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RESUMEN

En un invernadero comercial de jitomate ubicado en Zacatepec, Morelos, se realizaron
aplicaciones independientes de miel de abeja, Saccharomyces cerevisiae, acido acetil
salicilico, cobre-manganeso-zinc y acibenzolar S-metil para determinar su efecto sobre el
rendimiento, incidencia y severidad de virosis en este cultivo. Adicionalmente, se evaluo el
extracto de clavo como repelente de mosca blanca. Las plantas tratadas con levadura
tuvieron la menor incidencia en la primera fecha de evaluacién. Plantas asperjadas con
acibenzolar S-metil mostraron la menor severidad en las tres primeras fechas de evaluacion,
mientras que las tratadas con miel presentaron los valores més altos de incidencia en todas
las fechas de evaluacién. El extracto de clavo no funciond como repelente de mosca blanca.
El rendimiento de las plantas asperjadas independientemente con los distintos tratamientos
fue igual al testigo comercial; sin embargo, las tratadas con levadura y &cido acetil salicilico
tuvieron la mayor relacion beneficio/costo. En otra investigacién, se hizo un recorrido por
zonas productoras de jitomate bajo cubierta en el estado de Morelos. Se realizé un muestreo
dirigido a plantas con sintomas de virosis. Se extrajeron ARN y ADN total para determinar
(mediante PCR y RT-PCR) la presencia de Begomovirus, Potexvirus, Tomato spotted wilt
virus (TSWV) y Tobacco mosaic virus (TMV). Las muestras fueron negativas para
Begomovirus, Potexvirus y TMV. Una muestra de la localidad de Mazatepec fue positiva
para el virus TSWV.

Palabras clave: Solanum lycopersicum, virus, incidencia, severidad, rendimiento, control.



ABSTRACT

In a tomato commercial greenhouse located in Zacatepec, Morelos, honey, Saccharomyces
cerevisiae, acetyl salicylic acid, copper-manganese-zinc, and S-methyl acibenzolar were
applied independently to evaluate its effect on yield, incidence and severity of viral diseases
in this crop. Additionally, it was evaluated a clove extract as a whitefly repellent. Yeast
treated plants had the lowest incidence at the first evaluation date. Sprayed plants with S-
methyl acibenzolar showed less severity at the first three evaluation dates, while those ones
treated with honey had the highest values of incidence at all evaluation dates. The clove
extract did not work as a repellent of whiteflies. Tomato production of sprayed plants with
the different treatments was similar to control plants; however, plants sprayed with yeast or
acetyl salicylic acid had the highest cost/profit relationship.

Additionally, it was carried out an inspection journey into protected tomato producing areas
in Axochiapan, Mazatepec, Yautepec, and Zacatepec in the state of Morelos. Total RNA
and DNA were isolated from stunted plants and leaves with chlorotic spots, deformation or

yellowing. One sample collected in Mazatepec was positive to TSWV.

Keywords: Solanum lycopersicum, virus, incidence, severity, yield, control



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por el apoyo brindado durante

el periodo de estudios.

Al Colegio de Postgraduados, por permitirme continuar con mi preparacion profesional.

Al proyecto FOMIX: Estudios Epidemioldgicos de Enfermedades y Bioecologia de Plagas
en Cultivos de Importancia Economica en el Estado de Morelos, con clave: MOR-2010-

C01-148902, por su apoyo en la realizacion de esta tesis.

Al Consejo Mexiquense de Ciencia y Tecnologia (COMECYT), por el apoyo para la

realizacién de esta tesis.

A mi consejo particular: Dra. Guadalupe Valdovinos Ponce, Dr. Daniel L. Ochoa Martinez

y Dr. Sergio Ramirez Rojas, por su apoyo y guia para desarrollar la presente tesis.

Al Dr. Cristian Nava Diaz, por su apoyo Yy sugerencias en la realizacion de este trabajo.

A mis comparieros, por su amistad y ayuda en todo este proceso.



DEDICATORIA
A mis padres, porque a pesar de la distancia siempre estan conmigo.
A mis hermanos Jaqueline, Humberto, Rosalba, Marisol, Gabriel, Jorge y en especial a Sara
(siguiendo tus pasos), porque su presencia y apoyo me han ayudado siempre. Las palabras

no son suficientes para expresarles el agradecimiento y orgullo que siento por ustedes.

A mis amigos que fueron como mi familia en los buenos y malos momentos.



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Estados productores de jitomate N MEXICO. ......cccevveieereeiiesieesiesie e sie e 1

Tabla 2. Virus que afectan al cultivo de jitomate en MéXiCO. .......c.ccocevviiiiiiiiciiieenin 4

LISTA DE CUADROS

Cuadro 2.1 Distribucién de los tratamientos en el invernadero. Testigo comercial (T), miel
de abeja (M), levadura de cerveza (L), acibenzolar S-metil (A), extracto de clavo (E), &cido

acetil salicilico (AAS) y cobre-manganeso-zinc (Cu-Mn-Zn). .......cccccveveiieeneiieieeseenenn, 46

Cuadro 2.2 Relacion beneficio/costo (B/C) del cultivo de jitomate sometido a diversos

tratamientos bajo condiciones de invernadero en el municipio de Zacatepec, Morelos. ..58

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1 Escala nominal de severidad. Planta sana (S), sintomas en el 2.5 % de la planta
(V1), sintomas en el 25 % de la planta (V2), sintomas en el 50 % de la planta (V3),
sintomas en el 75 % de la planta (V4), sintomas en el 100 % de la planta (V5). ............... 48

Figura 2.2 Sintomas m&s comunes observados en el invernadero de Zacatepec, Morelos
durante el ciclo del cultivo de jitomate. Manchas rojizas en foliolos y mosaico (A);
mosaico, enrollamiento y distorsion de la lamina foliar (B); distorsion de hojas (C);

achaparramiento (D). .....cccocvoieiieie et 50

Figura 2.3 Incidencia de plantas con sintomas de virosis asperjadas independientemente
con miel de abeja (M), acibenzolar S-metil (A), acido acetil salicilico (AAS), extracto de
clavo (E), cobre-manganeso-zinc (Cu-Mn-Zn) y levadura (L). Testigo comercial (T). Cada
barra representa el promedio de 25 plantas evaluadas. Para cada tratamiento, barras con

diferente letra son estadisticamente diferentes (Tukey 0=0.05). .......cccceorvermrniinenniinennns 51

Figura 2.4 Distribucion espacio-temporal de la incidencia de virosis en plantas de jitomate

cultivadas en invernadero en Zacatepec, MOrelos. .........cccooeveiiiiiininiceee e 52

Figura 2.5 Porcentaje de severidad de virosis en plantas de jitomate asperjadas
independientemente con miel de abeja (M), acibenzolar S-metil (A), acido acetil salicilico
(AAS), extracto de clavo (E), cobre-manganeso-zinc (Cu-Mn-Zn) y levadura (L). Testigo
comercial (T). Cada barra representa el promedio de 25 plantas evaluadas. Para cada

tratamiento, barras con diferente letra son estadisticamente diferentes (Tukey 0=0.05). ...53

Figura 2.6 Distribucion espacio-temporal de la severidad de virosis de plantas de jitomate
cultivadas en invernadero en Zacatepec, Morelos. Las flechas indican una misma area de la
parcela experimental en distintas fechas de evaluacion para comparar el progreso de la

SEVBIITAN. ettt e et e e e e e e e ————aaaaaaaaa 54

Figura 2.7 Numero de moscas blancas (Bemisia tabaci) en hojas de jitomate tratadas con
extracto de clavo. Cuarta fecha de evaluaciéon (5 de agosto). Cada barra representa el

promedio del nimero de moscas presentes en el enves de las hojas de cinco plantas. Para

vii



cada tratamiento, barras con letra diferente son estadisticamente diferentes (Tukey,
OE0.05).  oeeeeee et ee et e ettt ettt ettt ettt et et et et e et et et st en e en s 56

Figura 2.8 Distribucion espacio-temporal de mosca blanca (Bemisia tabaci) en plantas de

jitomate cultivadas en invernadero en Zacatepec, Morelos. ..........cccooeveienenciininenenn 57
Figura 3.1 Estado de Morelos. Produccién de jitomate bajo cubierta ............ccccoevveieennne 73

Figura 3.2 Plantas de jitomate con sintomas de virosis en Zacatepec, Morelos.

Amarillamiento foliar (A), enrollamiento (B) y mosaico de manchas rojizas (C)............... 76

Figura 3.3 Plantas de jitomate con sintomas de virosis en Mazatepec, Morelos. Clorosis.

(A), deformacion de hojas (B), achaparramiento (C) y dafio por trips en fruto (D). ......... 77

Figura 3.4 Plantas de jitomate con sintomas de virosis en Axochiapan, Morelos. Mosaico

(A), distorsion de hojas (B y C), enrollamiento de hojas y achaparramiento (D). .............. 78

Figura 3.5 Plantas de jitomate con sintomas de virosis en Yecapixtla, Morelos. Manchas

rojizas foliares (A), enrollamiento de hojas (B), mosaico y manchas cloréticas (C y D). .. 79

Figura 3.6 Productos de amplificacion de PCR para deteccidén de Begomovirus. Marcador
de peso molecular Invitrogen® de 100 pb (M), testigo positivo (1 y 9), testigo negativo (2 'y
10). Carriles 3,4 y 5: muestras de Axochiapan. Carriles 6,7 y 8: muestras de Mazatepec.

Carriles 11, 12 y 13: muestras de Yautepec. Carriles 14, 15 y 16: muestras de Zacatepec. 80

Figura 3.7 Productos de amplificacion de RT-PCR para deteccion de TSWV. Marcador de
peso molecular Invitrogen® de 100 pb (M), testigo positivo (1 y 9), testigo negativo (2 y
10). Carriles 3,4 y 5: muestras de Axochiapan. Carriles 6, 7 y 8: muestras de Mazatepec.
Carriles 11, 12 y 13: muestras de Yautepec. Carriles 14, 15 y 16: muestras de Zacatepec. La

flecha en el carril 8 indica que esa muestra amplificé el tamafio de banda esperado. ........ 81

Figura 3.8 Productos de amplificacion de RT-PCR para deteccién de Potexvirus.
Marcador de peso molecular Invitrogen® de 100 pb (M), testigo negativo (2 y 8). Carriles
2,3 y 4. muestras de Axochiapan. Carriles 5,6 y 7: muestras de Mazatepec. Carriles 9, 10 y

11: muestras de Yautepec. Carriles 12, 13 y 14: muestras de Zacatepec. .........c.ccocevvvruene. 82

viii



Figura 3.9 Producto de amplificacion de RT-PCR para deteccion del TMV. Marcador de
peso molecular Invitrogen® de 100 pb (M), testigo positivo (1 y 9), testigo negativo (2 y
10). Carriles 3,4 y 5: muestras de Axochiapan. Carriles 6,7 y 8: muestras de Mazatepec.

Carriles 11, 12 y 13: muestras de Yautepec. Carriles 14, 15 y 16: muestras de Zacatepec. 83



CONTENIDO

RESUMEN ...t e e neeenne e i
ABSTRACT ..ttt ii
LISTA DE TABLAS. ...ttt nnne s vi
LISTA DE CUADROS ... .ottt nnne s vi
LISTA DE FIGURAS ...ttt vii
CAPITULO 1. REVISION DE LITERATURA .....ooovoeieeteeteee e seeeee s nissen s aenenes 1
1.1 Importancia del CUITIVO.........ccooieiiee e 1
1.2 IMPOrtancCia de 10S VIFUS .......ccueiieiieiieiie ittt sre e 3
Cucumber MoSaiC VIFUS (CIMV) ....uociiiiee ettt s 7
Tomato spotted Wilt VIFUS (TSWV) ...oeoiiiiiic st 8
Alfalfa MOSAIC VIFUS (AMW).....ooiiiieie ittt 9
Tobacco ringSPOL VIFUS (TRSV) ..ottt s 9
Tomato Mottle VIruS (TOMOV) .....oiuiiiiiicce et 10
POtAtO VIFUS Y (PVY )ittt ettt s te e reesre e 10
Chino tomato VIrUS (CATV) ..cueiiiiieee e st 11
TobACCO tCN VIFUS (TEV) ...viiiiiiiie ettt 12
Tomato yellow leaf curl Virus (TYLCV) ....oooiiiciiei et 12
Tomato bushy StuNt VIruS (TBSV).......oiieiieieiic sttt 13
Pepper huasteco yellow vein Virus (PHYV V) .....oo e 14
Tomato aspermy VIFUS (TAV) ..ottt ettt sra e 14
Pepper golden mosaic Virus (PEPGMV) ....cvviiiiiiiiiie e 15
Tomato leaf curl Sinaloa virus (TOLCSINV) ...ccoiiiiiiiiiicce e 15
Tomato severe leafcurl Virus (TOSLCV)...ovi i 15
Tomato chino La Paz virus (TOCHLPV) ..o 16



Tomato chlorosis VIruS (TOCV) .ecuiciiice et 16

Tomato infectious chlorosis VIirus (TICV) ..o 16
Tomato apex NECroSiS VIFUS (TANW) ...cvo et 17
Pepino MoSaiC VIFUS (PEPIMV) ...ttt 17

1.3 1dentifiCaCION A& VIFUS .......cviuiiiiieiisiiit et 17
Plantas INAICAAOIAS ..........eiveeiiiieeee e 18
BT T o= L= 0] [T [ [o%: SR 18
TECNICAS MOIECUIAES ...t 19
MiCroSCOPia EIECLIONICA .........cviiieciece e 22

1.4 MANEJO A8 VIFOSIS ....veeveeieeitieite ettt ste ettt ettt te et esbe e te e esteesteeneesbeesteeneesneennas 22
MIET A8 ADEJA ...ecvviiiecie ettt nre e reeare e 23
Levadura de cerveza (Saccharomyces CEreViSIiae) ........couevvevuereerieeieeseerieeieseesie e 24
Acido acetil SAlCTIICO (AAS) ......veieeeeeeeeeeee ettt 24
ACIDENZOolar S-MELH (ASM) ..o s 25
Aplicaciones de MICIONULIIENTES ..........ccviiieiieeie et 25
EXErACLO 0B ClAVO ... .t 26
LITERATURA CITADA . .ttt ettt aneas 27
CAPITULO Il. CONTROL ALTERNATIVO DE VIROSIS EN JITOMATE EN UN
INVERNADERO COMERCIAL DE ZACATEPEC, MORELOQOS.........ccooiiiiiieeieee 41
RESUMEN ...ttt e e e b eneas 41
ABSTRACT ..ttt et e et b e e e ne e 42
INTRODUCCION ..ottt an s sanennans 43
MATERIALES Y METODOS .......oviievieeeeiieeseeisssieeeesesessessessssessssessentssessesssssssnesssennenns 45
Localizacion del eXPEriMENtO ........c.coviiieiiiiie it 45
Disefio eXPeriMENTAl.........c..oiii i e 45
TRALAMIENTOS ...t bbbt b bbb 45

