreo general y una incidencia del 6.41%. (Figuras # 16 y
17).
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Tabla #2  Datos de las lecturas de las densidades épticas obtenidas en los anéiisis de ELISA del
campo de cultivo Bosch régimen general; BN O.D. Densidad 6ptica de las placas con anticuerpo
del virus BNYVV, R.0O.D.1 Referencia de las lecturas de densidad optica que es tres veces el
valor de densidad 6ptica de las muestras control de raices sanas; BS O.D. Densidad optica de las
placas con anticuerpos del virus BSBMV. BN Rx. Muestras positivas para los antigenos del virus
BNYVV. BS Rx. Muestras positivas para los antigenos del virus BSBMV; Infeccién : ] ambos
virus presentes, 2 ningan virus presente, 3 antigenos del virus BSBMV presentes, 4 antigenos del
virus BNYVYV presentes.

Muestra | BNO.D. | R.O.D. | BSO.D. | R.O.D, BN Rx BS Rx | infeccién [Localidad
A 0593 | 0.153 | 0.366 0.309 1 1 1 BOSH Gen.
A2 018 | 0.153 | ©.352 0.309 1 1 1 BOSH Gen.
A3 0.000 | 0.153| 0022 0.309 0 0 2 BOSH Gen.
A4 0.205 | 0.153 | 0.064 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
A5 0221 | 0153 | 0452 0.309 1 1 1 BOSH Gen.
A5 0277 | 0153 | 0216 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
A7 0154 | 0153 | 0175 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
A8 0218 | 0153 | 02711 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
AS 0343 | 0153 1 0.291 0.309 1 0 4 BOSH Gen.

A0 009 | 0153 | 0.237 0.309 0 0 2 BOSH Gen.
B-1 00685 | 0.153 | 0212 0.308 0 0 2 BOSH Gen.
B-2 0083 | 0153 ] 029 0.309 0 0 2 BOSH Gen,
B-3 0121 | 0.153 | 0.365 0.309 0 1 3 BOSH Gen.
B4 0261 | 0153 [ 0221 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
B-5 0.148 | 0.153 | 0.228 0.309 0 0 2 BOSH Gen.
B6 0203 | 0.153 | 0.182 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
B-7 0.178 | 0.153 | 0.164 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
B-8 0289 | 0153 0252 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
B-9 0206 | 0.153 | 0239 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
B-10 0079 | 0.153 | 0289 0.309 0 0 2 BOSH Gen.
C-1 032 | 0153 ] 0.245 0.309 1 0 4 BOSH Gen,
c2 0086 | 0.153 | 0273 0.309 0 0 2  |BOSH Gen.
c-3 0171 | 0153 | 0.189 0.309 1 0 4 {BOSH Gen.
C4 0307 | 0.153 | 0276 0.309 1 ] 4 BOSH Gen.
C-5 0.07¢ | 0153 0.3 0.309 0 1 3 BOSH Gen.
C6 0276 | 0153 | 0.454 0.309 1 1 1 BOSH Gen.
c-7 0598 | 0.152 | 0.071 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
c8 0,093 0.153 0.266 0.309 0 0 2 BOSH Gen.
ca 0081 | 0153 [ 0315 0309 0 1 3 BOSH Gen.

c-10 0062 | 0153 | 0.245 0.309 0 ) 2 BOSH Gen.
0-1 0402 | 0.153 | 057 0.309 ] 1 1 BOSH Gen.
D2 0.255 | 0.453 | 0.302 0.309 1 1 1 BOSH Gen.
D-3 0.182 0.153 0,173 0.309 1 4] 4 BOSH Gen.
D4 0171 | 0.153 | 0882 0.309 1 1 1 BOSH Gen.
D-5 0.141 0.153 0.24 0.309 ] 0 2 BOSH Gen.
D6 0149 0.153 0.114 0.309 0 0 2 BOSH Gen.

53




Muestra | BNO.D. |R.O.D.| BSO.D. | ROD. | BNRx BS Rx | Infeccién |Localidad
D-7 0.206 | 0.153 0.342 0309 1 i 1 BOSH Gen,
D-8 0329 | 0.153 0.118 0.309 1 Y] 4 BOSH Gen.
D-9 0209 | 0.153 0.492 0.309 1 1 1 BOSH Gen.
D-10 0185 | 0.153 0.252 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
E-1 0683 | 0.153 0.69 0.309 1 1 1 BOSH Gen.
E-2 0477 | 0.153 0.215 0.308 1 0 4 BOSH Gen.
E-3 0326 | 0.153 0.065 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
E4 0.114 ] 0183 0.151 0.309 0 0 2 BOSH Gen.
E-5 0.186 1-0.153 0.186 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
E6 0.21 0.153 0.322 0.309 1 1 4 BOSH Gen.
E-7 0183 { 0.1583 0.23 0.309 ] 0 4 BOSH Gen.
E-8 0.157 | 0.153 0,076 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
E-9 0.07 0.153 0.44 0.308 0 1 3 BOSH Gen.
E-10 0206 | 0.153 0.172 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
F-1 0157 | 0.153 0.516 0.309 1 1 1 BOSH Gen.
F-2 0274 | 0.153 0172 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
F-3 0.166 | 0.153 0.136 0.308 1 0 4 BOSH Gen.
F-4 0.094 | 0.153 0.3599 0.309 0 1 3 BOSH Gen.
F-5 0228 | 0.153 0.434 0.309 1 1 1 BOSH Gen.
F& 0255 | 0.153 0.377 0.309 1 1 1 BOSH Gen.
F-7 0225 | 0.153 0.231 0.308 1 0 4 BOSH Gen.
F-8 0356 | 0.153 0.418 0.309 1 1 1 BOSH Gen.
F-9 0.176 | 0.153 0.301 0.309 1 1 1 BOSH Gen.
F-10 0273 | 0153 0.344 0.30¢ 1 1 1 BOSH Gen.
G-1 0.185 | 0.153 0.315 0.308 1 1 1 BOSH Gen.
G-2 0233 | 0.153 0.252 0.308 1 o 4 BOSH Gen.
G-3 0313 | 0.153 0.35 0.308 1 1 1 BOSH Gen.
G4 0.153 | 0.153 01471 0.309 1 0 4 BOSH Gen,
G5 0.307 | 0.153 0.18 0.308 1 0 4 BOSH Gen.
G-6 0108 |} 0.153 0.186 0.309 o 0 2 BOSH Gen.
G-7 0.294 | 0.153 0.222 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
G-8 0256 | 0.153 0.162 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
G-8 0272 | 0153 0.038 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
G-10 0178 | 0.153 0.1 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
H-1 0.156 | 0.153 0.182 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
H-2 0.142 | 0.153 0.385 0.309 0 1 3 BOSH Gen.
H-3 0.426 | 0.153 0.276 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
H-4 0179 | 0.153 0.156 0.309 1 0 4 BOSH Gen.
H-5 0.125 | 0.153 0.14 0.309 0 0 2 BOSH Gen.
H-B6 0.212 | 0.153 0.453 0.309 1 1 1 BOSH Gen.
H-7 0.248 | 0.153 0.318 0.309 1 1 1 BOSH Gen.
H-8 . . 0.498 0.309 Y] 1 3 BOSH Gen.
H-9 0.164 | 0.153 0.529 0.309 1 1 1 BOSH Gen.
H-10 0.26 0.153 0.317 0.308 1 1 1 BOSH Gen.

54




Tabla #3  Datos de las lecturas de las densidades opticas obtenidas en los andlisis de ELISA del
campo de cultivo Bosch régimen instensivo; BN O.D. Densidad optica de las placas con
anticuerpo del virus BNYVV, R.O.D.] Referencia de las lecturas de densidad éptica que es tres
veces el valor de densidad dptica de las muestras control de maices sanas; BS 0O.D. Densidad
optica de las placas con anticuerpos del virus BSBMV. BN Rx. Muestras positivas paras los
antigenos del virus BNYVV. BS Rx. Muestras positivas para los antigenos del virus BSBMV,
Infeccion : 1 ambos virus presentes, 2 mingan virus presente, 3 antigenos del virus BSBMV
presentes, 4 antigenos del virus BNYVV presentes.

Muestra { BNO.D. | RO.D. | BSO.D. | RO.D. BN Rx BS Rx |Infeccion [Localidad
B-101 0.123 0.198 0.128 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-102 0.091 0.198 0.1 0.26 0 0 2 BOSH intensi
8-103 0.564 0.198 0.145 0.26 1 0 4 BOSH intensi
8-104 0.161 0.198 0211 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B8-105 0.147 0.198 0162 0.26 0 0 2 BOSH intenst
B-106 0.122 0.198 0.35 0.26 0 1 3 BOSH intenst
B-107 0.124 0,198 0.117 0.26 Q 0 2 BOSH intensi
B-108 0.289 0.198 0.471 0.26 1 1 1 BOSH intensi
B8-109 0.251 0.198 0.06 0.26 1 0 4 BOSH intensi
B-110 0.119 0.198 0.12 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-111 0.118 0.198 0.096 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B8-112 0.102 0,198 0.225 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-113 0.112 0.198 0.082 0.26 o 0 2 BOSH intensi
B-114 0101 0.198 0.239 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-115 0.122 0.198 0.07 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-116 0.113 0.198 0.117 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-117 0.03 0.198 0.128 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-118 0.037 0.198 0.327 0.26 0 1 3 BOSH intensi
B-119 0.531 0,198 0.202 0.26 1 0 4 BOSH intensi
B-120 0.012 0.198 0.120 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-121 0.118 0.198 0.094 026 0 0 2 BOSH intensi
B-122 0.1 0.198 0.292 0.26 [ 1 3 BOSH intensi
B-123 0.138 0,198 0.116 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-124 013 0.198 0.117 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B8-125 0.455 0.198 0.094 0.26 1 0 4 BOSH intensi
8-126 0.011 0.198 0.112 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-201 0.102 0,198 0.211 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-202 0.332 0,198 0,135 0.26 1 0 4 BOSH intensi
B-203 0.18 0.198 0.11 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-204 0.816 0.198 0.376 0.26 1 1 1 BOSH intensi
B-205 0.303 0.198 0.1 0.26 1 0 4 BOSH intensi
B-206 1.096 0.198 0.356 0.26 1 1 1 BOSH intensi
B-207 0.245 0.198 0.097 0.26 1 0 4 BOSH intensi
B-208 0.172 0.198 0.167 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-209 0.094 0.198 0.08 0.26 ] 8] 2 BOSH intensi
B-210 0.144 0.198 0.144 026 0 0 2 BOSH intensi

