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Primer registro del biotipo B de Bemisia
tabaci (Homoptera: Aleyrodidae)

en Colombia

0000000

First report of the B biotype of Bemisia tabaci (Homoptera:

Aleyrodidae) in Colombia

Resumen

Se confirmé la presencia del biotipo B de
Bemisia tabaci (Gennadius) en Colombia
mediante estudios de caracter bioquimico,
molecular y etioldgico. La identificacién
bioquimica consistié en la determinacién de
patrones de bandas de esterasas no especi-
ficas. Se encontrd polimorfismo entre las
muestras colectadas en Cérdoba, Sucre, At-
lantico,"Valle del Cauca y Cundinamarca,
las cuales se clasificaron casi en su totali-
dad como biotipo B, en comparacién al
biotipo A usado como testigo y procedente
de una colonia de crfa mantenida en labora-
torio por més de 10 afios. Se encontré alto
grado de polimorfismo dentro del biotipo B,
el cual predomind en las zonas muestreadas
atacando 23 especies cultivadas y 11
especies de malezas. La similitud en cuanto
a o/B esterasas entre los dos biotipos fue
apenas de 20%. A nivel molecular se en-
contraron diferencias entre los productos
amplificados mediante RAPD con los
cebadores OPA-04, OPA-11y OPA-17. Ade-
mds, luego de criar los biotipos sobre cua-
tro especies de cucurbiticeas, se observo el
desarrollo de hojas plateadas en Cucurbita
moschata (Duchesne), sintoma causado uni-
camente por ninfas del biotipo B, transcu-
rridos 21 dias después de la infestacion. El
biotipo B mostré una mayor agresividad al
lograr desarrollarse 23 a 33% mas rdpido en
C. mixta Pang., C. pepo L., C. ficifolia
Bouché y C. moschata que el biotipo A.

1 Centro Internacional de Agricultura Tro-
pical, CIAT. A. A. 6713. Cali, Colombia.
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Summary

The presence of the Bemisia tabaci
(Gennadius) B biotype was confirmed in
Colombia by means of biochemical,
molecular and etiological tests. The
biochemical identification consisted in the
determination of non-specific esterase
banding patterns. Polymorphism among
samples collected in Cérdoba, Sucre,
Atlantico, Valle del Cauca and Cundi-
namarca was found, and almost all of the
samples were identified as the B biotype,
by comparison with A biotype samples
drawn from a colony mantained at CIAT for
several years. High degree of polymorphism
was found in the B biotype, which was
widespread in the area, attacking 23 species
of crop plants and 11 weeds. Similarity
between a/3 esterase patterns of the two
biotypes was only 20%. At the molecular
level, RAPD amplification products
obtained with the primers OPA-04, OPA-11
and OPA-17 were also found to be different
between biotypes A and B. Furthermore,
after feeding the two biotypes on four
cucurbit species, the silverleaf symptom was
induced only on Cucurbita moschata
(Duchesne) by B biotype nymphs, 21 days
after the infestation. The B biotype was
found to be more aggressive since it
successfully colonized C. mixta Pang., C.
pepo L., C. ficifolia Bouché y C. moschata,
23 to 33% faster than biotype A.

Key words: Bemisia tabaci, Non-specific
esterases, RAPD, Hosts, Symptoms,
Silverleaf.

Introduccién

La mosca blanca Bemisia tabaci (Gennadius)
es una especie distribuida de forma generali-
zada en regiones tropicales y subtropicales, y
se ha encontrado atacando un amplio rango
de hospedantes que incluyen plantas cultiva-
das y silvestres (Brown et al. 1995a). Este in-
secto fue considerado como plaga de relativa
importancia durante mucho tiempo hasta los
70s, principalmente a causa de su eficiencia
como vector de virus. Sin embargo, a partir
de los 80s, B. tabaci produjo grandes pérdi-
das en el sur de Estados Unidos, no s6lo como
vector sino también a causa del dafio mecéni-
co y de la excesiva excrecién de melazas
(Perring 1996). Particularmente, en 1991 se
perdieron cerca de 500 millones de dolares a
causa de los severos ataques de la mosca blan-
caen gran variedad de cultivos que incluye-
ron alfalfa, brécoli, algod6n, tomate y papa,
entre otros (Perring et al. 1993). Debido a la
similitud morfolégica con B. tabaci, la cual
existia en la zona desde 1894, se identificé
esta nueva forma de Bemisia, mucho mas agre-
siva, como biotipo B (raza Florida, raza
Poinsettia, o B. argentifolii (Bellows y
Perring)) para distinguirla de la B. tabaci na-
tiva (raza California, raza algodon, raza A o
biotipo A) (Perring 1996).

