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PADILI.A RAUDALES, MR. 1995. Reduccién de la severidad del mosaico amarillo del
tomate mediante fertilizacién al suelo. Tesis Mag. Sci. Tumialba. CATIE. 90 p.

Palabras claves: Fertilizacion, N-P-K, Bemisia tabaci, gemimvirus, fomate.

RESUMEN

En el invernadero se evalud el efecto de la fertilizacion con N-P-K al suelo, para reducir la
severidad del mosaico amanllo del tomate. Se trabajo con la var. Hayslip, de crecimiento
determinado.

El almacigo se cubri6 con la malia Agronet-S, por 30 dias. En el invemadero se utilizé un
disefioc de bloques completos al azar con arreglo faciorial, con cuatro repeticiones. Los
tratamientos fueron ocho dosis de N-P-K, resultantes de la combinacion de 400 y 1200 kg/ha de
nifrdgeno, 600 y 1800 ke/ha de fosforo, y 300 y 900 kg/ha de potasio. Las plantas se inocularon
con geminivirus 1 dia después de trasplantadas (ddt). Los tratamientos se duplicaron (testigos sin
inocular), pero fue imposible evitar que éstos se infectaran. Las dosis se aplicaron semanalmente
durante 60 ddt, segiin la curva de absorcién de nutrimentos del cultivo. Se registraron la severidad
de la enfermedad, altura y biomasa de la planfa, concentracién de nutrimentos y ADN viral en el
follaje, y rendimientos.

En todos los tratanmentos se redujo la sevendad de la enfermedad, sobresaliendo los dos
con mayor cantidad de fosforo. Aunque en éstos los rendirnientos fueron altos (1,10 y 1,14

ke/planta, respectivamente), 1a principal clase comercial estuvo poco representada.



PADILLA RAUDALES, M. R. 1995. Reducing tomato yellow mosaic severity through soil
fertilization. Thesis Mag Sci. Turrialba. CATIE, 90p.

Key words: Fertilization, N-P-K, Bemisia tabaci, geminivirus, tomato.

SUMMARY

The effect of soul fertilization with N-P-K on reducing tomato yellow mosaic severity was
tested under greenhouse conditions, on Hayslip, a determinate-growth variety.

The seedbed was covered with Agronet-S for 30 days. In the greenhouse, a randomized
complete block design with a faciorial arrangement and four repetitions was used. There were
eight treatments, resulting from the combination of 400 and 1200 kg/ha nitrogen, 600 and 1800
kg/ha phosphorus, and 300 and 900 kg/ba potassium. Plants were inoculated with geminivirus
one day after transplanting (dat). Treatments were duplicated (controls without inoculation), but it
was 1impossible to avoid ther infechion Fertilizer doses were applied weekly during 60 dat,
according to the crop’s nufrient absorption curve. Disease severity, plant’s height and biomass,
nutrient and leaf viral DNA concentration, and yield were measured.

The disease seventy was reduced in all treatments. The ones with higher levels of

phosphorus showed higher yields (1.10 and 1.14 Kg/plant, respectively). However, in both of
themn, the major comrmercial class was underepresented.
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1 INTRODUCCION

En América Central y el Caribe el cultivo del tomate (Lycopersicon esculentum
Mill.) tiene gran importancia, tanto en el aspecto econdémico como nutricional (TICA 1991,
CATIE 1990).

De sus plagas, Bemisia tabaci (Gennadius) (Homopiera: Aleyrodidae) es
actualmente la mas importante mundialmente (Hilje y Arboleda 1993). Su ciclo corto
permite que alcance altas poblaciones (Hilje 1995), y es un insecto muy polifago, con mas
de 500 hospedanies, la mayoria sitvestres (Greathead 1992, Brown 1992). Por otra parte,
el corto tiempo en que B. tabaci puede adquirir geminivirus y la velocidad con que los
disemnina, la hace ser eficiente en su transmisién (Lastra 1992), El principal dafio indirecto
que produce B. tabaci es como vector de muchos virus, entre los que sobresale el mosaico
amarillo del tomate, el cual provoca disminuciones significativas en los rendimientos, y en
muchas situaciones causa grandes pérdidas economicas (Lastra 1992, Brown 1992).

El uso de insecticidas sintéticos es el método mas utilizado en el combate de B.
tabaci. Sin embargo, no se ha logrado su control eficiente, ya que los pocos adultos que
logran escapar a dicha medida de control, m#s la existencia muy proxima de plantas
infectadas con el geminivirus, bastard para continuar con la propagacién del mismo al
resto de Ia plantacidon (Hilje 1994, Schuster et al. 1989). De suceder la infeccidn durante el
periodo critico del cultivo, que es de aproximadamente de 50-60 dias después de la
germinacion (Acufla 1993, Franke et al. 1983,), las plantas serdn seriamente afectadas.

Por lo antenior, se hace necesario buscar tacticas orientadas a retardar la
enfermedad o a disminuir su Severidad, especialmente durante el perfodo critico. En los
primeros 30 dias se pueden producir plantas sin geminivirus, al cubrir los semilleros con
mallas finas (Cubillo ef al 1994, Quirds et al 1994, Rivas et al. 1994). En los siguientes
30 dias se podria realizar ofro tipo de manejo, basado en el fortalecimiento nutricional de
la planta con un régimen de fertilizacién diferente del convencional. Se ha observado que
productores de tomate en Grecia, Costa Rica (Nelson Kopper 1994, MAG, com. pers), ¥



en Comayagua, Honduras (Pilar Suazo 1994, CATIE com. pers.), han logrado obtener
buenos rendimientos (30-40 t/ha, aproximadamente) atn con alta incidencia y severidad
de virosis, mediante el sumimstro de dosis altas de fertilizantes (formula completa y urea)

a intervalos mas frecuentes entre aplicacion.

La fertilizacion incrementa la tolerancia a la mayoria de enfermedades producidas
por patdgenos, permitiendo que las plantas utilicen con mayor rapidez sus mecanismos de
defensa. (Agrios 1988, Huber 1994). La nutricién mineral determina en gran medida la
resistencia o susceptibilidad de las plantas a las enfermedades, y la capacidad de los
patdgenos a sobrevivir. Los nutrimentos son necesarios para la sintesis de barreras fisicas
Y quimicas, y la ubicacién de elementos alrededor de los lugares de infeccién para evitar
que ésta progrese.

La influencia de los nutrimentos minerales scbre las enfermedades virales ha sido
poco estudiada (Martin 1976). Por ejemplo, la nutricién de plantas de tabaco infectadas
con el virus del mosaico del tabaco (TMV) redujo la severidad del virus, aument6 el
crecimiento de la planta e hizo mas eficiente el uso de los nutrimentos (Kaplan y Bergman
1985). No existen estudios acerca de la influencia de la putricién mineral sobre la
severidad del mosaico amanllo del tomate. Por tanto, con esta investigacién se pretendi6
conocer si la aplicacién fraccionada de dosis altas de N-P-K, atentia la severidad de dicha
enfermedad.