Xi



ParametroS EVAIUAUOS ...ttt e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e ae s 47

INCIABNCIA ...t 47
SEVEITUAU ...ttt 47
AIUIA A8 PIANTAS ...t et e et e e ne e nre e 48
RENGIMIBNTO ...ttt 48
Poblacion de m0oSCa DIANCA ...........coiiiiiiiiece e 48
ANALISIS ESTAUISTICO. ...t 49
ANALISIS EBCONOIMICO ...ttt 49
RESULTADOS. ...ttt ettt e b et e e nne e nneenneas 50
INCIABINCIA ...ttt ettt 50
SEVEITUAU ...ttt bbbt et 52
ARUIA A8 PIANTA ......cveeie et sreen e reesre e e 55
RENIMIBNTO ...ttt bbbt 55
Poblacion de m0oSCa DIANCA ..o 55
ANALISIS de COMEIACION ... 57
ANALISIS CONOIMICO ...ttt et 57
DISCUSION ....cooitrieieseeseeses st 58
INCIABINCIA ...ttt e ettt 58
SEVEITUA ...ttt bbbttt 59
Altura de plantas y reNdiMIENTO .......cceeviiiiiice e 61
Poblacion de m0oSCa DIANCA ..o 62
Correlacion de 10s pardmetros eValuadosS...........c.ccveiueiieiicre s 63
ANALISIS BCONOIMICO ...ttt bttt 63
CONGCLUSIONES ...ttt bbbt et e et e e e nneeenes 64
LITERATURA CITADA . . ettt sttt 65

Xii



CAPITULO IIl. DISTRIBUCION DE VIRUS ASOCIADOS AL CULTIVO DE

JITOMATE EN CUATRO MUNICIPIOS DEL ESTADO DE MORELOS. ............c.c....... 69
RESUMEN ...ttt ne e 69
ABSTRACT ..ttt 70
INTRODUCCION ..ot eete e esis st nas st s st ens s anensans 71
MATERIALES Y METODOS ........oviieiieeeeiieeseeissssesiesessssessesssssssssssssssss s sssssessensenenes 73
Z0NA A BSTUDIO ...ttt s 73
IMIUBSTIBO ... bbb 73
EXtraccion de ACId0S NUCIEICOS. .........oviiiiiiieiirieieise e 74
[dentificacion MOIECUIAY .........c.coiiiiiiic e 74
BROOMOVITUS ...ttt sttt et e et e s b e e be e b e sneesteennesreenreeneens 74
Tomato SPOLEE WIlL VIFUS ......cviivieiecc ettt st 74
POTEXVITUS ...ttt bbbttt bbbt b et b b e bt b 74
TODACCO MOSAIC VIFUS ...ttt ettt 75
RESULTADOS. ...ttt sttt e e et e e sn e e nne e e neenneas 76
IMIUBSIIBO ...ttt 76
[dentificacion MOIBCUIA ............coiiiiiiiee e 79
BEOOMOVITUS.....cuiiiiicie ettt sttt e s te e e st e e be et esbeesteennesreesreenee s 79
Tomato SPOLEE WIlL VIFUS ......c.viiuieiecec et st 80
POTEXVITUS ...tttk b bbb bbbt b et b et abe s 81
TODACCO MOSAIC VIFUS ...ttt bbb 82
DISCUSION ....cooitrieieseeseeses st 83
CONGCLUSIONES ...ttt e e nne e 86
LITERATURA CITADA . . ettt et eneas 87

Xiii



CAPITULO I. REVISION DE LITERATURA
1.1 Importancia del cultivo

La produccion de hortalizas es una actividad muy importante en la agricultura de México
debido a la captacion de divisas que la exportacion de sus productos genera y por la

cantidad de empleos que se obtienen por dicha actividad (Garzon, 1987).

Dentro de las hortalizas, el jitomate y el chile son los cultivos mas importantes en el pais
por a la superficie sembrada, volumen de cosecha y valor de la produccion (SAGARPA,
2011).

El jitomate (Solanum lycopersicum) tiene como centro de origen la regién andina de lo que
hoy es Chile, Bolivia, Ecuador, Pert y Colombia. México esta considerado a nivel mundial
como el centro de domesticacion del jitomate, cuyo nombre deriva de la lengua Nahuatl

“tomatl” (Rodriguez et al., 1984).

A nivel mundial, China ocupa el primer lugar dentro de los principales productores de
jitomate con méas de 41 millones de toneladas, seguido de Estados Unidos, India y Egipto.
México ocupa el décimo puesto con cerca de 3 millones de toneladas, y se ubica en el tercer
lugar dentro de las especies de mayor importancia econémica después de la cafia de azucar
y maiz (FAQ, 2010).

A nivel nacional, los principales estados con mayor superficie sembrada y produccion total
son Sinaloa, Baja California y Michoacan, mientras que Morelos ocupa el octavo lugar en
superficie sembrada y el noveno en produccién. En cuanto a rendimiento por hectarea,
Querétaro ocupa el primer lugar, seguido de Guanajuato y Jalisco; Morelos se encuentra en
el lugar 21 (Tabla 1).

Tabla 1. Estados productores de jitomate en México (SAGARPA, 2011).

Estado Superficie sembrada (ha) ~ Produccion total (t)  Rendimiento (t ha™)




Sinaloa

Michoacan

Zacatecas

Baja California

Nayarit

Veracruz

Baja California Sur

Morelos

Jalisco

San Luis Potosi

Tamaulipas

Sonora

Chiapas

México

Guerrero

Coahuila

Oaxaca

Puebla

Guanajuato

Hidalgo

15,399.18

4,882.50

3,232.90

2,775.14

2,773.00

2,313.75

2,299.00

2,176.00

2,157.45

2,115.00

1,947.50

1,679.80

1,471.50

1,395.95

1,102.07

1,053.00

858

710.39

691.68

545.76

345,011.10

148,080.85

134,369.40

162,324.92

59,777.11

54,381.50

92,882.72

68,152.40

136,539.82

108,613.50

64,812.50

60,717.99

49,396.50

74,387.45

19,010.00

46,858.36

52,401.59

31,997.05

47,638.25

14,991.30

44.9

30.45

41.82

60.13

21.56

235

44.22

31.32

63.98

52.34

33.88

52.49

33.57

53.29

17.54

51.16

61.07

45.21

68.87

28.65




Aguascalientes 397 13,288.00 33.98

Nuevo Lebn 354.39 20,618.49 58.19
Durango 330.25 13,623.50 41.25
Campeche 309 6,079.30 19.67
Colima 269 11,920.00 4431
Chihuahua 175.7 6,708.52 38.18
Querétaro 152 24,622.39 173.58
Yucatan 146.53 1,935.67 13.36
Quintana Roo 36.24 914.51 25.24
Tabasco 24 278 11.58
Tlaxcala 5 104 20.8
Distrito federal 15 45 30

Fuente: Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP). SAGARPA, 2011.

En Morelos se siembran aproximadamente 2176 ha de jitomate, con una produccion
superior a 68 mil toneladas. Los principales municipios productores son Atlatlahuacan,

Totolapan, Tlayacapan, Mazatepec y Yecapixtla (SAGARPA, 2010).
1.2 Importancia de los virus

Después de las enfermedades inducidas por hongos, las de origen viral son las mas
importantes en los sistemas agricolas de produccién en México, dado que pueden reducir
hasta el 100 % de la calidad y produccion de los cultivos, sobre todo cuando la planta es
infectada en etapas tempranas de su desarrollo (Ley y Garcia, 1998; Urias y Alejandre,
1999).



A nivel mundial, el cultivo de jitomate es afectado por mas de 136 especies de virus

(Hanssen et al., 2010). A la fecha los virus Cucumber mosaic virus, Tobacco mosaic virus,

Tomato spotted wilt virus, Alfalfa mosaic virus, Tobacco ringspot virus, Tomato mottle

virus, Potato virus Y, Chino tomato virus, Tobacco etch virus, Tomato yellow leaf curl

virus, Impatients necrotic spot virus, Tomato bushy stunt virus, Pepper huasteco yellow

vein virus, Tomato aspermy virus, Pepper golden mosaic virus, Tomato leaf curl Sinaloa

virus, Tomato Chino La Paz virus, Tomato chlorosis virus, Tomato infectious virus, Tomato

apex necrosis virus y Pepino mosaic virus estan distribuidos en diferentes estados de la

Republica Mexicana (Tabla 2).

Tabla 2. Virus que afectan al cultivo de jitomate en México.

Nombre Nombre comiun  Familia Género Distribucion

cientifico

CMV Cucumber Virus  mosaico Bromoviridae Cucumovirus Amplia distribucion
mosaic virus del pepino (Robles et al., 2010)
TMV  Tobacco Virus  mosaico Virgaviridae Tobamovirus Amplia distribucion
mosaic virus del tabaco (Rodriguez et al., 1997)

TSWV Tomato

spotted wilt virus

AMV Alfalfa

mosaic virus

TRSV Tobacco

ring spot virus

ToMoV Tomato

mottle virus

Virus de la
marchitez
manchada del

tomate

Virus mosaico de

la alfalfa
Virus de la
mancha  anular
del tabaco
Virus  jaspeado
del tomate

Bunyaviridae

Bromoviridae

Comoviridae

Geminiviridae

Tospovirus

Alfamovirus

Nepovirus

Begomovirus

Amplia distribucion (De
la Torre et al., 2002)

Amplia distribucion

(Robles et al., 2010)

México, Puebla vy
Morelos (De la Torre et

al., 2002)

Yucatan (Garrido and
Gillbertson, 1998)




PVY Potato

virus Y

CdTVv Chino

tomato virus

TEV Tobacco

etch virus

TYLCV Tomato
yellow leaf curl

virus

INSV Impatients

necrotic spot
virus
TBSV  Tomato

bushy stunt virus

PHYYV Pepper
huasteco yellow

vein virus

Virus 'Y de la
papa

Virus chino del

tomate

Virus  jaspeado
del tabaco

Virus del

enrollamiento
foliar amarillo

del tomate

Virus de la
mancha necrotica

del Impatiens

Virus del
enanismo
arbustivo del

tomate

Virus huasteco de
la vena amarilla
del chile

Potyviridae

Geminiviridae

Potyviridae
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TANV Tomato Virus de la Secoviridae Torradovirus Sinaloa y Sonora (Turina

apex necrosis necrosis  apical etal., 2007)

virus del tomate

PepMV Pepino Virus  mosaico Alphaflexiviridae Potexvirus Estado de México (Ling
mosaic virus del pepino and Zhang, 2011)

Cucumber mosaic virus (CMV)

El virus mosaico del pepino (CMV) pertenece a la familia Bromoviridae y al género
Cucumovirus. Son particulas poliédricas de 30 nm que estdn compuestas por 180
subunidades morfoldgicas (12 pentdmeros y 20 hexameros) que dan lugar a la cubierta

proteica. Su genoma esta compuesto de ARN monocatenario(Conti et al., 2000).

Este virus tiene una gran cantidad de hospederos naturales y es capaz de infectar hasta
1,092 especies (Edwardson y Christie, 1997). Méas de 60 especies de afidos, incluyendo
Myzus persicae y Aphis gossypii, son capaces de transmitirlo de forma no persistente en
cualquier estado de desarrollo. El jitomate no es un hospedero comin de los &fidos, estos

insectos normalmente colonizan al pepino, melén y sandia (Jones y Paul, 1991).

El CMV se puede transmitir mecanicamente durante la realizacién de las labores culturales
a través de la savia impregnada sobre las manos y ropa del personal, pero no se transmite
por semilla (Mota, 1991).

El CMV produce tipicamente moteado o manchado y deformacion de hojas, flores y frutos.
Las hojas se arrugan y se enrollan hacia el envés. Las plantas infectadas pueden quedar
achaparradas en grado considerable debido a que los entrenudos y peciolos del tallo se

acortan y las hojas se desarrollan hasta la mitad de su tamafo natural (Agrios, 2008).

Tobacco mosaic virus (TMV)

El virus mosaico del tabaco, perteneciente a la familia Virgaviridae y al género

Tobamovirus, representa uno de los virus fitopatdgenos que mas se ha estudiado. Los



viriones son tubulares, rigidos, de unos 300 x 18 nm de diametro. EI genoma esta
compuesto por una molécula de ARN monocatenario de polaridad positiva constituida por
6395 nucledtidos (Conti et al., 2000).

El TMV se transmite mecanicamente, por semilla, suelo o por contacto entre 6rganos de
plantas infectadas. También se puede transmitir por el hombre al manipular plantas

enfermas y sanas (Cardenas, 1999).

Este virus esta ampliamente distribuido en todas las regiones productoras de jitomate de
México. Se reportd desde 1974 en el sur de Tamaulipas, el Bajio, Sinaloa y en Morelos
(Delgado, 1974; Ramirez et al., 2001).

En jitomate, el TMV puede causar mosaico verde oscuro, verde claro o amarillamiento en
las hojas superiores. Asimismo, provoca enchinamiento, curvatura o acampanado de las

hojas y, en condiciones especiales, necrosis interna de los frutos (Rodriguez et al., 1997).
Tomato spotted wilt virus (TSWV)

El virus de la marchitez manchada del tomate (TSWV) pertenece a la familia Bunyaviridae
y al género Tospovirus. Las particulas son esféricas y revestidas por una membrana
lipoproteica, y su genoma esta constituido por 3 moléculas lineales de ARN (Conti et al.,
2000). En jitomate se han observado inclusiones citoplasmicas amorfas y esféricas muy
cerca del nucleo. El virus también induce inclusiones vacuoladas grandes (Pérez et al.,
2004).

El TSWV se transmite por algunas especies de trips como Frankliniella occidentalis, F.
fusca y Thrips tabaci. La transmisidn es persistente, circulativa y replicativa. Las particulas
virales son ingeridas por el insecto vector, pasan por el aparato digestivo a diversos érganos
y células, principalmente a las glandulas salivales, donde se multiplican y son inoculadas
cuando el insecto se alimenta. EI genoma del virus esta constituido por ARN (Rosello y
Nuez, 1977).



Las hojas jovenes de plantas infectadas son de color bronceado y desarrollan numerosas y
pequefias manchas oscuras; los puntos de crecimiento se necrosan. Las plantas pueden
presentar achaparramiento y defoliacion, y si la infeccion ocurre al inicio del ciclo no hay
produccion de frutos. Cuando la infeccion ocurre tardiamente, los frutos verdes muestran
anillos palidos concéntricos generalmente elevados, y en los frutos maduros los anillos
concéntricos se hacen evidentes ocasionando una coloracién alternante de rojo y amarillo, y

frecuentemente no poseen sabor (Conti et al., 2000; Nuez, 2001).