La severidad del dafio es uno de los factores
que ha permitido distinguir los dos biotipos
ya que mediante caracteres morfolégicos no
es posible. Se conocen ademds algunos carac-
teres biolégicos y relacionados con el
hospedante que son ttiles para la identifica-
cion. Ast, el biotipo B presenta un rango de
hospedantes més amplio el cual ataca mayo-
res densidades de poblacion que el Ay tiene
la capacidad de inducir desérdenes fisiol6gi-
cos manifestados por sintomas caracteristicos
en tomate, cruciferas y algunas cucurbiticeas,
entre otros (Brown et al. 1995a). A nivel de
campo, estos sintomas han sido definitivos
para la identificacién y confirmacion de la pre-
sencia del biotipo B.

Para Colombia, los primeros indicios de la
presencia del biotipo B surgieron a finales de
1994 cuando se observaron en la Costa Atlan-
tica grandes pérdidas en algodén debido a la
excesiva excrecién de melazas, y a principios
de 1995 por la maduracién no uniforme de los
frutos de tomate y el desarrollo de plateado
en hojas de algunas cucurbiticeas (C. Cardo-
nay N. Jimenez, comunicacién personal). Esto
motivé que a partir de 1995 se iniciaran
muestreos con el fin de identificar biotipos de
B. tabaci, a nivel bioquimico revelando la ac-
tividad de esterasas no especificas, a nivel
molecular mediante la amplificacién al azar
de fragmentos de ADN (RAPDs) y por la
induccién de plateado de hojas en cuatro es-
pecies de Curcurbita sp., asi como la
identificacién de varios hospedantes del
biotipo B en Colombia.


Paula
Texto tecleado
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Materiales y Métodos

Coleccion y cria. Se realizaron colectas de
moscas blancas cubriendo el mayor niimero
de hospedantes posible en abril y octubre de
1995, y en junio de 1996 en municipios de
los departamentos de Cérdoba, Sucre y At-
lantico. De agosto a diciembre de 1996, los
muestreos se realizaron en el Valle del Cauca
con el fin de establecer la identidad de las mos-
cas blancas por medio de la electroforesis de
isoenzimas (esterasas) y el andlisis de RAPDs
(Tabla 1). Los biotipos A y B de B. tabaci se
mantuvieron en colonias de cria sobre
Phaseolus vulgaris L. (var. ICA Pijao), a una
temperatura de 20-22 °C y 40-50% de HR. El
biotipo B se colecté sobre Arachis sp. en
Palmira (Valle del Cauca) y se utiliz6 como
testigo en todos los ensayos. Ademds se utili-
zaron también como testigos Trialeurodes
vaporariorum (Westwood) criado en la mis-
ma variedad de P. vulgaris a una temperatura
de 18°Cy 70% de HR y Bemisia tuberculata
Bondar criada en yuca.

Analisis de esterasas no especificas. Se co-
lectaron adultos vivos en los sitios de estudio,
se congelaron inmediatamente en nitrégeno If
quido y se mantuvieron a -80°C hasta su utili-
zacion. Se maceraron hembras individuales en
20 pl de 1.6% Triton X-100 el cual contenia
10% sacarosa y 0.01% de azul de bromofenol.
Luego de homogenizar, se centrifugé a 14000
rpm por 5 minutos - Se tomaron 10 pl de esta
solucién y se sometieron a electroforesis nati-
va en poliacrilamida, en un gel de separacién
al 7.5% y uno de concentracién al 4.0% en
0.155M écido bérico pH 8.2 y 0.05% Triton
X-100. El tiempo de corrida duré entre cinco
y seis horas a 150 voltios constantes. Las
esterasas se visualizaron luego de la adicién
de los substratos, 0.025% o-naftil acetato y
0.025% B-naftil acetato disueltos en 0.1 M
fosfato de potasio pH 6.0. Luego de 10 minu-
tos se agreg6 Fast Blue RR a una concentra-
cién de 0.037%. Los patrones de bandas se
registraron y compararon entre sf.