OBJETIVOS

Reducir la severidad del dafio del mosaico amarillo del tomate, mediante la aplicacién
fraccionada de fertilizante al suelo,

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar el efecto de la fertilizacién con N-P-K sobre 1a severidad del dafio viral.

Determinar la eficacia de vanias combinaciones de N-P-K en 1a atenuacion de la severidad
del dafio viral.

HIPOTESIS

La aphicacion de fertilizantes al suelo durante etapas claves del cultivo, atentia la severidad
del mosaico amarnilio del tomate.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1 Aspectos generales del cultivo del temate

El tomate (Lycopersicon esculentum Mill) (Solanaceae) es originario de América.
Posee tallos herbaceos y ramificados, sus hojas son alternas, con bordes dentados y
cubiertas por tricomas o pelos. La inflorescencia est4 compuesta por un racimo de cuatro a
cinco flores amarillas, con einco o m4s 1dculos. El fruto es una baya dividida en dos o mas
secciones conteniendo las semillas, y maduro es rojo o amantlo; hay diferentes formas de
¢éstos (Anderlin 1970, Gallegos v Dutari 1980).

Por su habito de crecimiento, los cultivares de tomate se clasifican en determinados
o indeterminados. Los primeros son de tipo arbustivo, de porte bajo y compacto, con
inflorescencias apicales; las etapas fenoldgicas del cultivo estdn bien definidas, y la
produccién de frutos se concentra en periodos relativamente cortos. Los segundos poseen
inflorescencias laterales y su crecimiento vegetativo e constante; la floracion,
fructificacidn y cosecha se prolongan por periodos extensos (CATIE 1990).

El tomate se puede sembrar por siembra directa o por trasplante. La principal
ventaja del primer sistema es que evita el esirés inherente al trasplante. La desventaja
reside en el manejo inicial del cultivo, cuando se requiere mas mano de obra (Gallegos v
Dutarnt 1980). En el sistema por trasplante hay un mejor manejo de la fertilizacion, riego y
combate de plagas, pudiendo producirse plantas con un buen estado fisioldgico durante
los primeros 22-30 dias que permanecen en el semillero (Gallegos y Dutari 1980).

Costa Rica es el tnico pais de América Central y el Caribe donde predomina la
siembra directa (Hilje 1993). La produccioén se concentra en pequeiios agricultores, con un
4rea promedio de 3 ha y un area total aproximada de 1000 ba. Los rendimientos promedio
son de 21-38 t/ha y el consumo per capita de 0,349 kg (LICA. 1991). No se cultiva tomate
industrial, sino Umicamente para consumo fresco. En los demas paises de la region se



siemnbra por trasplante, para consumo fresco. Predominan los pequefios agricuitores, con
areas promedio de 0,5-3 ha, y el consumo per capita anual es de 11 kg. No obstante, en
ellos hay produccién dedicada a la industria de pastas, jugos, purés y concentrados, con
4reas desde 600-5000 ha, utilizando alios miveles de tecnologia (CATIE 1990, IICA
1991).

2.2 Fertilizacion del fomate

Una buena fertilizacion se basa en los requerimientos nutricionales del cultivo, en
la cantidad de nutrimentos en el suelo y aporta los nuirimentos en las cantidades y épocas
en que el cultivo los necesita (CATIE 1990). En América Central, los rendimientos de 5-7
t/ha indican que existen problemas nutricionales (CATIE 1990).

En Costa Rica (MAG 1983) se recomienda hacer cuatro aplicaciones de fertilizante
por hectérea al suelo, en tomate de siembra directa, asi: a la siembra, con 50-150-50-35
kg/ha (N-P,Os-Kz0-504); a los 30 dias después de la siembra (dds), con 75-225-75 kg/ha
(N-P20s5-K,0); a los 60 dds, con 70-20-50-20-10 kg/ha (N-P;0s-Ko0-MgO-B,03); ¥ a
los 110 dds con 70 kg/ha de N. Asi se pueden producir 30-40 t/ha. Si se siembra por
trasplante, se recomienda aplicar, por hectarea, a los 15 dias después del trasplante {ddt),
182-273 kg de férmula 18-6-12; a los 30 ddt, 136-182 kg de férmula 18-6-12; alos 45 y
60 ddi, 61-82 kg de urea (46% N). Asi se pueden producir 30-40 t/ha  Dichas
recomendaciones se basan en las tres etapas fenologicas del cultivo: desarrollo vegetativo,
floracién y fructificacion (CATIE 1990), segin la demanda de nutrimentos.

Una curva de absorcion de nutrimentos representa las cantidades que son extraidas
por la planta, de los diferentes elementos existentes en el sustrato, durante su ciclo de vida
(Bertsch y Guzman 1981). Existe gran correlacion entre las curvas de crecimiento de la
planta y las curvas de absorcién. Si no se cuenta con curvas de absorciom, la de
crecimiento puede ser una guia confiable en la definicién de las épocas de fertilizacion
(Bertsch y GuzroAn 1981).



En toda curva de absorcion hay dos fases. En la primera ocwire una répida
absorcidn, y los iones absorbidos no presentan cardcter acumulativo. La segunda es mas
lenta y de cardcter lineal (Barceld et ol 1983). Durante las primeras etapas de crecimiento
de la plania de tomate, la nuiricién se torna critica. De ahi la importancia de la
fertilizacién inicial, ya que de presentarse deficiencias nutricionales en esta etapa, la
planta retragari su crecimiento narmal (Wilcox y Langston 1960).

Por otra parte, los macro y micronutrientes ejercen funciones especificas en la vida
de la plania, Estas se clasifican en dos grandes grupos. Las estructurales se refieren a
cuando los elementos forman parte de la molécula de uno o mas compuestos organicos,
como proteinas (aminodcidos), pectatos (estructura de la lamina media de la pared celular)
y clorofila. Otra funcién es como constituyentes y activadores enziméticos, que ayudan a
la catalisis de reacciones quimicas (Malavolta 1989).

En cuanto a la importancia del N-P-K, el nitrogeno es importante en el crecimiento
y desarrolio del cultivo, ya que forma parte de la estructura de la molécula proteica, es
constituyente de las bases nitrogenadas de los acidos nucleicos (ADN y ARN), y forma
parte de la clorofila. Tiene gran movilidad, lo que significa que los sintomas de su
deficiencia, como amanllarmientos o clorosis, que son consecuencia de la disminucion en
el contenido de clorofila, aparecen primero er hojas maAs maduras (Salisbury y Ross
1992).