Este virus se reportd por primera vez en el estado de Sinaloa (Verdugo, 1989) y se ha
encontrado asociado con el TMV y CMV en tomate de cascara y chile en el estado de
Morelos (De la Torre et al., 2007).

Alfalfa mosaic virus (AMV)

El virus mosaico de la alfalfa pertenece a la familia Bromoviridae y al género Alfamovirus,
posee particulas baciliformes, su genoma esta constituido por cuatro segmentos de ARN

monocatenario de sentido positivo (Conti et al., 2000).

El AMV se transmite por polen, injerto, semilla y mecanicamente. Existen al menos 14
especies de afidos que pueden transmitirlo de forma no persistente, siendo M. persicae la
mas eficiente. Ademas del jitomate, el AMV infecta a una gran cantidad de especies

cultivadas y malezas (Stevenson, 1991; Nuez, 2001).

El virus en general induce la aparicibn de mosaicos, moteado amarillo brillante,
deformacion de la ldmina foliar y, en infecciones tempranas, marcada disminucion del
tamanio de la planta por acortamiento de entrenudos. En infecciones tempranas puede causar

disminucidn del rendimiento hasta del 10 % en el estado de Morelos (Ramirez et al., 2001).

Tobacco ringspot virus (TRSV)

El virus de la mancha anular del tabaco pertenece a la familia Comoviridae y al género
Nepovirus, es de forma isodiamétrica de contornos angulares y diametro de 30 nm. Algunas

particulas pueden (componentes M y B) 0 no (componente T) presentar glucoproteinas.



La subunidad proteica es de un solo tipo con un peso molecular de 55-60 kDA (Conti et
al., 2000). Este virus se transmite principalmente por Xiphinema americanum (Fulton,
1962), aunque también puede transmitirse por insectos y acaros, tales como A. gosypii, M.
persicae, Melanopus sp., Epitrix hirtipennis, Thrips tabaci y Tetranychus sp. (Fromme et
al., 1927).

El virus tiene su origen en el centro y este de Norte América, aunque se ha reportado en
Canad4, Cuba, Republica Dominicana, Inglaterra, Bélgica, China y Japdn, entre otros, la
mayoria de los cuales estan probablemente relacionados con material exportado de su zona
de origen (EPPO/CABI, 1996).

El TRSV ocasiona tipicamente enrollamiento y necrosis de los puntos de crecimiento,
mientras que en la base de las hojas jovenes induce una coloracion marrén muy definida
con anillos necréticos y lineas sinuosas. Los peciolos se necrosan y en el tejido del tallo
adyacente se nota a menudo un rayado y anillo necrotico. Los frutos en formacion muestran
una evidente acumulacién corchosa de color gris a marron y anillos superficiales

frecuentemente conceéntricos (Smith, 1972).

Tomato mottle virus (ToMoV)

Este virus pertenece a la familia Geminiviridae y al género Begomovirus, presenta una
nucleocapside de 18 nm de didmetro y 30 nm de largo; se transmite por Bemisia tabaci y a
la fecha no hay evidencia de que se transmita de manera mecanica ni por semilla. El

genoma esta conformado por ADN bipartita (Kring et al, 1991; Polston et al., 1996).

El ToMoV induce moteado clorético, deformacion foliar y reduccion del crecimiento. En

México se reportd por primera vez en el estado de Yucatan (Garrido y Gilbertson, 1998).

Potato virus Y (PVY)

El virus Y de la papa pertenece a la familia Potyviridae y al género Potyvirus, posee

particulas flexibles de 730 nm de longitud y 11 nm de diametro. EI genoma del virus es de
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ARN vy esta constituido por 9,700 nucledtidos. De acuerdo con la severidad de sintomas que
induce en tabaco, papa y otros hospederos pueden distinguirse muchas variantes, de las
cuales las més importantes son PVY?, PVY" y PVY® (Conti et al., 2000; Pérez et al., 2004).

El PVY se transmite mecanicamente y por afidos de forma no persistente. También se ha

reportado que Tetranychus urticae puede transmitirlo (Rodriguez et al., 1984; Jones, 1991).

En las hojas, el virus induce areas de color marron obscuro gque se acentlan en hojas
maduras; se presenta coloracion amarilla a lo largo de las venas y las hojas terminales se
necrosan; en los tallos el PVY induce un rayado purpura (Uexkull, 1978). Se ha reportado

al virus en los estados de Puebla, México, Coahuila y Nuevo Ledn.

Ademas del jitomate, el PVY infecta papa, chile y tabaco. En papa es considerado uno de

los virus mas dafiinos (Pérez y Rico, 2004).
Chino tomato virus (CdTv)

El virus chino del jitomate pertenece a la familia Geminiviridae y al género Begomovirus;
su genoma esta compuesto por ADN bipartita. No se transmite por inoculacion mecénica,
semilla, ni por contacto entre plantas, pero si por injerto o por B. tabaci de manera

persistente-circulativa no propagativa (Tun, 1994).

En 1970, se observaron sintomas causados por este virus en jitomate en los estados de
Sinaloa y Sonora (Gallegos, 1978). De 1970 a 1983 causé epidemias y desde 1988 se tiene
de manera permanente asociado con altas poblaciones de B. tabaci (Brown y Nelson 1988).
En la década de los 90s se presentd una nueva epidemia en los estados de Chiapas, Morelos,
Sinaloa y Tamaulipas que se relacion6 con la aparicion del biotipo B de B. tabaci. (Torres
et al. 1996). En Sinaloa, el virus también puede encontrarse en plantaciones de chile. Este
patdgeno estd presente en todas las areas productoras de jitomate en México debido
posiblemente al traslado de semilleros desde Sinaloa a otras areas productoras (Polston y
Anderson, 1999).
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El CdTV induce amarillamiento de nervaduras y mosaico foliar. Puede también ocasionar

proliferacion de brotes y engrosamiento de las nervaduras foliares (Torres et al., 1996).
Tobacco etch virus (TEV)

El virus jaspeado del tabaco pertenece al género Potyvirus. Las particulas son alargadas y
flexibles de 730 x 12 nm de didmetro y su genoma es de ARN monocatenario de sentido
positivo (Stevenson, 1991). No hay reportes de su transmision por semilla, pero puede ser
transmitido de forma no persistente a mas de 150 plantas por diferentes especies de afidos
(Edwardson y Christie, 1997; Stevenson, 1991). La enfermedad causada por este virus
aparece esporadicamente en el estado de Morelos. En plantas de chile causa dafios mas

severos que en jitomate (Ramirez et al., 2001).

Los sintomas inducidos por el virus aparecen como un moteado y rugosidad de las hojas,
ademas de un pronunciado enchinamiento hacia el envés. En plantas infectadas en etapas
tempranas se acortan los entrenudos y pueden quedar severamente atrofiadas. El fruto
presenta moteado y no alcanza el tamafio comercial. Hay una alta correlacion entre la edad
en que la planta es infectada y el nimero y tamafio de los frutos producidos; mientras mas
temprana es la infeccion menor es la cantidad y calidad de los frutos (Stevenson, 1991;
Uexkull, 1978).

Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)

El TYLCV pertenece a la familia Geminiviridae y al género Begomovirus; su genoma esta
constituido de ADN Yy las particulas virales son geminadas, las cuales estan compuestas por

110 subunidades proteicas (componentes A y B) (Conti et al., 2000).

El TYLCV vy los geminivirus con genoma bipartita se transmiten de manera persistente
circulativa por el biotipo B de B. tabaci, también conocido como B. argentifolii (Perring et
al., 1993). Aunque existe controversia con respecto a la taxonomia del vector, diferentes
biotipos 0 especies de mosca blanca tienen muy poca o ninguna especificidad para la

transmision de diferentes geminivirus (Bedford et al., 1994).
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La infeccidn de las plantas en etapas tempranas de desarrollo induce pérdida notable de
vigor y falta de fructificacion; mientras que en infecciones tardias se produce el cuajado de
nuevos frutos y los ya presentes alcanzan la maduracion, aunque con un tamafio inferior a lo
normal y de coloracion pélida. Adicionalmente, hay un abarquillamiento y redondeo en
forma de cuchara de los foliolos de las hojas, reduccion de los nuevos foliolos con clorosis
marginal, engrosamiento y deformacion intervenal, y peciolos en forma helicoidal (Conti et
al., 2000).

Impatients necrotic spot virus (INSV)

El INSV pertenece a la familia Bunyaviridae y al género Tospovirus. Su genoma es de ARN
monocatenario, es de forma esférica y esta envuelto por una membrana lipoproteica. La
forma de transmisidn es por material propagativo y por trips (F. occidentalis, F. schultzei y
F. fusca) de forma persistente (Pozzer et al., 1996; Astier et al., 2006; Robert, 2009).

Este virus también esta reportado en el cultivo de chile y en una gran diversidad de especies
ornamentales (Goldbach y Kuo, 1996; Robles et al., 2010). EI INSV se detectdé con una
incidencia de 33 % en los principales municipios productores de jitomate en el estado de
Morelos (Atlatlahuacan, Totolapan, Zacatepec, Jojutla y Tlaquiltenango) (Ramirez et al.,
2001).

Los sintomas consisten en distorsion y necrosis foliar, frutos con anillos necréticos y en

casos extremos la planta puede llegar a marchitarse completamente (Robert, 2009).

Tomato bushy stunt virus (TBSV)

El virus enanismo arbustivo del tomate es el miembro tipo de la familia Tombusviridae y
pertenece al género Tombusvirus. Este virus tiene una amplia gama de hospedantes, posee
particulas icosaédricas de aproximadamente 30 nm de diametro y genoma monopartita de
ARN (Conti et al., 2000). Se reportd por primera vez en un invernadero de jitomate en
Irlanda en 1935 (Obermeier et al., 2001) y en México se detecté en 1965 causando la

enfermedad llamada “pinto del jitomate” (Martinez et al., 1974).
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En hojas de jitomate ocasiona clorosis, deformacion, moteado y necrosis. Induce el aborto y
necrosis de las estructuras florales, ademas de manchas amarillas y necrosis de frutos
(Wisler, 2000).

Pepper huasteco yellow vein virus (PHYVV)

El virus de la vena amarilla del chile huasteco pertenece a la familia Geminiviridae y al
género Begomovirus; su genoma es de ADN bipartita (componentes A y B) y se transmite
por B. tabaci (Garzén et al., 1993).

En México, el primer reporte de este virus fue en el cultivo de chile en la region Huasteca
de Tamaulipas, aunque también se ha reportado en los estados de Sinaloa, Guanajuato y
Quintana Roo (Garzon et al., 1993). La sintomatologia se caracteriza por un moteado

clorotico, enrollamiento y distorsion de las hojas (Guevara et al., 1999).

Tomato aspermy virus (TAV)

El virus aspermia del tomate pertenece a la familia Bromoviridae (Conti et al., 2000), posee
particulas isométricas de 30 nm de didmetro, redondeadas o angulares y sin un arreglo
conspicuo de capsémeros. Su genoma estd compuesto por ADN bipartita. Originalmente

este virus se conocié como Chrysanthemum aspermy virus (Hollings y Stone, 1971).

El TAV es un serotipo del género Cucumovirus, del cual algunos aislamientos difieren
substancialmente dependiendo de la gama de hospedantes, virulencia, severidad,

transmision y relaciones serolégicas (Sutic et al., 1999).

Se transmite de forma no persistente por afidos como Macrosiphoniella sanborni, M.
pesicae y M. solani, siendo esta Gltima especie la Unica que lo transmite de crisantemo y
también la especie mas eficiente en transmitirlo a tabaco y jitomate. Ademas, puede

transmitirse por inoculacién mecanica, por injerto y por semilla (Nordaam et al., 1965).

Puede causar manchas cloréticas en hojas, aclaramiento sistémico de nervaduras, moteado,
distorsion, achaparramiento, y en infecciones severas el sintoma de agujeta (Hollings y
Stone, 1971).
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Pepper golden mosaic virus (PepGMV)

El virus mosaico dorado del chile pertenece la familia Geminiviridae y al género
Begomovirus. Su genoma estd compuesto de ADN bipartita (componentes A y B), y su

principal forma de transmision es a traves de B. tabaci (Riveray Silva, 1997).

Este patogeno se caracteriza por inducir un mosaico dorado que empieza con el
amarillamiento de las nervaduras basales y distorsion de las hojas; en ocasiones puede
haber un mosaico verde alternado con amarillo. Las plantas presentan achaparramiento,

aborto de flores y deformacién de frutos (Holguin et al., 2003)

El PepGMV se detectd por primera vez en Texas y se le nombré como Texas pepper
geminivirus (TPGM) (Stenger et al., 1990). Este patogeno se encuentra distribuido
ampliamente en México, por lo que no es raro que se detecte en otras solanaceas como chile
y tabaco (Torres et al., 1996). Otras variantes de este virus se han encontrado en Sinaloa,

Tamaulipas y Baja California Sur (Holguin et al., 2003)

Tomato leaf curl Sinaloa virus (ToLCSinV)

Este virus se reportd por primera vez en 1989 infectando jitomate, tabaco y chile en el
estado de Sinaloa (Brown et al., 1993). Se nombré tentativamente como el Sinaloa tomato
leaf curl virus (STLCV) (Idris and Brown, 1998); a la fecha se le reconoce como una nueva
especie denominada Tomato leaf curl Sinaloa virus (Fauquet et al., 2005). La transmision
del virus es a través de B. tabaci y B. argentifolii (Holguin et al., 2003). En jitomate induce
rizado amarillo, distorsion foliar, mosaico amarillo, clorosis intervenal y reduccién del

tamario de frutos (Idris and Brown, 1998).

Tomato severe leafcurl virus (ToSLCV)

Este virus tiene su origen en Centroamérica en los paises de Honduras, Guatemala y
Nicaragua (Ala-Poikela et al., 2005). En México se reportd por primera vez infectando
plantas de jitomate en los estados de San Luis Potosi y Morelos. Se trasmite por mosquita

blanca (B. tabaci y B. argentifolii), en donde existe una alta especificidad debido al
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reducido rango de hospedantes. Este virus induce retraso en el crecimiento, deformacién y

arrugamiento de las hojas (enchinamiento) (Mauricio et al., 2006).

Tomato chino La Paz virus (ToChLPV)

El ToChLPV se reportd por vez primera en Baja California Sur, México (Holguin et al.,
2005) Hasta el momento se ha asociado con altas poblaciones de B. tabaci, B. argentifolii y
Trialeurodes vaporariorum, lo que sugiere que estos insectos son los vectores del patdgeno
(Holguin et al., 2010). En plantas infectadas se observa retraso en el crecimiento, reduccion

del tamafio y deformacion de las hojas (Holguin et al., 2006).

