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RESUMEN

Los objetivos de este trabajo son: analizar el comportamiento de alimentacion de las hembras de Frankliniella occi-
dentalis confinadas individualmente en discos de hoja de papa de seis cultivares y comprobar y comparar la transmision
de TSWV por F. occidentalis a los cultivares de papa Spunta e Innovator con la finalidad de encontrar una posible causa
que pueda explicar la mayor incidencia de TSWV en cultivos de papa del cultivar Innovator. La habilidad de transmitir
TSWV fue evaluada en cultivares de papa Spunta e Innovador. Se realizaron pruebas de preferencia de alimentacion por
Frankliniella occidentalis. Se colocaron hembras adultas de F. occidentalis individualmente y se evalué la alimentacién en
seis cultivares de papa. Se conté el nimero de gotitas fecales por disco de hojas. Los vectores se alimentaban signifi-
cativamente menos en discos de hojas del cultivar Innovator que en otros cultivares. El porcentaje de discos de hojas de
papa positivo para TSWV en Innovator fue superior al de Spunta. Las hembras transmitieron con la misma eficiencia que
los machos en Innovator y menos eficientemente en Spunta. Es probable que se produzcan menos daiios en las células
de Innovator debido a una menor ingesta y probablemente mayor nimero de pruebas de hembras de F. occidentalis. Esto
permitiria la supervivencia de una mayor cantidad de células infectadas con el virus. La mayor incidencia de TSWV puede
explicarse porque distintos cultivares inducen a los vectores comportamientos diferentes entre otras posibles causas.

Palabras clave: Orthotospovirus, Thripidae, Solanum tuberosum, Trips de California, transmisores.

ABSTRACT

The objectives of this work are: To analyze the feeding behavior of Frankliniella occidentalis females individually confined
in leaf disks of six potato cultivars and check and compare the transmission of TSWV by F. occidentalis to Spunta and Inno-
vator potato cultivars with the purpose of finding a possible cause that can explain the higher incidence of TSWV in potato
crops of the Innovator cultivar. The ability to transmit TSWV was evaluated in Spunta and Innovator potato cultivars. Feeding
preference tests were conducted for Frankliniella occidentalis. Adult females of F. occidentalis were placed individually and
feeding was evaluated in six potato cultivars. The number of fecal droplets per leaf disc was counted. Vectors were fed
significantly less on leaf discs of the Innovator cultivar than on other cultivars. The percentage of discs of positive potato
leaves for TSWV in Innovator was higher than Spunta. Females transmitted with the same efficiency as males in Innovator
and less efficiently in Spunta. Less damage is likely to occur in Innovator cells due to less ingest and probably greater num-
ber of probes of females of F. occidentalis. This would allow the survival of a greater number of cells infected with the virus.
The higher incidence of TSWV can be explained because different cultivars induce vectors different behaviors among other
possible causes.

Keywords: Orthotospovirus, Thripidae, Solanum tuberosum, Western Flower Thrips, transmitters.
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INTRODUCCION

La enfermedad denominada “Top necrosis de la papa” es
causada, en Argentina, por tres especies de Orthotospovirus:
Groundnut ringspot virus (GRSV), Tomato chlorotic spot virus
(TCSV) y Tomato spotted wilt virus (TSWV) (Granval de Millan
y Gracia, 1999).

Los Tospovirus son transmitidos de planta a planta por trips
(Insecta: Thysanoptera). La interaccion tospovirus-planta-vec-
tor es especifica y la relacién es compleja. Varios factores in-
fluyen en esta interaccién que conducen a una alta variabilidad
de la eficiencia de transmisién en una poblacién de vectores
(Ogada y Poehling, 2015).

El TSWV es adquirido por larvas de primer estadio y puede
ser transmitido por larvas de segundo estadio y adultos des-
pués de un periodo de latencia (Wijkamp y Peters, 1993). Aun-
que en Argentina se registran mas de 120 especies de trips
(De Borbon, 2008), solo tres especies son vectores confirma-
dos de TSWV y GRSV, Frankliniella gemina Bagnall, Franliniella
schultzei (Trybom) “trips del tomate” y Frankliniella occiden-
talis (Pergande)”trips de California” (De Borbon et al., 2006).