El fosforo forma parte de los acidos nucleicos, fosfolipidos (constituyentes de la
membrana celular), de las coenzimas NAD y NADP, y es parte fundamental del ATP,
clave en el metabolismo de la planta. Se encuentra principalmente en los tejidos
menstematicos, donde interviene en la sintesis de nucleoproteinas. Tiene gran movilidad.
Favorece el desarrollo radicular, la fecundacién, formacién y maduracion de frutos (Bould
et al. 1983).



El potasio es importante como activador de muchas enzimas que son esenciales en
la fotosiniesis, respiracion, formacién de almidones y aminodcidos; ademds, ayuda a
mantener la presion de turgencia de la célula y es regulador de la apertura y cierre
estoratico, lo cual permite un eficiente uso de las reservas de agua del suelo, y reduce los
efectos del déficit hidrico (Malavolta 1989, Salisbury y Ross 1992).

2.3 Principales plagas del tomate

En Costa Rica, los insectos m4s importanies por su presencia permanente v la
magnitud del daflo son la mosca blanca (Bemisia tabaci) (Homoptera: Aleyrodidae),
especialmente como vector de geminivirus, el gusano alfiler (Keiferia lycopersicella)
(Lepidoptera: Gelechiidae) y los gusanos del fiuto (Lepidoptera: Noctuidae),
especialmente Heliothis zea (Evo y Hilje 1993, Calvo et al. 1994).

Los patogenos importantes son el tizon tardio (Phytophthora infestans), pringue
bactenial (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria) y tallo hueco {(Erwinia sp.) (Calvo et
al. 1994),

2.4 La mosca blanca, B. tabaci
2.4.1 Clasificacién, biologia y ecologia

El conocimiento de la clasificacion y biologla de B. tabaci es fundamental para
comprender mejor la epidemiologia de 1a enfermedad del mosaico amarillo del tomaie, asi
como para distinguir especies y biotipos entre si (Bink-Moenen y Mound 1990).

La mayoria de especies de mosca blanca no pueden ser identificadas por las

caracteristicas morfologicas del adulto, sino por las del cuarto instar pinfal (Mound 1984,
Lopez-Avila 1992).



B. tabaci pertenece al orden Homoptera, suborden Stenorrhyncha, superfamilia
Aleyrodoidea, familia Aleyrodidae y subfamilia Aleyrodinze (Bink-Moenen y Mound
1950, Lopez-Avila 1992). Hay casi 1200 especies descritas (Bink-Moenen y Mound,
1990).

La hembra oviposita en forma aislada o en grupos, y los buevos son insertados en
el envés de la hojas jovenes especialmente (van Lenteren y Noldus 1990), sujetados por un
pedicelo. Son elipticos, miden 0,2-0,3 mm e inicialmente son blancos, pero al aproximarse
la eclosién se tornan marrén (King y Saunders 1984). La hembra deposita 48-394 huevos,
con un promedio de 75, segun las condiciones climaticas, los cuales eclosionan en 5-10
dias (Azab et al. 1972, Eichelkraut y Cardona 1989, Byrne y Bellows 1991).

El insecto posee aparato bucal perforador-chupador y presenta metamorfosis
incompleta, con ires estadios: huevo, ninfa y adulto (Byme y Bellows 1991). Las ninfas
presentan cuatro estadios (instares), siendo mévil el primero vy los demas sésiles. Todos se
alimentan de la savia del hospedante, con excepcion del tltimo, al cual se le llama "pupa",
ya que tiene una etapa de reposo, durante a que no se alimenta (Byme v Bellows 1991).

El adulio mide 1-2 mm, es blanco, con alas de forma triangular y una cubierta
cerosa. La hembra es mas grande. Los adultos no son voladores eficientes, pero pueden ser
desplazados a grandes distancias por el viento, aumentando el riesgo de la dispersion de la
especie (Byrne y Bellows 1991). Unicamente el adulto es vector de virus (Brown y Bird
1992).

Su ciclo de vida est4 correlacionado con las condiciones climaticas y las
caracteristicas de la planta hospedante (Lopez-Avila 1992). Completa su ciclo de vida en
26,9 dias a 15-25 °C, y en 21 dias a 25-35 °C (Gerling et al. 1986). No obstante, Coudriet
et al. (1985) encontraron que lo hace en 27,3 dias a 26,7 °C. Por ofra parte, Eichelkraut y
Cardona (1989) determinaron que el ciclo en frijol, en invernadero a 26 °C y 67 % HR fue
de 25,3 dias, y en el campo con 24 °C y 70% HR de 28,3 dias. Ellos determinaron que el



huevo en el campo dura 5,4 dias, y los instares L, I, 1T, y IV duran 4,3, 4,7, 5,9,y 13,1
dias promedio, respectivamente. Las hembras viven 14,1 0 19,02 dias y log machos 11,1 o
19,38, en promedio (Eichelkraut y Cardona 1989, Salas et al 1993). Los promedios
anteriores varian en otras zonas, de 8-61,5 dias para las hembras y 3-34 dias para los
machos (Gerling ef al. 1986).

Pueden completar 11-15 generaciones en un afio (van Lenteren y Noldus 1990). En
forma general, las hembras viven mas tiempo (Mound 1983). Aun no se conoce el
porcentaje de hembras fertilizadas. Pero, es de suponer que la mayoria se encuentran
fertilizadas, ya que es usual encontrar a ambos sexos juntos a una proporeion de sexos de
1:1. Ademas, la hembra se puede reproducir sin necesidad de ser fertilizada, por
partenogénesis amrenotéquica, con la que se obtiene descendencia solo masculina (Gerling
et al. 1986, Eichelkraut y Cardona 1989, van Lenteren y Noldus 1990, Byme y Bellows
1991).

Las altas temperaturas y las bajas precipitacion y humedad relativa permiten que
las poblaciones se incrementen exponencialmente (Byme y Bellows 1991). En la estacion
lluviosa disminuyen, debido al efecto mecanico de la lluvia sobre los adulios, y a 1a alta
humedad relativa, que afecta severamente a los huevos y primeros instares ninfales
(Gerling et al. 1986, Hilje 1995).

2.4.2 Biotipos

Debido a su gran plasticidad genética, B. tabaci muesira gran habilidad para
originar nuevas razas o biotipos. Estos son poblaciones con caracteristicas morfologicas
idénticas a la especie original, pero con diferencias bioldgicas en su capacidad
reproductiva, de sobrevivencia, colonizacién de hospedantes, ete. (Bush 1993, Brown
1993). Existen muchos biotipos en el plano mundial (Brown 1994, Brown et al. 1995a).