Tomato chlorosis virus (ToCV)

El virus se identifico en 1996 en invernaderos de jitomate en Florida, E.U. (Wisler et al.,
1998), en 2006 se reportd en México en la zona de Guasave, Ahome y Culiacan en el estado
de Sinaloa (Alvarez et al., 2006). Las especies de mosca blanca como B. tabaci, B.
argentifolii, Trialeurodes vaporariorum y T. abutilonea pueden transmitir el virus (Duffus
et al., 1996). El patdgeno induce manchas cloréticas irregulares que se desarrollan primero
en las hojas inferiores, avanzan gradualmente hacia el punto de crecimiento y en ocasiones

se observan manchas necroticas en las hojas (Wintermantel and Wisler, 2006).

Tomato infectious chlorosis virus (TICV)

El virus se reporto por primera vez en San Diego, California en la década de los 90 (Duffus
et al., 1994). En 2012, este virus se encontrd infectando plantas de jitomate en Ensenada,
Baja California (Méndez et al., 2012). El TICV es transmitido en invernaderos por T.
vaporariorum de forma semipersistente (Wisler et al., 1998). En plantas de jitomate induce
manchas clor6ticas irregulares, manchas necroticas y hojas quebradizas, pero en ocasiones
se puede confundir este virus con el ToCV debido a la similitud que existe entre los

sintomas que ocasionan (Wisler et al., 1996).
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Tomato apex necrosis virus (TANV)

El TANV se describid por primera vez en el area de Culiacan, Sinaloa, posteriormente se ha
encontrado en la regién sur de Sonora (Turina et al., 2007). El virus se asoci6 con altas
poblaciones de mosca blanca y, en estudios posteriores, se encontrd que este virus se
transmite por distintas especies como B. tabaci, B. argentifolii, T. vaporarioum y T.
abutilonea (Amari et al., 2008). Los sintomas que induce en el cultivo de jitomate son
necrosis apical y manchado anular de los frutos, los cuales son similares a los ocasionados
por el TSWV, por lo que es necesario realizar pruebas seroldgicas o moleculares para su

identificacion (Turina et al., 2007).

Pepino mosaic virus (PepMV)

El PepMV se reportd por primera vez en 1980 en el cultivo de pepino (Solanum muricatum)
en Peru (Jones et al., 1980), y para el 2008 se encontr6 en las principales areas productoras
de jitomate de Europa y Norteamérica (Kai-Shu et al., 2008). En México, el virus se reporto
por primera vez en invernaderos de Jocotitlan, Estado de México (Ling and Zhang, 2011).
Se transmite de forma mecanica, por semilla y por abejorros (Bombus terrestris y B.
canariensis), los cuales son utilizados para la polinizacién en invernaderos (Van der Vlugt,
2009). Ademas, infecta malezas como Taraxacum sp., Plantago sp., Chenopodium sp.,
Brassica sp., Convolvulus sp., Bidens sp. Euphorbia sp., Amaranthus sp., y Malva sp.
(Jones et al., 1980). EI PepMV induce mosaicos verdes o amarillos, manchas amarillas que
comienzan en el centro del foliolo y se extienden hacia los apices, filimorfismo,

enchinamiento de hojas y manchas en frutos (Jorda et al., 2001).
1.3 Identificacion de virus

Dentro de los criterios para la identificacién de virus se encuentran la caracterizacion de
sintomas que inducen en el hospedante, la inoculacion de plantas indicadoras, pruebas

seroldgicas y de biologia molecular y la microscopia electrénica (Pérez et al., 2004).
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La identificacion de los virus por sintomatologia no es completamente confiable debido a
que dichos sintomas se pueden confundir con desérdenes nutrimentales o por dafios
causados por herbicidas u otros patdgenos. Las técnicas mas eficientes y confiables son las
seroldgicas como ELISA vy las de biologia molecular como PCR y RT-PCR (Robles et al.,
2010).

Plantas indicadoras

Algunas especies vegetales, tales como tabaco (Nicotiana tabaco) y quinoa (Chenopodium
quinoa) son hospedantes de un gran nudmero de virus. Debido a que estas plantas tienen
respuestas consistentes y distintivas a las infecciones virales bajo condiciones controladas,
es comun usarlas como plantas indicadoras (Walkey 1991). Las principales respuestas son
lesiones localizadas, las cuales quedan confinadas a las hojas inoculadas (hospedantes de
lesiones localizadas), y las infecciones sistémicas, en donde los sintomas se presentan en
hojas distantes del sitio de inoculacion (hospedantes sistémicos). Muchos de los virus
vegetales son transmisibles a plantas indicadoras de manera mecanica o0 por injertos
(Valenzuela et al., 2003).

Técnicas seroldgicas

El ensayo inmunoabsorbente ligado a una enzima (ELISA), es una técnica muy confiable y
rapida que permite detectar la presencia de patdgenos importantes en especies o variedades
de plantas que sean tolerantes o resistentes, ain cuando no muestran sintomas (Lorenzen et
al., 2006). La optimizacion y automatizacion de esta técnica también se ha convertido en
una valiosa herramienta de deteccién y diagnostico de enfermedades causadas por virus
(Clark y Adams, 1977). La importancia del uso de ELISA radica en su sensibilidad.

Variantes de uso comudn de esta técnica son la ELISA indirecta, directa y DAS-ELISA.

ELISA indirecta. La especificidad de esta prueba depende del antigeno colocado en la fase
solida, el cual puede ser de alta pureza y bastante caracterizado, o relativamente crudo y no
caracterizado (Roitt et al., 2003). Consiste en la adsorcion del antigeno a una placa de

poliestireno seguida de la adicion del anticuerpo especifico, el cual reacciona con el
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antigeno adherido a la placa. Enseguida se agrega el anticuerpo secundario ligado a una
enzima. Una vez formada la secuencia biolégica de antigeno més anticuerpo, mas
anticuerpo secundario ligado a un enzima, se adiciona el sustrato, el cual es hidrolizado por
la enzima dando lugar a un cambio de color de la solucion, lo que permite determinar los
resultados visualmente y cuantificarlos espectrofotométricamente por medio de un lector de

microplacas (Providencia y Fernandez, 2004).

ELISA directa. Esta variante consiste en la adsorcion de anticuerpos especificos a una placa
de poliestireno seguida de la adicion de los antigenos, los cuales reaccionan con los
anticuerpos adheridos previamente a la placa. Enseguida se agregan anticuerpos ligados con
enzimas que se adhieren a los patdgenos capturados en la placa. Una vez formada la
secuencia bioldgica anticuerpo-antigeno, mas anticuerpo-enzima, se adiciona el sustrato, el
cual es hidrolizado por la enzima dando lugar a una reaccion colorida, lo que permite
determinar los resultados visualmente y cuantificarlos de manera similar a cuando se hace
una ELISA indirecta. Una desventaja de esta estrategia es que puede generar un diagndstico
erréneo debido a que los antigenos raramente estan marcados y por ello pueden ser sobre o
subestimados (Roitt et al., 2003).

DAS-ELISA. Esta técnica indirecta consiste en la adsorcion de anticuerpos especificos a
una placa de poliestireno seguida de la adicion de los antigenos, los cuales reaccionan con
los anticuerpos adheridos a la placa. Para formar el sandwich se agregan nuevamente
anticuerpos ligados con enzimas que se adhieren a los antigenos capturados en la placa
(Cruz y Frias, 1997).

Técnicas moleculares

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Con la técnica de PCR se obtiene un gran
namero de copias a partir de un fragmento de ADN. Esta técnica se emplea para la
identificacion de virus, bacterias, hongos, insectos, entre otros organismos, y se fundamenta
en la propiedad que tienen las ADN polimerasas para replicar hebras de ADN. La técnica

consiste en ciclos de altas y bajas temperaturas alternadas para separar las hebras de ADN,
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permitir la union de los iniciadores y sintetizar las moléculas complementarias para que
vuelvan a duplicarse. El proceso de PCR esta automatizado en un termociclador que
permite calentar y enfriar los tubos de reaccion para cada etapa (Klug y Cummins, 1999;

Lorenzen et al., 2006).

Los componentes de reaccion para esta técnica son los desoxinucleotidos trifosfatados
(dNTP’s), dos oligos complementarios a una de los dos hebras de ADN (secuencias cortas
de aproximadamente 42 nucle6tidos que son reconocidos por la polimerasa permitiendo
iniciar la reaccidn), iones divalentes de magnesio como MgCl, o monovalentes como el
potasio, una solucién amortiguadora que mantiene el pH en rangos adecuados para el
funcionamiento optimo de la reaccion, Taq polimerasa, el fragmento de ADN que se va a

amplificar y el termociclador(Walker y Gingold, 1997; Campbell y Farrel, 2003).

La PCR basicamente consiste de tres etapas. En la etapa de desnaturalizacion se separan las
hebras del fragmento de ADN. Este paso requiere incrementar la temperatura a 95 °C; sin
embargo, este valor depende de la proporcion G+C y del largo de la cadena de ADN. En la
etapa de alineamiento, los iniciadores se unen a una secuencia complementaria en el ADN
molde. Para ello es necesario bajar la temperatura a 50-70 °C durante 20-40 segundos,
permitiendo asi el alineamiento ya que los puentes hidrégeno estables dentro de la cadena
de ADN solo se forman cuando la secuencia de los iniciadores es muy similar a la
secuencia del ADN molde. Los iniciadores actuaran como limite de la regién de la molécula

que va a amplificar (Nelson y Cox, 2006).

En la etapa de elongacién, la ADN polimerasa toma como molde el fragmento de ADN
para sintetizar la cadena complementaria, partiendo del iniciador para la sintesis del nuevo
ADN. La polimerasa va afiadiendo los dNTP’s complementarios en direccion 5°-3,
uniendo el grupo 5 fosfato de los dNTP’s con el grupo 3"-hidroxilo de la hebra de ADN
creciente. La temperatura y el tiempo para esta etapa depende de la ADN polimerasa
empleada y del tamafio del fragmento a amplificar, aunque cominmente la temperatura es
de 72°C (Campbell y Farrel, 2003).
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Para asegurar que el ADN de cadena simple sea totalmente amplificado, se establece un
ciclo a 74°C durante 5-15 minutos. Finalmente, el ADN amplificado se mantiene a 4-15°C
durante un tiempo indefinido para conservar el producto de la reaccion a corto plazo
(Nelson y Cox, 2006).

Para verificar que durante la PCR se generaron los fragmentos del ADN deseado, se
emplean técnicas de electroforesis que separan los fragmentos de ADN sintetizados de
acuerdo a su carga, longitud y tamafo. La electroforesis se realiza en geles de agarosa para
fragmentos grandes y en acrilamida para fragmentos pequefios (Walker y Gingold, 1997;
Campbell y Farrel, 2003).

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR). Es una técnica
que en biologia molecular se utiliza ampliamente para identificar virus con genoma de
ARN. Para su aplicacion se necesita la transcriptasa reversa para convertir el ARN en ADN
complementario, proceso por el cual es posible obtener millones de copias de ARN en
pocas horas. La transcriptasa reversa es una ADN polimerasa dependiente del ARN que
sintetiza ADN complementario de cadena sencilla utilizando como molde ARN
monocatenario. Una forma sencilla de sintetizar ADN complementario de cadena sencilla
por medio de la transcriptasa reversa es a partir de un oligo poli-T que establece bases
complementarias con la cola poli-A del ARN del genoma de muchos virus. Este hibrido
ADN-ARN puede separarse mediante ribonucleasas y con la accion de una ADN-

polimerasa y un nuevo oligo se completa la doble hebra de ADN.

Los retrovirus contienen una transcriptasa reversa. Durante la infeccion, el genoma de ARN
y la enzima penetran en la célula del hospedero. Esta Gltima cataliza la sintesis de una
cadena de ADN complementario del ARN virico. A continuacion degrada la cadena del
hibrido ADN-ARN virico y lo reemplaza por ARN. La integracion es catalizada por una
integrasa codificada por el virus. La transcriptasa inversa requiere un oligo para iniciar la
sintesis de ADN. EIl oligo es un tARN incluido dentro de la particula virica obtenido

durante una infeccidén anterior. Este tARN se une a un extremo 3" con una secuencia
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complementaria de ARN virico. La nueva cadena de ADN se sintetiza en una direccion 5

3"como en todas las reacciones de las ARN y ADN polimerasas (Nelson y Cox, 2006).

Microscopia electrénica

La microscopia electronica es importante para la caracterizacion de los virus de las plantas
y constituye una herramienta complementaria para su identificacion. La microscopia
electronica permite detectar numerosos casos de infecciones virales mixtas y conocer la

importancia del estudio de la citologia en las infecciones virales (Roberts, 1986).

1.4 Manejo de virosis

En la practica es imposible sanar aquellas plantas infectadas por virus, por lo que la lucha
contra estos patogenos tiene un caracter esencialmente preventivo, debido a que en la
actualidad no existen agroquimicos que tengan un efecto curativo o eliminen al virus sin

dafar a la planta (Messiaen, 1995).

El manejo de una enfermedad viral es mas dificil cuando el virus es transmitido por
vectores; es por eso que el conocimiento del vector (dispersion temporal, patron de
migracién y habitos alimenticios, principalmente), del virus, de la planta hospedera y del
efecto de las condiciones ambientales sobre la interaccion de estos componentes son

esenciales para determinar las estrategias de control mas apropiadas.

Para combatir una enfermedad, la mayoria de las veces es necesaria la combinacion de
muchas medidas de control, las cuales, en conjunto, son referidas como manejo integrado
(Rodriguez, 1992; Chellemi et al., 1994).

El principal método de manejo de enfermedades en los cultivos ha sido el control quimico;
sin embargo, los problemas de contaminacion ambiental derivados de su uso han impactado
negativamente en la biodiversidad de los agroecosistemas, ademas de generar riesgos de
seguridad y salud publica (Zavaleta, 1999), por lo que surge la necesidad de usar y aplicar

alternativas ecologicas.
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Miel de abeja

Bajo condiciones de campo, se ha observado que plantas de tomate de cascara y calabacita
tratadas con miel de abeja muestran mejor desarrollo y menos dafios inducidos por plagas,

particularmente hongos y virus (Aquino, 2005).

Al realizar aplicaciones de miel de abeja sobre plantas de jitomate inoculadas con el
TSWV, se observé que a los 15, 30 y 50 dias después de la inoculacion la miel no tuvo
efecto sobre la movilidad del virus, pero disminuyd su concentracién en la ultima fecha de

evaluacion (Ramirez et al., 2006).

Ruvalcaba (2008), reporté que plantas de calabacita inoculadas con el Cucumber mosaic
virus (CMV) y asperjadas con miel de abeja al 1 % tuvieron mayor peso de biomasa fresca

y resultaron negativas al virus en la prueba DAS-ELISA.