55




Muestra | BNOD. | RO.D. | BSO.D. | RO.D. BN Rx BS Rx |Infeccién lLocalidad
B-211 0.136 0.198 0.107 Q.26 0 0 2 BOSH intensi
B-212 0.373 0.158 0.112 0.26 1 Q 4 BOSH intensi
B8-213 0.708 0.198 0135 0.26 1 0 4 BOSH intensi
B-214 0613 0.198 0.184 0.26 1 0 4 BOSH intensi
B8-215 0.051 0.198 0.145 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-216 0,081 0,198 0.108 0.26 Q 0 2 BOSH intensi
B-217 0.092 0.198 0.116 0,26 4] ] 2 BOSH intensi
B-218 0.04 0.198 0.101 026 0 0 2 BOSH intensi
B-219 0.093 . 0.188 0.107 026 0 0 2 BOSH intensi
8-220 0.04 0.188 0.089 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-221 0.123 0.198 0.011 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-222 0.067 0.198 0.308 0.26 0 1 3 BOSH intensi
B-223 0.125 0.198 0.153 0.26 4] 0 2 BOSH intensi
B-224 0.126 0.198 0.188 0.26 0 [¢] 2 BOSH intensi
B-225 0.072 0.198 0.087 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-226 0.291 0.198 0.118 0.26 1 0 4 BOSH intensi
B-301 1.302 0.198 0.442 0.26 1 1 1 BOSH intensi
B-302 0.388 0.198 0.137 026 1 o] 4 BOSH intensi
B-303 0.123 0.198 0.188 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-304 0.414 0.188 0115 0.26 1 0 4 BOSH intensi
B-305 0.287 0.198 0.088 0.26 1 0 4 BOSH intensi
B-306 0.264 0.198 0,139 026 1 0 4 BOSH intensi
B-307 0.133 0.198 0.124 0.26 0 0 2 BOSH intensi
8-308 0.418 0.198 0.055 026 1 0 4 BOSH intensi
8-309 0.126 0.198 0.124 0.26 0 Q 2 BOSH intensi
8-310 1.701 0,198 0.16 0.26 1 4] 4 BOSH intensi
B-311 1,327 0.198 0.34 0.26 1 1 1 BOSH intansi
B-312 0120 0.198 0.077 0.26 Q 4} 2 BOSH intensi
B-313 0.51 0.198 0.056 0.26 1 i} 4 BOSH intensi
B-314 0.012 0.198 0.068 0.26 0 0 2 BOSH intenst
B-315 0.097 0.198 0.102 0.26 0 [} 2 BOSH intensi
B-316 0.098 0.198 0.102 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-317 0.243 0.188 0.118 0.26 1 0 4 BOSH intensi
B-318 D.174 0.198 0.052 0.26 0 0 2 BOSH intensi .
B-319 0.127 0.198 0.118 0.26 0 4] 2 TBOSH intensi
B-320 0.034 0.198 002 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-321 0.122 0.198 0.116 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-322 0.656 0.198 0.082 0.26 1 4] 4 BOSH intensi
B-323 0.059 0.198 0.102 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-324 0,113 0.198 0.078 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-325 0.068 0.198 0.0¢ 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B8-326 1.341 0.198 0214 0.26 1 0 4 BOSH intensi
B-401 0.075 0.198 0.377 0.26 0 1 3 BOSH intensi
B-402 0.068 0.198 0.106 0.26 0 0 2 BOSH intensi
B-403 0.419 0.198 0.246 0.26 0 0 2 BOSH intensi

56




Muestra | BNO.D. | RO.D. | BS0O.D. | RO.D. BN Rx BS Rx |Infeccién {Localidad
B-404 1.184 0.198 0.068 0.26 1 0 4 BOSH intansi
B-405 1029 0.291 0.095 o.21 1 0 4 BOSH intensi
B-406 0478 0,291 0.106 .21 1 0 4 BOSH intensi
B8-407 0.741 0.291 0.204 o021 1 0 4 BOSH intensi
B-408 0.718 0.291 0.164 0.21 1 0 . 4 IBOSH intensi
B-409 0.725 0.291 Q.154 0.21 1 0 4 BOSH intensi
B-410 0.93 0.201 0.158 0.21 1 1] 4 BOSH intensi
B-411 1.475 0.291 0.12 0.21 1 0 4 BOSH intensi
B-412 1.409 0,291 0.141 021 1 0 4 BOSH intensi
B-413 0.954 0.2 0.111 0.21 1 0 4 BOSH intensi
B-414 0.172 0.291 0.079 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-415 0.139 0,291 0.12 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-416 0.109 0.291 0.101 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-417 0.118 0.291 0.092 o 4] 0 2 BOSH intensi
B-418 0.089 0.291 0.067 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-419 0.819 0.291 0.179 .21 1 0 4 BOSH intensi
B-420 0.109 0.291 0.101 o021 0 0 2 BOSH intensi
B-421 0.195 0.291 0.119 0.21 0 0 2 BOSH intengi
B-422 0.804 0.291 0.112 0.21 1 0 4 BOSH intensi
B-423 0.943 0.2a1 0.103 0.21 1 0 4 BOSH intensi
B-424 0.097 0.291 0.053 0.21 0 0 2 IBOSH intensi
B-425 0123 | 0291 0.078 0.21 0 0 2 |BOSH intensi
B-426 0.155 0.291 0.124 0.21 0 0 2 {BOSH intensi
B-501 0.188 0.291 0.1414 0.21 0 0 2 [BOSH intensi
B502 | 0579 [ 0.291 0.183 0.21 1 a 4 [BOSH intensi
B-S03 0.289 0.291 0111 0.21 0 0 2 {BOSH intensi
B-504 0.13 0.291 0.053 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-505 0.785 0.291 0.416 0.24 ] 1 1 BOSH intensi
B-506 0.122 0.291 0.097 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-507 0.284 0.291 0.095 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-508 0.335 0.291 0.093 0.21 1 0 4 BOSH intensi
B-509 0.313 0.291 0.091 0.21 1 0 4 BOSH intensi
B-510 0.624 0.291 0.1 0.21 1 0 4 BOSH intensi
B-511 0.554 0.201 0.057 0.21 1 ] 4 BOSH intensi
B-512 0.089 0.291 0.054 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-513 0.179 0.291 0.061 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-514 0.064 0.291 0.114 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-515 0.059 0.291 0.101 0.21 4 0 2 BOSH intensi
B-516 0.136 0.261 0.131 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-517 0.116 0.261 0.05 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-518 0.065 0.291 0.044 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-519 0.099 0.291 0.057 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-520 0.053 0.291 0.085 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-521 0.026 0.291 0.099 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-522 0.087 0.291 0.066 0.21 0 0 2 BOSH intensi
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Muestra | BNO.D. | ROD. | BSO.D. | RO.D. BN Rx BS Rx |Infeccién|Localidad
B-523 0.138 0.291 0.072 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B8-524 0.084 0.291 0.088 0.21 0 1] 2 BOSH intensi
8-524 0.213 0.291 0.08 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-526 0.12 0.291 0.12 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-501 0.24 0.291 0.076 0.21 o] 0 2 BOSH intensi
B-802 0.064 0.291 0513 o021 0 1 3 BOSH intensi
B-603 1.048 0.291 0.419 0,21 1 1 1 BOSH intensi
B-604 0.226 0.29:M 0.25 0.21 0 1 3 BOSH intensi
B-605 0.237 0.291 1.832 o 0 1 3 BOSH intensi
B-606 0.77 0.261 0.246 0.21 i 1 1 ]BOSH intensi
B-607 0.143 0.291 0.128 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-608 0.869 0.291 0.112 0.21 1 0 4 BOSH intensi
B-609 0.078 0.291 0.121 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-610 0.106 0.291 0.075 o1 0 0 2 BOSH intensi
B-611 0.187 0.291 0.072 0.21 0 [¢] 2 BOSH intensi
B-612 0.015 0.291 0.197 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B613 0.433 0.291 0.132 0.21 1 0 4 BOSH intensi
B-614 0.491 0.291 0.173 029 1 0 4 BOSH intensi
B-615 0.064 0.291 0,367 0.21 0 1 3 BOSH intensi
B-616 0.229 0.291 0.114 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-617 0.049 0.291 0.106 0.21 0 0 2 BOSH intensi
8-618 0.042 0.291 0.0786 0,21 0 0 2 BOSH intensi
8-619 0.202 0.291 0.032 0.21 ¢} 0 2 BOSH intensi
B-620 0.107 0.2%1 0.097 0.21 0 4] 2 BOSH intensi
8621 0.078 0.281 0111 o021 0 0 2 BOSH intensi
B-622 0.071 0.291 0.087 0.21 0 0 2 BOSH intensi
B-623 0.039 0.291 0.073 0.21 Q 0 2 BOSH intensi
B-624 0.052 0.291 0.276 0.21 0 1 3 BOSH intensi
B-625 0.04 0.201 0.0688 0.21 0 [} 2 BOSH intensi
B-626 0.056 0.291 0.083 0.24 0 0 2 BOSH intensi
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Tabla #4. Frecuencia del virus BSBMV y del virus BNYVV ¢n el campo de cultivo
Bosch en ¢l estado de Minesota

Porcantaje de
incidencia - 7.5 46.25 28.75 175
Intensivo
156 10 42 8 96
Porcentaje de
incidencis - ! 5.41 26.92 512 51.53
i

a Indica cl tipo de muestreo; b Nimero total de muestras obtenidas para ese tipo de muestreo;
¢ Datos positivos para los antigenos de BSBMYV obienidos de muestras analizadas por fa
técnica de ELISA; d Datos positivos para los antigenos de BNY VYV obienidos de muestras
analizadas por la técnica de ELISA; e Antigenos del virus BSBMV y del vius BNYVY
encontrados cn Is misma mucstra por 1a téenica ELISA; T Ningan antigeno presente en lns
muestras analizadas por la técnica de ELISA.
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Fig. #16 Porcentaje de incidencia de los virus BSBMV y BNYVV para el muestreo
genera! en el campo de cultive Boch.
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EBNYW

Fig.#17 Porcentaje de incidencia de los virus BSBMV y BNYVV para el muestreo
intensivo en ¢l campo de cultivo Bosch.
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Campo de Cultivo Kammerzal

En el campo de cultivo llamado Kammerzal localizado ¢n el estado de Colorado,
en el muestreo general se obtuvo un total de 59 muestras en las 26.66 hectareas del
campo de cultivo; 15 muestras reaccionaros positivo para los antigenos del virus
BSBMV, dando un 25.42% de incidencia, en 10 de las muestras se registraron los
antigenos del virus BNYVV, con un 16.94% de incidencia; 5 muestras reaccionaron
positivas para ambos virus dando un 8.47% de incidencia y en 29 muestras no se registrd

ninguno de los antigenos ni para ¢ BSBMYV ni para BYNVV (Tabla 7 y Figura #18)