Las evidencias indican que anteriomente predominaba en EE.UU., México vy el
Caribe ¢l biotipo A, llamado "raza del algodén”. Sus hospedantes son el algodén, fijol,
cucurbitaceas (sandia, calabaza y meldn) y plantas silvestres. El biotipo B, llamado "raza
de la poinsettia”, es considerado por algunos autores como una nueva especie, B.
argentifolii (Bellows et al. 1994), aungue aun existen discrepancias (Brown et al. 1995b).
Se hospeda en algodon, fiijol, cucurbiticeas (sandia, calabaza y melén), tomate, chile
dulce, lechuga, cruciferas (brécoli y coliflor), uva, citricos, papaya, asi como varias plantas
ornamentales y siuvesires. Ademas, posee mayor fecundidad que el A y provoca
alteraciones fitotoxicas, como el sindrome de la hoja plateada en calabaza y 1a maduracion
wregular del tomate (Brown et al. 1992, Brown 1993).

En América Central y el Caribe, ademas de esos dos biotipos, hay al menos cinco,
segln sus patrones diferenciales de 13cenzimas, hospedantes v las alteraciones fitotéxicas
que causan. Se denominan C, B, ¥, G y N, segiin su orden de descubrimiento (Brown
1993, Brown et al. 1995b). De elios, en Costa Rica predomipa el C en tomate, donde
practicamente no se reproduce, pero actia como un importante vector de geminivirus

(Hilje et al. 1993a, Brown 1994).

2.4.3 Hospedantes

Las plantas hospedantes juegan un papel de gran importancia en la sobrevivencia
de B. tabaci, cuando las condiciones son desfavorables (Cohen ef al. 1966). Es asi que los
hospedantes de hojas persistentes permiten a los prumeros estadios sobrevivir en esas
condiciones. Tanto cultivos comerciales como plantas silvestres le sirven de refugio o

fuente de alimento (Coudriet ef al 1985).

B. tabaci es muy polifaga, v se asocia con més de 500 especies, la mayoria
silvestres, perenecientes a 74 familias (Greathead 1992, Brown 1993). Entre ellas
destacan Amaranthaceae, Compositae, Convolvulaceae, Euphorbiaceae, Leguminosae,
Malvaceae, Moraceae, Portulacaceae, Solanaceae, Umbelliferae, Rubiaceae,
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Asclepiadaceae, Labiatae, Capparidacese, v Chenopodiaceae (Naresh y Neme 1980,
Brown 1993, Hilje 1995).

En Mesoamérica y 4reas vecinas se ha comprobado que existen hospedantes
silvestres y ornamentales, con 55 especies y 21 familias (Hilje 1995). En Costa Rica se
han encontrado adultos en 40 especies de plantas silvesires y ornamentales pertenecientes
a 13 familias (Arias y Hilje 1993). Se destaca la preferencia por especies de Solanaceae,
como el tomate (Lycopersicon esculentum), tabaco (Nicotiana tabacum), chile dulce
(Capsicum annuum), de Cucurbitaceae, como el pepino (Cucumis sativus), melén (C.
melo), ayote (Cucurbita moschata) y sandia (Citrullus lanatus), de Leguminosae, como el
frijol (Phaseolus vulgaris), y de Malvaceae, como el algodon (Gossypium hirsutum)
(Filje ef al. 1993a). Ademsas de estos cultivos el biotipo B ataca a las cruciferas brocoli y
coliflor (Brassica oleracea), lechuga (Lactuca sativa), uva (Vitis vinifera), citricos

(Citrus spp.) y papaya (Carica papaya).

En Costa Rica, B. tabaci casi no se reproduce en tomate (Arias & Hilje 1993), pero
los geminivirus que transmite causan severos dafios al cultivo, mientras que en chile dulce
se reproduce masivamente sin que se observen sintomas de virosis (Hilje ef al. 1993a). En
zonas productoras de ambos cultivos se examinaron 19 especies de plantas silvesires que
tenian sintomas de virosis o adultos de B. fabaci, en 14 de las cuales se detectaron
gerninivirus, aungue solo cuatro mostraban sintomas: Bidens pilosa, Desmodium sp., Sida

rhombifoliay Spermacoce latifolia (Rivas et al. 1995b).
2.4.4 Dailos en tomate ¢ importancia econémica

B. tabaci es una plaga de mucha importancia econémica, por las pérdidas que se
denvan de las enfermedades que producen los virus que transmite. En zonas tomateras de
Honduras, desde 1989 la produccion se ha concentrado exclusivamente en las grandes
compaiflias, tnicas capaces de poder asumir los altos costos en 1a busqueda de opciones de
control; hay casos de pequefios agricultores que han abandonado el cultivo y dedicado a
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otras actividades (Sponagel v Finez, 1994). En zonas tomateras de Costa Rica se observd
que altas poblaciones de mosca blanca estaban asociadas con la transmisién de virus en el
tomate, provocando pérdidas de mas de 3 ha de extension en algunas zonas, mientras en
otras se perdieron 150 ha de tomate vy 20 ha de sandfa debido a la wvirosis (Hilje et al.
1993b).

En el Valle de Sébaco, Nicaragua, en el ciclo 1990-1991 se reportaron reducciones
en la cosecha de tomate en 20-50%, mientras que en 1991-1992 las pérdidas variaron
entre el 30-100%. En estos dos ciclos de produccion las éreas de siembra se redujeron
hasta en 60%, en comparacién con el ciclo 1989-1990, por causa de la virosis (Comision
Nacional de Mosca Blanca 1993).

En Republica Dominicana, en 1991 hubo pérdidas en tomate industrial y melon
por mas de US$ 10 millones, cavsada por el fuerte ataque de geminivirus (Alvarez et al
1993).

Las ninfas y adultos de B. fabaci producen daflos directos o indirectos. Los
primeros e presentan al extraer los nutrimentos de la savia, introduciendo el estilete en la
hoja y causando alteraciones en el desarrollo de la planta, lo cual disminuye los
rendimientos y la calidad de los fiutos (Byme y Bellows 1991). Causan dafios al
alimentarse, reduciendo la tasa neta de fotosintesis y la transpiracién, lo cual produce un
incremento del cierre estomético, ademas se reduce el contenido de clorofila y el peso de la
hoja (Buntin et al. 1993). El dafio de las ninfas es mayor que el de los adultos, ya que
reduce el intercambio de gases de las hojas. La fotosintesis en tomate se reduce por la
restriccién del intercambio de gases por los estomas, por la reduccion del contenido de
clorofila v la capacidad fotosintética (Buntin et al 1993). Ademas, ambos esiadios
producen mielcilla, que al caer sobre las hojas sirve de sustrato para el crecimienio del
hongo llamado fumagina (Capnodium spp.), lo cual interfiere con la fotosintesis y
respiracion, reduciendo los rendimientos (Byrne y Bellows 1991).
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Sin embargo, el dafio mas importante es el indirecto, por medio de la transmision
de enfermedades virales, provocadas principalmente por geminivirus, Dichas
enfermedades pueden reducir hasta en 100% los rendimientos, si la infeccion se produce
en los primeros 40-50 dias (Lastra 1993).

