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RESUMEN

Hasta el momento se cuenta con escasos productos terapeiticos a virus
fitopatogenos, asi que el control se dirige al insecto vector. Una de las estrategias mas
frecuentemente utilizadas es la aplicacién de insecticidas, desafortunadamente su
empleo inadecuado esta provocando resistencia a éstos en varias plagas de interés
econdmico. Una alternativa de control la constituye el uso de productos naturales,
como los extractos vegetales, que no causan contaminacion y son de facil obtencion y
aplicacion. Tales extractos pueden actuar como insecticidas de contacto, sustancias
antialimentarias y agentes morfogénicos. En el caso de virus transmitidos por insectos,
una estrategia de control con gran potencial seria la de interferir en la adquisicién o
transmisién del virus por el vector mediante la aplicacion de extractos vegetales, El
propésito de este estudio fue conocer el efecto de extractos vegetales en la transmision
de Tospovirus por Frankliniella occidentalis Pergande.

Se evaluaron siete extractos vegetales: Allium sativum, Nicotiana tabacum, N.
glauca, Gossypium hirsutum, Delphinium sp. Lonchocarpus sp. y Brassica oleracea var.
italica. Estos tuvieron dos variantes: macerado e infusién y se prepararon a 10% de
concentracién peso-volumen (p/v). Las pruebas de trasmisién se realizaron en plantas
sanas de Datura stramonium (10/tratamiento) que se asperjaron con el extracto
correspondiente para después colocar trips adultos viruliferos, obtenidos de una colonia
que previamente se establecié en condiciones de invernadero.

De todos los extractos probados solamente con el macerado de Delphinium sp.
se obtuvo una reduccién significativa de 70% en la incidencia (de plantas con
sintomas) en comparacion al testigo. A excepcidn de los tratamientos con las infusiones
de G. hirsutum, A. sativum y Lonchocarpus sp. y el macerado de N. glauca. todos los
demas (tanto en infusién como macerado) redujeron significativamente la severidad

(desde un 32 a 75%) con respecto al testigo.

xi



1. INTRODUCCION

Las enfermedades virales en las plantas constituyen una de las amenazas mas
grandes debido a que son limitantes econémicas de gran importancia en la agricultura.
Los daios causados por los virus a las plantas son significativos porque una vez que las
particulas virales entran en el hospedero no es posible eliminarlas sin causar dainos
a éste, ya que afectan de manera directa la informacion genética de las plantas
(Matthews, 1991).

Recientemente en México se detectd la presencia de Tospovirus, los cuales estan
afectando cultivos de importancia econémica. Verdugo (1989) describio la presencia
del Virus Marchitez Manchada del Jitomate (TSWV) en el cultivo de jitomate en el
estado de Sinaloa y senalé a Frankliniella fusca como vector del virus. En Villa
Guerrero, Edo. de Méx, zona productora de flor mas importante a nivel nacional, los
Tospovirus TSWV y Virus Mancha Necrética de los Belenes (INSV) estan provocando
pérdidas hasta de un 60% en crisantemo, lo cual ha repercutido en el abandono del
cultivo por algunos floricultores (Ochoa et al, 1994). Por otro lado debido al amplio
rango de hospedantes que tienen los Tospovirus (German et a/, 1992). constituyen un
peligro potencial para la produccién de otras especies horticolas y omamentales
cultivadas en México.

En la actualidad, se cuenta escasos con productos terapedticos a virus
fitopatégenos, por tal motivo el control se dirige al insecto vector. Una de las
estrategias mas frecuentemente utilizada es la aplicacion de insecticidas. Sin embargo.
el mal manejo que se ha hecho de estos productos esta ocasionando resistencia a
insecticidas en varias plagas de importancia econdmica, ademas de provocar serios
problemas de intoxicacion y/o contaminacién ambiental (Lagunes., 1984).

Una alternativa de control la constituye el uso de productos naturales que no
causan contaminacion, son econémicos y de facil obtencién y aplicacién, entre estos

sobresale el empleo de polvos minerales y vegetales, aceites vegetales y extractos
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vegetales. Los primeros se han empleado para proteger y prevenir la invasion de
insectos plaga en semillas almacenadas, ya que cuando se mezcla un polvo
quimicamente activo y finamente pulverizado se presenta un considerable descenso del
grado de humedad en el grano y la del cuerpo de los insectos, produciéndose en éstos
la muerte por desecacion (Cotton, 1979; Golob y Webley, 1980). En cuanto al empleo
de aceites y extractos vegetales se ha encontrado que actian como insecticidas de
contacto, sustancias antialimentarias y agentes morfogénicos en el insecto (Lagunes,
1984: Malik y Mujtaba, 1984).

Se tiene conocimiento de aproximadamente 1600 especies de plantas toxicas a
diversos organismos, de éstas 1005 especies tienen propiedades insecticidas y solamente
se reportan 6 especies con accion insecticida que afectan a organismos del orden
Thysanoptera (Greinge y Ahmed, 1988).

En el caso de los virus transmitidos por insectos una estrategia de control con
gran potencial podria ser la de interferir con la adquisicion o transmision del virus por

el vector mediante la aplicacion de extractos vegetales.

1.1 Objetivos

Por lo tanto en el presente estudio el objetivo general propuesto fue:

- Evaluar el efecto de siete extractos vegetales en la transmision de Tospovirus

por Frankliniella occidentalis P.

Para cumplir con el objetivo general se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

- Establecer una colonia de tisanopteros de la especie Frankliniella occidentalis
Pergande para realizar las pruebas de transmision.
- Comprobar la adquisicion y trasmisién de Tospovirus en la colonia de F.

accidentalis P.
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Evaluar la fitotoxicidad de siete extractos vegetales en plantas de Datura

stramonium.
Detectar la presencia de Tospovirus por medio de la técnica seroldgica ELISA

y plantas diferenciales.



2. REVISION DE LITERATURA

El primer registro de la enfermedad conocida como "marchitez manchada" del
tomate se realizd en Australia en 1915 (Brittlebank, 1919) y en 1930 Samuel y
colaboradores demostraron su etiologia viral.

La presencia de estos virus pertenecientes al género Tospovirus han sido la
causa de epidemias y enfermedades de plantas en el tropico, subtropico y regiones
templadas, presentando una amplia distribucion mundial (Best, 1968; Francki y Hatta,
1981; Stoobs et al, 1992).

Causan grandes pérdidas econémicas debido a que afectan importantes cultivos
horticolas, ornamentales y frutales (Iwaki, 1984; Cho y Mitchell, 1984; Cho et al, 1991;
Allen y Broadbent, 1986), con tasas de infecciéon que van del 50 al 90% (Cho y
Mitchell, 1984).

2.1. Biologia molecular de Tospovirus

El género Tospovirus, al cual pertenecen los Virus Marchitez Manchada del
Jitomate (TSWV), Mancha Necrética de los Belenes (INSV), Necrético de las Yemas
(BNV) y Mancha Amarilla del Cacahuate (PYSV) (De Avila, 1993), se ubican dentro
de la familia Bunyaviridae (German ez al, 1992). Esta familia consta de cinco géneros
mas: Pthebovirus, Uukuvirus, Nariovirus, Bunyavirus y Hantavirus.

La mayoria de los miembros de esta familia se desarrollan en artrépodos,
causandoles una infeccion persistente no letal a lo largo de su vida. Sin embargo, el
género Tospovirus es el unico capace de infectar plantas (German et al, 1992), no
obstante se incluye en esta familia principalmente por sus similitudes morfoldgicas,

genoma y estrategias de replicacion.



2.1.1. Estructura viral

Las particulas de Tospovirus son esféricas a pleomarficas, tienen un tamaiio que
va de 80 a 110 nanémetros (nm). Presentan una envoltura que contiene glicoproteinas,
que son los pricipales componentes de esta membrana, la cual rodea un centro en
donde se encuentra el genéma y proteinas asociadas.

Los viriones estan compuestos de cuatro proteinas: una proteina interna de la
nucleocdpside (N) de 29 kilodaltones (kd), dos glicoproteinas (G1 y G2) que
constituyen la membrana, con pesos de 78 y 58 kd, respectivamente y una proteina
grande (L) de aproximadamente 200 kd (Fig. 1) (Mohamed et al, 1973; Tass et al,
1977).

Fig. 1 Particula de Tospovirus mostrando la envoltura viral constituida por las glicoproteinas
G1y G2, la proteina interna de la nucleocipside (N), una proteina grande (L), y su genoma constituido

de tres filamentos sencillos (S, M y L) de ARN.



2.1.2. Genoma viral

Los Tospovirus tienen un genoma constituido de tres filamentos sencillos de
moléculas de acido ribonucleico (ARN). Un filamento largo denominado L (ARN L)
de 8.9 kd, y que codifica para la polimerasa. Y los filamentos cortos M y S (ARN M
y ARN S) de 5y 2.9 kd, respectivamente. El primero contiene la informacién para las
glicoproteinas G1 y G2 de la membrana viral y el segundo para la proteina N (Fig. 1)
(Van den Hurk et al, 1977; De Haan y Wagemakers, 1989).