En el muestreo intensivo s¢ obtuvo un total de 70 muestras de las cuales 36
reaccionaron positivas para los antigenos de BSBMV, dando un 51.42% de incidencia; en
seis registraron positivas para los antigenos de BNYVV, con un 8.57% de incidencia; 13
registraron positivas para ambos virus, con un 18.57% de incidencia y 15 muestras no
reportaron presencia de ninguno de los dos virus. (Tabla 7 y Figura #19) De acuerdo a
los resultados anteriores el virus BSBMV fue el que presenté mayor incidencia en este
campo tanto para el muestreo general con un 25.42% como para el muestreo intensivo
con un 51.42%. En contraste el virus BNYVV presenté una incidencia del 16.94 % para

el muestreo genera! y una incidencia del 8.57%.(Figuras # 18 y 19).
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Tabla #5 Datos de las fecturas de las densidades opticas obtenidas en los andlisis de ELISA del
campo de cultivo Kammerzal régimen general; BN O.D. Densidad éptica de las placas con
anticuerpo del virus BNYVV. R.O.D.1 Referencia de las lecturas de densidad optica que es tres
veces el valor de densidad dptica de las muestras control de raices sanas; BS 0.D. Densidad
optica de las placas con anticuerpos del virus BSBMV. BN Rx. Muestras positivas paras los
antigenos del virus BNYVV. BS Rx. Muestras positivas para los antigenos del virus BSBMV,
Infeccién : 1 ambos virus presentes, 2 ningiin virus presente, 3 antigenos del virus BSBMV
presentes, 4 antigenos del virus BNYVV presentes.

Muestra |BNO.D.| R.O.D. | BS0.D. | R.0.D. BN Rx BS Rx |Infecciénlocalidad
A-1 0.23[ 0277 0.087 0.206 0 0 2 Karmmezat Gen
A-2 0.227] 0277( 0.083 0.206 0 0 2 Karmmezal Gen
A-3 0275 0.277] 1.235 0.206 1 1 1 Karmmmezal Gen
A4 0.338] 0277 0.129 0.206 1 0 4 Karmmezal Gen
A-S 0.434; 0277) 1.839 0.208 1 1 1 Kammezal Gen
AL 0318 0277 0.211 0.208 1 1 1 Karmmezal Gen
A-7 01271 0.277] 0173 0.206 0 ] 2 Karmmezal Gen
AB 0.245| - 0.277] 0.224 0.206 o 1 3 Karmmezal Gen
A-G 0.238] 0.277 3 0.206 0 1 3 Karmmezal Gen
A-10 0.254] 0277 3 0.206 0 1 3 Karmmeza! (Gen
A-11 0.168] 0.277] 0.207 0.206 0 1 3 Karmmezat Gen
B-1 0497 02771 017 0.206 1 0 1 Karmmezal Gen
B-2 0.262] 0.277| 0.067 0.206 0 0 2 Karmmeza! Gen
B-3 0639] 0277] 0.068 0.206 1 0 4 Karmmezal Gen
B4 0.178| 0.277| 0.065 0.206 0 0 2 Karmmezal Gen
B-5 0.077] 0277 0.054 0.206 0 0 2 Karmmezal Gen
B-6 0.193[ 02777 0171 0.208 [ 4] 2 Karmmezal Gen
B-7 0.104] 0277 015 0.206 1) "] 2 Karmmezal Gen
B8 0.317) 0277} 0.109 0.206 1 0 4 Karmmezal Gen
B-9 0.128) 0.277] 04693 0.206 0 1 3 Karmmezal Gen
B-10 0.17} 0277 0.114 0,206 0 [ 2 Karmmezal Gen
B-11 0.095] 0277 0.083 0.206 0 0 2 Karmmezal Gen
C-1 0.136] 0.277] 0.119 0.208 0 0 2 Karmmezal Gen
C-2 01221 0277, 012 0.206 4] 0 2 Karmmeza! Gen
C-3 0.122; 0277 0.132 0.206 0 0 2 Karmmezal Gen
C4 03021 0.277] 0.099 0.206 1 0 4 Kammmezal Gen
C-5 0.102{ 0277 0.652 0.206 0 1 3 Karmmezal Gen
C6 0.162] 0.277] 0.103 0.206 0 0 2 Karmmezal Gen
C-7 0257 0277 0.083 0.206 4] 4] 2 Karmmeza! Gen
c8 0.078] 0.277] 0.096 0.206 ] 0 2 Karmmmezai Gen
C-9 0.265 0.277| 0.082 0.206 0 0 2 Karmmezal Gen
C-10 0.157) 0277] 0.071 0.208 0 0 2 Kammmezal Gen
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Muestra |BNO.D.{ RO.D. | BSO.D. | R.O.D. BN Rx BS Rx |infeccién|Localidad
C-11 0.104| 0277{ 2.159 0.206 0 1 3 Karmmezal Gen
D-1 0109 0.277| 0.092 0.206 0 0 2 Karmmezal Gen
D-2 0.089( 0277 0073 0.206 Q 0 2 Karmmezal Gen
D-3 1.458, 0277 0384 0.206 1 1 1 Karmmezal Gen
D-4 0101 0277] 0.084 0.206 0 Q 2 Karmmezal Gen
D-5 0.083) 0.277, 0.082 0.206 0 0 2 Karmmezal Gen
D6 0.085] 0277, 0.064 0.206 0 0 2 Karmmezal Gen
D-7 0.095) 0277 0152 0.206 0 0 2 Karmmezal Gen
D-8 0.139] 0.277) 0.094 0.206 0 0 2 Karmmeza) Gen
D-9 0.11) 02777 0.122 0.206 0 0 2 Karmmezal Gen
D-10 0.093] 0.277] 0072 0.206 0 0 2 Karmmezal Gen
D-11 0.094] 0.277| 0277 0.206 0 1 3 Karmmezal Gen
E-2 0,792 0.277] 0176 0.206 1 0 4 Karmmezal Gen
E-3 0.063] 0277 049 0.208 0 1 3 Karmmezal Gen
E-4 0.203] 0277 0.69:1 0.206 0 1 3 Karmmeza!l Gen
E-5 0.114] 0.277[ 2.089 0.206 0 1 3 Karmmezal Gen
E-6 0.118] 0277]. 3 0.206 Q 1 3 Karmmezal Gen
E-7 0.357} 0277] 0.075 0.206 1 0 4 Karmmezal Gen
E-8 0.258f 0277] 0.2 0.206 0 1 3 Karmmezal Gen
E-9 0.054| 0.277[ 0.063 0.206 0 0 2 Karmmezat Gen
F-3 0.141| 0277 0.073 0.206 0 0 2 Karmmezal Gen
F-4 01814 0277] 0.075 0.206 0 0 2 Karmmezal Gen
F-5 00561 0.277| 0.267 0.206 0 1 3 Karmmezal Gen
F-6 064 02771 007 0.206 1 0 4 Karmmezal Gen
F-7 0.863] 0277 0.058 0.206 1 0 4 Karmmmezal Gen
F8 0.081] 0277 3 0.206 0 1 3 Karmmezal Gen
F-9 0085 0.277 3 0.206 0 1 3 Karmmezal Gen
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Tabla #6 Datos de las lecturas de las densidades Opticas obtenidas en los anlisis de ELISA del
campo de cultivo Kammerzal régimen intensivo; BN O.D. Densidad optica de las placas con
anticuerpo del virus BNYVV. R.O.D.1 Referencia de las lecturas de densidad optica que es tres
veces el valor de densidad éptica de las muestras control de raices sanas; BS 0O.D. Densidad
Optica de las placas con anticuerpos del virus BSBMV. BN Rx. Muestras positivas paras los
antigenos del virus BNYVV. BS Rx. Muestras positivas para los antigenos del virus BSBMV;
Infeccion : | ambos virus presentes, 2 ningun virus presente, 3 antigenos def virus BSBMV
presentes, 4 antigenos del virus BNYVV presentes.

Muestra | BNO.D. | RO.D. | BS0.D. | ROD. BS Rx |InfecciénilLocalidad

A1 0112 | 0.148 09 0.814 _{karmmezal Int.
A2 0098 | 0148 | 0817 | 0814 karmmezal (nt.
A3 0132 | 0148 | 0843 | 0814 karmmezal Int.
Ad 0.486 0.148 0.856 0.814 karmmezal int.

A5 0.145 0.148 0.884 0.814 karmmezat int.

A 0.163 0.148 0.786 0.814 karmmezal Int.

A7 0.137 0.148 0.881 0.814 karmmezal Int.
AB 0.114 0.148 1.889 0.814 karmmezal Int.
A9 0.095 0.148 0.752 0.814 karmmezal Int.
At0 0,119 0.148 0.882 0.814 karmmezal int.
B1 0.552 0.148 0,865 0.814 karmmazal int,
B2 0.121 0.148 0112 0.814 karmmezal Int,
B3 0.094 0.148 0.873 0.814 karmmezal Int.
B4 0.141 0.148 0.884 0.814 karmmezal Int,
B5 0.097 0.148 0.839 0.814 karmmezal Int.
BG 0.114 0.148 0.025 0.814 karmmeza! Int.

B7 0.137 0.148 2.026 0.814 karmmezal int.

B8 0.109 0.148 0.876 0.814 karmmezat Int.

B9 0.203 0.148 0.887 0814 karmmezati Int.
Bi0 0.073 0.148 0.394 0.814 karmmezal Int.
C1 0.803 0.148 1.741 0.814 karmmezal Int.
Cc2 0.093 0.148 0.959 0.814 karmmezal Int.
C3 0.077 0.148 1.612 0.814 Ikarrnmezal Int.

C4 0.062 0.148 0.847 0.814 karmmezal Int.