2.5 Los geminivirus

Reconocidos desde 1974, estos fitovirus atacan dicotitedéneas, principalmente.
Son transmitidos por insectos, especialmente por homoépteros, entre los que sobresalen las
moscas blancas (Aleyrodidae), saltahojas (Cicadellidae) y algunos Membracidae; su
prncipal vector es B. tabaci (Harrison 1985).

Su nombre se deriva del griego gemini= germelos, por estar formados por dos
particulas virales isométricas, de 20x30 nm (Bock 1982). Estin constituidos por
nucleoproteinas, con 80% de proteina y 20% de ADN. Los transmitidos por B. iabaci
contienen dos moléculas de ADN de banda simple (ADN-A y ADN-B), cada una de
2265-3200 nucledtidos, segim el geminivirus (Stanley 1985). La primera determina la
multiplicacion viral, y la segunda su translocacion en la planta (Elmer et al. 1988, Nouery
et al. 1994). Para causar la infecci6n, ambas deben permanecer unidas (Davies y Stanley
1989, Gilbertson et al. 1991).

Se multiplican en el nicleo de las células del floema, formando masas densas
(Lastra 1993, Bock 1982). La sintomatologia tipica en tomate incluye el amarillamiento
generalizado en la planta, clorosis internerval, seguida de un emanismo marcado, y

encrespamiento severo, principalmente en el follaje nuevo (Lastra 1993).

B. fabaci transmite 19 tipos de virus, de los cuales 15 son geminivirus (Brunt
1992). Hasta ahora, se ha publicado la secuencia de unos 14 geminivirus transmitidos por
dicho insecto (Ramirez y Maxwell 1994).
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Se caracterizan por su diversidad molecular. Distintos geminivirus pueden infectar
el mismo cultivo en diferentes regiones geograficas (Ramirez y Maxwell 1994). En
tomate, en América Central se han hallado cuatro: el TOGVGA I, ToGVGA I y ToGVGA
I {denominados tentativamenie geminivirug del tomate de Guatemala, razas 1, 1T y IID), y
el ToYMV (Virus del Mosgicoe Amarillo del Tomate) (Douglas P. Maxwoll 1995,
University of Wisconsin-Madison, com. pers.)). El fltimo, hallado er Costa Rica, difiere
incluso filogenéticamente de los otros (Nakhia ef al. 1994). A la Republica Dominicana y
otros paises caribefios mgresé recientemente el TYLCV (Polston ef al. 1994). En México
estén el virus chino del tomate (CdTV), serrano golden mosaic (SGMV), pepper mild tigré
(PMTV), y el rizado de la hoja de tomate de Sinaloa (STLCV) (Green y Kalloo 1994).

2.6 Relacion vector-virus-planta

B. tabaci transmite geminivirus en forma persistente circulativa, por lo que es
extraido de una planta enferma y circula dentro del vector basta llegar a las glandulas
salivales, para poder ser transmitido (Lastra 1993).

Para virus asociados con el mosaico amarillo del tomate, el perlodo de adquisicion
es de 2 h en Venezuela (Uzcategui y Lastra 1978) y 4 h en Costa Rica (Bonilla 1995);
para el TYLCV es de 30 min (Cohen y Nitzany 1966). El periodo de latencia
generalmente es de 24 h, y la transmision suele ser intermitente, de 10-20 dias (Uzcategni
y Lagira 1978, Lastra 1993, Bonilla 1995). Tanto el TYLCV como el mosaico amarilio del
tomate (ToYMV) se translocan por toda la planta de tomate en menos de 24 h despuss de
la moculacion (Ber et al 1990, Rivas et al 1993a); en ambos casos parece haber un
gradiente de replicacién y transporte, que hace que el virns se desplace continuamente

hacia tejidos nuevos,

En tomate, la curva de la epidemia es tipicamente sigimoidea (Hilje et af. 1993a).
El avance de 12 enfermedad es mayor durante la fase de mayor crecimiento del cultivo, y si

las parcelas nuevas estdn cerca de parcelas viejas, donde el indculo es alto, se acelera mas
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desde el principio (Quirds et al. 1994); ello quizés se deba a Ia alta proporcién inicial de
adultos viruliferos.

En la siembra directa, aunque las plantas siempre estin expuestas al vector, los
sintomas se expresan claramente a los 45-50 dias después de la siembra (dds) (Asiatico y
Zoebisch 1992, Anas y Hilje 1993). En la siembra por trasplante lo hacen a los 15-19 dias
después del trasplante (ddt), Io cual equivale a los 45-50 dds (Amador y Hilje 1993).
Dicha constancia sugiere que la expresion de los sintomas depende fuertemente de la
fisiologia de la planta (Hilje et al. 1993a). La susceptibilidad de la planta de tomate a
geminivirns es disminuye con su edad (Lastra 1993). La mayor susceptibilidad (periodo
critico) comprende aproximadamente 40-50 dds (Franke et al 1983, Acufia 1993).

2.7 Efecto de los virus en la fisielogia de las plantas

La translocacion de los virus en las plantas se relaciona con el tipo de fejidos
donde se localizan. Algunos estdn en el floema (Ja mayoria de geminivirus), el
parénquima o xilema Las particulas virales se desplazan a través de estructuras fubulares
(plasmodesmos), de aproximadamente 20-30 nm de dismetro, que unen el citoplasma de
upa céhula con otra (Smith 1972, Zaitlin y Hull 1987). Sin embargo, los plasmodesmos
normales, en plantas sanas, no permiten el transito de maternial infeccioso, por lo que el
geminivirus codifica upa protelna que posiblemente modifica la estructura del
plasmodesmo, para que se efeciie el movimiento intercelular de éste (Fraser 1987,

Godefroy-Colbum ef al. 1950).

Inicialmente el desplazamiento es lento, debido a que se realiza de célula a célula,
Pero una vez ubicados en los tejidos conductores, el movimiento es mas rapido, ya que
viajan hacia la raiz por el xilema y ascienden a la parte aérea a través del floema (Fraser
1987, Agrios 1988, Hull 1989). Después de ser el geminivirus inoculado en plantas sanas,
se desencadena una serie de eventos que causan el sindrome o enfermedad. En primer

iérmino, el virus pierde su cubierta proteica, luego induce a la célula a la sintesis de
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enzimas denominadas ADN polimerasas, que sirven para la multiphcacién del virus. Una
vez que el virus ha expresado su potencial genético se inicia la dispersién de célula a
célula y a través de toda la planta (Fraser 1987, Agrios 1988, Hull 1989).

Segin las condiciones fisioldgicas del hospedante, hay diferentes respuestas de
¢ste a la infeccidn. Enive elias se encuentran la total inmunidad al virug, al no replicarse
aunque haya entrado a la célula. Otra es que el virus se replica al iniciar la infeccidn de las
células, pero no se mueve hacia las células vecinas, Otra més es la total susceptibilidad,
en que la mayoria de las células se infectan (Zaithn y Hull 1987).