2.1.3. Estrategias de replicacién

El filamento S tiene, como se menciond anteriormente, una longitud de 2.9 kb
(6 2916 nucledtidos). Este filamento genémico presenta dos "fragmentos de lectura
abierta" (FLLA) que son sitios especificos que se traduciran a proteinas por medio de
un ARN mensajero (ARN m), uno se localiza en el filamento viral (ARN v) que al ser
transcrito en un ARN mensajero (ARNm) codifica una proteina de 52.4 kb
denominada NSs y otro se presenta en el filamento complementario viral (ARN cv)
que codifica otra proteina de 29 kd denominada N; ambas proteinas se expresan por

traduccién de una especie de ARN mensajero subgenémico (Fig. 2).
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Fig 2 Representacion esquemadtica de la estructura y expresion del filamento de ARN S del
TSWV. Las lineas representan el ARN. Los rectangulos blancos y sombreados indican los {ragmentos
de lectura abierta (FLA) y las proteinas derivadas de su lectura, respectivamente. Los extremos del ARN
viral (ARN v) y el ARN complementario viral (ARN o) representan las terminales complementarias,
y los extremos del ARN subgenémico (ARN m) indican las terminaciones 5. Se muestra ¢n el diagrama
la transcripcion a partir del ARN v que produce la proteina N de 29 Kd. Y la transcripcion del ARN
cv se traduce a una proteina no estructural denominada NSs con peso molecular de 52.4 Kd.
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Fig.3 Representacion esquemitica del filamento M del INSV. Este filamento se traduce en
ambos sentidos a partir del ARN ov una proteina con peso molecular de 124.9 kd que formaran las
glicoproteinas. Otro FLA ayuda a codificar a apartir del ARN v una proteina de 34.1 kd designada NSm.
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En el caso del Virus Marchitez Manchada del Jitomate (TSWV), el filamento
M tiene una longitud de 5000 nucleétidos (Nt) y presenta solo polaridad negativa. Del
filamento complementario viral se traduce ya sea una proteina de 35 kd 6 una de 185
kd, ya que el ARN cv contiene un FLA con un codén de terminacion UGA, que es
probablemente sujeto a traslocacién a través de la lectura, lo cual puede dar como
resultado la sintesis de diferentes proteinas como producto de su lectura (German et
al, 1992).

Por otra parte, el Virus Mancha Necrética de los Belenes (INSV),
anteriormente conocido como TSWV variante I (German, ef a/, 1992), presenta un
filamento M con longuitud de 4500 Nt y de doble polaridad. Cuenta con dos FLA, uno
interviene para codificar, a partir del ARN cv, una proteina con peso molecular de
124.9 kd que formarin las glicoproteinas G1 y G2 de la membrana viral. Un segundo
FLA ayuda a codificar, a partir del ARN v, un polipéptido de 34.1 kd designado NS
m (proteina no estructural codificada por el segmento del ARN M) (Fig. 3) (Law, et
al, 1992).

En ambos virus (TSWV e INSV), el filamento L tiene una longitud de 8900 Nt,
presenta un FLA sobre el ARN cv que se expresa de un ARN m casi del tamaio del
genoma, el cual se traduce en una proteina con un peso molecular de 331.5 kb, que se

cree tiene funcién de polimerasa (Fig. 4) (De Haan et al, 1991)
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Fig. 4 Representaciin esq atica del fil to L del TSWYV (en la fig. 2 se menciona lo que

indica cada simbolo). El ARN v es de polaridad negativa y al ser transcrito por un ARN m producira
la proteina L con un peso molecular de 331.5 kd.

2.2. Hospederos de Tospovirus

El género Tospovirus presenta uno de Jos rangos de hospederos mas amplios.
Investigaciones realizadas por Best (1968) ayudaron en la compilacion de una lista de
hospederos de los que han sido aislados estos virus y la cual incluye 157 especies de
dicotiledoneas y 6 especies de monocotiledoneas distribuidas en 29 y 5 familias,
respectivamente. En una revision mas reciente (German et al, 1992) se consigna que
el registro de hospederos continua en aumento y que actualmente abarca mas de 500
especies. Solo dentro de la familia Solanacea, Compositae y Leguminosae se tienen

registros de mas de 100 especies reservorias (Peters et al, 1991))

2.3. Sintomatologia

Los Tospovirus pueden inducir una amplia variedad de sintomas los cuales

pueden variar ain incluso dentro de la misma especie hospedera debido a la edad y
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estado nutricional de la planta, asi como de las condiciones ambientales en las que se
desarrolla. De manera general, causan necrosis sobre varias partes de la planta,
clorosis, patrones anillados y/o longitudinales cloréticos a necrdticos (Best y Gallus,
1953; Ie, 1970; Francki y Hatta, 1981; Peters et al, 1991).

Especificamente, en el caso de jitomate afectado por el Virus Marchitez
Manchada del Jitomate los sintomas mas caracteristicos se observan en las hojas,
presentandose un repentino color café-castano, después empiezan a deformarse por la
presencia de zonas cloréticas concéntricas a manera de anillos que se necrosan con el
paso del tiempo. Los frutos que se forman después de la infeccion pueden desarrolar
de up ligero moteado a manchas cloréticas intensas. Por otra parte, las especies del
género Nicotiana generalmente desarrollan clorosis en hojas jovenes y este sintoma se
va intensificando con el tiempo, hay deformacion de hojas, necrosis y crecimiento
retardado. Tipicamente en tabaco y jitomate, como en otras especies hospederas, la
severidad de los sintomas se presenta mas sobre un lado de la planta, lo cual d4 como
resultado un desarrollo asimétrico en ésta (Franki y Hatta, 1981).

Los cultivos de importancia econdmica susceptibles a la infeccién por
Tospovirus, especialmente por el Virus de la Marchitez Manchada del Jitomate
(TSWV) y Virus de la Mancha Necrética de los Belenes (INSV), incluye jitomate,
papa, tabaco, cacahuate, chile, lechuga, papaya y ornamentales como crisantemo,
begonia, dhalia y belenes (Jones y Baker, 1991). El cultivo méas importante de
monocotiledoneas afectado por el TSWV es la pifia, en la cual la enfermedad se

conoce como mancha amarilla de la pina (Carter, 1975).

2.4. Especies de trips que transmiten Tospovirus y su diseminacion en el campo

A la fecha solamente se han consignado a trips (Thysanoptera: Thripidae) como
vectores de Tospovirus. Se ha demostrado que solamente nueve especies pertenecientes
a tres géneros son vectoras (German et al, 1992; Hunter 1995): Frankliniella occidentalis
Pergande 6 trips de las flores del occidente (Paliwal, 1976; Allen y Broadbent, 1986;
Cho et al, 1986. and Mau et al, 1991): F. fusca Hinds 6 trips del tabaco (Sakimura,
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1963: Hobbs y Black, 1993): F. schulizei Trybom 6 trips comin de las flores (Sakimura,
1969: Amin y Reddy, 1981; Cho er al, 1986); F. intonsa Trybom (Hunter, 1995); F.
tenuicornis Uzel (Hunter, 1995); Thrips tabaci Lindeman 6 trips de la cebolla (Pittman,
1927; Linford, 1932; Sakimura, 1940b; 1963; Cho et al, 1989); T. setosus Moulton
(Sakimura, 1962); T. palmi Karny ¢ trips del melén (Iwaki et al, 1984; Uliman et al,
1989) y Scirtothrips dorsalis Hood 6 trips del chile (Sakimura, 1962; Amin y Reddy,
1981). De este modo en la naturaleza, la diseminacién en el campo se debe solamente
a la actividad de estos vectores. Sin embargo, en algunas zonas se ha observado
incompatibilidad entre una especie vectora y el virus, como en el caso de T. tabaci que
en experimentos realizados en Canadd mostrd ser incapaz de transmitir el TSWV
(Paliwal, 1976).

Se tiene conocimiento que los Tospovirus pueden ser adquiridos solamente por
larvas de trips (Bald y Samuel, Sakimura, 1962), determinando que el periodo minimo
para la adquisicion del virus parece ser de 5 minutos, pero la eficiencia en la
transmision se incrementa conforme aumenta el tiempo de alimentacion y la
inoculacién del virus se logra con la alimentacién superficial sobre las células
epidermales de las plantas (Sakimura, 1962; 1963; Lewis, 1973). Los vectores retienen
el virus toda su vida (Sakimura, 1963; German et al, 1992; Ullman y Cho, 1992) lo cual
indica que el virus es persistente en el vector, aunque Paliwal (1979) no observo
particulas virales en tejidos de trips viruliferos mediante técnicas citoldgicas, pero si por
medio de serologia. No se tiene evidencia que exista transmisién transovirica
(Sakimura, 1962;1963; Ullman y Cho, 1992), sin embargo, se presenta replicacion viral
en células de trips (Ullman y Cho, 1992).

2.5. Mecanismos de transmisién de Tospovirus por trips

Cada virus posee una combinacion de propiedades particulares que le permiten
diseminarse de una planta a otra en el campo, para asi lograr perpetuarse y sobrevivir
en una localidad determinada. La diseminacién de los virus ocurre de varias formas:

1) contacto directo (transmisién mecénica), 2) semilla, 3) injertos naturales y
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artificiales, 4) vectores habitantes del suelo (hongos y nematodos) y 5) vectores aéreos
(insectos o acaros) (Rocha y Gonzélez, 1985). Por lo tanto la diseminacion se puede
llevar a cabo con o sin la ayuda de vectores. L.a mayoria de los cultivos intensivos se
infectan por virus transmitidos por contacto a causa de implementos de labranza y
manos de los trabajadores, entre otros, ya que los sistemas de cultivo intensivo implican
la frecuente manipulacion de plantas lo que favorece que los virus se diseminen por
contacto. Por otra parte, la forma mas comun de transmision de virus en la naturaleza
es a través de organismos vectores. Tales agentes diseminadores de enfermedades
principalmente incluyen en primer orden a los insectos y en menor proporcion a los
acaros, a los hongos y a los nematodos; la diseminacion de los virus de una planta a
otra se lleva a cabo durante el proceso de alimentacion sobre sus hospedantes o
cuando se reproducen sobre ellos (Carter, 1973).

En la actualidad los investigadores para clasificar 1a forma de transmision de
virus por insectos se basan en el tiempo que dura el insecto virulifero después de que
adquiere el virus (periodo de retencidn) y en la ruta que lleva el virus dentro del
cuerpo del insecto. Asi, Watson y Roberts (citado por Acosta y Delgadillo,1989), en
relacion al periodo de retencién clasifican a los virus en persistentes y no persistentes.
Los primeros se caracterizan porque una vez que el insecto adquiere el virus
permanecerd virulifero por el resto de su vida a pesar de que éste presente una o
varias mudas de su exoesqueleto. Por el contrario, en la transmisién no persistente el
insecto dejara de transmitir el virus después de uno o mas intentos por alimentarse, al
igual lo perdera al mudar ya que el virus queda adherido a la exuvia (Pirone y Harris,
1977).