C5 0.125 0.148 1.021 0.814 karmmezal int.

m
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ce 0.107 0.148 2.077 0.814 karmmezal Int.
C7 0.091 0148 0.923 0.814 karmmazal Int,
c8 0,071 0.148 0.899 0.814 karmmezal int.
C9 0.333 0.148 0.874 0.814 karmmezal Int.
c10 0.092 0.148 0.863 0.814 karmmezal Int.
D1 0.399 0.148 1.926 0.814 karmmezal Int.
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Muestra | BNO.D. | RO.D. | BS0.D. | R.O.D. BN Rx BS Rx |Infeccion |Localidad
G2 6.087 0.148 0.762 0814 0 0 2 karmmezal Int.
D3 0.959 0.148 0.749 0814 1 0 4 karmmezal Int.
D4 0.07 0.148 1.644 0.814 0 1 3 karmmezal int.
05 1.368 0.148 0.752 08914 1 0 4 karmmezal Int.
3.5} 0.079 0.148 1.679 0.814 0 1 3 karmmeazal Int.
D7 0.069 0.148 1,374 0814 0 1 3 karmmazal Int.
D8 0.065 0.148 0.564 0.814 0 0 2 karmmezal Int.
D9 0.054 0.148 0.812 0.814 0 1 3 karmmezal int.
D10 0.054 ). 0.148 0.72 0.814 0 0 2 karmmezal Int.
E1 0.987 0.148 0.999 0.814 1 1 1 karmmezal Int.
g2 0.051 0.148 1.308 0.814 0 1 3 karmmezal Int.
E3 0.052 0.148 1.457 0.814 0 1 3 karmmezal int.
E4 0.064 0.148 1.176 0.814 0 1 3 karmmezal Int.
ES 0.047 0.148 0.921 0.814 0 1 3 karmmezal Int.
E6 0.032 0.148 0.881 0.814 0 1 3 karmmezal Int.
E7 0.05 0.148 0.725 0.814 0 0 2 karmmezal Int.
EB 0.064 0.148 0.862 0.814 0 1 3 karmmezal Int.
E9 0.059 0.148 0.745 0.814 0 0 2 karmmezai Int.
E10 0.055 0.148 0.862 0.814 0 1 3 karmmezal Int,
F1 0.074 0.148 0.769 0.814 0 0 2 karmmezal int.
F2 0.053 0.148 0.687 0.814 0 0 2 karmmezal Int.
F3 0.067 0.148 1.679 0.814 0 1 3 karmmezal Int.
F4 0.058 0.148 1.618 0.814 t] 1 3 karmmezal int.
F5 - 0.126 0.148 1.232 0.814 Q 1 3 karmmezal Int,
F6 0.66 0.148 0.721 06814 1 0 4 karmmezal Int.
F7 0.224 0.148 0.751 0.514 1 0 4 karmmezat {1,
F8 0.39 0.148 0.839 0.814 1 1 1 karmmezal (nt,
F9 0.206 0.148 0.721 0.814 1 0 4 karmmezal Int.
F10 0.328 0.148 0.871 0.814 1 1 1 karmmezal int.
G1 0.053 0.148 0.78 0.814 0 0 2 karmmezal Ind,
G2 0.093 0.148 0.762 0.814 0 0 2 karmmezal int.
G3 0.054 0.148 1.44 0.814 0 1 3 karmmezal int.
G4 0.051 0.148 0.74 0.814 0 0 2 karmmezat Int.
G5 0.054 0.148 0.824 0.814 0 1 3 karmmezai Int.
G6 0.385 0.148 0.855 0.814 1 1 1 karmmezal Int.
G7 0.472 0.148 1.125 0.814 1 1 1 karmmezal Int.
GB 0.604 0.148 0.882 0814 1 1 1 karmmezal Int.
G9 0.066 0.148 0.736 0.814 0 0 2 karmmezal Int.
G10 0.088 0.148 0.824 0.814 0 1 3 karmmezal Int.
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Tabla?. Frecuencia del virus BSBMYV y del virus BNYVV en el campo de cultivo
Kcmmerzal en el estado de Colorado.

General
Porcentaje de - 25,42 16.94 8.47 49.15
Incidencia
intensivo

70 35 6 13 15
Porcentaje do
Incidencia - 51.42 B.57 18.57 21.42

a Indica el tipo de muestreo; b Nimero total de muestras obtenidas para ese tipo de
muestreo;, ¢ Datos positivos para los antigenos de BSBMV obtenidos de muestras
analizadas por la técnica de ELISA; d Datos positivos para los antigenos de BNYVV
obtenidos de muestras analizadas por la técnica de ELISA; e Antigenos del virus
BSBMYV y del virus BNYVYV encontrados en la misma muestra por la iécnica ELISA;
Ningiin antigeno presente en las muestras analizadas por la téenica de ELISA




Fig#18 Porcentaje de incidencia de los virus BSBMV y BNYVYV para el muestreo
general en et campo de cultivo Kammerzal.
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Fig#19 Porcentaje de incidencia de los virus BSBMV y BNYVYV para el muestreo
intensivo en el campo de cultivo Kammerzal.
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Campo de cultive South Section

En el campo de cultivo denominado South Section localizado en el estado de
Texas se analizaron un totat de 45 muestras en una extension de 18.18 hectirea. En el
muestreo general, 27 muestras resultaron positivas para los antigenos. del virus BSBMV,
con un 60% de incidencia; no se encontraron muestras positivas para los antigenos del
virus BNYVV, 3 muestras se presentaron positivas para ambos virus, dando un 6.6% de

incidencia; 15 reaccionaron negativas para ambos virus. (Tabla 10 y Figura #20).

Para el muestreo intensivo, de las 100 muestras colectadas en los 404 m® se
encontrd 47 muestras positivas para los antigenos del virus BSBMV, con un 47% de
incidencia; no se registrd ninguna muestra positiva para los antigenos del virus BNYVYV,
y solo una muestra fue encontrada positiva para ambos virus, con un 1% de incidencia;
52 muestras no registraron presencia de ninguno de los dos virus (Tabla 10 y Figura #21)
De acuerdo a los resultados anteriores el virus BSBMV fue el que presenté mayor
incidencia en este campo tanto para ¢l muestreo general con un 60% como para el
muestreo intensivo con un 47%. En contraste no se encontré ninguna muestra positiva
para los antigenos del virus BNYVV, solamente se presentd compartiendo la misma
muestra en tres muestras para el muestreo general y el 1 muestra para ¢l muestreo

intensivo, (Figuras # 20 y 21).
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Tabla #8 Datos de las lecturas de las densidades dpticas obtenidas en los andlisis de ELISA del
campo de cultivo South Section régimen general, BN O.D. Densidad éptica de las placas con
anticuerpo del virus BNYVV. R.0.D.1 Referencia de las lecturas de densidad Optica que es tres
veces el valor de densidad optica de las muestras controf de raices sanas; BS O.D. Densidad
optica de las placas con anticuerpos del virus BSBMV. BN Rx. Muestras positivas paras los
antigenos del virus BNYVV. BS Rx. Muestras positivas para los antigenos del virus BSBMV,
Infeccidn : 1 ambos virus presentes, 2 ningun virus presente, 3 antigenos de! virus BSBMV
presentes, 4 antigenos del virus BNYVV presentes.

Muestra |BN 0.D.| RO.D. |BSO.D.| R.O.D.

@
Z
3
&
-3

Infeccién [Localldad

S81 0.017 0.112 1.715 0.095 South Sec. Gen.
882 0.021 0.112 1.256 0.095 South Sec. Gen
8§83 0.029 | 0.112 0.073 0.095 South Sec. Gen
§54 0.046 | 0.112 0.08 0.095 South Sec. Gen
885 0058 | 0112 0.2 0.085 South Sac, Gen

586 0.18 0.112 1.722 0.085
$5§7 0044 | Q112 1.815 0.095
858 0073 | 0112 0.386 0.095
559 0.031 0.112 1.687 0.095
§510 | 0082 | 0112 1.922 0.095
8811 0.094 | 0.112 0.243 0.095
§812 | 0052 | 0112 0.309 0.085
§813 | 0.044 | 0112 0.062 0.085
§814 | 0022 | 0.112 0.343 0.095
§815 | 0072 | 0.112 0.262 0.095
8816 [ 0009 | 0.112 0.041 0.095
§817 | 0.082 | 0112 0.062 0.085
8818 | 0.068 | 0.112 0.67 0.085
§519 | 0023 | 0.112 0.027 0.095
8820 | 0154 | 0.112 1.465 0.095
$521 0.058 { 0112 0.208 0.095
§522 1 0.052 | 0.112 | 1454 0.085
S823 | 0.051 0.112 1.592 0.085
8524 0052 | 0112 0.993 0.085
§825 0.051 0.112 1.389 0.095

South Sec. Gen
South Sec. Gen
South Sec. Gen
South Sec. Gen
South Sec. Gen
South Sec. Gen
South Sec. Gen
South Sec. Gen
South Sec. Gen
South Sec. Gen
South Sec. Gen
South Sec. Gen
South Sec. Gen
South Sec. Gen
South Sec. Gen
South Sec. Gen
South Sec. Gen
South Sec. Gen
South Sec, Gen
South Sec. Gen

5826 0015 0.112 0.027 0.095 South Sec. Gen
§527 0.075 0.112 0.1 0.095 South Sec. Gen
8528 0.087 0.112 0.062 0.095 South Sec, Gen

5529 0.075 0.112 0.115 0.095
5830 0.063 0.112 0.014 0.095
5831 0.039 0.112 0.005 0.095

South Sec. Gen
South Sec. Gen
South Sec. Gen

ololo|ojojolojo|ojolo|={o|olo|o|o|o|ojojo|ojo|ojol=+|o|0i0|0|O
oo—‘o-ﬁo—‘-‘—‘—‘—‘—‘Q—loo-‘u‘o-‘—‘ﬂ—‘-ﬁ-*-‘—‘oo-l-‘
NNl wiww]|e] 2NNl L] w2 N W
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Muestra {BN 0.D.] ROD. |B50.D.] RO.D. | BNRx BS Rx [ Infeccién |Localidad
§532 0.034 0.112 1.519 0.093 0 1 3 South Sec. Gen
§833 0.051 0.112 0.058 0.095 0 4] 2 South Sec. Gen
§534 0.043 0112 1414 0.095 0 1 3 South Sec. Gen
§5835 0053 0112 0014 0.085 0 0 2 South Sec. Gen
§536 00551 0.112 0.42 0.085 0 1 3 South Sec. Gen
§837 0029 1 0.112 0.018 0.095 4] 0 2 South Sec. Gen
§538 0056 | 0112 0.285 0.095 0 1 3 South Sec. Gen
§539 0067 | 0112 0.227 0.095 0 1 3 South Sec. Gen
5840 0.039 0.112 0.028 0.095 0 0 2 South Sec. Gen
5541 0127 0.112 0.096 0.095 1 1 1 South Sec. Gen
5542 0.097 0.112 0,125 0.095 ju} 1 3 South Sec. Gen
$543 0.064 0,112 0.869 0.0985 0 1 3 South Sec. Gen
8544 0.041 0.112 1,746 0.095 4] 1 3 South Sec. Gen
§$345 0.076 0.112 0.028 0.095 0 0 2 South Sec. Gen
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Tabla #9 Datos de las lecturas de las densidades Opticas obtenidas en los analisis de ELISA del
campo de cultivo South Section régimen intensivo; BN O.D, Densidad éptica de las placas con
anticuerpo def virus BNYVV. R.0Q.D.1 Referencia de las lecturas de densidad optica que es tres
veces el valor de densidad 6ptica de Ias muestras control de raices sanas; BS (.D. Densidad
optica de las placas con anticuerpos del virus BSBMV. BN Rx. Muestras positivas paras los
antigenos del virus BNYVV. BS Rx. Muestras positivas para los antigenos del virus BSBMYV;
Infeccion ; 1 ambos virus presentes, 2 ningiin virus presente, 3 antigenos del virus BSBMV
presentes, 4 antigenos dei virus BNYVV presentes.