El ADN viral es el inico determinante de la enfermedad. Sin embargo, su sola
presencia en una planta, aun en grandes cantidades, no parece causar la enfermedad. Hay
plantas que a pesar de tener una concentracion mayor de virus, muestran sintomas més
leves que otras con baja concentracion (Agrios 1988). Esto indica que las enfenmedades
virales no son causadas exclusivamente por el agotamiento de los nutrimentos que el virug
utiliza para automultiplicarse (Agrios 1988); existen otros factores mas indirectos del
virus sobre el metabolismo del hospedante, como son la reduccion e inhbicion de los
principales procesos fisiologicos de la planta (Agrios 1988).

Por la localizacion de la infeccidn viral en el floema, las células infectadas alteran
su metabolismo, dando origen a la produccién de particulas virales, que causan graves
dafios, pues afectan la mayoria de los procesos vitales de la plania. Asi, se reduce
sustancialmente el contenido de protelnas y de clorofila debido a abermraciones o
deformaciones que sufren los cloroplastos, lo que provoca amarillamientos y mosaicos
foliares. Como consecuencia de la sintesis del ADN viral y la proteina viral la canbdad de
aziicares y almidones se reduce, al igual que la tasa neta de fotosintesis, y se incrementa la
respiracion celular (Leal y Lastra 1984, Hull 1987). También se reducen la cantidad de
reguladores de crecimiento (hormonas) de la planta, y frecuentemente inducen a un
aumento de las sustancias inhibidoras de crecimiento, lo que ocasiopa enamismo,
reduccién del 4rea foliar y abarquillamiento del follaje (epinastia). También disminuye el
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nitrogeno soluble durante la rapida sintesis del virus, asi como el nivel de carbohidratos,
drasticamente (Agrios 1988).

De todos los dafios que los geminivirus provocan a las plantas, las perturbaciones
en la fotosintesis son las mas mportantes, pudiendo reducir en 75-80% la capacidad
fotosintética de la planta infectada (Goodman et al 1967). Todo ello repercute en los
rendimientos, y en muchos casos hasta causa la muerte de la planta, si es infectada
durante suss primeras etapas fenolégicas (Leal y Lastra 1984).

2.8 Hibridacidon de dcidos nucleices

Una de las técmicas moleculares de deteccién de geminivirus mas utilizadas y
versatiles es la hibridacién del ADN wviral (Robmson 1988), la que se basa en Ia
complementariedad de dos bandas de 4cidos nucleicos, que al reaccionar forman vn hibrido o
diplex (Krap 1987, Robinson 1988). La capacidad de hibndacion de los 4cidos mucleicos
complemnentarios es la base para desarrollar métodos de diagnéstico de virus y viroides (Salazar
1990). Dichas pruebas de hibridacién son muy sensibles y especificas para el diagnéstico viral
(Robinson 1988).

Fsta técnica necesita usar un soporte sélido, como membranas de nylon o nitrocetulosa,
sobre la cual se coloca la muestra vegetal por identificar, esta se fija a la membrana
covalentemnente a 80°C (Salazar 1990). Previamente a aplicar la sonda se hace uma
prehibridaciéon con la misma solucion amortiguadora de hibridacién, para sellar todos los
espacios no utilizados por et ADN viral en la membrana y evitar que 1a sonda se adhiera en
dichos espacios (Querct 1990).

Se pueden emplear sondas radicactivas marcadas con *°P. Sin embargo, se pueden
utilizar métodos no radiactivos (sondas frias), como la digoxigenina (Genius Kit, Boehminger
Mannhein) y biotina (PhotoGene Nucleic Acid Systerns, Gibeo BRL). Segim los objetivos del
trabajo a realizar, se pueden efectuar las pruebas en condiciones de alia o baja "asiringencia”, lo
cual permite una mayor o menor especificidad de diagnéstico, respectivamente. A mayor
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astringencia, solo el virus que se desea detectar o algim otro mm1y estrechamente relacionado es
detectado; a baja asiringencia, otros virus con menor grado de relacién, pueden detectarse.

En sondas marcadas con bictina se requiere la presencia de un conjugado especifico que
se une a la biotina y estd unido a una enzima. Para revelar o visualizar la presencia del
conjugado y la biotina se utiliza un sustrato de la enzima apropiado, el cual produce una
reaccién que es defectada mediante una pelicula para rayos X (Querci 1990). En sondas
radiactivas se reducen los lavados y no es necesario ningim sustrato, ya que con solo la
radiactividad emitida se puede hacer la deteccién en el papel para rayos X (Querci 1990,
Macquaire ef al 1991).

Los resultados son positivos si aparecen manchas negyas en la pelicula, lo que revela la
presencia de geminivims en la muestra analizada (Salazar y Querci 1992). Este método es muy
especifico y practico, pero requiere materiales, equipos y personal especializado (Pilar Ramirez
1995, UCR, com. pers.).

2.9 Manipulacién de Ia nutricién

Los factores que determinan la resistencia de las plantas a los patdgenos pueden
ger fisiologicos, ligados intimamenie al protoplasma de las plantas, y morfoldgicos,
relacionados con las propiedades fisicas y quimicas de sus tejidos (Barmreto y Castellane
1989).

En la manipulacién de la nutricion para aumentar la resistencia a las enfermedades
deben observarse varios aspectos (Huber 1980). En primer lugar, la disponibilidad de los
nutrimentos es mas moportante que su cantidad total. El dafio o predisposicién impuesta
por deficiencias tempranas o desbalances, puede no ser compensado por aplicaciones
posteriores. El estrés por nutrimentos causado por enfermedades puede compensarse
parcialmente por incrementos de los niveles de nutrimentos disponibles (Huber 1980). La
disponibilidad de elementos minerales y su efecto en las enfermedades depende de la
forma y solubilidad en que éstos se encuentren, para que sean aprovechados
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eficientemente. Hay factores ambientales que influyen en tal disponibilidad, como el pH,
humedad del suelo, competencia de malezas, secuencia de cultivos, actividad microbiana,
ternperatura, aireacion, lxxiviacion, fijaciéon de nutrientes y uso excesivo de herbicidas
(Huber 1980, Malavolia ef al. 1989).

Un componente imporiante del ambiente es la nutricion mineral, la cual es
determinanie en gran medida de la resistencia o susceptibilidad de las plaotas a las
enfermedades, y la capacidad de los paitégenos para sobrevivir. Los nutrimentos son
necesarios para la sintesis de bamreras fisicas y ¢uimicas, y la ubicacién de elementos
alrededor de los sitios de infeccion para evitar que continie (Huber 1994). Es por ello que
la disponibilidad de fertilizantes inorgénicos para la produccion vegetal representa una
medida directa para reducir la severidad de algunas enfermedades, mediante el desarrollo
de 1a resistencia de la planta y el escape de la enfermedad (Huber 1994). Asi, la nutricién
mineral se puede integrar como complemento de las practicas agricolas empleadas en el
combate de enfermedades (Palti 1981, Huber 1994).