De acuerdo con Enriquez (2000), plantas que jitomate recién germinadas y asperjadas con
miel de abeja al 2 % presentaron mayor didmetro de tallo, altura, area foliar, peso seco,
unidades SPAD, y mayor contenido de macro y micronutrimentos en comparacion con
plantas en las que no se aplicé miel. Adicionalmente, las plantas asperjadas fueron mas
vigorosas y mostraron mayor adaptabilidad al trasplante. Ademas, plantas a las que se
aplico fertilizante foliar pero no miel de abeja, presentaron dafios debido a las bajas
temperaturas, mientras que las asperjadas con miel fueron mas resistentes a este fenémeno
ambiental. Al término del cultivo, la aplicacion de miel y fertilizacion foliar incrementaron
el vigor de las plantulas al momento del trasplante y aumentaron 31.26 % el rendimiento

con respecto al testigo.

Las aplicaciones de miel de abeja al 2 % en tomate de cascara aportaron una fuente de
energia que permitid aumentar el desarrollo de las raices incrementando el volumen de
exploracién en el substrato y, en consecuencia, se tuvieron concentraciones mayores de

nutrimentos disponibles para la raiz (Trejo et al., 1998).
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Levadura de cerveza (Saccharomyces cerevisiae)

Plantas de calabacita asperjadas semanalmente con S. cerivisiae e inoculadas con el CMV
fueron negativas al virus en la prueba DAS-ELISA, y presentaron los valores mas altos en

peso de biomasa de follaje y raiz (Ruvalcaba, 2008).

En campo, las aplicaciones semanales de S. cerevisiae redujeron significativamente la
antracnosis en sorgo y una sola aplicacion fue suficiente para reducir el progreso de la
mancha foliar causada por Exserohilum turcicum. Bajo condiciones de campo, esta levadura

fue eficaz para el control de enfermedades foliares en sorgo (Piccin et al., 2005).

La aplicacion del filtrado del cultivo de S. cerevisiae en hojas de café (Coffea arabica), 72
h antes de la inoculacién de Hemileia vastatrix, indujo resistencia al patdgeno sin afectar la
germinaciéon y formacion de apresorios de las uredosporas del hongo (Passador et al.,
2008).

Acido acetil salicilico (AAS)

El AAS funciona en las plantas como un componente dominante en la transduccién de la
sefial que conduce a la resistencia sistémica adquirida (RSA) a muchos patdgenos,

incluyendo hongos, bacterias y virus (Maldonado, 2006).

Entre los mecanismos relacionados con el establecimiento de la RSA se encuentra la
induccion de la sintesis de proteinas relacionadas con patogénesis (PRP). Estas proteinas y
sus ARN mensajeros se acumulan en las hojas tratadas con el patdgeno o con &cido
salicilico (AS) (Maldonado, 2006).

Se ha reportado que el AAS interfiere con la replicacién del TMV (Chivasa et al., 1997);
ademas, cuando se aplica exdgenamente, interfiere con el movimiento de este virus y del
CMV (Naylor et al., 1998).

Ramirez et al. (2006), hizo aplicaciones de miel, AAS y melaza sobre plantas de jitomate

inoculadas con el TSWV; analiz6 la concentracion y movilidad del virus en la planta a los
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15, 30 y 50 dias después de la inoculacion, y encontro que los tratamientos disminuyeron la

concentracion del virus, pero no tuvieron efecto sobre su movilidad.

Acibenzolar S-metil (ASM)

El desarrollo de compuestos sintéticos que inducen mecanismos de defensa en las plantas
sugiere un nuevo enfoque para el manejo de las enfermedades. EI ASM es un compuesto
que induce la RSA en diferentes cultivos contra patdgenos como bacterias y hongos (Louws
et al., 2001). Este compuesto no tiene una actividad directa sobre el patdgeno; sin embargo,
induce en el hospedante una serie de procesos bioquimicos que confieren resistencia (Cole,
1999).

Aplicaciones de ASM en plantas de jitomate disminuyeron la severidad de la bacteriosis
provocada por Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria y Pseudomonas syringae pv.
tomato. El control del patégeno fue superior al obtenido cuando se aplicaron productos a
base de cobre; ademas redujo las manchas en hojas y frutos (Louws et al., 2001). Por otro
lado, aplicaciones de ASM en plantas de tabaco a partir de la cuarta semana después del
trasplante no tuvieron efecto en la incidencia del TSWV, ni en el tamafio o rendimiento de
las plantas en relacion con parcelas no tratadas. Sin embargo, las aplicaciones del producto
antes del trasplante fueron fundamentales para evitar la infeccion, lo que sugiere que las

plantas deben ser protegidas antes de llevarlas al campo (Csinos y Pappu, 2001).

Aplicaciones de micronutrientes

La resistencia de las plantas esta relacionada con su genética, y la capacidad para expresarla
estd en funcidén de su nutricion mineral (Rodriguez et al., 1997). Todos los nutrientes
esenciales afectan la susceptibilidad de la planta a los patgenos, de tal manera que las
plantas que se encuentran bajo estrés nutricional sean susceptibles, mientras que las que
reciben una nutricion adecuada seran més tolerantes o resistentes a los patogenos (Vergara,
1995).

Las bacterias producen enzimas que degradan los tejidos de las plantas y el calcio inhibe

estas enzimas (Bennet, 1993). La acumulacion de silicio en la epidermis permite proteger y
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fortalecer mecanica y bioquimicamente los tejidos de la planta del ataque de insectos y
hongos (Quero, 2008). La combinacion adecuada de Cu, Mn y Zn confieren ciertas
propiedades a la planta, como incrementar su actividad productiva mejorando la calidad de
frutos. Esto se logra porque hacen mas eficiente el movimiento de las hormonas, ya que el
cobre regula activamente el movimiento de las mismas y mejora del desarrollo vegetativo,
ademaés de participar en la maduracion de los frutos (Azcon-Bieto, 2008). EI manganeso
regula los niveles de auxinas, participa en la transferencia de energia y fotosintatos e
incrementa la resistencia de la planta a bajas temperaturas. El zinc es un elemento que
participa activamente en la sintesis de auxinas, la transferencia de energia y en la integridad

de las membranas celulares (Dominguez, 1997).

Extracto de clavo

Uno de los métodos alternativos de control de insectos, y de forma indirecta de los virus
que transmiten, es la utilizacion de productos de origen vegetal. Existen alrededor de 40
especies de plantas, entre las cuales se encuentran la cebolla (Allium cepa), ajo (A. sativum)
y el neem (Azadirachta indica), las cuales causan repelencia, toxicidad e inhibicion de la

oviposicion de vectores de virus (Rodriguez, 2000).

Rodriguez et al. (2009), evaluaron el potencial repelente de diversos aceites esenciales
(clavo, canela, naranjay tomillo) sobre mosca blanca. Determinaron que el aceite de canela

y tomillo fueron los mas efectivos, mientras que el aceite de clavo tuvo poca eficiencia.
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CAPITULO II. CONTROL ALTERNATIVO DE VIROSIS EN JITOMATE EN UN
INVERNADERO COMERCIAL DE ZACATEPEC, MORELOS

RESUMEN

En un invernadero comercial de jitomate ubicado en Zacatepec, Morelos, se realizaron
aplicaciones independientes de miel de abeja, Saccharomyces cerivisiae, acido acetil
salicilico, cobre-manganeso-zinc y acibenzolar S-metil para determinar su efecto sobre el
rendimiento, incidencia y severidad de virosis en este cultivo. Adicionalmente, se evaluo el
extracto de clavo como repelente de mosca blanca. Durante cinco semanas se evaluaron la
incidencia y severidad de virosis, la altura de plantas y la poblacién de mosca blanca. Al
término de las aplicaciones se calcul6 el rendimiento en cuatro fechas de corte. Las plantas
tratadas con levadura tuvieron la menor incidencia en la primera fecha de evaluacion,
siendo estadisticamente igual a los demas tratamientos en el resto de las fechas. Plantas
asperjadas con acibenzolar S-metil mostraron la menor severidad en las tres primeras fechas
de evaluacién, mientras que las tratadas con miel presentaron los valores mas altos de
incidencia en todas las fechas de evaluacion. No se encontrd correlacion entre incidencia,
severidad, altura de plantas y poblacién de mosca blanca. El extracto de clavo no funcion6
como repelente de mosca blanca. El rendimiento de las plantas asperjadas
independientemente con los distintos tratamientos fue igual al testigo comercial; sin
embargo, las tratadas con levadura y acido acetil salicilico tuvieron la mayor relacién

beneficio/costo.

Palabras clave: Levadura de cerveza, &cido acetil salicilico, miel de abeja, acibenzolar S-

metil, virus, Solanum lycopersicum.
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CHAPTER Il. ALTERNATIVE CONTROL OF VIROSES INFECTING TOMATO
IN A COMMERCIAL GREENHOUSE OF ZACATEPEC, MORELOS

ABSTRACT

In a tomato commercial greenhouse located in Zacatepec, Morelos, honey, Saccharomyces
cerivisiae, acetyl salicylic acid, copper-manganese-zinc, and S-methyl acibenzolar were
applied independently to evaluate its effect on yield, incidence and severity of viral diseases
in this crop. Additionally, it was evaluated a clove extract as a whitefly repellent. During
five weeks they were evaluated the incidence and severity of viral disease, whitefly
population and plant height. Finally, yield was evaluated in four court dates. Yeast treated
plants had the lowest incidence at the first evaluation date, being statistically equal to the
others treatments in the rest of the dates. Sprayed plants with S-methyl acibenzolar showed
less severity at the first three evaluation dates, while those ones treated with honey had the
highest values of incidence at all evaluation dates. There were no correlation among the
incidence, severity, plant height, and population whitefly. The clove extract did not work as
a repellent of whiteflies. Tomato production of plants treated independently with honey,
Saccharomyces cerivisiae, acetyl salicylic acid, copper-manganese-zinc, and S-methyl
acibenzolar was similar to control plants; however, plants sprayed with yeast or acetyl

salicylic acid had the highest cost/profit relationship.

Keywords. Yeast, acetyl salicylic acid, honey, S-methyl acibenzolar, virus, Solanum

lycopersicum.
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INTRODUCCION

A nivel nacional, el cultivo de jitomate bajo cubierta ha mantenido un crecimiento
sostenido en los ultimos afios. Sin embargo, las enfermedades en donde el patdgeno es
transmitido por insectos constituyen uno de los factores limitantes para su produccion.
(Jones et al., 2001). Conceptualmente, no deberian existir problemas de plagas o
enfermedades transmitidas por insectos, ya que la estructura fisica del invernadero
representa una barrera fisica para su ingreso al cultivo, pero en ocasiones los factores
ambientales y/o la accion directa o indirecta del hombre pueden dafiar la estructura de los

invernaderos, facilitando la entrada de los vectores (Garzén, 2006).

En México, el cultivo del jitomate es afectado por diversos patdgenos, de los cuales los méas
importantes son los virus (Urias y Alejandre, 1999). Los virus son transmitidos de una
planta enferma a una sana mediante propagacion vegetativa, mecanicamente, por semilla,
polen, acaros, insectos, nematodos, plantas parasitas (Cuscuta) y por algunos hongos
(Agrios, 2008).

Una forma de restringir o disminuir la transmision de virus a través de insectos vectores es
modificando las fechas de siembra a fin de evitar las altas poblaciones de insectos y la etapa
susceptible del cultivo (Morales, 1994). Otra estrategia para evitar las enfermedades virales
es con el uso de semilla certificada, esta practica tiene como prop6sito descartar posibles
fuentes de indculo. El control de maleza dentro y fuera del cultivo es otra practica que
puede eliminar fuentes de indculo y reservorios de plagas, ya que existe una gran cantidad
de especies de plantas silvestres y cultivadas que son hospederas de insectos vectores
(Camacho, 2005).

Los virus transmitidos de forma no persistente que causan enfermedades en jitomate pueden
evitarse con la siembra de barreras vegetales. Con esta medida se pretende que cuando el
insecto realice la picadura de prueba en la barrera vegetal, pierda al virus que porta en el

estilete (Rodriguez, 1992).
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Debido a que los insectos son atraidos por los colores amarillo, verde o anaranjado, también
se pueden colocar trampas pegajosas de alguno de estos colores, de este modo es posible

capturar, eliminar o detectar las primeras infestaciones (Morales, 1994).

Generar variedades resistentes a los virus (control genético) es quizés la orientacion méas
prometedora en la lucha contra estos patdgenos. La resistencia vertical consiste en la
expresion de uno o mas genes especificos que tienen efecto sobre la interaccion con el
patdgeno (Vanderplank, 1984). Las plantas que presentan estos genes son altamente
resistentes o inmunes a la cepas virales “tipo”, pero una o varias mutaciones que ocurran en
el patdgeno pueden originar una nueva variante del virus, la cual entonces infecta a las

plantas anteriormente resistentes (Conti et al., 2000).

Actualmente, el control quimico de plagas mediante el uso de insecticidas es el método mas
empleado en la mayoria de las regiones agricolas de nuestro pais. Este tipo de control es
practico y confiable cuando las poblaciones de plagas se encuentran cerca o por arriba del
umbral de accién. Sin embargo, la aplicacion de agroquimicos tiene serias consecuencias,
ya que puede generar resistencia, tener efecto adverso sobre especies de enemigos naturales,
incrementar la poblacion de plagas secundarias, generar problemas de residuos en alimentos
y tener un alto impacto ambiental (Ramirez et al., 2009); por lo que es importante
investigar sobre sustancias bioldgicas o alternativas de manejo que reemplacen el uso de
agroquimicos, no afecten la salud humana, tengan buen control y que sean econémicamente
rentables. Con base en lo anterior, los objetivos de la presente investigacion fueron
determinar el efecto que tienen la miel de abeja, acido acetil salicilico, acibenzolar S-metil
y una mezcla de cobre-manganeso-zinc sobre el rendimiento, y la incidencia y severidad de
virosis en el cultivo de jitomate. Adicionalmente, se determind el efecto repelente del

extracto de clavo sobre la mosca blanca.
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MATERIALES Y METODOS
Localizacién del experimento

El experimento se establecio durante el ciclo primavera-verano 2011 en una seccion de un
invernadero en produccion comercial de jitomate (Solanum lycopersicum) Var. Ramses,

ubicado en el municipio de Zacatepec, Morelos.
Disefio experimental

Se utilizé un disefio experimental de bloques completamente al azar con siete tratamientos
y cinco repeticiones (Cuadro 2.1). Cada unidad experimental consistié de nueve plantas con
una distancia de 40 cm entre ellas y 90 cm entre surcos (63 plantas/surco, 45

plantas/tratamiento).
Tratamientos
1. Miel de abeja al 2 % (M)
2. Levadura de cerveza (Saccharomyces cerivisiae) (Tradi-pan®) 1 g/L (L)
3. Acido acetil salicilico 1 mmol (Pharmolam®) (AAS)
4. Acibenzolar S-metil (Actigard®) 0.2 mg/ L (A)
5. Cobre (2.1%), manganeso (2.1%) y zinc (2.1%)(Rezist®) 10 mL/ L (Cu-Mn-Zn).
6. Extracto de clavo 0.25 % (Pharmolam®) (E)

7. Testigo comercial (T). Este tratamiento consistio en la aplicacion de agroquimicos
usados localmente (Engeo®, Plenum®, Ridomil Gold®, Confidor®, Kasumin®,
Captan®, Agrigen®, Thiodan®, Vidate®, Diacur®, Virus stop®, Knack®,
Cuprimicin®, Diclorvos® y Evisect®) a la dosis y frecuencia considerada por el

productor.
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La germinacion de semilla de jitomate se hizo en charolas de unicel desinfestadas con
hipoclorito de sodio al 3 %. Las charolas se llenaron con Peat moss como sustrato y las
semillas se sembraron a 1 cm de profundidad; se regaron y fertilizaron a consideracion del
productor durante los 30 dias posteriores a la siembra. Las plantulas obtenidas se
trasladaron al invernadero para trasplantarlas a bolsas de plastico negras con arena y

tezontle rojo en proporcién de uno a tres.