RAPDs (Polimorfisn:os en ADN amplifica-
do al azar). Para la extraccion de ADN, cada
adulto se macer6 en 200 pl de S0OmM EDTA,
500mM NaCl, 10mM B-mercaptoetanol. Pos-
teriormente, se agregaron 20 pl de SDS al 10%
y se incubé a 65 °C por 10 minutos. Se afa-
dieron 20 ul de 5M acetato de potasio y se
centrifugd 10 minutos a 10000 rpm. El ADN
se precipitd por la adicién de 0.5 volumenes
de isopropanol frio. El pellet resultante se lavé
en etanol al 70% y luego de secarlo se
resuspendié en 50 pl de 10mM Tris-HCL,
ImM EDTA pH 8.0. La amplificacién de 10
pl del ADN molde se realizé en un volumen
final de 25 pl. Cada reaccién tenia 2.5 pl de
buffer (100mM Tris-HCI, pH 8.3; 500mM
KCl), 3.0mM MgCl,, 0.15mM dNTPs, 0.8mM
cebador, 0.2 pl BSA (10 mg/ml) y 1.5U Tag

Tabla 1. Areas de muestreo y coleccién de moscas blancas en Colombia

Localidad Latitud Longitud m.s.n.m. Temperatura
promedio (°C)

CORDOBA

Lorica 9°14'N 75°49'W 23 28

Cereté 8°53'N 75°48' W 19 28

Sn Bernardo del Viento 9°21'N 75°58'W 12 28

Sn Antero 9°23'N 75°46'W 27 28

SUCRE

Morroa 9°20'N 75°19'W 150 27

ATLANTICO

Campo de la Cruz 10°25'N 74°55'W 7 28

Sabanagrande 10°48'N 74°45'W 9 28

Ponedera 10°30'N 74°45'W 10 28

Repeldn 10°30'N 75°08' W 9 28

Barranquilla 11°00'N 74°48' W 4-98 28

VALLE DEL CAUCA

Cali 3°27'N 76°32'W 995 23

Palmira 3°32'N . 76°18'W 1001 23

CUNDINAMARCA?

Bogota 4°35'N 74°04' W 2600 14

1) Datos tomados de Diccionario Geogréfico de Colombia. Instituto Geo.gréfico
“Agustin Codazzi”. Subdireccion de Investigacion y Divulgacion Geografica. 2a Ed.

Bogotd, 1980.

2) Planta de poinsettia procedente de un invernadero.
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Figura 1. Patrones de esterasas no especificas de moscas blancas. 1y 11, Bemisia tabaci biotipo
A; 2-4, biotipo B colectado en Cérdoba sobre ahuyama, tomate y col; 5 y 6, biotipo A colectado
sobre col en Cérdoba; 7-9, biotipo B colectado en Atlantico sobre tomate, ahuyama y tomate,
respectivamente; 10, biotipo colectado sobre poinsettia procedente de Cundinamarca; 12,
Trialeurodes vaporariorum.
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Tabla 2. Hospedantes registrados para el biotipo B de Bemisia tabaci en Colombia

Familia Especie Nombre vulgar
Asteraceae (compositae) Ambrosia cumanensis H.B.K. Altamisa
Asteraceae Spilanthes americana (Mutis) Hieron Botén de oro
Borraginaceae Heliotropium indicum L. Rabo de alacrdn
Caricaceae Carica papaya L. Papayo
Cesalpinaceae Senna barbicapsularis (Roxsb) Vicho
Compositae Lactuca sativa L. Lechuga
Convolvulaceae Ipomoea batatas Lamarck Batata
Cruciferaceae Brassica olearacea L. Col
Cucurbitaceae Citrullus lanatus (Thumb.) Patilla o Sandia
Cucurbitaceae Cucumis melo L. Mel6n
Cucurbitaceae Cucumis sativus L. Pepino blanco
Cucurbitaceae Cucurbita ficifolia Bouché Calabaza
Cucurbitaceae Cucurbita maxima (Duchesne) Ahuyama
Cucurbitaceae Cucurbita mixta Pang. Ahuyama
Cucurbitaceae Cucurbita moschata (Duchesne) Zapallo
Cucurbitaceae Cucurbita pepo L. Calabacin
Cucurbitaceae Melothria pendula L. Maleza
Euphorbiaceae Euphorbia pulcherrima Willd Poinsettia
Euphorbiaceae Manihot esculenta Crantz Yuca
Leguminosae Arachis hypogea L. Mani
Leguminosae Centrosema sp. Centrosema
Malvaceae Gossypium hirsutum L. Algodén
Malvaceae Sida sp. Escobilla
Papiliopaceae Phaseolus lunatus L. Lunatus Silvestre
Papilionaceae Phaseolus vulgaris L. Frijol y habichuela
Pedaliaceae Sesamun orientale Ajonjoli
Solanaceae Capsicum sp. AjiDulce
Solanaceae Lycopersicum sculentum Miller Tomate
Solanaceae Physalis sp. Topotoropo
Solanaceae Solanum melongena L. Berenjena
Solanaceae Solanum sisymbrifolium Lamarck Bola De Gato
Urticaceae Urera sp. Pringamosa
Verbenaceae Bouchoea prismatica (L.) Kuntze Verbena
Verbenaceae Verbena sp. Verbena