Muestra | BNO.D. | RO.D. | BSO.D. | R.O.D. BN Rx BS Rx |Infeccidén [Lccalidad

Al 0.134 0.315 0.084 0.114 0 4] 2 South Sec. Int,
A2 0.106 0.315 2.145 0.114 0 1 3 South Sec, int.
A3 0.13 0.315 2.36 0.114 0 1 3 South Sec. int.
Ad 0.193 0.315 0.08 0.114 0 0 2 South Sec. int.
A5 0.134 0.315 0.035 0.114 0 0 2 South Sec. Int.
A6 0.158 0.315 1.21 0.114 0 1 3 South Sec. Int,
A7 0,152 0.315 0.059 0.114 0 ] 2 South Sec. Int.
AB 0.072 0.315 0.035 0.114 0 4] 2 South Sec. Int.
A9 0.202 0.315 0.035 |- 0.114 0 0 2 South Sec. Int.
A10 0.169 0.315 0.021 0.114 0 0 2 South Sec. Int.
B1 0.054 0.315 0.013 0.114 0 0 2 South Sec. int.
B2 0.104 0.315 1.146 0.114 0 1 3 South Sec. Int.
B3 0.091 0.315 0.311 0.114 0 1 3 South Sec. Int.
B4 0.068 0.315 0.056 0.114 0 0 2 South Sec. Int.
BS 0.268 0.315 0.031 0.114 0 0 2 South Sec, Int.
B6 0.042 0.315 0.261 0.114 0 1 3 South Sec. Int.
B7 0.037 0.315 0.333 0.114 0 1 3 South Sec. Int.
B8 0.103 0.315 0.224 0.114 0 1 3 South Sec. int.
B9 0.019 0.315 2251 0.114 0 1 3 South Sec. Int.
B10 0.019 0.315 0.035 0114 0 0 2 South Sec. Int.
C1 0.361 0.315 2.029 0.114 1 1 1 South Sec. Int.
Cc2 . . . . 0 0 2 South Sec. Int.
C3 0.031 0.315 0.19 0.114 0 1 3 South Se¢. Int.
Cc4 . . . } 0 0 2 South Sec. int,
cs 0.037 0315 1.693 0114 l4] 1 3 South Sec. Int,
C6 0.032 0.315 1.674 0.114 0 1 3 South Sec. Int.
c7 0.045 0.315 1.667 0.114 0 1 3 South Sec. Int.
-] 0.098 0.315 0.069 0.114 0 0 2 South Sec. Int.
C9 0.033 0.315 2.126 0.114 0 1 3 South Sec, int.
C10 0 [s] 2 South Sec. Inl.
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Muestra [ BNO.D. | RO.D. | BSC.D. | R.O.D. BN Rx BS Rx |Infeccién |Localidad
3] 0.08 0315 0.069 0.114 0 0 2 South Sec. Int.
D2 0.012 0.315 1.416 0.114 0 1 3 South Sec. Int.
D3 0.04 0.315 1.693 0.114 0 1 3 South Sec. Int.
D4 0.021 0.315 0.038 0.114 Q ¢] 2 South Sec. int.
05 0.011 0.315 0.051 0.114 ] 0 2 South Sec. int.
D6 0.036 0.315 0.072 0.114 0 4] 2 South Sec. int.
D7 0.091 0.315 1.693 0.114 0 1 3 South Sec. Int.
D8 0.016 0.315 2075 0.114 0 1 3 South Sec. Int.
D% 0003 ]-0315 0.957 0.114 0 1 3 South Sec. Int.
D10 0.25% 0.315 D.221 0.114 0 1 3 South Sec. int,
E1 0.024 0,315 0.358 0.114 0 1 3 South Sec. int.
E2 0.03 0.315 0.039 0.114 0 0 2 South Sec. Int.
E3 0.024 0.315 1.625 0.114 0 1 3 South Sec. Int.
E4 0.009 0.315 1.873 0114 1] 1 3 South Sec. Int.
ES 0.099 0.315 1.758 0114 0 1 3 South Sec. Int.
E6 0.121 0.315 0631 0.114 0 1 3 South Sec. Int.
E7 0.118 0.315 0.043 0.114 0 4] 2 South Sec. int.
EB8 0.031 0.315 0.15 0.114 0 1 3 South Sec. Int.
E9 0.021 0.315 2075 0.114 o] 1 3 South Sec. Int,
E10 0.046 0.315 0,167 0.114 0 1 3 South Sec. int.
F1 0.00 0.315 0.113 0114 1] 0 2 South Sec. Int.
F2 ) . . . 0 0 2 South Sec. Int.
EF3 0.01 0.315 1.667 0114 0 1 3 South Sec. Int.
F4 0.002 0.315 1.95 0.114 0 1 3 South Sec, Int,
F5 . . . . 0 0 2 South Sec. Int.
F6 0.003 0.315 0.039 0.114 0 0 2 South Sec. int.
F7 0.012 0.315 0.039 0.114 4] 0 2 South Sec. Int,
FB . . . . 0 0 2 South Sec. int.
F9 0.023 0.315 0.077 0.114 0 0 2 South Sec. int.
F10 0.29 0.315 0.033 0.114 Q 0 2 South Sec. Int.
G 0.009 0.315 0.158 0.114 0 1 3 South Sec. Int.
G2 0.055 0.315 1.649 0.114 0 1 3 South Sec. Int.
G3 0.06 0.315 0.147 0.144 0 1 3 South Sec. Int.
G4 0.01 0.315 0.041 0.114 0 0 2 South Sec. Int.
G5 0.039 0.315 0.164 0.114 3] 1 3 South Sec. int,
G6 0.013 0.315 0.067 0.114 0 0 2 South Sec. int.
G7 0.021 0.315 0.071 0.114 0 0 2 South Sec. Int.
G8 0.037 0.315 0.016 0.114 0 0 2 South Sec. Int.
G9 0.081 0.315 0.032 0.114 0 9] 2 South Sec. Int.
G10 0.063 0.315 0.045 0.114 0 o 2 South Sec. Int.
H1 0.043 0,078 0.051 0176 0 0 2 South Sec. Int.
H2 0.076 0.078 1.531 0.176 0 1 3 South Sec. Int.
H3 0.065 0.078 0.162 0.176 0 0 2 South Sec. Int.
H4 0.074 0.078 0.089 0.176 0 4] 2 South Sec. Int.
H5 0.062 0.078 0.069 0.176 3] 0 2 South Sec. Int.
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Muestra | BNO.D. | R.O.D. | BSO.D. | R.O.D. BN Rx BS Rx !infeccién [Localidad
HE 0.071 0.078 0.068 0.176 0 0 2 South Sec. int.
H7 0.071 0.078 1.526 0.176 0 1 3 South Sec, Int,
H8 0.027 0.078 0.042 0176 0 4] 2 South Ssc. Int.
HS 0.021 0.078 0.033 0.176 ] 0 2 South Sec, Int.
H10 0.019 0.078 0.048 0.176 0 0 2 South Sec. Int.
11 0,023 0.078 0.042 0.176 0 Q 2 South Sec. Int.
12 0.027 0.078 0.287 0.176 0 1 3 South Sec, Int,
13 0.031 0.078 3 0.176 0 1 3 South Sec. Int,
14 0.034 0.078 3 0.176 0 1 3 South Sec. Int.
15 ©0.01 0.078 1.512 0.176 0 1 3 South Sec. Int.
16 0.006 0.078 0.036 0.176 0] 0 2 South Sec. Int.
I7 0.065 0.078 0.038 0.176 0 0 2 South Sec. Int.
18 0.023 0.078 1.736 0.176 1] 1 3 South Sec. Int.
9 0.039 0.078 2.008 0176 0 1 3 South Sec. Int.
10 0.018 0.078 0.104 0.176 0 0 2 South Sec. int.
J1 0.061 0.078 0.065 0.176 0 0 2 South Sec. Int.
J2 0.013 0.078 0.007 0.176 0 0 2 South Sec. Int.
J3 0.015 0.078 0.017 0.176 0 0 2 South Sec. Int.
Ja 0.005 0.078 210 0.176 0 1 3 South Sec. Int.
J5 0.032 0.078 0.042 0.176 0 0 2 South Sec. Int.
J6 0.049 0.078 0.051 0176 1] 0 2 South Sec, Int.
J7 0.052 0.078 0.525 0.176 1] 1 3 South Sec. Int,
J8 0.039 0.078 1.897 0.176 0 1 3 South Sec. Int.
J9 0.026 0.078 1.846 0176 Q 1 3 South Sec. Int.
J10 0.058 0.078 0677 0.176 0 1 3 South Sec. Int.
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Tabla 10. Frecuencia del virus BSBMY y del virus BNYVV en el campo de cultive
South Section en ¢l estado de Texas

mykwg\umﬁ! _ )
General 45 27 0 3 : 15
{
Porcaniajo de i ;
Incidencia - | 60 0 66 3333
|

Intensivo

100 47 0] 1 52
Porcentaje de
Incidencia - 47 Q 3 52

a Indica el tipo de muestreo; b Niumero total de muestras cbtenidas para ese tipo de
muestreo; ¢ Datos positivos para los antigenos de BSBMV obtenidos de muestras
analizadas por la técnica de ELISA; d Datos positivos para los antigenos de BNYVV
obtenidos de muestras analizadas por la lécnica de ELISA; e Antigenos del virus
BSBMYV v del virus BNYVV encontrados en la misma muestra por la técnica ELISA; f
Ningin antigeno presente en las muesiras analizadas por la técnica de ELISA
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Fig. 820 Porcentaje de incidencia de los virus BSBMV y BNYVV para el muestreo
general en el campo de cultivo South Section.

pBSBMV

aBNYW

r1Ambos virus presentos
M Sin virus

Fig# 21 Porcentaje de incidencia de los virus BSBMV y.BNYVV para el muestreo
intensive en el campe de cultivo South Section.