Tomato spotted wilt virus ha ocasionado pérdidas econémicas
en los cultivos de papa en el sureste de la provincia de Buenos
Aires, desde 2006 (Salvalaggio et al., 2017). La epidemia alcan-
z6 niveles elevados de incidencia en cultivos de papa “Innova-
tor” en las temporadas 2008-09 (Carrizo et al., 2010). Aunque se
compard la dinamica poblacional de F. occidentalis y T. tabaci
en dos cultivares de papa (Innovator y Shepody) (Vincini et al.,
2014.), no se prob6 ninguna hipédtesis que explicara la mayor
incidencia de infeccion por TSWV en el cultivo Innovator.

Una posible hipotesis que explique la mayor incidencia de
TSWV en cultivos de papa Innovator podria deberse a un com-
portamiento alimentario diferente de Frankliniella occidentalis
en este cultivar. Tres tipos diferentes de pruebas de alimenta-
cién se han descripto para trips: (1) no ingestion, (2) ingestion
corta y (3) ingestion prolongada (Stafford et al., 2011). Los
trips salivan durante las pruebas sin ingestion. Estas son me-
nos destructivas, dejando las células casi intactas, en compa-
racion con las pruebas de ingestion corta y larga que vacian
el contenido de una célula. Durante una ingestiéon prolonga-
da, los trips se dedican a periodos prolongados de ingestion
(puede durar mas de 1 h) dafando multiples células. Se ha
propuesto que la transmisién del virus puede ocurrir durante
pruebas de no ingestién introduciendo particulas virales a las
células vivas (Rotenberg et al., 2015).

Por un lado, un buen indicador de alimentacion podrian ser las
gotas fecales. Cuando el trips pasa la mayor parte del tiempo
probando sin ingestién produciria muy pocas gotas fecales en
comparacion con una ingesta prolongada. También la preferen-
cia de alimentacion por un determinado cultivar puede ser eva-
luada contando las gotas fecales. Por este método se probé en
ensayos de laboratorio que Frankliniella occidentalis preferia al
cultivar Spunta mas que al Innovator para alimentarse. Ademas
se comprobé en campo que hojas de plantas del cultivar Spunta
eran mas preferidas por Thrips tabaci'y Frankliniella occidentalis
que del cultivar Innovator (De Borbén et al., 2012).

Por otro lado, Van de Wetering et al. (1998) estudiaron el
comportamiento de alimentacion y la produccién de cicatri-
ces de F. occidentalis, machos y hembras, en relacién con la
transmisién de TSWV, a través de ensayos con discos de hojas
de petunia. Mostraron que los machos de F. occidentalis eran
transmisores mas eficientes que las hembras debido a que in-

gieren poco o ningtin contenido celular, es decir, las células no
son dafiadas de manera irreversible por lo que pueden sopor-
tar la infeccion viral, mientras que las hembras al alimentarse
con mayor frecuencia e intensidad dafian muchas mas células,
por lo que el virus tendria menores posibilidades de sobrevivir
en estas células lesionadas.

El comportamiento alimentario de las hembras de F. occi-
dentalis en hojas de papa Innovator podria estar asociado con
la mayor incidencia de la enfermedad en este cultivo. Consi-
derando estos antecedentes, se plantea como hipétesis que
las hembras de F. occidentalis se alimentan mucho menos de
hojas de Innovator en comparacién con otros cultivares. Por
lo tanto, las células de las hojas se dafian menos, causando
mayores posibilidades de infeccién por virus, y a su vez, au-
mentando la eficiencia de transmisién del TSWV.

Los objetivos de este trabajo son analizar el comportamiento
de alimentacién de las hembras de F. occidentalis confinadas
individualmente en discos de hoja de papa de seis cultivares y
comprobar y comparar la transmisién de TSWV por F. occiden-
talis a los cultivares de papa Spunta e Innovator.

MATERIALES Y METODOS
Fuente de TSWV y plantas test

Para obtener hojas sintomaticas positivas para TSWV se sem-
braron tubérculos del cultivar Innovator efectivamente infecta-
dos con TSWV, en macetas, confinadas en un invernaculo libre
de insectos en la Estacion Experimental Agropecuaria Mendo-
za INTA. Antes del ensayo se realizaron pruebas mediante la
técnica DAS-ELISA, empleando reactivos monoclonales para
TSWV de BIOREVA AG a hojas emergentes con el fin de confir-
mar la infeccién de esas plantas. Para los estudios de transmi-
sién se utilizaron hojas sintomaticas de plantas con mayor ti-
tulo de TSWV. Las plantas de papa libres de virus utilizadas en
los ensayos de comportamiento de alimentacién y trasmision
se obtuvieron a partir de minitubérculos de los seis cultivares
de papa (Frital, Pampeana, Spunta, Innovator, Newen y Calen)
plantados en macetas y mantenidos aislados en un invernade-
ro en la Estacion Experimental Agropecuaria Mendoza INTA.