Otros investigadores mencionan que se presenta un tercer tipo de transmisién
intermedia entre la transmision persistente y no persistente a la cual se le denomina
de tipo semipersistente (Walkey, 1985) y se caracteriza porque el insecto deja de
transmitir el virus después de varios dias, pero si se alimenta por largo tiempo sobre
la fuente del indculo se incrementa el porcentaje de transmision y el periodo de
retencion es mas largo (Acosta y Delgadillo. 1989).

Debido a que el periodo de retencién es un parametro variable en cuanto al
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tiempo que se tarda en retener el insecto al virus,también se ha optado en clasificarlos

en circulativos y no circulativos (Acosta y Delgadillo, 1989). En el caso de los virus no

persistentes o no circulativos, el virus que causa la infeccion al ser ingerido por el

insecto no llega al tracto digestivo ni hemolinfa, sélo se adhiere en forma especifica

a la cuticula que reviste al estilete, la faringe o el eséfago (Lim y Hagerdon, 1977). En

la transmision persistente o circulativa el virus al ser ingerido pasa del tracto digestivo

a la hemolinfa (Gildow, 1982). En este grupo se encuentran los Tospovirus.

Walkey (1985) y Acosta y Delgadillo (1989) mencionan que las caracteristicas

mas comunes de los virus que son transmitidos de manera persistente son las

siguientes:

Elinsecto adquiere el virus mediante un periodo efectivo de alimentacién sobre
la planta infectada de por lo menos 5 minutos. A este proceso se le conoce

como periodo de alimentacién para la adquisicion, en el caso de Frankliniella

fusca (trips del tabaco) adquiere al Tospovirus a través de un periodo de

alimentacion de 3 minutos (Razvyazkina, 1953).

Para que el virus sea transmitido a otra planta sana susceptible, debe transcurrir
un periodo de tiempo que va de 5 minutos a varias horas para que el insecto
inocule el virus a nivel de haces vasculares. A este proceso se le conoce como
periodo de alimentacion para la inoculacion. Sakimura (1963) menciona que
se requiere por lo menos 15 minutos de alimentacion para infectar plantas
sanas. En los trips Frankliniella occidentalis, F. schuizei y Sciriothrips dorsalis se
han registrado tiempos de inoculacién que van de 5 a 30 minutos (Razvyazkina,
1953; Sakimura, 1963; Amin y Reddy, 1981; Allen y Broadbent, 1986).

El insecto transmitira el virus durante todo su ciclo de vida después de haberse
alimentado de una planta enferma.

Los virus persistentes se localizan en las glandulas salivales, una vez que son
ingeridos pasan al tracto digestivo y luego a la hemolinfa para posteriormente
atravesar la membrana de las glandulas salivales donde se replican. En el caso
de los trips, solamente las particulas virales adquiridas por el insecto durante los

primeros estadios larvales permiten que al llegar éste a su estado adulto nunca
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pierda la capacidad de transmitir el virus. Esto se debe, a que el lumen del
intestino medio en estadios larvales es permeable a las particulas de Tospovirus
ya que se presenta una endocitosis receptor-mediador donde el plasmalema de
las células epiteliales tienen receptores para el virus. Por el contrario, las
particulas virales adquiridas por individuos adultos al llegar a las células
epiteliales son empaquetadas por el reticulo endoplasmico rugoso quedando asi
secuestradas y destruidas dentro de ellas (German et al, 1992; Ullman et al.
1992).

2.5.1. Aparato bucal de trips y adquisicion de Tospovirus

Las piezas bucales de los trips forman una larga proboscis o cono bucal que s¢
encuentra en la parte inferior de la cabeza, el extremo del cono esta generalmente
dirigido hacia abajo pero en algunos grupos especializados hacia atras. Cuando el
insecto esta en reposo el cono bucal se coloca debajo del primer segmento toracico
(Lewis, 1973).

En todos los trips las piezas bucales son asimétricas. Su aparato bucal permite
un modo de alimentacion de tipo raspador-chupador. La parte dorsal del cono esta
constituido por el clipeo y labrum, separados por una membrana, los lados estan
formados por las maxilas y la parte ventral por el labium. Tanto las maxilas como el
labio poseen palpos, constituidos por dos a ocho artejos en las maxilas y por uno a
cuatro en los labiales (Quintanilla, 1980). Dentro del cono se encuentran las demas
piezas bucales dispuestas asimétricamente, constituidas por la mandibula izquierda, ya
que la derecha esté atrofiada. En algunas especies la hipofaringe puede servir como un
cuarto estilete (Mound, 1971; Chisholm y Lewis, 1984: Hunter y Ullman, 1989).

La mandibula funcional es de forma tubular, muy esclerosada en el apice. en
cambio los estiletes maxilares son acanalados con la parte apical muy delgada
presentando un complicado arreglo de proyecciones que forman una abertura
subapical. Los margenes de estos estiletes se acomodan longitudinalmente uno a otro

para formar un tubo largo.
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Durante la alimentacion los liquidos nutricios son ingeridos gracias a la ayuda
de los musculos de la cabeza y labrum y pequenos misculos circulares que rodean la
parte terminal de la faringe funcionando a manera de bomba. Primeramente los
musculos se contraen para cerrar el esofago y abrir la faringe para succionar el
alimento hacia ésta, al abrir y cerrar el cono bucal se abre el esofago y los musculos
se relajan para colapsar la faringe e impulsar el alimento hacia el eséfago. El flujo de
saliva es controlado de manera similar (Hunter y Ullman, 1989).

La presencia de estructuras sensoriales en el cono bucal y dentro del canal
alimenticio. sugiere que el insecto elige el sitio de alimentacion por medio de
inserciones de su aparato bucal seleccionando el punto de penetracién con la ayuda de
estos organos sensoriales (Chisholm y Lewis, 1984; Hunter y Ullman, 1989). Cuando
el insecto detecta el sitio apropiado ingiere un gran cantidad de citoplasma vaciando
mas células y por lo tanto provocando mas danos ocasionados por la alimentacion, caso
contrario sucede en las plantas que son consideradas como menos atrayentes o
favorables.

Aunado a esto, si el insecto se alimenta sobre una planta que ademas de ser
hospedera esta infectada con Tospovirus, el incremento de la ingestion de los fluidos
- de la planta ocasiona un incremento del nimero de particulas virales que entran al
intestino del insecto. Por otra parte se tiene conocimiento de que si la distribucion de
células infectadas de la planta hospedera es uniforme existe una alta probabilidad de
que el virus sea adquirido por las larvas debido a la ingestién de una gran cantidas de
particulas virales: lo opuesto ocurre cuando los trips se alimentan de una planta que
no tiene una infeccion de células uniforme (Cho et al, 1991). Por medio de técnicas
seroldgicas y observaciones realizadas a través de microscopia electrénica se ha
encontrado que en hojas de Datura stramonium infectadas sistémicamente con el
TSWYV se presenta una distribucion uniforme de células infectadas (Francki y Grivell,
1970), no presentandose esto en hojas de Articum lappa (German et al, 1992). Cho y
colaboradores (1991) detectaron que a a pesar de que ambas plantas son hospederas
para el desarrollo de huevecillos y larvas de F. occidentalis, cuando éstas se alimentan

sobre D. stramonium adquieren altas concentraciones del TSWV que cuando se
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alimentan sobre A. lappa, produciéndose un incremento en el porcentaje de trips

viruliferos.
2.6. Daiios y pérdidas ocasionadas por Tospovirus

Los Tospovirus (TSWV e INSV) son un serio problema fitopatolégico e inducen
una gran variedad de sintomas dependiendo de la especie afectada. Los sintomas
comunes consisten en: manchas anulares clordticas a necrdticas en hojas y frutos,
necrosis de tallos, mosaico y deformacion de hojas jovenes y reduccion en el tamafio
de frutos; tales sintomas se presentan en cultivos alimenticios y ornamentales en todo
el mundo (Peters et al, 1991).

En Estados Unidos y Canada se reportan incidencias que van de 60 hasta 100%
en cultivos comerciales. Lo cual repercute en la produccion agricola ocasionando
grandes pérdidas econémicas (Bond et al, 1983; Greenough et al, 1985; Hoobs y Black,
1993).

En México, Verdugo (1989) describi6 la presencia del TSWV en jitomate en el
Estado de Sinaloa y logrd su transmisién con Frankliniella fusca. Recientemente en
Villa Guerrero, Edo. de México, zona floricola mas importante a nivel nacional, el
cultivo y produccion de flor de crisantemo ha sido seriamente afectado por Tospovirus
provocando fuertes pérdidas de hasta un 60% de las plantas, lo cual repercute en el
abandono del cultivo por algunos floricultores (Ochoa et al, 1994). Ademas, debido al
amplio rango de hospedantes que tienen los Tospovirus (German et al, 1992)
constituye un peligro potencial para la produccion de otras especies ornamentales y

horticolas cultivadas en México.
2.7. Medidas de control

2.7.1. Control Genético
A pesar de que el control genético es muy eficiente y relativamente barato para

controlar los diferentes tipos de enfermedades, especialmente las de tipo viral
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desafortunadamente hay pocos avances sobre el conocimiento de lineas adecuadas de
resistencia, ya que no se ha encontrado compatibilidad entre varias especies para la
creacion y establecimiento de variedades resistentes. La resistencia genética a
Tospovirus ha sido dificil de identificar, caracterizar e incorporar a cultivos comerciales
(German ¢t al, 1992). Actualmente solo con lechuga y tomate se tienen perspectivas
alentadoras.