DBsSBMY

75



Campo de cultivo Scholl

En et campo de cultivo Scholl en la colecta general se obtuvo un total de 80
muestras de suclo en las 32.2 hectdreas de! campo de cultivo situado en el estado de
Dakota del Norte. El total de las muestras fueron analizadas por la técnica de ELISA,
obteniendo los siguientes resultados: los antigenos del virus BNYVYV se detectaron en
37 de 80 muestras para dar un porcentaje de incidencia del 50%, mientras que los
antigenos del virus BSBMV no se detectaron en ninguna de las muestras; a su vez una
muestra positiva se registré para ambos virus, dando el 1.35% de incidencia; 36 muestras

resultaron negativas para ambos virus {Tabla 5).

En este campo o se realizé muestreo intensivo.
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Tabla #11 Datos de las lecturas de las densidades dpticas obtenidas en los analisis de ELISA del
campo de cultivo Scholl régimen general, BN O.D. Densidad 6ptica de las placas con anticuerpo
del virus BNYVV. R.O.D.1 Referencia de las lecturas de densidad optica que es tres veces el
valor de densidad éptica de las muestras control de raices sanas, BS O.D. Densidad 6ptica de las
placas con anticuerpos del virus BSBMV. BN Rx. Muestras positivas paras los antigenos del
virus BNYVV. BS Rx. Muestras positivas para los antigenos del virus BSBMYV, Infeccion : 1
ambos virus presentes, 2 ningun virus presente, 3 antigenos del virus BSBMV presentes, 4
antigenos del virus BNYVYV presentes.

Muestra | BNO.D. | RO.D. | BSO.D. | ROD. | BNRx BS Rx | Infeccién |Localidad
Al 0.064 0.0825 0.08 0.257 0 Q 2 Scholl
A2 0.057 0.0825 0.014 0.257 0 0 2 Scholl
A3 0.045 0.0825 0.089 0.257 0 0 2 Scholl
Ad 0.117 0.0825 0.062 0.257 1 0 4 Scholl
AS 0.006 0.0825 0.002 0.257 0 0 2 Scholl
AB 0.033 0.0825 0.017 0.257 ) 0 2 Scholl
A7 0.037 0.0825 0.006 0.257 0 0 2 Scholi
AB 0.167 0.0825 0.013 0.257 1 0 4 Scholl
AS 0.056 0.0825 0.003 0.257 o 0 2 Scholi
A10 0.034 0.0825 0.033 0.257 0 0 2 Schol!
B1 0.018 0.0825 0.012 0.257 0 0 2 Scholl
B2 0.008 0.0825 0.013 0.257 0 0 2 Scholl
B3 0.024 0.0825 0.003 0.257 0 0 2 Schol!
B84 0.021 0.0825 0.015 0.257 Y 0 2 Schail
B5 0.029 0.0825 | 0.008 0.257 0 0 2 Scholl
B6 . . . . 0 . . Scholl
B7 0.172 0.0825 0.045 0.257 1 0 4 Scholl
B8 0.043 0.0825 0.005 0.257 0 o 2 Scholl
B9 0.029 0.0825 0.004 0.257 0 0 2 Scholl
B10 .0.126 |-0.0825.({ 0.033 0.257 1t - 0 4 Scholl
C1 0.067 0.0825 0.011 0.257 0 0 2 Scholl
c2 0.71 0.0825 0.051 0.257 1 0 4 Scholl
C3 0.008 0.0825 0.013 0.257 0 0 2 Scholl
C4 0.158 0.0825 0.048 0.257 1 0 4 Scholl
C5 0.204 0.0825 0.044 0.257 1 0 4 Scholl
ce 0.096 0.0825 0.005 0.257 i 0 4 Schall
C7 0.14 0.0825 -{ 0.018 0.257 1 0 4 Scholl
c8 0.014 0.0825.1 0.024 0.257 Y 0. 2 Scholl
Cc9 0.146 0.0825 0.097 - 0.257 1 0 4 Scholl

C10 |- 0.088 0.0826 0.001 0.257- 1 0 4 Schoit
D1 | 0186 0.0825 0.036 0.257- 1 o 4 Schofl
D2 0.008 0.0825 0.054 0.257 0 0 2 Scholl
D3 0007 | 0.0825 0.034 0.257 o 0 2 Schail
D4 - 0.388 0.0825 0.062 0.257 1 o 4 Scholl
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Muestra | BNO.D. | RO.D. | BSO.D. | RO.D. BN Rx BS Rx {Infeccién |Localidad
D5 0.189 0.0825 0.061 0.257 1 0 4 Scholl
D6 0.166 0.0825 0.047 0.257 1 0 4 Scholl
07 0.16 0.0825 0.046 0.257 1 4] 4 Schoil
D8 0.011 0.0825 0073 0.257 Q Q 2 Scholl
D9 0.141 0.0825 0.046 0.257 1 0 4 Schall

010 0.105 0.0825 0.014 0.257 1 0 4 Schoil
[ 0.014 0.0825 0.051 0.257 0 0 2 Schoil
E2 0.001 0.0825 0.092 0.257 0 0 2 Schol
E3 0.144 | 0.0825 0.007 0257 1 0 4 Scholl
E4 0.039 0.0825 0.062 0.257 0 0 2 Scholl
E5 0.02 0.0825 0.02 0.257 0 0 2 Scholt
E6 0.031 0.0825 0.219 0.257 ] 0 2 Scholl
E7 0.163 0.0825 0.112 0.257 1 0 4 Scholl
ES 0.033 0.0825 0.015 0.257 0 0 2 Scholl
€9 0.188 0.0825 0.029 0.257 1 1 1 Scholl

E10 0.555 0.0825 0.093 0.257 1 0 4 Scholl
F1 0.111 0.0825 0.022 0.257 1 4] 4 Scholl
F2 0.491 0.0825 0.018 0.257 1 G 4 Schol!
F3 0.268 0.0825 0.077 0.257 1 8] 4 Scholl
F4 0.636 0.0825 0.143 0.257 1 0 4 Scholl
F5 0.099 0.0825 0.042 0.257 1 [H] 4 Scholl
F& . . } . 0 . . Scholl
F7 0.019 0.0825 0.003 0.257 0 0 2 Schol!
F8 0873 1.0825 0.042 0.257 1 [H] 4 Scholl
F9 0518 0.0825 0114 0.257 1 0 4 Scholl
F1Q } } ! ! . . Scholi
G1 . . . . . . Scholl
G2 0.156 0.0825 0.104 0.257 1 0 4 Scholl
G3 0177 0.0825 0.055 0.257 1 0 4 Schotl
G4 0.022 0.0825 0.116 0.257 0 Q 2 Scholl
G5 0.015 0.0825 0.035 0.257 0 0 2 Scholl
G6 Q.02 0.0825 0.069 0.257 0 0 2 Schol}
G7 0.259 0.0825 0.019 0.257 1 v} 4 Scholl
G8 0.053 0.0825 0.032 0.257 4] 4] 2 Scholl
Go . . } ; 0 ) Scholl

G10 0.062 0.0825 0.001 0.257 0 0 2 Scholl
H1 0.042 0.0825 0.024 0.257 0 0 2 Schoil
H2 0.035 0.0825 0.151 0.257 0 0 2 Scholl
H3 0.034 0.0825 0.048 0.257 0 0 2 Scholl
H4 . . . , 0 . . Scholl
H5 0.082 0.0825 0.057 0.257 1 0 4 Scholl
HE 0.128 0.0825 0.129 0257 1 0 4 Schell
H7 1.004 0.0825 0.077 0.257 1 0 4 Scholl
H8 0.109 0.0825 0.074 0.257 1 0 4 Schoil
H9 0,282 0.0825 0.058 0.257 1 0 4 Scholt
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Muestra | BNO.D. | R.OD. | BSO.D. | R.O.D. BN Rx BS Rx_ |Infeccién |Localidad

H10 0.201 0.0825 012 0.257 1 0 4 Scholl

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA -
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Tabla 12. Porcentaje de incidencia de los virus BSBMV y BNYVYV para ¢l campo de
cultivo Scholl en ¢l estado de Dakota del Norte.

Porcentaje de - 0 50 1.35 4865
Fretuencia

& Indica el tipo de muestreo; b Niimero total de muestras obtenidas para ese tipo de
muestreo;, ¢ Datos positivos para los antigenos de BSBMV obtenidos de muestras
enalizadas por la téenica de ELISA; d Datos positivos para los antigenos de BNYVV
obtenidos de muestras analizadas por la técnica de ELISA; ¢ Antigenos del virus
BSBMYV y del vinus BNYVYV encontrados en la misma muestra por la técnica ELISA; £
Ningun antigeno presente en las muestras analizadas por la técnica de ELISA

Fig#22 Porcentaje de incidencia de los virus BSBMV y BNYVV para ¢l muestreo
general en el campo de cultivo Scholl en el estado de Dakota del Norte.

B BSBMV
RBNYVY
f Ambos virus
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Andlisis Estadisticos

A los datos obtenidos en las pruebas de ELISA de las muestras de los cuatro
campos de cultivo, se les aplicé un andlisis de T-test, para determinar si algunos de los
virus era mas prevalente que el otro en el campo. Con este analisis se encontrd que no
existe ninguna tendencia a la prevalencia de alguno de los dos virus, es decir que ambos
virus no presentaron ninguna diferencia significativa a la posibiltidad de estar presentes

en cualquiera de los campos del estudio (Tablas 13 y 14).

Tabla 13. Prevalecia entre el virus BSBMV y el virus
BNYVV para el muestreo general en los cuatro campos de

cultivo,

Sitios de Estudio BNYWVV B8SBMV
Bosch 7564 37.18
Kammerzal 2203 339
South section 6.82 68.18
Scholl 51.35 1.35

Valorde T0.15  P>|t] )0.8909

Tabla 14 Prevalecia entre el virus BSNMV y el virus
BNYVV para el muestreo intensivo en los cuatro campos

de cultivo.

Sitios de Estudio BNYW BSBMV
Bosch 34,97 12,59
Kammerzal 27.94 72.06
Sauth section 1.04 50

Valorde T -0.02 P>{l])0.4135

81



Dado que los dos virus tienen como vector al mismo hongo y que comparten el
mismo hospedero, se puede plantear ia existencia de algin tipo de interaccién entre
ambos virus. Para probar esta hipétesis se aplicé una prueba de #* en la cual se analizé la
interaccidn de ambos virus, {a prueba reflejé que no existe ninguna interaccion entre los
dos virus, es decir que cada uno de los virus es independiente en su presencia en el
campo. Ademis de la prueba de x?, se realizd un aprueba estadistica de en el programa

estadistico SAS.