Las plantas de todos los tratamientos, a excepcion del testigo, se asperjaron semanalmente
al follaje hasta punto de goteo a los 21 dias después del trasplante. Se afiadi6 Adhequim®
como adherente a una dosis de 1.5 mL/L en todas las aspersiones. Las aplicaciones se

realizaron durante siete semanas consecutivas.

M AAS L E
T
M A E A T
L AAS L Cu-Mn-Zn M
A T A E AAS
E Cu-Mn-Zn M T Cu-Mn-Zn
AAS L Cu-Mn-Zn AAS A
Cu-Mn-Zn E T M L

Cuadro 2.1 Distribucién de los tratamientos en el invernadero. Testigo comercial (T), miel de abeja (M),
levadura de cerveza (L), acibenzolar S-metil (A), extracto de clavo (E), acido acetil salicilico (AAS) y cobre-

manganeso-zinc (Cu-Mn-Zn).
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Parametros evaluados

Los pardmetros evaluados fueron incidencia, severidad, altura de planta, rendimiento y
poblacion de mosca blanca. Las evaluaciones se hicieron tres semanas despues del

trasplante durante siete semanas.

Para realizar las evaluaciones no se registraron los datos de dos plantas de cada orilla de las
unidades experimentales, ya que durante la aplicacion de los tratamientos estas plantas

estuvieron expuestas a la aspersion de dos o tres productos.
Incidencia

La incidencia se evalud en cada unidad experimental registrando el nimero de plantas con y
sin sintomas de virosis. A las plantas con sintomas se les asigno el valor 1 y a las

asintomaticas el valor O.
Severidad

Para evaluar la severidad se realizd una escala nominal arbitraria. En las distintas

evaluaciones, se asigné un valor de severidad a cada planta de acuerdo con los sintomas
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Figura 2.1 Escala nominal de severidad. Planta sana (S), sintomas en el 2.5 % de la planta (V1), sintomas en
el 25 % de la planta (V2), sintomas en el 50 % de la planta (\VV3), sintomas en el 75 % de la planta (V4),
sintomas en el 100 % de la planta (V5).

Altura de plantas

A los 21 dias después del trasplante se midi6 con una cinta métrica la altura de las plantas

de cada tratamiento desde la base del tallo hasta el punto de crecimiento.
Rendimiento

A los 64 dias después del trasplante se cosecharon y pesaron los frutos que alcanzaron la
madurez comercial de cada uno de los tratamientos. Se realizaron cuatro cortes a intervalos

de una semana (19 y 26 de agosto, y 2'y 9 de septiembre de 2011).
Poblacién de mosca blanca

Se contabiliz6 el nimero de adultos de mosca blanca en las hojas basal, media y apical de

cinco plantas por tratamiento.

Las evaluaciones de incidencia, severidad, altura de plantas y poblacion de mosca blanca, se
realizaron el 15, 22 y 29 de julio, y el 5y 12 de agosto de 2011.
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Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos en cada variable se sometieron a un anlisis de varianza y separacion
de medias con la prueba de Tukey (0=0.05). Adicionalmente, se hizo un analisis de
correlacion con el paquete estadistico SAS® y se elaboraron mapas espacio-temporales de

la incidencia, severidad y nimero de moscas blancas utilizando el programa Surfer®.

Anélisis econdmico

Se relaciond el valor de la produccion total con el costo de cada tratamiento para obtener la
relacion beneficio-costo. Se tomo en cuenta sélo el costo de cada producto por tratamiento,
ya que los gastos de aplicacién, labores culturales y fertilizacién fueron los mismos en

todos los casos.
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RESULTADOS

Los primeros sintomas de virosis se observaron a los 15 dias después del trasplante.
Durante el ciclo del cultivo las plantas mostraron mosaico, amarillamiento, manchas rojizas

en foliolos, enrollamiento y distorsion de la Iamina foliar, y achaparramiento (Figura 2.2).

Figura 2.2 Sintomas mas comunes observados en el invernadero de Zacatepec, Morelos durante el ciclo del
cultivo de jitomate. Manchas rojizas en foliolos y mosaico (A); mosaico, enrollamiento y distorsion de la

lamina foliar (B); distorsién de hojas (C); achaparramiento (D).
Incidencia

La incidencia de virosis en las plantas sometidas a los tratamientos no mostro diferencias

significativas. Sin embargo, los anélisis estadisticos por fecha de evaluacion indicaron que
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en la primera fecha (15 de julio) los sintomas de virosis se presentaron en el 90 y 68 % de

las plantas tratadas con miel de abeja y levadura, respectivamente (Figura 2.3).

En las cuatro fechas posteriores de evaluacion no se tuvieron diferencias estadisticas entre

los tratamientos.

INCIDENCIA

Primer fecha de evaluacion (15 de julio)
961100
(%) .
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Figura 2.3 Incidencia de plantas con sintomas de virosis asperjadas independientemente con miel de abeja
(M), acibenzolar S-metil (A), acido acetil salicilico (AAS), extracto de clavo (E), cobre-manganeso-zinc (Cu-
Mn-Zn) y levadura (L). Testigo comercial (T). Cada barra representa el promedio de 25 plantas evaluadas.

Para cada tratamiento, barras con diferente letra son estadisticamente diferentes (Tukey a=0.05).

Con base en los mapas espacio-temraporales, se observé que la incidencia de la enfermedad
fue mayor en el lado sur, en donde se localiza la entrada del invernadero; y disminuyo
ligeramente hacia el centro. También se observd un progreso gradual y constante de la
incidencia en practicamente toda la unidad experimental, llegando a valores muy similares

en la Gltima fecha de evaluacion (Figura 2.4).
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Figura 2.4 Distribucion espacio-temporal de la incidencia de virosis en plantas de jitomate cultivadas en

invernadero en Zacatepec, Morelos.

Severidad

La severidad de virosis en las plantas evaluadas fue la misma, pero los andlisis estadisticos

por fecha de evaluacion indicaron que en la primera fecha (15 de julio) la severidad fue del
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50.5y 28.5 % en plantas tratadas con miel de abeja y acibenzolar S-metil, respectivamente
(Figura 2.5).

En la segunda (22 de julio) y tercera (29 de julio) fechas de evaluacion, las plantas tratadas
con miel de abeja presentaron los valores méas altos de severidad (60.5 %) (Figura 2.5).
Adicionalmente, en la tercera fecha de evaluacion, las plantas asperjadas con acibenzolar S-

metil presentaron el porcentaje de severidad mas bajo (35.5 %) (Figura 2.5).

El 5y 12 de agosto, la severidad de las plantas sometidas a los diferentes tratamientos con

respecto a las plantas testigo fue la misma.

SEVERIDAD

S
=)

SEVERIDAD (%)
8

12 de agosto
5 de agosto

20 dejulio

22 dejulio

[
=]

=
=]

15de julio

=]

M E AAS T Cu-Mn-Zn L A
TRATAMIENTOS

Figura 2.5 Porcentaje de severidad de virosis en plantas de jitomate asperjadas independientemente con miel
de abeja (M), acibenzolar S-metil (A), acido acetil salicilico (AAS), extracto de clavo (E), cobre-manganeso-
zinc (Cu-Mn-Zn) y levadura (L). Testigo comercial (T). Cada barra representa el promedio de 25 plantas

evaluadas. Para cada tratamiento, barras con diferente letra son estadisticamente diferentes (Tukey 0=0.05).

Los mapas espacio-temporales en las cinco fechas de evaluacion mostraron que la severidad

aumentd de forma paulatina conforme avanzo el ciclo del cultivo (Figura 2.6).
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Cuando se compar6 una misma area de los mapas espacio-temporales, desde la fecha uno a

la fecha cinco, se observo un incremento gradual de la severidad.
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Figura 2.6 Distribucidn espacio-temporal de la severidad de virosis de plantas de jitomate cultivadas en
invernadero en Zacatepec, Morelos. Las flechas indican una misma area de la parcela experimental en

distintas fechas de evaluacién para comparar el progreso de la severidad.
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Altura de planta

No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados. La mayor y
menor altura registradas fueron de 172y 91.2 cm, y el promedio al final de las evaluaciones
fue de 127 cm.

Rendimiento

Los resultados mostraron que no hubo diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados. El rendimiento minimo (31.5 kg m™) se obtuvo de las plantas tratadas con el
extracto de clavo, mientras que las plantas tratadas con cobre-manganeso-zinc presentaron

el mayor rendimiento con 37.6 kg m™al final del ciclo del cultivo.
Poblacién de mosca blanca

Después de las 5 evaluaciones, no se encontraron diferencias significativas entre plantas
asperjadas con el extracto de clavo y las plantas testigo. Sin embargo, el anélisis estadistico
por cada fecha de evaluacién indicé que en el 5 de agosto, las plantas tratadas con extracto
de clavo mostraron el menor nivel de infestacion, con un promedio de 9 moscas/planta
(Figura 2.7).
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Figura 2.7 Numero de moscas blancas (Bemisia tabaci) en hojas de jitomate tratadas con extracto de clavo.
Cuarta fecha de evaluacion (5 de agosto). Cada barra representa el promedio del nimero de moscas presentes
en el envés de las hojas de cinco plantas. Para cada tratamiento, barras con letra diferente son estadisticamente
diferentes (Tukey, 0=0.05).

La poblacion de mosca blanca en las cinco fechas evaluadas aumento6 progresivamente a lo
largo del tiempo, y ain cuando no se observd un patron definido en sus distribucion, la
mayor cantidad de individuos se presento en los limites del lote experimental en cada fecha

evaluada (Figura 2.8).
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Figura 2.8 Distribucion espacio-temporal de mosca blanca (Bemisia tabaci) en plantas de jitomate cultivadas

en invernadero en Zacatepec, Morelos.

Analisis de correlacion

No se encontrd correlacion entre las variables evaluadas.
Analisis econ6mico

La mejor relacion beneficio/costo se present6 en las plantas de jitomate tratadas con acido
acetil salicilico y levadura, mientras que las tratadas bajo los criterios del productor (testigo

comercial) mostraron la relacién mas baja (Cuadro 2.2).
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Cuadro 2.2. Relacién beneficio/costo (B/C) del cultivo de jitomate sometido a diversos tratamientos bajo

condiciones de invernadero en el municipio de Zacatepec, Morelos.

Tratamiento  Rendimiento  Ingreso Costo de Rentabilidad B/C

(kg) bruto productos
Testigo 33.66 $ 403.92 $ 181.76 $222.16 1.22
Miel 33.52 $ 402.27 $ 39.36 $362.91 9.22
Levadura 31.51 $378.12 $ 4.47 $373.65 83.59
Acido acetil 36.63 $ 439.62 $ 6.72 $432.9 64.41
salicilico
Extracto de 31.53 $378.42 $ 26.56 $351.86 13.24
clavo
Acibenzolar 32.02 $384.34 $ 82.33 $302.01 3.66
S-metil
Cu-Mn-Zn 37.62 $451.5 $ 155 $ 436 28.12
DISCUSION
Incidencia

En la primera fecha de evaluacion, las plantas tratadas con levadura presentaron la menor
incidencia de sintomas virales, lo cual coincide con los resultados observados en plantas de

crisantemo en donde la incidencia de virosis fue menor en plantas tratadas con levadura con
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respecto al testigo comercial (Valencia, 2011). De igual forma, Ruvalcaba (2008), reportd
que en calabacita no se detecté al CMV en plantas inoculadas con el virus y asperjadas

semanalmente con levadura.

Ademaés de los reportes que se tienen sobre el efecto de la levadura sobre la disminucion de
la incidencia de las enfermedades virales, también se ha demostrado que este producto
puede reducir la incidencia y severidad de antracnosis en sorgo, o de la roya en el cultivo de
café (Piccin et al., 2005; Passador et al. 2008).

Al parecer, la levadura no tiene un efecto directo sobre los patdgenos, sino sobre el sistema
de defensa de la planta (Kloepper et al., 2004). Es posible que los productos del
metabolismo de la levadura sean reconocidos por la planta como moléculas que activan el

sistema de defensa de la planta (Wainwrith, 1995).
Severidad

Las plantas asperjadas con el acibenzolar S-metil (ASM) mostraron menor severidad
durante las primeras tres fechas de evaluacion; sin embargo, al final del ciclo del cultivo
todos los tratamientos fueron estadisticamente similares, las plantas mostraron un

porcentaje de severidad promedio del 58 %.

El ASM no tiene actividad directa sobre el patdgeno, pero induce en el hospedante una serie
de procesos bioquimicos que le confieren resistencia (Cole, 1999). Se demostré que en
jitomate reduce la severidad de bacteriosis provocada por Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria y Pseudomonas syringae pv. tomato (Louws et al., 2001). En plantas de tabaco
asperjadas con este producto, a partir de las 4 semanas después del trasplante, no tuvo
ningun efecto en la incidencia del TSWV, ni en el tamafio o rendimiento de las plantas en
relacion con parcelas no tratadas (Csinos y Pappu, 2001), lo que concuerda con los
resultados obtenidos en el presente estudio. Sin embargo, estos resultados sugieren que la

forma de reducir la incidencia y la severidad de la enfermedad es mediante aplicaciones
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antes del transplante, ya que cuando los virus infectan en etapas fenoldgicas tempranas

pueden reducir la produccién hasta en un 100 % (Rubio, 2001).

La severidad de los sintomas en las plantas de jitomate asperjadas con miel de abeja fue
estadisticamente igual en las distintas fechas de evaluacion, pero mayor a la que presentaron
las plantas tratadas independientemente con el restos de los tratamientos. Estos resultados
difieren de lo reportado por Enriquez (2000), quien observo que hubo un incremento en el
didmetro de tallo, altura, &rea foliar y vigor de plantas de jitomate asperjadas con miel de
abeja al 2 %; sin embargo, no menciona la presencia de virosis, factor que podria disminuir

el efecto del tratamiento.