El primer registro sobre resistencia a Tospovirs fue en tomate, en las especies
Lvcopersicon pimpinellifolium, L. hirsutum y L. peruvianum (Samuel et al, 1930).
Posteriormente se obtuvo una variedad resistente al combinar L. sculemium y L.
pimpinellifolivm (Smith, 1944). Esta fuente de resistencia sirvi6 para que se desarrollara
un nuevo cultivo resistente denominado Pearl Harbor, pero desafortunadamente solo
se logro obtener resistencia especifica a una variante. En 1953, Finlay encontré cinco
genes que dan resistencia a cinco diferentes variantes de Tospovirus. Posteriormente
se encontré que L. peruvianum es muy resistente a todas ellas y se esta utilizando para
desarrollar cultivos resistentes (Cho et al, 1989).

En lechuga se ha detectado resistencia a ciertos aislamientos de Tospovirus y
solo una linea de la especie Lactuca saligna ha mostrado una mayor resistencia (Cho
et al, 1989).

Actualmente se estan estudiando los genes que codifican las proteinas de Ja
envoltura viral para conocer la secuencia de acidos nucleicos y desarrollar plantas
resistentes al virus. Hasta el momento solo se ha trabajado con plantas transgénicas de
Nicotiana tabacum var. xanthi, las cuales han mostrado resistencia a la infeccién debido
a una reduccion en la replicacion viral y expresion de los sintomas (Mackenzie y Ellis,
1992).

2.7.2. Control Quimico
En cuanto el control quimico se tiene que los tisanopteros y en especial, la

principal especie vectora Frankliniella occidentalis, son altamente resistentes a la

mayoria de los insecticidas (Ronald y Baker, 1991). Aunado a ésto, las poblaciones de
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tisanopteros son muy dificiles de controlar en los cultivos debido al gran nimero de
individuos que infestan una sola planta y al rapido incremento de las poblaciones
ocasionado por su ciclo reproductivo y/o la inmigracién de nuevos organismos.

Hasta el momento ningin tratamiento con insecticidas ha sido efectivo para
eliminar la enfermedad ocasionada por Tospovirus (Cho et af, 1989). Sin embargo, se
recomienda la aplicacion de los siguientes insecticidas (nombres comunes) para
controlar las poblaciones de trips: acefato, malation, fluvalinato, metomil, entre otros,
a razén de 300 l/ha una a dos veces por semana (Cho et al, 1989).

Por otra parte se estin empezando a estudiar sustancias que puedan interferir
con Ja transmision del virus por el vector ya sea por alteracién del comportamiento
alimenticio o modificacién de la particula viral, entre otros. En 1993, Allen y
colaboradores evaluaron aceites horticolas e insecticidas jabonosos para conocer sus
efectos en la reproduccién y alimentacion de F. occidentalis, asi como su eficacia en la
reduccion de la transmision del virus, encontrando que los aceites horticolas (White-
Prot y Dow-Corning 36 al 2%) redujeron en un 46% la transmisién de Tospovirus sin

que hubiese una aparente disminucion en la actividad alimentaria de éstos.
2.7.3. Control Integrado

En la actualidad lo que resulta més redituable y eficaz para el control de
enfermedades virales es el uso combinado de Jas diferentes practicas de control
cultural, quimico y genético existentes.

En un estudio realizado en Hawaii, se identificaron varias practicas culturales
que ayudan a disminuir la incidencia de Tospovirus las cuales se dividen en relacién
a las fases del ciclo del cultivo. En la fase de precultivo se sugiere intercalar cultivos
susceptibles con otros que no sean hospedantes para reducir la fuente de inéculo, asi
como eliminar las plantas hospederas o maleza adyacentes a los cultivos y que pueden
servir de refugio a los vectores. En la fase de cultivo se recomienda emplear semilla
libre de virus y aplicar regularmente insecticidas para controlar las poblaciones de trips.

Por dltimo en la fase de postcosecha se deben realizar fumigaciones al suelo, por
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ejemplo con metil-sodio o 1,3-dicloropropeno para eliminar a los trips que permanecen
en el suelo y en restos del cultivo (Cho et al, 1989).

Otra préctica de control que se empieza a utilizar para reducir el nimero de
trips alados que llegan a los cultivos es el uso de tiras reflejantes de aluminio que
repelen al vector; Greenough y colaboradores (1990) utilizaron este tipo de material
en cultivos de tomate, chile y tabaco encontrando una disminucién en la inmigracion
de trips y por consiguiente una reduccion en la incidencia de Tospovirus en estos

cultivos.

2.8. Efecto de extractos vegetales sobre insectos plaga

Greinge y Ahmed (1988) publicaron una lista de aproximadamente 1600
especies de plantas toxicas a diversos organismos, de estas 1005 especies tienen
propiedades insecticidas y solamente reportan seis especies con accién insecticida que
afectan a organismos del orden Thysanoptera.

Riquelme (1910) menciona que en México fue muy utilizado el tabaco
(Nicotiuna tabacum) en forma de macerado para el control de la conchuela del frijol.
La nicotina es el principal alcaloide que se encuentra en esta planta y es un insecticida
que se ha utilizado contra trips del gladiolo y citricos (Richarson, 1934), la palomilla
del manzano, pulgones, mosquita blanca y otros insectos de cuerpos blandos que atacan
diversos cultivos (Vélez, 1974).

Hall y colaboradores (1969) indican que la toxicidad del macerado de Prunus
carolineata (Rosaceae) de donde se aisl6 el dcido hidrocednico es muy activo contra
moscas. Los extractos de hojas jovenes de Clerodendron tricotonum (Verbenacea) son
repelentes a larvas de Agrotis segetum en concentraciones del 5 al 10% de acuerdo con
el estado de desarrollo de las hojas. Los extractos crudos de hojas maduras a una
concentracion del 1% inhibieron en un 100% la actividad alimenticia (Kato et al, 1972).

El extracto del rizoma de Acuries calamus (Araceae) causa mortalidad en ninfas
de Dysdercus cingulatus en désis de 7 a 10 microlitros por ninfa, los extractos de Allium

sativum  (Amarillidaceae), Ocimum sanctum (Labiatae) y Datura stramonium
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(Solanaceae) provocan mortalidad significativa en el tercer instar larval de Spodoptera
litura (Rajendran y Gopalan, 1979).

La actividad antialimentaria de Mentha pulegium (Labiatae) y Vigna unguiculata
(Leguminosae) fue evaluada en Spodoptera frugiperda (Zalkow et al, 1979). Otra
investigacion similar fue realizada por Meisner e @/ (1981) para evaluar el efecto
antialimentario del extracto de Catharanthus roseus (Apocynaceae) en larvas de
Spodoptera littoralis.

El extracto etandlico de las semillas Thevetia thevetioides (Apocynaceae) tiene
un efecto detrimental contra Ostrinia nubilalis, cuando éste se incorpora a la dieta
artificial (Mclaughling et al, 1980). Judd y Borden (1980) mencionan que el extracto
acuoso de Lemna minor (Lemnaceae) impide la oviposicion del mosquito Anopheles
aegypti. El extracto acuoso de Tanacetum vulgare (Compositae) también tiene sustancias
que provocan efecto antialimentario en Pieris rapae, Trichoplusia ni y Plutella xilostella
segiin Brewer y Ball (1981). Se tiene conocimiento del aislamiento de dos compuestos
de la planta Toona ciliata (Meliacea) que actiian como inhibidores del apetito de la
conchuela del frijol (Hernandez y Berderly, 1982). Las investigaciones realizadas por
Bentley y colaboradores (1984a) indican un efecto antialimentario de Lupinus
polyphyllus (Leguminosae) contra el sexto instar larval de Choristoneura fumiferana. En
ese mismo afio (1984b) los autores antes mencionados, reportaron también a Tussilago
farfara (Compositae) con propiedades antialimentarias contra insectos. Entre las
plantas de la familia Compositae con toxicidad a insectos se encuentra Artemisia
vulgaris (Compositae) que segin Huang (1984), ha sido utilizada desde hace muchos
afios en areas rurales de China como repelente de insectos, y que la presencia de
algunas sustancias como la glaucdlida, tienen la particularidad de hacer poco apetecible
a la planta tratada con ellas y los insectos mueren de inanicion o se devoran entre sj.

Malik y Mujtaba (1984) encontraron que los rizomas de Saussurea lappa
muestran una actividad repelente sobre Tribolium castaneum, mientras que las hojas
de Chenopodium ambrosioides (Chenopodiaceae) ejercieron una actividad

antialimentaria sobre Rhyzoperta dominica. El extracto de corteza y hojas de roble
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blanco (Quercus arba) inhibieron la alimentacion de larvas y adultos de Leptinotarsa
decemlineata (Drumond, 1985).

Una de las plantas mas efectivas contra varias especies de insectos es
Azadirachta indica (Meliaceae) la cual en forma de extracto se ha evaluado contra
Lyrtomyza sativae y L. trifolii en hortalizas y en crisantemo (Webb et al, 1983: Stein y
Parella, 1985).

Actualmente en México se estan realizando algunas investigaciones sobre
sustancias vegetales toxicas a insectos. Lagunes y asociados (1984) evaluaron a nivel de
laboratorio 437 especies de plantas y solo 58 especies tuvieron efecto nocivo,
principalmente antialimentario contra Spodoptera frugiperda, contra larvas del mosquito
doméstico (Culex guinquefasciatus), contra el gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais) y
conchuela del frijol (Epilachna varivestis).

Arenas ( 1984), cita 1093 especies de plantas pertenecientes a 159 familias gue
en extracto acuoso o en polvo tienen efectos nocivos contra 112 especies de
artropodos. De estas plantas por lo menos el 20% forma parte de la flora mexicana.
De las 112 especies de artrépodos 32 se reportan en México como plagas importantes
en cultivos, incluyendo especies de la familia Thrypidae que estan causando serios
problemas en cultivos horticolas y ornamentales (Verdugo,1989; Ochoa et al, 1994),
principalmente por ser transmisores de virus.