Tabla 15. Interaccién de beet soil mosaic virus (BSBMV) y beel necrotic yellow vein virus
(BNYWV) en las dos condicionas de muestreo en los cuatro sitios de estudio

Sitio de Tippode Numero  Sélo Sélo Ambos virus Ambos virus
Estudio  Muestreo Totalde BSBMV BNYVV presentas en ausentesen P>X2
Muestras presente presente la muestra la muestra

Baosch General 80 6 7 23 14 0.5?314
Intensivo 156 10 42 8 56 0.367
Kammerze! Intensivo 70 36 6 13 15 0.6772
General 58 15 10 5 29 0.7872
South Section  Intensivo 100 47 0 1 52 0.3148
General 45 27 0 3 15 0.2203
Scholt General 74 0 37 1 36 0.3271

a. Bosch, Minesota; Kammerzel, Colorade; South section, Texas; Scholl, Dakota del Norte.

b. Prueba de X2 para ver la asociacion entre ambos virus en la misma muestra, la asociacién
resultd no significante.
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La prueba estadistica realizada en el programa ¢stadistico SAS para calcular la
media de las lecturas de densidades dpticas de las muestras que registraron positivas para
los antigenos de BSBMV, BNYVV y para ambos virus presentes en la misma muestra
para las placas de ELISA de ambos anticuerpos BSBMV y BNYVYV; se realizé con el
objetivo de comprobar la hipdtesis de que si existia alguna tendencia cuando ambos virus
s¢ encuentran presentes en la misma muestra es decir que alguno se encontrara en mayor
proporcién que el otro.en comparacién de cuando se encuentran solos y asf tratar de
observar si se tenia algim tipo de relacion; al aplicar el error estandar se observé que sélo
algunas muestras como Bosch general con ambos virus para BSBMV, Bosch intensivo
para ambos virus BNYVV presentaron valores significativos. Las demds muestras no

fueron significantes. (Tablas 16- y Figura #23 y24).
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Tablal6. Bosch Regimen Gencral

Variahle N Mean Std Error Significan
Ambos BNYVY 3 02710870 00273739 No significan
0.2864947
Ambos BSBMV 73 04220000 06239531 Significan 0.0239531
Solo BSBMV 6 0.3673333 0.0215045
S6loBNYVV 3 0.244027% 0.0150930
Tabla 17. Bosch Regimen Intensivo
Variable N Mean Std Error Significan
Ambos DNYVY ) 0.9291250 0.1201167 Significan 0.8261112
Ambos BSHMV 8 03832500 0.0250020 No significan
Q4127909
Sélo BSEMV 10 0.4892000 0.1509701
610 DNYVY a2 0.6498333 00561612
Tabla 18, Kammerzal Regimen General
Variable N Mean Std Ervor Significan
Ambos BNYVV 5 0.5964000 0.2190221 No significan 0.83104
Ambos BSBMV 5 07678000 0.3301847 No Significan 1.40864
Séto BSBMY 13 1.4266250 (3.3106617
Solo BNYVV 10 0.5310000 0.531000¢




Tabla 19. Kammerzal

Regimen Intensivo.

Variable N Mean Std Error Significan
Ambos BNYVV 13 0.4675231 0.0640608 No significan 0.86154
Ambos BSBMY 13 10549231 00987265 No significan 1.31698
Solo BSBMV 15 1.1330556 0.0652002
Sélo BNYVV 6 0.5966667 0.2008166
Tabla 20. South Section Regimen General
Variable N Mean Std Error Significan
Ambos BNYVV 3 0.1536667 0.0153007 Ne significan 1.48128
Ambos BSBMV 3 1.0943333 0.5046498
Solo BSBMV 77 0,850925Y 0.1257076
Sélo ANYVV 0 o 0
Tabla 21. South Section Regimen Intensivo
Variable N Mean Std Error Significan
Ambas BNYVY I 0.35610000
Ambos BSBMV ; 2.0290000
Sofo BSBMV 47 1.3120000 ©.1201028
Sélo BNYVV 0 ¢ 0
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Tabla 22. Scholl Regimen General

Yariable N Mean Std Emvor Significan
Ambos BNYVV 3 01536667 0.0153007 Mo significan | 48128
Ambes BSHMY 3 10541133 0 5046498
Sako BSRMV 37 0.4509259 0.125707
S0 BNYVY ¢ 0 0

Fig#23 Valor de las Densidades Opticas de las lecturas de la Técnica ELISA para las

muestreo general

r

O8sSBMV
GBNYW

C1Ambos virus presentes
on la placa bsbmv

@ Ambos virus presantes
en la placa bnyvy
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muestras del régimen Intensivo.

2 DBSBMV
BENYWY

Bl Ambos virus presentes on la
paica bsbmv

H Ambos virus presentes en la
placa bnyvv

Fig#24 Valor de las Densidades Opticas de las lecturas de la Técnica ELISA para las
|
|

Bosch Kammerzal South Section
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Se realizaron unas pruebas de RT-PCR para corroborar los datos obtenidos por
medio de la técnica de ELISA que se realizaron para las muestras de suclo de los cuatro
campos de cultivo. Los resultados fueron los siguientes: para las muestras positivas para
los antigenos de BSBMV en los analisis de ELISA, B-3 para Bosch,; A-8 para
Karmmezal, SS-14 para South Section, resultaron positivas para los primers G1972F +
GI973R de peso molecular de 618 pb. La secuencia d¢ aminodcidos que copian estos
primers codifica para la proteina de la capside. Para las muestras positivas para los
antigenos de BNYVV en los anilisis de ELISA, C-5 para Bosch; C-4 para Kammerzal y
A-4 para Scholl, resultaron negativas para los mismos primers. Estos resultados
ratificaron la efectividad de los datos obtenidos por medio de la técnica de ELISA, por

medio de 1a cual s¢ analizaron el total de las muestras colectadas.
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Tabla #23 Resultados de la prueba de PCR para corroborar las muestras de suelo analizadas
que presentaron los antigenos del los virus BSBMV y BNYVV con la Técnica de ELISA

Localidad | Muestra positiva para | Muestra positiva RT-PCR RT-PCR
BSBMYV en los andlisis | para BNYVVenlos | resuitados resultados Peso
de ELISA anilisis de ELISA Positivos Negativos Molecular
Bosh B3 G-3 B3+ G-5- 618 pb.
Kammerzal A8 Cc-4 Ad+ C4- 618 ph.
South Section | 5S-14 . SS-14+ 618 pb.
Sholl * A A-4- 618 pb.

* Ninguna muestra positiva para los antigenos; primers G1972F+G1973R, peso molecular de 618 ph.
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Fig #25 Fotografia del Gel de la técnica de RT- PCR
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Discusidn

Este trabajo se realizd en cuatro campos de muestreo ubicados en cuatro estados,
estos estados fueron escogidos por representar a dos dreas importantes para la produccion
de remolacha, Minesota y Dakota de Norte que representa la mayor drea de produccion
de remolacha en el alto medio oste de los Estados Unidos y los estados de Colorado y
Texas que pertenecen a la regién de las grandes planicies, la cual es la region geografica
mas extensa del pais, ademds de que para cada uno de los campos se conté con la
participacion de los agricultores al permitirnos estudiar a estos patdgenos para el mayor
conocimiento a cerca de la enfermedad, la cual es tan devastadora para la industria
azucarera; ¢l campo de cultivo de Texas aunque cs un campo experimental, representa
las condiciones ambientales presentes en cste estado, ademds de que en el se ha estado
estudiando ¢t comportamiento de BNYVV y BSBMV en los tltimos diez afios.

La ausencia de trabajos acerca de la distribucion de este tipo de patégenos es muy
limitada de hecho este trabajo es uno de los primeros en la investigacion de la
distribucion de estos virus en ¢l campo, por lo tanto no habiendo materia dispo;ﬂblc para
observar un método de colecta apropiado ya que en la literatura anteriormente se
mencionan que en muestreos realizados para la distribucién de virus fueron tomadas
muestras al azar (Heidel y Rush, 1994) el tipe de muestreo utilizado en este estudio fue
considerado como un método general ya que es la manera en que fos campesinos toman
las muestras en las largas extensiones de estos terrenos para analizarlas y en el estadio se

quiso investigar que tan efectivo era este tipo de muestreo, ademds se consideré un
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muestreo intensivo para poder comparar los resultados de distribuctén en ambos tipos de
muestreos.

En los resultados de distnibucidon se encontrd que aunque ambos virus fueron
identificados en los cuatro sitios de estudio, su distribucion varia dependiendo de campo
de cultivo en que se encuentren, se puede encontrar una distribuciéon completa,
dispersados por todo el campo de cultivo como en el caso de Bosch (Mapal) en €l cual el
virus predominante es el BNYVV o0 una distribucién al azar en grupos como en el caso
de Kammerzal (Mapa 3} y esta clase de distribucion presenta la misma tendencia para
ambos tipos de muestreo no existid ningin patrén, como se puede observar en ¢! mapa 2
Bosch intensivo presenta una distribucién mas de pequefios grupos en comparacion con
el muestreo intensivo de Kammerzal (Mapa 4) donde su distribucién se muestra mas
general a través de toda ¢l 4rea muestreada. Este tipo de distribucién pudo haberse
encontrado por diversas razones: una pudiera ser el tipo de muestreo realizado, el cual
por ser tan amplio no nos indique la verdadera cantidad de patégeno presente en los
campos, o que ¢l niimero tan pequefio de campos muestreados no representa en realidad
una muestra adecuada para percibir una tendencia de distribucion del virus. Otra razén
podria ser el tiempo en que el virus haya entrado en ese campo, si €] virus ha estado
presente durante mucho tiempo es muy probable que su distribucién sea mayor que si,
por ¢l contrario, este ha sido introducido mas recientemente. Por otro lado en el caso que
la introduccion del virus no haya sido reciente, la dispersion del virus en el campo no
seria solamente ocasionada por el movimiento natural del patégeno en el suelo, sino por