Ruvalcaba (2008), reporté que las plantas de calabacita inoculadas con el CMV vy
asperjadas con miel de abeja y S. cerivisiae presentaron el mayor peso de biomasa y
resultaron negativas al virus. Con aspersiones de acido acetil salicilico, las plantas tuvieron

menor peso de biomasa y fueron positivas al CMV.

Ramirez et al. (2006), aplicé miel de abeja y &cido acetil salicilico en plantas de jitomate
inoculadas con el TSWV, y observd que después de la inoculacion ninguno de los

tratamientos tuvo efecto sobre la movilidad del virus, pero si sobre su concentracion.

Es posible que las respuestas observadas entre los resultados obtenidos en la presente
investigacion y los resportados en la literatura puedan deberse a diferencias en las especies
y cultivares evaluados, a que las infecciones fueron naturales (y no bajo condiciones
controladas como en los anteriores casos), a la alta presion del patégeno durante todo el
ciclo del cultivo, o a las diferencias ambientales en las que se llevaron a cabo las

invtesigaciones.

Cuando se analizaron los mapas espacio temporales del progreso de la severidad en las
distintas fechas de evaluacion (Figura 2.6), se observ6 que hubo areas en donde disminuyo
el porcentaje de severidad, lo que no parece ldgico, ya que la severidad aumenta en plantas

infectadas en etapas tempranas. Esto pudo deberse a la forma en como se elabor6 la escala
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de severidad, ya que al aumentar la altura de la planta, la superficie dafiada disminuyo en
relacion con el total, es decir, la altura de la planta y el porcentaje de area dafiada no fueron

directamente proporcionales.

En general, las plantas que se trataron con los agroquimicos e insecticidas utilizados en la
zona de estudio (testigo comercial), presentaron valores de incidencia y severidad
estadisticamente similares a las plantas tratadas con miel de abeja, levadura, &cido acetil
salicilico, acibenzolar S-metil, y cobre-manganeso-zinc. El costo de los productos
alternativos utilizados en este trabajo fueron menores a los utilizados por el productor, lo
cual concuerda con lo observado por Valencia (2011), quien concluy6 que aplicaciones de
miel, levadura y Tichoderma resultaron mucho maés rentables como alternativa a los

productos quimicos en el manejo de plagas en el cultivo de crisantemo.
Altura de plantas y rendimiento

A pesar de que se ha observado que los virus CMV, TSWV, PVY, TEV, TBCV y TAV,
causan el achaparramiento de la planta de jitomate (Rodriguez, et al., 1997; Smith, 1972;
Hollings y Stone, 1971), en la presente investigacion no se encontraron diferencias en la
altura de las plantas tratadas con miel de abeja, levadura, acido acetil salicilico, acibenzolar
S-metil, cobre-manganeso-zinc y extracto de clavo, y las tratadas segun las
recomendaciones del productor. Esta respuesta pudo deberse a que la infeccion se presentd
de forma general y en etapas muy tempranas del desarrollo del cultivo, lo que pudo afectar

o disminuir los efectos de la aplicacion de productos alternativos.

El rendimiento tiene una relacion directa con la altura de las plantas. Al presentarse menor
altura también hay una reduccion del area foliar, lo que ocasiona menor vigor de la planta, y
menor cantidad de flores y frutos; y si hay frutos, no tienen un desarrollo normal

(Dominguez et al., 2002).

En el presente trabajo, no se observaron diferencias en rendimiento con aplicaciones de

miel, lo cual no concuerda con lo reportado por Enriquez (2000), quien encontrd que
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aplicaciones semanales de este mismo producto en jitomate dieron mayor vigor a las
plantas, mayor peso de biomasa y elevaron el rendimiento. De igual forma, las aplicaciones
de miel mejoraron el desarrollo de tomate de cascara y calabacita, y disminuyeron los dafos
ocasionados por plagas (Aquino, 2005). Sin embargo, en los casos anteriores las
aspersiones se realizaron después de la germinacion y no se reportd una alta incidencia de
virosis, lo que sugiere que las infecciones virales tempranas, situacion observada en la
presente investigacion, afectan de manera drastica el rendimiento del cultivo (Csinos y
Pappu, 2001).

Poblacion de mosca blanca

El extracto de clavo no tuvo un efecto significativo en la disminucion de la poblacion de
mosca blanca, y aun cuando en la fecha 4 redujo el nimero de moscas en comparacién con
el testigo, este extracto no funcioné como repelente de insectos, ya que los resultados
estadisticos mostraron que este tratamiento tuvo la misma eficacia que el testigo. Rodriguez
et al. (2009), encontré que el aceite de canela y tomillo fueron los mas eficientes
comparados con el aceite de clavo como repelentes de mosca blanca y arafia roja en el

cultivo de jitomate.

En las fechas 4 y 5 hubo un incremento considerable (en relacién con las tres fechas
anteriores) de mosca blanca a pesar de que el productor aplicé insecticidas para su control.
Este aumento pudo estar relacionado con el incremento de la temperatura, la cual acelera el

crecimiento y la reproduccion de estos insectos (Garzén, 1987).

Al analizar la distribucion espacial de la mosca blanca, se encontré que la infestacion inicio
en los bordes del invernadero, particularmente cerca de la puerta, en el lado sur. De acuerdo
con Cohen et al. (1982), B. tabaci tiene el habito de colonizar los cultivos progresivamente
de los bordes de la plantacion hacia el interior, por lo que la dispersion de algunos virus
transmitidos por este insecto comienzan de los bordes del campo hacia el interior; situacion

que se observo en este trabajo, ya que los primeros sintomas de virosis aparecieron en los
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bordes y se extendieron hacia el centro del experimento (Figura 2.4). De igual forma, la

severidad mostrd el mismo patron de distribucion (Figura 2.6).
Correlacion de los parametros evaluados

Si bien se ha reportado que un solo insecto es capaz de transmitir un virus a varias plantas,
provocando un incremento en la incidencia y la severidad de la enfermedad (Rodriguez et
al., 1997), los resultados obtenidos en la presente investigacion sugieren que la presencia de
mosca blanca pudo no estar relacionada con la incidencia y severidad de virosis en las
plantas de jitomate, por lo que es posible que la transmision de virus haya ocurrido por

semilla, transmisidon mecanica u otro vector.

Se sabe que virus como el Chino del tomate virus (CdTV), el cual fue reportado
originalmente en Sonora y Sinaloa, pudo haber sido diseminado por el traslado de
semilleros a otros estados del pais (Polston y Anderson, 1999). En otro estudio, en plantas
de jitomate con sintomas de virosis y presencia de mosca blanca, se observé que este
insecto no siempre esta relacionado con la transmisién de virus, ya que se encontrd al

Tobacco ring spot virus (TRSV), el cual es transmitido por un nematodo (Fulton, 1962).
Andlisis econémico

El uso de insecticidas es la practica mas utilizada y constituye el enfoque mas costoso para
el manejo preventivo de virus. Muchos insecticidas, aceites y jabones se utilizan para
reducir las poblaciones de insectos en condiciones de invernadero y campo (Shuster et al.,
1993); sin embargo, muchos de estos productos no tienen buen control, y si lo tienen

incrementan los costos de produccion.

En el presente estudio, las plantas asperjadas con los agroquimicos utilizados por el
productor no presentaron diferencias en severidad e incidencia de virosis con respecto al
uso de productos alternativos. Sin embargo, al tener el mismo efecto se puede optar por el
uso de los productos alternativos debido que son mas baratos, faciles de adquirir, su

impacto en el ambiente es menor y no representan riesgo en su manejo y aplicacion.
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CONCLUSIONES

Bajo la condiciones evaluadas, las plantas de jitomate tratadas con levadura en las primeras

tres fechas de evaluacion presentaron la menor incidencia de virosis.

Las plantas de jitomate tratadas con Acibenzolar S-metil presentaron la menor severidad en

las evaluaciones del 15y 29 de julio.

La aplicacion de productos alternativos no tuvo efecto sobre la altura de las plantas de

jitomate.

El rendimiento de las plantas asperjadas con productos alternativos y el de las plantas

tratadas con los agroquimicos usados por el productor fue estadisticamente igual.

Bajo las condiciones evaluadas, el extracto de clavo no tuvo efecto repelente contra la

mosca blanca en el cultivo de jitomate.

Los tratamientos de levadura y &cido acetil salicilico tuvieron la mayor relacion

beneficio/costo.
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CAPITULO II1. DISTRIBUCION DE VIRUS ASOCIADOS AL CULTIVO DE
JITOMATE EN CUATRO MUNICIPIOS DEL ESTADO DE MORELQOS

RESUMEN

Se recorrieron zonas productoras de jitomate bajo cubierta en el estado de Morelos
(Axochiapan, Mazatepec, Yautepec y Zacatepec) y se hizo un muestreo dirigido a plantas
con sintomas de virosis. Se recolectaron hojas, tallos y brotes por cada localidad para
describir las alteraciones en cada una de ellas. Se extrajeron ARN y ADN total para
determinar la presencia de Begomovirus, Potexvirus, Tomato spotted wilt virus (TSWV) y
Tobacco mosaic virus (TMV). Las muestras fueron negativas para Begomovirus, Potexvirus

y TMV. Una muestra de la localidad de Mazatepec fue positiva para el virus TSWV.

Palabras clave: Solanum lycopersicum, RT-PCR, PCR, TSWV, Begomovirus, Potexvirus,
TMV.
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CHAPTER I11. DISTRIBUTION OF VIRUS ASSOCIATED WITH TOMATO IN
FOUR DISTRICT COUNSILS OF THE STATE OF MORELOS.

ABSTRACT

We made an inspection journey into protected tomato producing areas in the state of
Morelos (Axochiapan, Mazatepec, Yautepec and Zacatepec). Total RNA and DNA were
isolated from leaves, stems and buds of tomato plants with viral symptoms in order to
determine the presence of Begomovirus, Potexvirus, Tomato spotted wilt virus (TSWV) and
Tobacco mosaic virus (TMV). Tomato plants were negative to Begomovirus, Potexvirus

and TMV. Just one sample collected in Mazatepec was positive to TSWV.

Keywords: Solanum lycopersicum, RT-PCR, PCR, TSWV, Begomovirus, Potexvirus,
TMV.
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INTRODUCCION

En el estado de Morelos, el principal problema fitosanitario de tipo viral que se presenta en
jitomate (Solanum lycopersicum) cultivado a cielo abierto es el sindrome llamado “chino
del tomate”, el cual llega a causar pérdidas totales, principalmente en las siembras del ciclo
otofio-invierno. Se ha identificado al Pepper huasteco yellow vein virus (PHYVV) como la
especie méas importante implicada en este sindrome, y al Pepper golden mosaic virus
(PepGMYV) en menor frecuencia, ambos pertenecientes al género Begomovirus de la familia

Geminiviridae.

También estan reportados el Alfalfa mosaic virus (AMV), Tobacco etch virus (TEV),
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), Chino del tomate virus (CdTV) y el Impatiens
necrotic spot virus (INSV) causando serios dafios al cultivo, a tal grado que en algunas
zonas productoras la superficie ha disminuido drasticamente, llegando también a restringir
el cultivo de especies susceptibles a estos patdégenos (Ramirez et al., 2002; Ibafiez et al.,
1999; Torres et al., 1996).

En el estado de Morelos, algunas especies de geminivirus, como el TYLCV, Tomato mottle
virus (ToMoV) y el CdTV, que afectan la produccion de jitomate a cielo abierto, no
representan un factor limitante en la produccién bajo cubierta, ya que mediante pruebas
moleculares con PCR se han detectado en porcentajes menores a 10 % (Ramirez et al.,
2009).

El Tomato spotted wilt virus (TSWV), que se reportd por primera vez en Sinaloa
(Vergudgo, 1989), se encontr6 asociado con el Cucumber mosaic virus (CMV) y Tobacco
mosaic virus (TMV) en tomate de céscara y chile, ademas de presentarse en cultivos de
jitomate bajo cubierta en Atlatlahuacan, Totolapan, Tlayacapan, Mazatepec y Yecapixtla,
que son las principales zonas productoras de esta hortaliza en Morelos (De la Torre et al.,
2007; Ramirez et al., 2001).

El Pepino mosaic virus (PepMV) (fam. Alphaflexiviridae, gen. Potexvirus) se reporto por

primera vez en 1980 en el cultivo de pepino (Solanum muricatum) en Peru (Jones et al.,
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1980); y para el 2008 en las principales areas productoras de jitomate en Europa y Norte
América (Kai-Shu et al., 2008). El virus se transmite de forma mecénica, por semilla y por
abejorros (Bombus terrestris y B. canariensis), los cuales son utilizados para la polinizacion
en invernaderos (Van der Vlugt, 2009). Ademas, se ha detectado en malezas como
Taraxacum sp., Plantago sp., Chenopodium sp., Brassica sp., Convolvulus sp., Bidens sp.
Euphorbia sp., Amaranthus sp., y Malva sp. (Jones et al., 1980).

El primer antecedente de este patdgeno en México fue en 2011 en invernaderos de jitomate
en Jocotitlan, Estado de Meéxico, en donde las plantas presentaron manchas o mosaicos
cloréticos foliares, necrosis en tallos y deformacion de frutos (Kai-Shu and Zhang, 2011).
Es posible que este virus se encuentre infectando plantas de jitomate en el estado de
Morelos, ya que algunos de los sintomas que se observaron en los invernaderos fueron

similares a los descritos por Kai-Shu a 'y Zhang ( 2011).

Ademaés de los reportes que se tienen sobre la identificacion serolégica y/o molecular de los
virus presentes en el cultivo de jitomate, los insectos vectores son una herramienta
importante para relacionar la presencia de un virus. Bemisia tabaci y B. argentifolli,
eficientes transmisores de varias especies del género Begomovirus (Ramirez et al., 2002),
estan reportadas en el estado de Morelos. También estan identificadas las especies Thrips
tabaci, Frankliniella occidentalis, F. tritici y F. williamsi, pero sélo las primeras dos
transmiten al TSWV en jitomate, otro virus muy comun en México y en el estado de
Morelos (Ramirez et al., 2001).

La deteccion temprana, rapida y precisa de los virus que afectan al cultivo de jitomate en el
estado de Morelos contribuira en el disefio de estrategias de manejo y evitara la dispersion
del patégeno. Con base en estos antecedentes, el objetivo de la presente investigacion fue
identificar los virus asociados a jitomate cultivado bajo cubierta en cuatro municipios del

estado de Morelos.
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MATERIALES Y METODOS
Zona de estudio

Las zonas de estudio se localizaron en cuatro municipio del estado de Morelos en donde se

produce jitomate bajo cubierta (Figura 3.1).