Los fertilizantes minerales incrementan la tolerancia hacia las enfermedades
producidas por algunos patogenos. Plantas enfermas y con bajos niveles nutricionales
desarrollan un sistema radical muy pobre. Sin embargo, cuando reciben niveles dptimos
de nutrimentos, producen nuevas raices que reemplazan a las dafladas. Su crecimiento
depende de niveles adecuados de la mayoria de los nutrimentos, pero especialmente del
aumento de P y N, junto con un buen nivel de humedad. Las nuevas raices pueden no ser
mas resistentes a Ia infeccién que las de plantas pobremente nutridas, pero algunas de
ellas escaparan a la mfeccidén (Huber 1980).

La nutricion influye sobre la velocidad de crecimiento y la rapidez de las plantas
para defenderse del ataque de los patdgenos. Las plantas que reciben los puirimentos
requeridos en cantidades adecuadas tendrdn mayor capacidad de protegerse de nuevas
infecciones y reducir las ya existentes, que cuando se suministran nutrientes en cantidades

excesivas o deficientes (Agrios 1988).
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Las plantas pueden defenderse por si mismas, pero esto depende de su vigor
general y de su estado fenologico. Se supone que, en alguna medida, la nutricién puede
modificar la expresion de la enfermedad, la funcién de los tejidos para acelerar o
disminuir la velocidad de la patogénesis, o la virulencia y capacidad de los patégenos para
gobrevivir. Es asi como la respuesta de plantas enfermas a la nutricidén mineral
frecuentemente se da hacia la moderada o alta resistencia, mientras que en las plantas sin
nutricién adecuada puede ser hacia alta resistencia o alla susceptibilidad al patégeno
(Huber 1980).

Las plantas con estrés por nuitnimentos genemalmente son mas susceptibles a lag
enfermedades. En otros casos, 51 ellas reciben elementos minerales en exceso se pueden
predisponer al ataque de las enfermedades; por ello se debe efectuar un balance en la
nutriciéon de las plantas y buscar el nivel 6ptimo. Posiblemente los elementos minerales
estan directamente involucrados en casi todos los mecanismos de defensa, pues son parie
integral de células, sustratos y enzimas, ademas de actuar como inhibidores y reguladores
del metabolismo (Huber 1980).

Las plantas nutricionalmente deficientes generalmente tienen menos oportunidad
de sobrevivir al ataque de un patdgeno. No obstante, los elementos individuales difieren
intrinsecamente en sus efectos en las relaciones patégeno-hospedante. Las diferencias son
de tipo bioquimico, de los papeles esenciales y no esenciales de los elementos, y los

diferentes requerimientos del hospedante y el patégeno (Graham 1983).

La mfluencia de la nutricién mineral sobre las enfermedades virales ha sido poco
estudiada (Martin 1976). Se ha demosirado que la nutnicién de la plantas enfermas es
eficaz para aminorar la expresion de log virus. En plantas enfermas pero con crecimiento
vigoroso, los sintomas se manifiesian mas, pero hay mayor respuesta a la aplicacion de
nutrientes adicionales, en comparacién con plantas sanas sin dosis adicionales de
fertilizantes. Tal respuesta se expresa en mayor crecimiento y vigor, en la reduccién de la
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severidad de la enfermedad (enanismo, encrespamiento foliar, mosaico), ¥ en la buena
floracion y fructificacién (Kaplan y Bergman 1985).

Para el estudio de la infeccidén wiral, es necesario comprender los mecanismos
propios de este proceso, asi como los efectos de los nutrimentos en el metabolismo de
plantas no infectadas e infectadas (Kaplan y Bergman 1985). Las relaciones entre la
infeccion viral, la planta hospedante v su nutricién, es influenciada por la especie vegetal,
raza del virus, momento y sitio de inoculacidn, cantidad de nutrimentos, ambiente, época y

sitio de muestreo de la planta (Kaplan y Bergman 1985).

Algunos npuirimentios especificos pueden promover el desarrollo de una
enfermedad, mieniras que otros pueden reducirla (Fry 1982). Hay mayor susceptibilidad
de ciertas plantas a enfermedades virales cuando la cantidad de fosforo es mayor, que
cuando éste es deficiente (Black 1968). Sin embargo, no puede afirmarse con certeza que
los efectos observados sean causados totalmente por el contenido de fosforo en las plantas.
Este forma parte de las moléculas nucleoproteinicas de los virus, lo que posiblemente
ayude que se produzcan las enfermedades virales (Black 1963).

La infeccion por virus aliera el contemdo elemental de las plantas hospedantes.
Dependiendo en Ia etapa fisiologica en la cual la planta es infectada e inoculada con el
virus, se afectara el crecimiento, rendimiento y expresion de sintomas. Sin embargo, hay
casos en que 6ptimas condiciones nutricionales predisponen mas las plantas a los dafios
producidos por virus (Kaplan y Bergman 1985). En plantas de Nicotiana glutinosa
infectadas con el virus del mosaico del tabaco (TMV), los altos miveles de nmitrogeno
(6ptimos) incrementaron no solo el crecimiento de la planta, sino que su susceptibilidad a
la infeccion del virus, favoreciendo su multiplicacion. A pesar de esio, se reduce la
severidad de la enfermedad y también los sintomas. Probablemente la infeccion causa su

dafto principalmente en las plantas a las que se les suministré nitrégeno en niveles sub-
Optimos (Kiraly 1976).
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Las enfermedades virales disminuyen el nitrégeno soluble, durante la rapida
sintesis del virus. Algunos sistemas virus-hospedante puede utilizar el 33-65% del
nitrégeno total de la plania. Generalmente la cantidad de compuestos nitrogenados no
virales en las plantas enfermas, se hallan en menor cantidad que la de las plantas sanas,
quizd debido a que el virus se forma a expensas de los niveles normales de tales
compuestos de las plantas sanas. No obstante, cuando a la planta se le proporciona una
elevada fertilizacién con nitrdgeno, la cantidad total de dicho nutrimento en plantas
enfermas puede ser mucho mayor que en plantas sanas, especialmente después de haber
finahizado la fase de ripida sintesis viral (Agrios 1988).

Si plantas infectadas con virus reciben elevadas cantidades de nitrogeno, la
clorofila es retenida, se suspenden los sintomas y la actividad de transporte de electrones
no disminuye. El contenido de virus de las hojas de estas plantas cuatriplica el de las hojas
con marcada clorosis y baja actividad de transporte de electrones. Esta observacion esta
susteniada en el argumento de que la multiplicacion del virus per se no es causante de los
sintomas de clorosis (Goodman et al. 1967).