el manejo agronémico del terreno, es decir, el barbecho constante para la utilizacion de
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las tierras en diversos cultivos por medio de la maquinaria de trabajo puede dispersar con
mayor rapidez al patégeno. Otra razén podria ser la diferencia del tipo de suelo en cada
uno de los campos, si este suelo conserva mas las particulas de agua, facilita el
movimiento natural del patdgeno. Otra razoén a considerar podria ser el medio ambiente,
tal vez las diferencias de distribucion del virus sean tendencia a las condiciones medios
ambientales que favorezcan el desarrelld de uno de los virus en contraste con el otro, la
diferencia de temperaturas en el suelo durante el tiempo de siembra podria ser un factor
importante (Ciafardini y Martota, 1989), ademas la consideracion del uso del terreno
anteriormente, es decir la historia de cultivos en el terreno, ya que como el cistisora,
estadio de latencia del vector transmisor del vims P. betae puede vivir por muchos aftos
en el suelo (Abe y Tamada, 1986). Por otro lado la consideracién de diferentes cepas con
diferente capacidad de competencia que pucden dirigir la tendencia a que un virus esté
mas presente que otro dentre del campo, y esto afectar su distribucién (Heidel, Rusch,
Kendall y French, 1997). Otra razén podria ser la capacidad de este tipo de virus para
presentar variabilidad en su genoma que pudiera resultar en diferencia de expresion de
los sintomas o reacciones seroldgicas, que pudieran afectar tas lecturas de los resultados
de infeccion y no reflejar una presencia real del patogeno, en los sitios muestreados
{(Rush, French y Heidel, 1994). Otra explicacién podria ser la asociacidn que estos dos
virus pudieran tener en el campo. Al ser transmitidos ambos por el mismo vector podria
esperarse la presencia de algun tipo de relacion mutua o de control natural entre ambos
virus, es decir que uno mantuviera la supresion del otro, dependiendo de las condiciones

ambientzles favorables para alguno de ¢llos, esto también podria afectar la distribucion
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debido a que aunque estuvieran presentes ambos virus en el campo uno no permitiria la
expresion del otro (Mahmood y Rush, 1999), aunque los datos estadisticos realtzados
para esta hipdtesis no reflejaron ningin tipo de asociacion entre estos virus, podria
deberse a que los datos analizados representan una muestra muy pequefia para
considerarse estadisticamente, para obtener resultados mas confiables se deben realizar

muestrcos mds intensivos a un ndmero mayor de campos.
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Conclusion.

Se realizaron unas pruebas de RT-PCR para corroborar los datos obtenidos por medio
de la técnica de ELISA que se realizaron para las muestras de suelo de los cuatro campos
de cultivo. Con los siguientes resultados, para las muestras positivas para los antigenos
de BSBMYV en los andlisis de ELISA, B-3 para Bosch,; A-8 para Karmmezal, $8-14 para
South Section, resultaron positivas para los primers G1972F + GI1973R  de peso
molecular de 618 pb. Para las muestras positivas para los antigenos de BNYVV en los
analisis de ELISA, C-5 para Bosch; C-4 para Kammerzal y A-4 para Scholl, resultaron
negativas para los mismos primers, Estos resultados ratificaron la efectividad de los
datos obtenidos por medio de la técnica de ELISA, por medio de la cual se analizaron el

total de las muestras colectadas.

El campo de cultivo Bosch para en la colecta general se obtuvo un total de 80
muestras de suelo en las 32.2 hectireas del campo de cultivo situado en el estado de
Minesota. El total de las muestras fueron analizadas por medio de la prueba serolégica
ELISA, obteniendo los siguientes resultados: los antigenos del virus BNYVV se
detectaron en 37 de 80 muestras para dar un porcentaje de incidencia del 46.75%,
mientras que los antigenos del virus BSBMV se detectaron en seis muesiras con un

“porcentaje de incidencia del 7.1%; a su vez 23 muestras positivas se registraron para
ambas virus, el 26.92% de incidencia, 14 muestras resultaron negativas para ambos virus
con una incidencia del 17.5% (Tabla 2 y figura #16). Para ¢l muestreo intensivo donde

se analizaron 156 muestras de suelo colectadas en 404 m’, se encontrd que 26.92% es
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decir 42 de las 156 muestras fueron positivas para el virus BNYVYV, 10 positivas para
BSBMV un 6.41%, ocho se registraron con ambos virus presentes un 5.12% de
incidencia de incidencia y en 96 muestras s¢ encontrd la ausencia de ambos virus

BNYVV y BSBMV con el es decir el 61.53% (tabla 2 y figura #17).

En el campo de cultivo lamado Kammerzal localizado en el estado de Colorado, en el
muestreo general se obtuvo un total de 59 muestras en las 26.66 hectdreas del campo de
cultivo; 15 muestras reaccionaron positivo para los antigenos del virus BSBMV, dando
un 25.42% de incidencia; en 10 de las muestras se registraron los antigenos del virus
BNYVV, con un 16.94% de incidencia; cinco muestras reaccionaron positivas para
ambos virus dando un 8.47% de incidencia y en 29 muestras no se registré ninguno de los
antigenos ni para el virus BSBMYV ni para el virus BYNVV (Tabla 7 y Figura #18). Enel
muestreo intensivo se¢ obtuve un total de 70 muestras de las cuales 36 reaccionaron
pgsitivas para los antigenos de BSBMV, dando un 51.42% de incidencia; seis muestras se
registraron positivas para los antigenos de BNYVV, con un 8.57% de incidencia; 13
registraron positivas para ambos virus, con un 18.57% de incidencia y 15 muestras no

reportaron presencia de ninguno de los dos virus (Tabla 7 y Figura #19).

En el campo de cultivo denominado South Section localizado en el estado de
Texas se analizaron un total de 45 muestras en una extension de 18,18 hectéreas. En el
muestreo general, 27 muestras resultaron positivas para los antigenos del virus BSBMV,
con un 60% de incidencia; no se encontraron muestras positivas para los antigenos del

virus BNYVV, tres muestras se presentaron positivas para ambos virus, dando un 6.6%
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de incidencia; 15 reaccionaron negativas para ambos virus. (Tabla 10 y Figura #20) Para
el muestreo intensivo, de las 100 muestras colectadas en los 404 m’ se encontré 47
muestras positivas para Jos antigenos del virus BSBMV, con un 47% de incidencia; no se
registrd ninguna muestra positiva para los antigenos del virus BNYVV, y sblo una
muestra fue enc_onlrada positiva para ambos virus, con un 1% de incidencta; 52 muestras

no registraron presencia de ninguno de los dos virus {Tabla 10 y Figura #21)

En el campo de cultivo Scholl en la colecta general se obtuvo un total de 80
mugstras de suelo en las 32.2 hectareas del campo de cultivo situado en el estado de
Dakota del Norte. El total de las muestras fucron analizadas por la técnica de ELISA,
obteniendo los siguientes resultados: Los antigenos del virus BNYVYV se detectaron en
37 de 80 muestras para dar un porcentaje de incidencia del 50%, mientras que los
antigenos del virus BSBMV no se detectaron en ninguna de las muestras; a su vez una
muestra positiva se registro para ambos virus, dando el 1.35% de incidencia; 36 mugstras
resultaron negativas para ambos virus (Tabla 5). No se realizé muestreo intensivo para
este campo debido a que al regresar e realizar el muestreo ya se habia sacado toda la

cosecha de remolacha.

A los datos obtenidos en las pruebas de ELISA de las muestras de los cuatro campos de
cultivo, se les aplicé un anilisis de T-test, para determinar si algunos de los virus era mas
prevalente que el otro en el campo y se encontré que no existe ninguna tendencia a la
prevalencia de alguno de los dos virus (Tablas 13 y 14). Como los dos virus tienen como

vector al mismo hongo y que comparten el mismo hospedero, se planted la posible
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existencia de algiin tipo de interaccién entre ambes virus, Para probar esta hipdtesis se
aplico una prucba de x* en la cual sc analizo la interaccion de ambos virus, fa prueba
reflejé quec cada uno de los virus son independientes en su presencia en el campo.
Ademds de la prueba de y* se realizé una prueba estadistica de en el programa
estadistico SAS para calcular la media de las lecturas de densidades Opticas de las
muestras que registraron positivas para los antigenos de BSBMV, BNYVV y para ambos
virus presentes en la misma muestra, con el objetivo de comprobar la hipdtesis de la
posible tendencia a que alguno de los virus se encontrara en mayor proporcién que el otro
en comparacion de cuando se encuentran sélos; al aplicar el error estandar se observo
que sdlo algunas muestras como Boch general con ambos virus para BSBMV, Bosch
intensivo para ambos virus BNYVV presentaron valores significativos. Las demas

muestras no fueron significantes. (Tablas 16- y Figura #23 y24),

En los resultados de distribucién se encontré que aunque ambos virus fueron
identificados en los cuatro sitios de estudio, su distribucion varia dependiendo del campo
de cultivo en que se encuentren, se puede encontrar unpa distribucién completa,
dispersados por todo el campo de cultivo como en el caso de Bosch (Mapal) en el cual el
virus predominante es el BNYVV o una distribucién al azar en grupos como en ¢l caso
de Kammerzal (Mapa 3) y esta clase de distribucién presenta la misma tendencia para
ambos tipos de muestreo no existio ningin patrén. Estos resultados pueden deberse a
distintos factores: el tiempo que el virus ha estado presente en el campo de cultivo, las

practicas agricolas que se efectiien y el tipo de cepa del virus que esté presente.
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Perspectivas

Este trabajo continuard con la realizacién de la maestria. Un segundo muestreo serd
efectuado en el cual se considerard un método mas eficaz para poder muestrear las dreas
de trabajo que reflejen con mayor detalle la presencia de estos patdgenos, que a la vez
sea eficiente y econdmicamente manejable, ademés de utilizar otros métodos conjuntos
para la deteccidn de la distribucién de este tipo de virus como el llamade imdgenes de
sensibilidad por via remotz (Remote Sentive Image) que actualmente se ests llevando a
cabo en una investigacion dentro del TAES combinando los datos obtenidos dentro de
cste trabajo, con im&genes de fotografias tomadas con cdmara infraroja desde ¢l aire para
comparar los sitios de decoloraciones en log campos que detecten sintomas del virus y los
resultados de las pruebas de ELISA, también se deberd de analizar un nimero mayor de
sitios muestreados para tener una mejor representatividad de muestra estadistica y ver si
existe realmente una tendenciz no mostrada en este trabajo por el nimero pequefio de
sitios muestreados ademas, las muestras tomadas para analizar la distribucién serviran
para. investigar la posibilidad de la variabilidad de virus entre los diferentes estados, los
diferentes campos de cultivo y entre los virus del mismo campo de cultivo, a través de

PCR, SSCP, que permiten el estudio de variabilidad en regiones especificas del genoma.
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Mapa # 3
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Mapa #5
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Mapa # 6
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Mapa #7
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