Cria de F. occidentalis

La cria se inici6 a partir de adultos recolectados de flores de
Chrysanthemum sp. de la huerta agroecoldgica de la Estacion
Experimental Agropecuaria Mendoza INTA. Algunas hembras
fueron trasladadas a frascos plasticos de 1 L de capacidad,
con orificios de ventilacién de 2,5 cm en la tapa y en los la-
dos opuestos, cerrados con tela tipo batista, que contenian
vainas de poroto (Phaseolus vulgaris L.) como sustrato de
oviposicion y alimentacién, ademas se colocé polen fresco
de pino. Los frascos se colocaron dentro de organizadores
de plastico transparentes a los que se les colocé un papel
himedo en el fondo y se los tap6 apoyando la tapa y dejando
una abertura para permitir la circulacién de aire. Las larvas
de 0-24 h de nacidas fueron utilizadas para los ensayos de
transmision.

Ensayos de transmision de TSWV (Figura 1 A-C)

La capacidad de transmisién de F. occidentalis se prob6 con
la técnica de discos de petunia modificada (Wijkamp y Peters,
1993). En este trabajo se usaron discos de hojas de papa y
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un periodo de incubacién de cinco dias. Para los ensayos de
transmision, las larvas de F. occidentalis de 0-24 h de edad se
colocaron sobre hojas de papa infectadas con TSWV, en pla-
cas de Petri de 90 mm de didmetro y se cubrieron con film
transparente. Después de un periodo de acceso de adquisicién
de 48 h, las larvas se transfirieron a vainas de poroto frescas
y limpias y se criaron hasta el estado de adulto. La capacidad
de transmisién de TSWV se evalué confinando 120 trips sobre
discos de hojas de los cultivares Innovator y Spunta (60 por
cada cultivar) colocados en forma individual en eppendorfs en
un periodo de acceso de inoculacion (PAI) de 48 h. Después
de cada PAI, los discos de hoja de papa (14 mm de diametro)

Figura 1. A: Detalle de larvas alimentandose sobre una hoja de
papa “Innovator”. B: Foliolo de hoja de papa del cv. Innovator in-
fectado con TSWV con larvas de primer estadio de F. occidentalis
en periodo de acceso a inoculacion. C: Discos de hojas de papa
“Innovator” y “Spunta” incubando el virus en cubeteras con agua
destilada.
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se incubaron en cubeteras con agua destilada (fig. 1C) durante
cinco dias y luego se analizaron por ELISA para TSWV, usando
el reactivo monoclonal Bioreba AG. Los adultos recuperados
del ensayo fueron transferidos individualmente a tubos identi-
ficados y con liquido conservante (alcohol al 10%, acido acéti-
co al 5%, triton al 0,1% en agua destilada) para ser determina-
do el sexo bajo lupa binocular.

Prueba de alimentacién para F. occidentalis confinadas
individualmente en discos de hojas

Adultos de Frankliniella occidentalis provenientes de la cria
se inmovilizaron manteniéndolos unos minutos en frizer y
separaron por sexo bajo lupa binocular. Las hembras se co-
locaron individualmente en tubos eppendorf con un disco de
hoja (14 mm de didametro) de cada cultivar (Innovator, Spunta,
Pampeana, Newén, Frital y Calén), durante 48 h, hasta comple-
tar 20 repeticiones por cada uno. Para probar la intensidad de
la alimentacién se conté el nimero de gotas fecales de todos
los discos.

La cria de los insectos y los ensayos de transmisién se de-
sarrollaron bajo condiciones ambientales de laboratorio cons-
tantesa 25+ 2 °Cy 16 h luz/8 h oscuridad.

Los analisis estadisticos se realizaron con Infostat, version
2008 (Di Rienzo et al., 2013.).

RESULTADOS

El nimero de gotas fecales por discos de hojas fue una he-
rramienta Util para evaluar el comportamiento de alimentacion
de los trips. La mediana del nimero de gotas fecales fue sig-
nificativamente diferente segun la prueba de Kruskal Wallis H
= 39.35, p <0.0001, comprobandose que Frankliniella occiden-
talis se alimenta menos en el cultivar Innovator que en otros
cultivares (figura 2).