Por todo lo anteriormente expuesto, es evidente que en el caso de virus
transmitidos por insectos una estrategia de control con gran potencial podria ser la de
interferir con la adquisicion o transmision del virus por el vector, mediante la

aplicacion de extractos vegetales.
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3. MATERIALES Y METODOS

En la figura 5 se resume la metodologia del siguiente trabajo de investigacion.

3.1. Cria de trips

El material biolégico utilizado en la presente investigacion consistio de insectos de
la especie Frankliniella occidentalis Pergande. La determinacion a especie fue realizada por
el Dr. Roberto Johansen Naime, en el Laboratorio de Entomologia del Instituto de
Biologia, UNAM.

Se eligi6 trabajar con este organismo debido a que es una de las principales especies
vectoras de Tospovirus; ademas presenta un alto poder reproductivo y se desarrolla
facilmente sobre una amplia gama de plantas hospederas (Allen et al, 1991).

La cria de F. occidentalis se realiz6 a una temperatura de 27 +2°C y a una humedad
relativa de 40 a 50%.

3.1.1. Establecimiento de la colonia de F. occidentalis Pergande

Debido al conocimiento de la presencia de esta especie vectora en el érea
circunvecina de Chapingo, Edo de México (com. per. del Dr. Roberto Johansen), para
iniciar la cria masiva de trips se obtuvieron ejemplares colectados sobre diversas plantas
hospederas en dicha area. La forma de captura consistidé en introducir en una bolsa de
plastico la planta infestada sacudiéndola fuertemente para que los organismos cayeran en
ella (Hernandez, 1989). La captura se realiz6 principalmente en frijol, calabaza y rosas.

Previo a la colecta se sembraron semillas de frijol (Phaseolus vilgaris var. jamapa) en
macetas de 30 cm de altura X 20 cm de diametro con suelo estéril, colocando una semilla
en cada una de ellas, hasta completar 80 macetas. Una vez que las plantas presentaran tres

hojas verdaderas, se les cubrié con una jaula de forma cilindrica (30 cm de alto X 19 cm de
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diametro) elaborada con alambre y tela de algodon que presentaba una abertura de malla
menor de 2 mm. Se elegi6 trabajar con este tamaiio de jaula debido a que cuando se intento
utilizar jaulas mas pequeias la planta al crecer dentro de ella se maltrataba debido al
espacio reducido. Ademas la temperatura en el interior se incrementaba alrededor de 4 a
6 °C en comparacién con el ambiente externo, lo cual ocasionaba que los primeros estadios
larvales que permanecen en las hojas murieran por deshidratacién.

En cada jaula, con su respectiva clave, se colocaron de uno a dos trips adultos con
el propésito de que ovipositaran y hubiera un incremento en el nimero de organismos.
Cuando se tuvo un nimero superior a 10 organismos, se procedi a colectar, de cada jaula,
muestras de trips que se colocaron en viales que contenian alcohol al 70 % para su
identificacion.

Una vez determinado en qué jaula(s) se encontraba la especie vectora F.
occidentalis, se transfirieron individuos con ayuda de un pincel de pelo de camello No. 5,
himedo, a otra jaula entomoldgica para dar inicio a la cria masiva de esta especie. Fue
necesario tener una jaula entomoldgica amplia (100 X 100 X 100 cm) que pudiera albergar
como minimo tres plantas de cada especie hospedera que se utiliz6. Esta jaula se cubrié con
el mismo tipo de tela que se mencion6 anteriormente, para evitar la fuga tanto de larvas
como de adultos (Fig. 5).

Como una de las finalidades de esta colonia de tisanopteros era utilizarla para
realizar ensayos de transmisién, a partir de este momento, en esta jaula entomoldgica se
utilizaron plantas hospederas como frijol (Phaseolus vulgaris var. jamapa). calabaza
(Cucurbita pepo var. zucchini) y toloache (Datura stramonium). Las dos dltimas se inocularon
mecanicamente con un aislamiento de Tospovirus obtenido de plantas de crisantemo
procedentes de Villa Guerrero, Edo. de México, y que se mantenia en plantas de toloache
(D. stramonium) y chile (Capsicun annuum var. serrano). Para confirmar la presencia de
Tospovirus en estas fuentes utilizadas como inéculo, se procedi6 a realizar una prueba
serologica mediante la técnica de ELISA "en gota” (Dot-inmunobinding) modificada por

Delgadillo (1992); ya que segiin Douglas (1990) tiene una alta sensibilidad para detectar este
tipo de virus.
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Fig. 6 Jaula utilizada para el establecimiento y cria de Frankliniella occidentalis
en condiciones de invernadero.
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Para la inoculacién mecanica, hojas de toloache y chile infectados se maceraron, con
ayuda de un mortero con pistilo, en solucién amortiguadora de fosfatos 0.02 M y 0.02 M
Dieca (Dietilditiocarbaminato de sodio) pH 7.2 (Allen et al, 1991). en una proporcion de
1 ml de solucién amortiguadora/g de tejido. Posteriormente con un isopo de algodon
humedecido con inéculo se frotaron suavemente las hojas cotiledonales de cada planta (con
cuatro a seis hojas verdaderas) que previamente habian sido espolvoreadas con carborundun

300 mallas. Finalmente se 1avo con agua la zona inoculada.

3.1.2. Comprobacién de la adquisicion de Tospovirus por F. occidentalis P.

Una vez que la colonia de trips se alimentd sobre las plantas infectadas por un
periodo de 100 dias, se tomaron 200 trips y cada uno de ellos fue sometido también a
serologia, para comprobar si se habia alcanzado un alto porcentaje de trips viruliferos. En
la misma jaula donde se alimentaban y desarrollaban los trips, se introdujo un grupo de 20
plantas sanas de Datura estramonium con el objeto de observar la expresion de sintomas del
virus y el tiempo en que tardan en aparecer. Posterionmente se tomaron muestras de cada

una de estas plantas y fueron sometidas también a serologia.

3.2. Ensayo con extractos de plantas

3.2.1. Material vegetal empleado

Se evaluaron los extractos vegetales de: Allium sativum, Nicotiana tabacum, N. glauca,
Gossypium hirsutum (semilla), Delphinium sp, Lonchocarpus sp y Brassica oleracea var. italica
(Cuadro 1). Todas, a excepcion de la dltima, se menciona que tienen propiedades
insecticidas que afectan al orden Thysanoptera (Grainge y Ahmed, 1988).

Las plantas fueron secadas en una bodega a temperatura ambiente.

Conjuntamente a estos tratamientos se probo también la cubierta epidermal Nu-Fil
17 (Dupont S.A.).



Cuadro 1. Parte vegetal utilizada para la preparacion de los extractos.

NOMBRE CIENTIFICO | NOMBRE COMéN PARTE UTILIZADA
Allium sativum | ajo bulbo y hojas

Brassica oleracea var. brécoli tallos e inflorescencia
italica

Delphinium sp. escuelita tallos, hojas y flores
Gossypium hirsutum algoddn semilla

Lonchocarpus sp. barbasco tallos y hojas

Nicotiana glauca tabaco tallos y hojas

Nicotiana tabacum tabaco tallos y hojas

3.2.2. Pruebas de fitotoxicidad de los extractos vegetales.

Los extractos se prepararon como se describe a continuacion: a) Se anadio el tejido
vegetal seco al momento en que hervia el agua y se dejé enfriar, a este tratamiento se le
llamo té, b) el otro tratamiento se preparé en una licuadora convencional, se macerd el
tejido seco durante 30 segundos. De esta manera por cada especie se tuvieron dos
tratamientos: té y macerado. Los extractos se prepararon en proporciones de 50, 75 y 100
g de tejido/l de agua, se almacenaron en recipientes de vidrio con su clave o nombre
correspondiente, a temperatura ambiente por 24 horas. Después se filtraron con tela de
organdi para separar los solidos y el liquido se colocd en un aspersor manual (Lagunes,
1984).

Cada tratamiento tuvo cinco repeticiones y consistié en asperjar cada concentracién de
extracto acuoso a plantas de D. stramoniun con 10 hojas verdaderas. Los testigos se
asperjaron solo con agua. Se realizaron observaciones cada 24 horas durante siete dias para

registrar la posible presencia de sintomas de fitotoxicidad.
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3.2.3. Efecto de los extractos vegetales en la transmisién de Tospovirus por trips

Se utiliz6 en las pruebas de transmision plantas de la especie D. stramonium (con
ocho a 10 hojas verdaderas) por ser un excelente hospedero para la alimentacion y
desarrollo de huevecillos de trips, es una especie indicadora para la expresion de sintomas
del virus y ademds cuando se alimentan trips viruliferos sobre ellas se obtienen altas
concentraciones de virus (Cho er al, 1991).

Individuos adultos obtenidos de la colonia de trips se transfirieron con ayuda de un
pincel de pelo fino (No. 5) a cada una de las plantas sanas de D. stramonium previamente
asperjadas con el extracto vegetal correspondiente (100g/1 de agua). La misma concentracion
se utiliz6 para la cubierta epidermal Nu-film 17. Las plantas testigo se asperjaron solo con
agua. En cada planta se colocaron tres trampas en tres hojas, una en cada hoja. Las trampas
(Fig. 6) fueron elaboradas con plastico de tipo mica, de forma cilindrica de
aproximadamente 2 cm de didmetro por 2 cm de alto y en la parte superior se cubrieron con
tela. A cada jaula se le adhirié un broche con el propésito de poder sujetarla en la hoja,
para ésto, una parte del broche tenia adherido a su vez una base de corcho de 2.5 cm®. De
esta manera la trampa quedaba bien sujeta a las hojas y sin riesge de que se escaparan los
organismos al momento de colocarlos para realizar las pruebas de transmision.

En cada trampa se colocaron tres insectos (nueve por planta) para que se
alimentaran por un lapso de 24 hrs (Wikamp, 1993; Hoobs y Black, 1993). Las plantas se
mantuvieron en una camara bioclimatica, a temperatura constante de 30+2°C con un
fotoperiodo de 14-10 hrs (luz-obscuridad). Al cabo de este tiempo se retiraron los insectos
de cada unidad experimental, teniendo cuidado de observar si se presentaban daios
alimenticios sobre la superficie de la hojas que habia sido cubierta por la jaula o bien
muerte de los insectos.