Figura 3.1 Estado de Morelos. Produccion de jitomate bajo cubierta.

Muestreo

Se seleccion6 un invernadero por municipio. En cada invernadero se recolectaron hojas y

brotes de tres plantas de jitomate con sintomas de virosis.

En los municipios de Mazatepec y Zacatepec las muestras se recolectaron de plantas que
presentaron flores y frutos en diferentes etapas de desarrollo; en Axochiapan de plantas que
habian producido los primeros frutos comerciales; y en el municipio de Yecapixtla, de

plantas adultas.
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Extraccion de acidos nucleicos.

De las hojas y tallos de las plantas recolectadas se realizo la extraccién de ARN y ADN con

Trizol® y PlantDNAZzol®, respectivamente, siguiendo el protocolo del fabricante.

La calidad de los acidos nucleicos se verificd mediante electroforesis en un gel de agarosa
al 0.8 % durante 40 mina 90 V.

Identificacion Molecular

Se realizaron PCR y RT-PCR para la deteccion de los siguientes géneros y especies de

Virus:

Begomovirus
Se hizo PCR con los primers universales para este género siguiendo el protocolo descrito
por Cervantes (2005).

Como testigo positivo se utilizo el ADN total de una planta de jitomate infectada con el
PHYVV.

Tamarno esperado del producto: 750 pares de bases (pb).

Tomato spotted wilt virus
Para la deteccion del TSWV se utilizaron los primers y el protocolo reportados por Morris
(2001).

Tamario esperado del producto: 500 pb.

Se utiliz6 como testigo positivo el ARN total de una planta de chile infectada con este

Virus.

Potexvirus
Se hizo RT-PCR con los primers universales y el protocolo publicados por Van der Viugt y
Berendsen (2002).

74



Tamario esperado del producto: 500 pb.

Para esta deteccidn no se incluyo testigo positivo, debido a que no se tuvo material vegetal

infectado con algin miembro de este género de virus.

Tobacco mosaic virus
Para la deteccion del TMV se utilizaron los primers y el protocolo publicados por De la
Torre, et al. (2007).

Tamario esperado del producto: 250 pb.

Como testigo positivo se utilizd el ARN total de una planta de tabaco infectada con el
TMV.

En todas las amplificaciones se utiliz6 agua como control negativo

Los productos de PCR RT-PCR se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
2 % durante 45 min a 90 V.

Los amplicones correspondientes al tamafio del fragmento esperado se purificaron con el kit
comercial Wizard PCR clean-up system® siguiendo el protocolo del fabricante, y se
mandaron a secuenciar al Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma
de México (UNAM).
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RESULTADOS
Muestreo

En el invernadero localizado en Zacatepec, se observd alta poblacion de mosca blanca y

algunos frutos con dafios causados por trips.

Las plantas de jitomate presentaron sintomas foliares como amarillamiento, enrollamiento,

mosaico y manchas rojizas (Figura 3.2).

05/01/2012

Figura 3.2 Plantas de jitomate con sintomas de virosis en Zacatepec, Morelos. Amarillamiento
foliar (A), enrollamiento (B) y mosaico de manchas rojizas (C).
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En Mazatepec, se observaron altas poblaciones de trips y mosca blanca en el envés de las
hojas. Los sintomas méas comunes fueron amarillamiento y deformacion de hojas,

achaparramiento y dafio por trips en los frutos (Figura 3.3).

Figura 3.3 Plantas de jitomate con sintomas de virosis en Mazatepec, Morelos. Clorosis. (A),
deformacion de hojas (B), achaparramiento (C) y dafio por trips en fruto (D).

En el invernadero de Axochiapan, se observo poca incidencia de virosis, no hubo maleza
en los pasillos pero si fuera del invernadero. Los sintomas més comunes en las plantas de

jitomate fueron mosaico y achaparramiento (Figura 3.4).
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Figura 3.4 Plantas de jitomate con sintomas de virosis en Axochiapan, Morelos. Mosaico (A),
distorsion de hojas (B y C), enrollamiento de hojas y achaparramiento (D).

En Yecapixtla, se observo alta incidencia de virosis. Los sintomas més comunes fueron
mosaicos, manchas cloréticas y rojizas y enrollamiento foliar (Figura 3.5). También se
observaron frutos maduros y hojas en pasillos (probablemente debido a podas), altas

poblaciones de mosca blanca y algunas plantas marchitas.

78



06/01/2012

Figura 3.5 Plantas de jitomate con sintomas de virosis en Yecapixtla, Morelos. Manchas rojizas
foliares (A), enrollamiento de hojas (B), mosaico y manchas cloréticas (C y D).

Identificacion molecular
Begomovirus

Ninguna de las muestras analizadas estuvo infectada con Begomovirus, a excepcién del
testigo positivo, en donde los primers amplificaron una banda de aproximadamente 750 pb

(Figura 3.6). Hubo amplificaciones inespecificas de alrededor de 100 pb.
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Figura 3.6 Productos de amplificacion de PCR para deteccion de Begomovirus. Marcador de peso
molecular Invitrogen® de 100 pb (M), testigo positivo (1 y 9), testigo negativo (2 y 10). Carriles
3,4 y 5: muestras de Axochiapan. Carriles 6,7 y 8: muestras de Mazatepec. Carriles 11, 12 y 13:
muestras de Yautepec. Carriles 14, 15y 16: muestras de Zacatepec.

Tomato spotted wilt virus
Solo una de las muestras obtenidas del invernadero de Mazatepec fue positiva para el
TSWV. Los primers amplificaron una banda de aproximadamente 500 pb (Figura 3.7), cuya

secuencia tuvo 100 % de similaridad con la secuencia del TSWYV registrada en el GenBank

con nimero de acceso FR603074.1.1.
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Figura 3.7 Productos de amplificacién de RT-PCR para deteccion de TSWV. Marcador de peso
molecular Invitrogen® de 100 pb (M), testigo positivo (1 y 9), testigo negativo (2 y 10). Carriles
3,4 y 5: muestras de Axochiapan. Carriles 6, 7 y 8: muestras de Mazatepec. Carriles 11, 12 y 13:
muestras de Yautepec. Carriles 14, 15 y 16: muestras de Zacatepec. La flecha en el carril 8 indica
gue esa muestra amplificé el tamafio de banda esperado.

Potexvirus

Ninguna de las plantas analizadas estuvo infectada con Potexvirus. En algunas de las
muestras colectadas de los invernaderos de Axochiapan, Mazatepec y Zacatepec se
obtuvieron amplicones de aproximadamente 500 pb (Figura 3.8), pero los resultados de la

secuenciacion no correspondieron a ningiin miembro del género en cuestion.
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Figura 3.8 Productos de amplificacion de RT-PCR para deteccion de Potexvirus. Marcador de
peso molecular Invitrogen® de 100 pb (M), testigo negativo (2 y 8). Carriles 2,3 y 4: muestras de
Axochiapan. Carriles 5,6 y 7: muestras de Mazatepec. Carriles 9, 10 y 11: muestras de Yautepec.
Carriles 12, 13 y 14: muestras de Zacatepec.

Tobacco mosaic virus

La prueba de RT-PCR para determinar la presencia del TMV fue negativa para todas las

muestras de jitomate analizadas (Figura 3.9).
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Figura 3.9 Producto de amplificacion de RT-PCR para deteccion del TMV. Marcador de peso
molecular Invitrogen® de 100 pb (M), testigo positivo (1 y 9), testigo negativo (2 y 10). Carriles
3,4 y 5: muestras de Axochiapan. Carriles 6,7 y 8: muestras de Mazatepec. Carriles 11, 12 y 13:
muestras de Yautepec. Carriles 14, 15y 16: muestras de Zacatepec.

DISCUSION

Los sintomas mas comunes que se encontraron en plantas de jitomate evaluadas fueron
achaparramiento, mosaico, deformacién y amarillamiento foliar, y coloraciéon purpura o
marron en el envés de las hojas; todos ellos considerados como los sintomas tipicos de

plantas infectadas por virus (Agrios, 2008)

Aln cuando las plantas muestreadas presentaron sintomas similares a los inducidos por
algunas especies del género Begomovirus, como el Chino del tomate virus (CdTV), el cual
causa acortamiento de entrenudos, achaparramiento, disminucion del area foliar, clorosis y
deformacion de hojas (Guevara et al., 1999; Conti et al., 2000); y que el Pepper golden
mosaic virus (PepGMV), Tomato mottle virus (ToMoV) y el Tomato yellow leaf curl virus

(TYLCV) estan reportados en las regiones donde se llevé a cabo la presente investigacion y
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se transmiten principalmente por mosca blanca (Perring et al., 1993), no se detectd su
presencia en ninguna de las plantas de jitomate recolectadas en los invernaderos evaluados.
En ocasiones, la asociacion de un virus con los sintomas de una planta resulta poco practica
debido a que su expresion es altamente dependiente del genotipo del hospedante, de las
condiciones ambientales y/o de la ocurrencia de infecciones multiples (Faria y Nava, 2009).
Ademas, en algunos casos se presentan sintomas por fitotoxicidad ocasionada por mosca

blanca y que son parecidos a los inducidos por virus (Bedford et al., 1994).

Los Carlavirus, Lutteovirus, Nepovirus, Potyvirus y Closterovirus, que también son
transmitidos por mosca blanca, inducen en jitomate sintomas similares a los inducidos por
Begomovirus (Dardon et al., 1994). Todos estos factores podrian explicar que los resultados
de PCR en la presente investigacion fueran negativos. Ademas, es posible que en caso de
haber estado infectadas, los virus se hayan movido hacia el sistema radical de las plantas,
por lo que se pudo haber tenido un falso negativo porque el diagnéstico se hizo Gnicamente
con tejido aéreo. Por otro lado, constantemente surgen nuevos Begomovirus que no pueden
amplificarse utilizando primers geneéricos (Fiallo et al., 2009). En ocasiones se presentan en
campo complejos virales, lo cual imposibilita asociar una sintomatologia especifica con
alguno de los virus en particular, y no se puede determinar con precision que virus esta
presente al estar frente al sintoma (un solo virus o un complejo viral pueden ocasionar una
sintomatologia similar) (Pérez et al., 2008). Ademas esta situacion se ve afecta por el
estado fisioldgico del cultivo, la relacion virus-cultivar y la condiciones ambientales (Baez,
2000)

Una de las plantas recolectadas en el municipio de Mazatepec resultd positiva al TSWV, lo
que corrobora lo reportado por De la Torre (1996) en jitomate en el estado de Morelos.

Uno de los sintomas mas comunes que presentan las plantas infectadas con este virus es un
bronceado foliar con numerosas y pequefias manchas oscuras, lo cual no coincidié con los
sintomas de amarillamiento y distorsion foliar que presentd la planta evaluada. Sin
embargo, como se ha mencionado anteriormente, los sintomas que induce el TSWV son

extremadamente variables y dependeran de la especie (incluso de la variedad) afectada, del
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estado del desarrollo de la planta al momento de la infeccion y de las condiciones

ambientales que ocurran durante el desarrollo de la enfermedad (Velazquez et al., 2009)

En el invernadero de Mazatepec se observaron frutos de jitomate con dafios causados por
trips, y considerando que el TSWV se transmite de planta a planta por las especies
Frankliniella occidentalis, F. fusca y Trips tabaci (Rosello y Nuez, 1977), es posible que su
presencia pueda corroborar los resultados moleculares. Sin embargo, queda por identificar

las especies que se observaron en el sitio de muestreo.

En el Municipio de Zacatepec también se observaron dafios por trips, pero el diagnoéstico
para el TSWV fue negativo. Es posible que este resultado se haya debido a que las muestras
recolectadas se analizaron con primers especificos que no detectan la presencia de otras
especies del género Tospovirus, como el Impatiens necrotic spot virus (INSV), el cual tiene
también como hospedante al jitomate y se transmite por trips. Ademas, este virus se ha
detectado con una incidencia del 33 % en los principales municipios productores de
jitomate en el estado de Morelos (Atlatlahucan, Totolapan, Zacatepec, Jojutla y

Tlaquiltenango) (Ramirez et al., 2001).

En las localidades de Mazatepec y Yecapixtla se observaron plantas de jitomate con
manchas de coloracion marrén muy similares a las inducidas por Potexvirus; pero estos
patdgenos no se identificaron en ninguna de las muestras analizadas. Es posible que se trate
del Potato virus Y (PVY), ya que la coloracion rojiza es uno de los sintomas caracteristicos
que induce este patdgeno (Uexkull, 1978), y aungue no se ha reportado en jitomate en el
estado de Morelos, podria estar presente en las plantas muestreadas, por lo que se sugiere
realizar las pruebas adicionales para descartar o confirmar la presencia de este patdgeno.
Auln cuando debe hacerse un analisis de nutrientes, es posible que los sintomas observados
fueran el resultado de deficiencias de fosforo, ya que bajo esta condicion se presenta una
coloracion morada en el envés de las hojas de jitomate (Dominguez, 1997). Otra probable
explicacion es que tal coloracion se haya debido a la acumulacién de antocianinas (Azcon-
Bieto, 2008).
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Los sintomas de mosaico, deformacion de hojas y amarillamiento observados durante el
muestreo coinciden con los inducidos por el TMV, el cual est4 reportado en el estado de
Morelos (Ramirez et al, 2001). Ademas, este patdgeno se transmite facilmente durante las
précticas culturales por lo que puede diseminarse rapidamente en invernadero (Cérdenas,
1999); sin embargo, en ninguna de las localidades se detectd este virus. Cabe mencionar
que los sintomas inducidos por el TMV son similares a los provocados por otros virus
como el CMV, lo que podria explicar que los resultados de PCR fueran negativos. También
es posible que los sintomas observados se deban a deficiencias de magnesio o nitrégeno, los
cuales inducen clorosis en brotes vegetativos y en hojas adultas, respectivamente (Azcon-
Bieto, 2008).

En las muestras analizadas para Begomovirus, TSWV, Potexvirus y TMV se observaron
bandas de ADN de tamafio distinto al producto esperado. La técnica es extremadamente
sensible a la presencia de moléculas de ADN contaminante, que puede dar lugar a
amplificaciones inespecificas o bien, en algunas ocasiones el ADN y ARN extraidos de
muestras vegetales puede contener polisacaridos, metabolitos secundarios, proteinas o
polifenoles que al precipitar con el ADN afectan la reaccidén dando lugar a amplificaciones

no esperadas (Sanchez et al., 2012).

CONCLUSIONES

Las plantas de jitomate recolectadas en los cuatro municipios del estado de Morelos

presentaron sintomas putativos a virus, principalmente mosaico y deformacion foliar.
No se detectaron Begomovirus, Potexvirus ni al virus TMV en las muestras analizadas.

Se detect6 al TSWV en una de las plantas del invernadero de Mazatepec.
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