El porcentaje de discos positivos para TSWV transmitidos
por F. occidentalis (hembras + machos) dependié del cultivar
de papa segun la prueba de Chi cuadrado MV-G2, p = 0.0487.
Se encontré un mayor porcentaje de discos de hojas de papa

Numero promedio de gotas fecales por disco
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Figura 2. Numero promedio de gotitas fecales de Frankliniella occidentalis confinados individualmente en 20 discos de hojas de papa por

cultivar. El Error estandar es indicado con barra de error.
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Spunta Innovator

Machos 24% (17) 33% (30)
Hembras 15% (40) 33% (30)
Total 18% (57) 33% (60)

Tabla 1. Porcentaje de adultos de Frankliniella occidentalis que
transmitieron TSWV a discos de hojas de papa por sexo y cultivar
(entre paréntesis se indica el nimero de trips.

Innovator infectados que en Spunta. Aunque no se observé
dependencia del cultivar al discriminar por sexo, el porcenta-
je de discos positivos tanto para Spunta como para Innovator
fue mayor para los machos que para las hembras, e igual en el
cultivar Innovator (tabla 1).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las especies F. occidentalis y T. tabaci estan generalmente pre-
sentes en cultivos de papa infectadas con “top necrosis” en el
sur de Buenos Aires (Carrizo et al., 2010; Salvalaggio et al., 2017),
aunque solo se ha confirmado que la primera actia como vector
de esta virosis en Argentina (De Borbén et al., 2006).

Entre las variedades de papa cultivadas en el pais, la mayor
incidencia de TSWV en cultivos de papa del cultivar Innovator
en el sureste de Buenos Aires puede explicarse a través del
comportamiento de alimentacion de las hembras y machos
de F. occidentalis. Las hembras se alimentan poco sobre hojas
del cultivar Innovator. El comportamiento seria muy probable-
mente parecido al de los machos. A diferencia de lo que ocu-
rre sobre discos de petunia donde las hembras se alimentan
mas que los machos y como resultado son menos eficientes
para transmitir TSWV (Van de Wetering et al., 1998).

Frankliniella occidentalis produce significativamente menos
gotas fecales en los discos de hojas de cv. Innovator que en
los otros cultivares (figura 2). Esto sugiere un comportamien-
to de alimentacién distinto por el trips de California entre In-
novator y los otros cultivares. Es probable que se produzca
mucho menos dafio en las células de Innovator debido al com-
portamiento diferente de alimentacion de las hembras de F.
occidentalis. Estas posiblemente realicen mas pruebas y me-
nores ingestas. Esto permitiria la supervivencia de una mayor
cantidad de células infectadas, de modo que las hembras son
mas eficientes en la transmision de TSWV en Innovator que en
Spunta. Esto concordaria con lo propuesto por Rotenberg et
al. (2015), donde expresa que TSWV seria transmitido en las
pruebas y no en las ingestas cortas o largas, donde muchas
células son dafiadas.

Consideramos que la incidencia alta de TSWV en cultivos
del cultivar Innovator se debe a muiltiples causas; una de las
mas importantes es el comportamiento alimentario del trips
de California. En este trabajo probamos que Frankliniella occi-
dentalis al alimentarse menos transmite mas eficientemente
en discos de hojas de plantas jovenes de cv. Innovator produ-
cidas en invernaculo. La hembra fue igualmente eficiente que
el macho para trasmitir TSWV en discos de hojas de papa del
cultivar Innovator, a diferencia de lo que ocurrié para el cultivar
Spunta donde el macho fue mas eficiente que la hembra.

Conjeturamos que también al ser menos preferida hojas de
este cultivar posiblemente el trips virulifero visite mas plan-
tas. Ademas las plantas infectadas con TSWV pueden ser
mas preferidas por los trips, transformandose en excelentes
fuentes de infeccién como ha sido probado para otras espe-
cies vegetales (Abe et al., 2012).

Finalmente dado que el virus puede permanecer en tubérculos
infectados en el suelo, donde hubo alta incidencia de la enfer-
medad, la probabilidad de que queden tubérculos infectados
es mayor y esto afectaria las futuras plantaciones de papa cul-
tivadas en el mismo terreno y con el mismo cultivar.

Para seleccionar nuevos genotipos de papa, menos suscepti-
bles al TSWV, se deben considerar las preferencias de alimen-
tacion de F. occidentalis.
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