Cada 48 hrs se hicieron observaciones para registrar el nimero de plantas que
presentaron sintomas causados por Tospovirus (incidencia) v la expresién de sintomas
(severidad). La severidad se evalud con la siguiente escala:

0 = Sin sintomas

2 = Moteado y ligera clorosis en hojas apicales
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3 = Mosaico sistémico presente en toda Ja planta

4 =  Anillos concéntricos y patrones lineales cloréticos en hojas apicales con ligera
deformacién en hojas nuevas.

6 = Lesiones a manera de anillos concéntricos y patrones lineales necréticos con
mosaico mas acentuado en hojas apicales.

10 = Severa deformacion en hojas apicales, presencia de anillos necrdticos
concéntricos en casi todas las hojas, que con el tiempo la necrosan por

completo. Acortamiento de entrenudos.

El disefio experimental fue completamente al azar y cada tratamiento consistié de
10 repeticiones. Para conocer si habia diferencias entre tratamientos en cuanto a incidencia
y severidad, se procedié a realizar un andlisis de varianza y prueba de Tukey. Los valores
de severidad se transformaron a porcentajes para el analisis estadistico.

Con la finalidad de asegurar la deteccion de Tospovirus por serologia en las plantas
expuestas al vector, antes de establecer el experimento descrito fue necesario determinar la
curva de concentracion viral en D. stramonium. Para esto se inocularon de manera mecanica
12 plantas de D. stramonium (con ocho a 10 hojas verdaderas) con la fuente de indculo
anteriormente utilizada. Las plantas se mantuvieron a 30 + 2°Cy con un fotoperiodo de 14-
10 hrs (luz-obscuridad). Después de la inoculacion cada dos dias se tomaba una planta que
serviria como inéculo, 2 g de ella se maceraban en 2 ml de sol. amortiguadora de fosfatos
0.25M y 0.02 M Dieca, pH 7.2. La planta que se emple6 como indicadora para la expresion
de la infeccion y conteo de lesiones locales fue Nicotiana glutinosa, de la que se inocularon
seis hojas por muestra. Estas plantas se mantuvieron bajo condiciones de invernadero.

Después de mantener los tratamientos por un periodo de 8 dias en condiciones
controladas se di6 por terminado el experimento y de cada planta se tomd una muestra para
realizar la prueba de ELISA en "gota", para esto se tomaron las hojas donde se habian
confinado los insectos viruliferos y hojas de todos los niveles de la planta (basal, medio y
apical). Al mismo tiempo, una muestra de 1 g de cada planta se macerd con solucién
amortiguadora de fosfatos 0.02 M y 0.02 M Dieca, pH 7.2 y se inoculé mecanicamente a

plantas indicadoras de la especie N. glutinosa, cinco hojas por cada planta, para detectar la



Fig. 7. Jaula utilizada para pruebas de transmision con el vector
Frankliniella occidentalis P.
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presencia o ausencia de virus mediante la expresion de lesiones locales en esta planta
diferencial.

La técnica seroldgica se realizé de la siguiente manera: Se emplearon antisueros y
positivos adquiridos en Agdia Inc. para los Virus Marchitez Manchada del Tomate (TSWV)
y Mancha Necrética del Impatiens (INSV), ya que son los tnicos Tospovirus que se han
consignado en México (Verdugo, 1989; Ochoa et al, 1994).

Se maceraron de 3 a 5 g de hojas de cada planta en 3 ml de solucién amortiguadora
salina de fosfatos (SASF) pH 7.4. Los extractos se filtraron con tela de organdi para
eliminar los restos de tejido y se dejaron reposar en tubos de vidrio por un lapso de 30 min
en refrigeracion.

Se lavo la membrana de nitrocelulosa (Sigma N-0139) por 1 6 2 min en SASF pH
7.4. Después se colocd, utilizando pinzas para evitar tocarla con los dedos, sobre papel filtro
y se aplicaron con una micropipeta las muestras (aproximadamente 5 microlitros): savia de
cada unidad experimental (con una repeticion), testigo positivo, testigo sano y SASF. La
membrana se dejé secar al aire y reposar por 30 min.

En el caso de los insectos viruliferos que se analizaron, la muestra se preparé de la
siguiente manera: se colocé directamente el insecto (de uno a tres organismos) sobre la
membrana presionandolo sobre ella con la cabeza de un alfiler entomolégico para que
quedara adherido o bién, se maceré en 50 microlitros de SASF pH 7.4 (Cho er al, 1988) y
de estos 5 microlitros se colocaron en la membrana. Después de secar, la membrana se
incubé en una caja Petri con 10 ml de solucién de bloqueo (SASF pH 7.4 + 3% p/v de
proteina de leche descremada) durante 60 min procurando agitarla suavemente cada 15 min.
Transcurrido este tiempo la membrana se lavd con agua destilada. Luego se incubé en el
antisuero a una concentracion 1:1000 (1 ml de sol. de bloqueo:1 microlitro de antisuero) por
60 min a temperatura ambiente.

Después se enjuagd la membrana tres veces por 5 min en solucién de lavado (SASF
pH 7.4 + 0-05% Tween-20). Enseguida se incub6 la membrana en el conjugado de gamma-
globulina anticonejo (Sigma a-0418) a una concentracion 1:1000 (1 ml de sol. de bloqueo:1
microlitro de conjugado) por 60 min a temperatura ambiente. Posteriormente se lavo la

membrana tres veces por 5 min en sol. de lavado y un ultimo lavado por 5 min en sol.
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amortiguadora de dietanolamina 1 M pH 9.6 (5 ml de dietanolamina + 45 ml de agua
destilada, ajustando el pH con acido clorhidrico).

Finalmente se incubo la membrana en solucion de revelado (18 ml de sol
amortiguadora de dietanclamina + 2 ml de NBT (P-nitro azul tetrazolio, Sigma N 6876,
Img/ml de sol. amortiguadora de dietanolanima) + 0.2 ml de BCIP ( sal de p-toluidina de
fosfato de 5 bromo 4 cloro 2 inoil, Sigma B 8503, 5 ml/ml en sol. amortiguadora de
dietanolamina) + 40 microlitros de cloruro de magnesio 2 M, y se colocé en la obscuridad
y a temperatura ambiente durante el revelado. Se realizaron lecturas a los 15, 30 y 45
min.  Por iltimo se eliminé la soluciéon de revelado y se lavé la membrana con agua
destilada para detener la reaccion. Las lecturas se realizaron en forma visual. Lo anterior

se realizo para cada virus por separado.
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4. RESULTADOS

4.1 Establecimiento de la colonia de F. occidentalis

Durante el desarrollo del trabajo se determiné que en condiciones de invernadero
el rango Optimo de temperatura para mantener la poblacién de tisanopteros fue de 15 a
27°C. Los trips solo se desarrollaron cuando la jaula entomolégica fue amplia y contenia
diferentes especies de plantas hospederas con un abundante follaje. Se determind que el
frijol (Phaseolus vulgaris), la calabaza (Cucurbita pepo) y €l toloache (D. stramonium) fueron
las plantas hospederas mas adecuadas para la alimentacion e incremento de la poblacion de

esta especie de tisanopteros bajo condiciones de invernadero.

4.2. Transmisién de Tospovirus por trips

En esta etapa del experimento, de los 200 insectos sometidos a la prueba seroldgica,
74 % did reaccion positiva para el Virus Marchitez Manchada del Jitomate (TSWV) y
50% para el Virus Mancha Necrética de los Belenes (INSV).

En las plantas sanas de D. stramonium que se introdujeron en la jaula se observé que
a partir del quinto dia de estar expuestas a los trips viruliferos, solo el 80% empez6 a
presentar en hojas apicales un ligero mosaico y en las demas hojas un moteado clorético
(Cuadro 2). Después de 8 a 12 dias de estar expuestas a los insectos, solo el 13% de las
plantas presentaron lesiones a manera de anillos concéntricos cloréticos y patrones lineales
cloréticos que algunas veces se llegaron a necrosar, deformacion en hojas nuevas y
achaparramiento; finalmente del total de las 20 plantas expuestas a los trips viruliferos, en
4 de ellas no se observé ningin sintoma que indicara la presencia del virus. Cuando se
tomaron muestras de esas mismas plantas para la prueba serologica, el 95% did reaccion

positiva para el TSWV y de esos mismos solo el 70% para el INSV (Cuadro 2).
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Cuadro 2.  Expresién de sintomas y reaccidn serologica en plantas plantas de

D. wumommn cxpuestas a los tnps dentro dentro de la jaula emmnulﬂgm

EKPRESION DE - REACCION
SWMAS SEROMJ{JICA
TSwy SINSV
1 - ¥ "
2 1My 29 + +
3 ly2 + -
4 ly2 + +
5 1 + +
6 1 + +
7 ly2 . + +:
8 - + -
9 ly2 + +
10 ly2 + +
11 1 + +
12 1 + -
13 ly2 + +
14 ly2 + +
15 - -
16 - + -
17 ly2 + +
18 ly2 + +
19 1y2 + +
20 1 + +
Porcentaje 95 70

LY}

b)

A partir del quinto dia presencia de un ligero mosaico en hojas apicales. Fn las demas se presenta
un moteado clorético.

Con el transcurso del tiempo los sintomas que se presenta ron fueron lesiones a manera de anillos

concéntricos clordticos y patrones lineales cloréticos que se necrosaron, deformacion de hojas nuevas

y achaparramiento.

4.3. Fitotoxicidad de los extractos vegetales

A una concentracion de 50g de tejido vegetal/litro de agua, tanto en infusién como

macerado, con excepcién de Allium sativum, ninguna de las especies de plantas probadas

provocd efecto fitotoxico en las plantas de D. stramonium (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Porcentaje de plantas con sintomas de fitotoxicidad inducidos por los extractos

vegetales (infusion o macerado) a diferentes concentraciones.