Tabla 3. Sobrevivencia y dias a emergencia de adultos de los biotipos A y B de Bemisia tabaci

en cuatro especies de cucurbitéceas

Hospedante Sobrevivencia a adulto (%) Dias a emergencia de adultos
Biotipo A Biotipo B Biotipo A Biotipo B
Cucurbita mixta 614 314 30 19.7
Curcurbita pepo 1.4 543 ! 209
Cucurbita ficifolia 0 100.0 ND? 23.0
Cucurbita moschata 0 57.1 ND 29.8

1 -, No determinado

2 ND, No hubo desarrollo de inmaduros

polimerasa. El ADN fue amplificado segtin el
siguiente ciclo de temperaturas: (1) 94°C por
5 min, (2) 40°C por 2 min, (3) 72°C por 3 min,
(4) 94°C por 1 min, (5) 40°C por 1.5 min, (6)
72°C por 2 min, (7) volver al paso 4, y repetir
el ciclo 35 veces, (8) 4°C hasta su utilizacion.
Los productos de la amplificacién se separa-
ron en geles de agarosa al 1.5% en TAE
(Sambrook et al. 1989). Los geles se corrie-
ron a 60 voltios constantes por 5-6 horas.

Induccién de plateado de hojas en cucurbi-
taceas. Plantas de ahuyama (Cucurbita mixta
Pang.), calabaza (C. ficifolia Bouché), cala-
bacin (C. pepo L.), y zapallo [C. moschata
(Duchesne)] se distribuyeron en dos jaulas,
cada una de las cuales se infest6 con uno de
los biotipos de B. tabaci con un nivel de infes-
tacion de 10 adultos/planta. Transcurridos 15
dias después de la infestacion, se estableci6 la
poblacién inicial mediante el conteo de huevos
y ninfas por planta. El plateado de hojas se
evalud utilizando la siguiente escala: 1, ausen-
cia de sintomas; 2, plateado en venas principa-
les; 3, el plateado comienza a extenderse entre
las venas y cubre por lo menos la mitad de la
hoja; 4, el plateado cubre todo el haz pero no
es muy intenso y 5, plateado muy intenso en
todo el haz. Al final, se hicieron recuentos de
adultos emergidos y se calcularon porcenta-
jes de emergencia y dias a emergencia.

Resultados y Discusion

Esterasas no especificas. Las isoenzimas han
mostrado ser ttiles como marcadores
genéticos en la evaluacién de la variabilidad
de las moscas blancas a nivel de género y es-
pecie (Prabhaker et al. 1987; Wool et al. 1989).
Mis recientemente, el andlisis de esterasas no
especificas ha permitido confirmar la identi-
dad de poblaciones del biotipo B en América
tropical en 11 paises, sin incluir Colombia
(Brown 1993).

Luego de procesar las muestras colectadas, se
observaron diferencias en la actividad de o/B-
esterasas entre las moscas blancas colectadas
en campo y la B. tabaci tradicional. Asi, el
biotipo A, tomado de la colonia de cria pre-
sent un patrén dnico correspondiente a cua-
tro bandas mientras que el biotipo B present6
hasta seis patrones de esterasas diferentes,
conformados por bandas no comparables en
su migracién en el gel con las de B. tabaci
(Fig. 1). Al igual que Brown et al. (1995b)
también se encontraron diferencias respecto a
la degradacion del substrato, es decir, el biotipo
B present6 bandas rojas las cuales correspon-
den a la hidr6lisis del a-naftil acetato, a dife-
rencia del biotipo A el cual s6lo present6
bandas negras (degradacién de a-naftil
acetato). Luego del andlisis de las muestras
disponibles, se identific6 una banda 8 comiin
atodos los individuos del biotipo B, la cual se
utilizé como marcador bioquimico pues per-
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mitié establecer con certeza la identidad del
biotipo en cuestién (Figs. 1 y 2). Sin embar-
g0, debido al polimorfismo encontrado en las
poblaciones naturales del biotipo B, los pa-
trones de bandas fueron analizados bajo el in-
dice de similitud de Jaccard con el paquete
estadistico NTSYS-pc versién 1.8 (Rohlf
1994), 1o cual permitié establecer que la simi-
litud entre los dos biotipos fue apenas del 20%
(Fig. 2). Luego de los andlisis se encontré que
el biotipo B fue mucho mas frecuente que el
A, el cual sélo se colecté en Col (Fig. 2). Como
resultado, se establecié una lista preliminar de
hospedantes del biotipo B en Colombia la cual
comprende 23 especies cultivadas y 11 silves-
tres (Tabla 2). Se destaca la yuca por ser la
primera vez que se registra B. tabaci en Co-
lombia sobre este hospedante.