Gossypium sp.

Allium sativum

Lonchocarpus sp.

Nicotiana tabacum

100 40 20
Brassica oleracea 50 0
var. italica 75 20
100 20 20
Delphinium sp. 50 0 0
75 20 20
100 20 20
Nicotiana glauca 50 0 0
75 20 20
100 20 20

Exceptuando a Lonchocarpus sp. que no presentd efecto fitotdxico a concentracion
de 75y 100 g/l en ninguna de las dos formas de extracto, se observé de manera general, que
en todas las demas especies, de un 20 a 40% de las plantas tratadas mostraron sintomas de
fitotoxicidad independientemente que se tratara de infusién o macerado. El dafo fitotéxico

consistié principalmente de un ligero necrosamiento en las puntas de las hojas o en todo el
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margen y en algunas ocasiones se presentaron pequeias manchas cloréticas que se tornaron
cafés y luego se secaron. Sin embargo las plantas crecieron normalmente no mostrando
diferencias en comparacién con los testigos. Con base en esto fue que se optd por trabajar
con la mayor concentracién probada (100 g/ll), ya que de esta manera se tenian més

posibilidades de detectar algiin efecto en la transmision de Tospovirus por trips.

5.3. Curva de concentracion viral en D. stramonium

Se observé que la maxima concentracion de virus se presentd entre el 5% y 9° dia
posteriores a la inoculacién, segiin lo indicé la presencia de lesiones locales en plantas de
Nicotiana glutinosa (Fig. 8). A los 12 dias posteriores a la inoculacién ya no se presentaron

lesiones en la planta indicadora N. glutinosa.

5.4. Efecto de los extractos vegetales en la transmision de Tospovirus por trips

Los resultados del efecto de los tratamientos en la incidencia y severidad de los
sintomas inducidos por Tospovirus en plantas de D. stramonium se presentan en el Cuadro
4. El tratamiento con Delphinium sp. en forma de macerado, bajo las condiciones de nuestro
ensayo, present$ la menor incidencia (30%) de plantas con sintomas, mostrando asi una
reduccién significativa en la transmisién de Tospovirus por trips en un 70% con respecto al
testigo. El resto de los tratamientos con excepcién de Gossypium hirsutum e infusién de 4.
sativum y Lonchocarpus sp., mostraron reduccién en la incidencia de 10 a 50%, no obstante,
éstas no fueron estadisticamente significativas (Fig. 9).

En cuanto a severidad se encontré nuevamente que los tratamientos con Delphinium
sp. fueron los que presentaron menor porcentaje de severidad (14 y 18%) no difiriendo
estadisticamente con los tratamientos con la cubierta epidermal Nu-film 17, Nicotiana
tabacum, N. glauca (infusién), Brassica oleracea (macerado), Lonchocarpus sp. (macerado)
y Gossypium hirsutum (macerado) los cuales presentaron de 26 a 34% de severidad. Las

plantas de D. stramonium asperjadas con los tratamientos en infusién de G. hirsutum,
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Fig.8. Curva de concentracién viral obtenida con base a el nimero de lesiones
contadas en Nicotiana glutinosa, inoculada con savia de Darura stramonium

obtenida a diferentes tiempos posteriores a su inoculacién mecénica con
Tospovirus.
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Cuadro 4. Efecto de los tratamientos en la incidencia (5b) de plantas con sintomas de Tospovirus y severidad (96).
Darios alimenticios y muerte de insectos detectados posteriormente a las pruebas de transmision. Y
c bacion de la p ia de Tospovir diant logia y lesi locales en planta indicadora.

‘i

i6 AB Pl Lot 1010 o 24
macerado 100 A %8 Joio L] wia o 3
Alllim wativum infiusion 100 A 45 AB 10:10 L1 (/] L0 7 26
macerado 90 AB MEB oo 210 L 1 25
Laschocarmus sp. Infindn 100 A 46 AB 7o wig 1000 o
macerado 70 AB 0B 0 oo 10110 o 21
Brassdica vleracea infindn 80 A8 4B Qe wio 411 1 22
var, italica macerndo 60 AB L.} 610 wro 6id [ Ly
Nicotiana glawuca inflasidn 70 AB 0B g e o I 19
macetado o0 AR 46 AB 10 w10 101G 1 1.8
Nicotiana tabacsm infuriin 60 AB %8 %o 810 20 ] 18
macerada &0 AR Mma o/10 e 7itg 1 28
Delphiium gp. infunidn 60 AR 188 510 e 10016 ) [/3]
macerada o8 48 8110 210 9110 1 11
Nus-film 17 agua S0AB 288 sie e 8110 0 3
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a) Nimero de plantas, de un total de 10, dénde se detectd el virus.

b) Niimero de plantas, de un total de 10, que dieron lesiones locales (se inocularon tres hojas por planta).
¢) De un total de 90 trips viruliferos unlizados en cada tratamiento.

d) Promedio de las observaciones realizadas en 30 jaulas por tratamiento.

Ti ientos seguidos por la mi letra son disti imilares (Tukey, & = 0.05).

Lonchocarpus sp., Allium sativum y macerado de Nicotiana glauca mostraron de 36 a 48%
de severidad de sintomas inducidos por Tospovirus (Fig. 10).

Con la técnica seroldgica de "gota" se encontré que solo en los tratamientos de G.
hirsutum e infusién de A. sativum todas las plantas de D. stramonium dieron reaccién
positiva para el TSWV. Del mismo modo, en los tratamientos B. oleracea (macerado), N.
glauca, N. tabacum (macerado) y Nu-film 17, hubo completa correspondencia entre el
nimero de plantas con sintomas y el nimero de plantas que dieron reaccion positiva para

el TSWV. En el caso de Delphinium sp. (macerado) se encontré que el porcentaje de
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Fig.9. Efecto de los tratamientos en la incidencia, inducidos por Tospovirus en

plantas de Datura stramonium.
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incidencia (30%) no concordé con el nimero de plantas que dieron reaccién positiva (ocho
de 10) (Cuadro 4). Lo mismo sucedié con los tratamientos macerado e infusion de
Lonchocarpus sp. e infusién de B. oleracea, en donde se tuvieron incidencias de 70, 100 y
80%, respectivamente, y por serologia 9, 7 y 9 plantas de 10 dieron reaccién positiva al
TSWV, respectivamente. Por otro lado la presencia del Virus de la Mancha Necrética de
los Belenes solo se detectd en seis tratamientos pero en un nimero reducido de plantas
(Cuadro 4).

Con excepcion de los tratamientos B. oleracea var. italica, Delphinium sp. (infusién)
y Nu-film 17, en todos los demas hubo una estrecha relacion (correspondencia) entre el
nimero de plantas que dieron reaccién positiva para el TSWV mediante serologia y el
nidmero de plantas en el que se detectd el virus mediante la presencia de lesiones locales
en planta indicadora.

Ningin extracto tuvo accion insecticida ya que de 90 trips utilizados por cada
tratamiento para probar su posible eficacia en impedir la transmision de virus por este
vector, sélo se encontré en promedio de uno a tres insectos muertos (Cuadro 4).

En cuanto a los dafios alimenticios que se encontraron debido al periodo de
alimentacién de 24 hrs a que estuvieron expuestas las plantas de D. stramonium a los trips
viruliferos, se observd, al momento de retirar las jaulas donde estaban confinados éstos, que
solo las plantas asperjadas con los extractos de Delphinium sp. presentaron menos dafios
alimenticios con respecto a los demas tratamientos (Cuadro 4). Y coincidentemente fueron
las plantas que menor incidencia de la enfermedad presentaron en comparacion con los

demas tratamientos (Cuadro 4).
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5. DISCUSION

Los trips solamente se desarrollaron cuando la jaula entomolégica fue amplia
y contenia plantas hospederas con abundante follaje, ya que ésto permitié mantener
un microambiente mas estable que favorecid la reproduccion y por ende el ripido
incremento de la poblacién de trips.

En el presente estudio se observd que para lograr el establecimiento de la
colonia de F. occidentalis fue necesario mantenerla en un rango de temperatura de 15
a 27°C; debido a que al aumentar la temperatura y disminuir la humedad relativa a
menos de un 50% se favorecia la proliferacion de acaros que afectaban la fuente de
alimento de la colonia. Ademas se encontré que un gran nimero de trips adultos se
mantenian bajo estas condiciones de temperatura. Se tiene conocimiento que la
temperatura umbral minima de desarrollo para esta especie es de 10°C (Lowry ef al,
1992) y que una temperatura elevada (entre los 27 y 30 °C) favorece su reproduccion
obteniéndose una mayor progenie (Robb et al, 1989).

El frijol y la calabaza fueron hospederos adecuados en estas condiciones, ya que
los adultos prefirieron estas plantas para ovipositar y por consiguiente se logro el
desarrollo de una gran cantidad de larvas. Por otro lado, estas plantas son hospederos
naturales que toleran el dafo alimenticio que ocasionan los trips. El toloache (D.
stramoniun), ademas de tener las caracteristicas anteriores, es un hospedero del virus
que al presentar infeccion sistémica constituyé una fuente adecuada de indculo para
la adquisicion de Tospovirus por parte de los trips; aunado a esto, en D. stramonium
la distribucion de células infectadas es mas uniforme y por lo tanto se tiene una alta
probabilidad de que el virus sea adquirido por las larvas debido a la ingestion de una
gran cantidad de particulas virales (Francki y Grivell, 1970).

La reaccién positiva, para ambos virus, obtenida en la muestra de insectos
provenientes de esta colonia, indico que el trips adquirid tanto el Virus de 1a Marchitez

Manchada del Jitomate como el Virus de la Mancha Necrotica de los Belenes: se ha



mencionado que F. occidentalis es la unica especie que adquiere y transmite a ambos
virus (Hunter et al, 1995). Lo anterior sugiere que en la fuente original de indculo
(plantas de crisantemo) venian mezclados ambos Tospovirus. Los insectos adquirieron
en un mayor porcentaje (74%) al TSWV comparado con el INSV (50%).

Las plantas sanas de D. stramonium empezaron a manifestar lesiones a manera
de anillos concéntricos y patrones lineales clordticos a necroticos, mosaico y
deformacion de hojas apicales a partir del octavo dia de estar expuestas a los trips
viruliferos (Cuadro 2). En estas plantas se comprob6 la presencia de Tospovirus por
medio de serologia, encontrandose que el TSWYV se present6 en un mayor numero de
plantas (95%) en comparacién con el INSV (70%) (Cuadro 2).

Los extractos vegetales, con excepcion de los tratamientos con G. hirsutum e
infusién de A. sativum y Lonchocarpus sp., en mayor o menor grado redujeron la
incidencia de plantas enfermas; no obstante, solo la reduccion (70%) obtenida con el
macerado de Delphinium sp. fue estadisticamente significativa. En el caso de la infusion
de esta misma planta se encontré que no causé una disminucion significativa con
respecto a los demas tratamientos, sugiriendo que la alta temperatura pudo haber
interferido con su actividad. De manera similar, Rodriguez (1986) al evaluar la
actividad toxica de plantas de diferentes especies del género Cestrum spp., en forma de
infusién y macerado, contra larvas del mosquito casero Culex quinquefasciatus, encontré
que solamente los macerados resultaron toxicos contra estadios larvales y en ninguna
especie la infusion fue téxica.

También fue evidente que en todos los tratamientos, independientemente que
se tratara de infusion o macerado, se presenté una reduccién en la severidad de
sintomas desde un 32% (infusioén de A. sativium) hasta un 80% (Delphinium sp.) en las
plantas de D. stramonium asperjadas con ellos, sin que en general hubiese
aparentemente una disminucion de los dafios alimenticios ni muerte de trips (Cuadro
4). Esto indica que los extractos en si no presentaron propiedades antialimentarias.
repelentes ni insecticidas. Los insectos no murieron aiin cuando estuvieron en contacto
directo con los extractos vegetales de N. tabacum y N. glauca que poseen alcaloides

téxicos, como la nicotina y la anabasina o neonicotina, utilizados como insecticidas de
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contacto para el combate de trips, afidos, minadores, palomilla del manzano y mosquita
blanca, entre otros (Richardson,1934: Smith, 1935; McGregor, 1944: Lagunes et al,
1984).

El que no haya habido en general una reduccion significativa en la incidencia
pero si en la severidad y el que no se haya observado una disminucién de los dafos
alimenticios, sugiere que los extractos mas que interferir en la alimentacin,
probablemente modificaron el tipo de alimentaci6n asociado con la transmision de
virus. A este respecto German y colaboradores (1992) mencionan que la inoculacion
de Tospovirus ocurre mas facilmente durante las pruebas de alimentacién del insecto
que son breves y superficiales y las cuales estin asociadas con la salivacién y descarga
del virus por los trips: en estas pruebas el dafio que se presenta es minimo, no
observandose heridas causadas por la alimentacion del insecto y por lo tanto el dafio
en las células no es letal. En cambio, las pruebas de alimentacién asociadas con la
ingestion del contenido celular ocurren con lapsos de tiempo mas largos y sin salivacién
y consecuentemente sin descarga del virus, la célula muere dando como resultado una
lesion evidente y caracteristica; de este modo al presentarse mas células dabadas
disminuye la oportunidad de que se lleve a cabo el proceso infectivo. En nuestro
ensayo probablemente el segundo tipo de alimentacion prevalecio, afectando el
progreso de la infeccion debido a que pudo haber sido minima la transmisién de
particulas virales que se llevé a cabo durante la alimentacion del insecto. Esta falta de
relacion entre transmision del virus y dafios alimenticios por el insecto, ha sido también
consignada por otros investigadores; por ejemplo Allen y colaboradores (1993) al
evaluar el efecto de aceites horticolas, observaron una reduccién de 46 a 73% en la
transmision del TSWYV por trips sin que hubiese una aparente reduccion de los danos
alimenticios. Otras posibles explicaciones a esta falta de relacién entre transmision y
dafio alimenticio, es que el extracto haya directamente inactivado al virus o que el
extracto haya interferido de alguna manera con el progreso de la infeccién. Esto ultimo
fue también previamente sugerido por Peters y Lebbink (1975), al trabajar con el Virus
Mosaico del Tabaco, y por Allen (citado por Allen et al, 1993), con el TSWV, quienes

encontraron que la aplicacioén de aceites resulté en una disminucién significativa del
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nimero de lesiones locales, independientemente de que los aceites se aplicaran antes
o después de realizar la inoculacién mecanica del virus,

Con respecto a la deteccion de Tospovirus por serologia se encontré que al
analizar la plantas de D. stramonium asperjadas con los tratamientos para las pruebas
de transmisioén, en la mayoria de ellos el porcentaje de incidencia que se registrd
(considerando la expresion de sintomas tipicos de Tospovirus) coincidié con el
porcentaje de plantas que dieron reaccién seroldgica positiva a Tospovirus. Sin
embargo, en el caso de los macerados de Lonchocarpus sp. y Delphinium sp., y la
infusién de N. tabacum se presentd un nimero menor de plantas con sintomas que no
coincidi6 con el nimero de plantas en que se detectd el virus por ELISA; ésto sugiere
que las plantas que no manifestaron sintomas eran portadoras de virus y por lo tanto
se infiere que hubo transmision del virus por el trips. Pensamos que el extracto al
modificar de algin modo el tipo de alimentacién o al interferir con el progreso de la
infeccion, y la variabilidad genética existente en la misma especie hospedante (que se
puede manifestar por una respuesta diferente a la infeccién), impidié que la expresion
de sintomas se diera (registrandose por lo tanto una baja incidencia) atin cuando las
plantas portaban al virus como lo indicd la prueba serolégica y la presencia de lesiones
locales en la planta indicadora N. glutinosa (Cuadro 4). La reaccion positiva dada por
* estas plantas asintomaticas pudo haber correspondido a las particulas virales que dejo
el trips al alimentarse; cabe recordar que la muestra tomada de cada planta de D.
stramonium tratada incluy6 las tres hojas en las que se colocaron las jaulas con los
trips; tales particulas por alguna razén (segin lo discutido con anterioridad) no se
multiplicaron y/o no se traslocaron al resto de la planta, no manifestando sintomas
inducidos por Tospovirus. En los demaés casos donde se observé un menor niimero de
plantas que dieron reaccion positiva al TSWV y que no corresponde al observado en
la incidencia, pudo deberse a errores al momento de realizar la técnica seroldgica,
puesto que las pruebas con planta indicadora dieron resultados positivos.

Respecto a la deteccién de Tospovirus por medio de planta indicadora
encontramos que a pesar de que no existié una refacion estrecha entre los resultados

obtenidos con este método y aquellos obtenidos con ELISA, result6é de manera general
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un método complementario para detectar Tospovirus.

El haber detectado con mayor frecuencia al Virus de la Marchitez Manchada
del Jitomate en las pruebas seroldgicas sugiere que este virus fue mas facilmente
adquirido y transmitido por los trips. En oposicion a nuestros resultados, Hunter v
colaboradores (1995) al desarrollar una técnica "in vitro" para la adquision de
Tospovirus por F. occidentalis, encontraron que el Virus Mancha Necrética de los
Belenes fue adquirido en una proporcion significativamente mayor que el TSWV. Por
otro lado se menciona que F. occidentalis es un vector eficente para transmitir ambos
virus; sin embargo, se tiene conocimiento que D. stramonium no es un hospedero ideal
para el INSV (Law y Moyer. 1990) y que este virus se encuentra preferentemente
asociado a especies ornamentales (Davis et al, 1990). Esto explicaria en parte el porque

la presencia del TSWV fue mas frecuente en esta solanacea.
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6. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos, se tiene lo siguiente:

En condiciones de invernadero la colonia del insecto vector Frankliniella
occidentalis se estableci6 en un rango de temperatura de 15 a 27°C y en una

jaula entomélogica amplia conteniendo plantas de frijol, calabaza y toloache.

Los insectos adquirieron y transmitieron en un mayor porcentaje el Virus
Marchitez Manchada del Jitomate (TSWV) en un 74 y 95%, respectivamente,
en comparacion con el Virus Mancha Necratico de los Belenes (INSV) con 50%

en la adquisicion y 70% en la transmision.

La aspersion de plantas de Datura stramonium con el macerado de Delphinium
sp. redujo significativamente la incidencia y la severidad de sintomas inducidos

por Tospovirus en un 70 y 80%, respectivamente, en comparacion con el testigo.
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APENDICE I

1.- Solucion amortiguadora salina de fosfatos (SASF).

8.00 g
020g
1.25¢g
aforar a:

pH

Nacl
KH,PO,
Na,PO,
1000ml
7.4

2.- Solucién amortiguadora de fosfatos-DIECA (dietilditiocarbaminato de sodio

0.02M

300 ¢
434 ¢
434 g
562G
aforar a:

pH

KH,PO,
K,HPO,

NaH,PO, H,0
C,H,,NNa$, 3H,0
1000ml

72

59



APENDICE 11

60

Cuadro 1. Analisis de varianza de la incidencia de los tratamientos con los extractos

vegetales (en macerado e infusion) probados en Datura stramonium.

FUENTE DE VARIACION GL SC Fe Pr
Tratamiento 15 6.74375000 2.98 0.0004
Error 144 21.70000000
Total 159 28.44375000

Cuadro 2.  Andlisis de varianza de la severidad de los tratamientos con los extractos

vegetales (en infusién y macerado) probados en Datura stramonium.

FUENTE DE VARIACION GL sC Fc Pr
Tratamiento 15 26800.0000000 3.92 0.0001
Error 144 65640.0000000
Total 159 92440.0000000
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