RAPDs. La técnica de RAPDs ha sido utili-
zada para generar marcadores moleculares que
han mostrado ser ttiles en la identificacion de
varios insectos (Black er al. 1992). Para este
estudio, se realiz6 la amplificacion del ADN
de las muestras colectadas con los cebadores
OPA-04, OPA-11y OPA 17. Igual que Gawel
y Bartlett (1993) todos los productos amplifi-
cados mostraron polimorfismo entre los
biotipos A y B de B. tabaci. Sin embargo, los
mejores resultados se obtuvieron con el
cebador OPA-04 para el cual se observaron
principalmente tres fragmentos de ADN am-
plificado en el biotipo B correspondientes a
1252 pares de bases (pb), 1130 pb 'y 577 pb,
ausentes en el biotipo A, para el cual se logré
la amplificacion de dos fragmentos de 1030
pby 840 pb (Fig. 3).

Induccién de plateado de hojas. La capaci-
dad para inducir alteraciones fitotdxicas ex-
presadas como hojas plateadas en especies de
curcurbitdceas ha sido asociada directamente
con la presencia de estados inmaduros del
biotipo B de B. tabaci (Costa y Brown 1991).
En el presente trabajo también se observé la
induccioén del sintoma unicamente por el
biotipo B, en hojas superiores de C. moschata
a partir de los 21 dias después de infestacion.
El plateado de hojas progres6 hasta el extre-
mo superior de la escala (Fig. 4). También se
observo el sintoma en C. pepo y en C. mixta
pero muy leve, correspondiente a 2 en la es-
cala, en las pocas hojas que resultaron afecta-
das. Aunque el sintoma principal fue el
plateado de hojas, este se vi6 acompanado de
otros como reticulacién, amarillamiento,
encorvamiento y deterioro de las hojas, ade-
mas de clorosis en venas y tallos.

En cuanto a los aspectos bioldgicos de las
moscas blancas, se observé que el biotipo B
pudo colonizar exitosamente las cuatro espe-
cies de cucurbitdceas evaluadas en este estudio
mientras que el biotipo A no pudo establecer-
seen C. ficifolia ni en C. moschata. El biotipo
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Figura 2. Dendrograma y zimograma de los biotipos A y B de Bemisia tabaci. Se sefala la
planta hospedante y la banda marcadora que caracteriza al biotipo B.

A logr6 sobrevivir a adulto en C. mixta en un
61.4% y en C. pepo sélo en un 1.4%, a dife-
rencia del B que pudo hacerlo en las cuatro
especies de plantas infestadas lo cual muestra
su mayor adaptacion y agresividad (Tabla 3).
Se observé ademds que el biotipo B se desa-
rroll6 en un tiempo menor que el A.

Otros sintomas que confirmaron la presencia
del biotipo B en Colombia fueron la
deformacién de hojas y clorosis en tallos de
lechuga y el rayado longitudinal de los tallos
encol (Fig. 5). Ademds, se tienen registros de
la ocurrencia de madurez desuniforme de los
frutos de tomate en la Costa Atlantica.

Los indicios de la presencia del biotipo B en
Colombia por las altas poblaciones registra-
das en la Costa Atldntica desde finales de
1994 se confirmaron mediante las diferen-
cias encontradas en los patrones de a/8
esterasas y de marcadores RAPDs, junto con
la presencia de sintomas caracteristicos en
lechuga, col y en C. moschata. La confirma-
ci6n del biotipo B de B. tabaci en Colombia
constituye una alerta para la economia na-
cional por el gran potencial de dafio que ca-
racteriza esta plaga y su facil diseminacién a
través de cultivos ornamentales que han ser-
vido como vehiculo para su dispersion.
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Figura 3. Identificacién de los biotipos A y B de Bemisia tabaci mediante RAPD. Amplificaci6n del primer
OPA-04. 1y 10, Trialeurodes vaporariorum; 2y 9, B. tuberculata; 3 y 8, B. tabaci biotipo A; 4-7, biotipo B
colectado sobre ahuyama, tomate, col y poinsettia, respectivamente; M, marcador 1Kb ladder; se sefiala el
tamafio de los fragmentos de ADN en pares de bases (pb).

Figura 4. Plateado de hojas inducido por ninfas del biotipo B en Cucurbita moschata. Contraste con una
planta sin sintomas, infestada con el biotipo A.
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Figura 5. Algunas alteraciones fitot6xicas inducidas por el biotipo B en col y lechuga.
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