En tabaco, los altos niveles de fosforo incrementaron la susceptibilidad al virus del
mosaico del tabaco (TMV). Los bajos niveles de potasio tornan la planta mas susceptible
al virus (Spencer 1942). El potasio tiene un pequeiio pero definitivo efecto en reducir la
susceptibilidad del tabaco al virus TMV (Bawden y Kassanis 1950). En tomate y frijol, se
ba observado que las aplicaciones balanceadas de potasio disminuyeron la incidencia del
TMYV (Barreto y Castellane 1989).

El fosforo y el nitrégeno son parte esencial de la proteina viral, por lo que al variar
¢stos se afectan la sintesis y multiplicacién de los virus. El magnesio aplicado a dosis
altas reduce la sevendad de la infeccién del TMV en tabaco, perc su escasez severa
aumenta la concentracién del virus (Seaker et al. 1982).
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La magnitud del dafio dependera del sitio de la planta donde éste se manifieste y la
forma como se expresen los dafios. Si el numero de lesiones por hoja es tomado como
criterio, habré grandes diferencias. Si se basa en el nimero de lesiones por unidad de 4rea
foliar, las diferencias, aunque atn presentes, son menos marcadas. El niimero de sitios de
infeccidn de planias de melén inoculadas con virus del mosaico del melén (CMV), varié
segun la nutricion de la plania. Ademas, cantidades elevadas fésforo, calcio, y magnesio,
con bajas cantidades de potasio, incrementan la susceptibilidad al virus, pero con bajo
fésforo y alto potasio ésta se reduce (Martin 1976).

Las enfermedades virales reducen los niveles de calcio en los tejidos, pero el
magnesio y potasio son poco afectados. La absoreidn y translocacién de sulfatos y fosfatos
decrecen, produciendo acumulacién en las rafces. En plantas de tomate infectadas con el
TMV, hubo reducciones en las cantidades de calcio y zinc, aunque los niveles de
manganeso se incrementaron en los tejidos terminales. Esto es evidencia de que el TMV

puede afectar la composicién mineral de las plantas de tomate (Bergman y Boyle 1962,
Cordrey y Bergman 1979).

2.10 Opciones de manejo del complejo B. tabaci-geminivirus

El manejo de B. tabaci y sus geminivirus asociados es complejo. Factores como su
corto ciclo de vida del vector, alta fecundidad, diversidad de hospedantes, ubicacién en el
envés de la hoja, capacidad de desarrollar resistencia a los insecticidas vy la gran
plasticidad genética para desarrollar biotipos y adaptarse a condiciones nuevas o adversas,
lo hacen sumamente dificil (Traboulsi 1994).

En el tomate, la solucién del problema mediante insecticidas ha sido
insatisfactonia, debido a que bajos ninneros de adultos infectan con virus plantaciones
compleias rapidamente (Hilje 1993). Esto indica la necesidad de buscar opciones de

manejo preveniivas conira el vector, especialmente en los primeros 60 dias del cultivo
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(periodo critico), que retrasen al méximo el desarrollo de la enfermedad (Hilie 1993) o

disminuyan su severidad.

2.10.1 Combate quimico

Los insecticidas sintéticos son el método més empleado en el combate de B.
tabaci. Pam te.her éxito en su combate cquimico es importante el conocimiento de la
biologia del »ilnsecto, no solo en el cultivo que produce el dafio econbmico, sino también en
hospedantes alternos (Mafthews 1992). Ademés, en varios paises el insecto ha
desarrollado resistencia a algunos insecticidas organofosforados, organoclorados,
carbamatos y piretroides (Prabhaker et al 1985, Abdeldaffie et al. 1987, Schuster et al.
1989, Dittrich et al. 1990).

Ante esto, las opciones son las rotaciones, para evitar €] uso consecutivo de un
mismo gropo quimico (Traboulsi 1994); el uso de insecticidas con nuevos modos de
aceibn, como el imidaclopnd (Confidor, Gaucho, Admire) (Bayer 1993); o la combinacién
de insecticidas con practicas agricolas y cultivares tolerantes a virus o al vector (Berlinger
etal 1983).

Algunos productos quimicos no convencionales, como los de origen biolégico,
aceites minerales y detergentes son promisorios. En Costa Rica, en el campo, se evalu6 un
extracto acuoso de la semilla de nim, jabén liquido (Safer), el hongo entomopatogeno
Verticillium lecanii (Mycotal), y el insecticida biologico abamectina (Vertimec), aunque
todos superaron al testigo, no evitaron la diseminacién de la epidemia (Asidtico y
Zoebisch 1992).

Para alejar al vector de la planta cabria ufilizar repelentes, tanio sintéticos como
naturales. Sin embargo, {os resultados preliminares son aun insatisfactorios. Existe cieria
repelencia al aceite mineral Volck 100 Neutral (Arias y Hilje 1993, Cubillo et al. 1994) y
ninguna a varios derivados del nim (Margosan-O, Azatin y Nim 80).
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2.10.2 Combate biokégico

Hay tres esirategias basicas para controlar biolégicamente a B. tabaci: la
conservacion, crianza masiva y la importacion de enemigos naturales exoéticos. Esto
requiere de un entendimiento de la biologia v ecologia, tanto ellos como del vector
{Gerling 1992, Cave 1994). Sus enemigos naturales comprenden artropodos
{depredadores y parasitoides) y hongos entomopatdgenos, aunque se han investigado mas
los parasitoides (Gerling 1992). En realidad, se conoce muy poco sobre la ecologia de los
enemigos naturales (Cock 1992).

En América Central, entre sus depredadores se encuentran: Delphastus pusillus,
Coleomegilla cubensis, C. maculata, Cycloneda sanguinea, Hippodamia convergens,
Scymnus sp. (Coleoptera: Coccinellidae), Chrysoperla externa (Neuroptera:
Chrysopidae), Cyriopeltis tenuis (Hemiptera: Miridae), Geocoris sp. (Hemiptera:
Lygaeidae), Condylostilus sp. (Diptera: Dolichopodidae) (Alvarez ef al 1993, Caballero
1993, Serrano et al. 1993, Cave 1994).

Entre los parasitoides se encuentran los siguientes himendpteros (Apbelinidae y
Platygasteridae): Encarsia desantisi, E. formosa, E. hispida, E. nigricephala, E.
pergandiella, E. porteri, E. quaintancei, E. strenua, Eretmocerus sp, y Amitus sp. (Cave
1994),

De todos los patdgenos, solamente los hongos pueden causar enfermedades, tanto
a ninfas como adultos de B. tabaci, ya que solamente ellos pueden penetrar la cuticula
(Gerling 1986, Fransen 1990, Smith 1993). Los detectados en la regién son Paecilomyces
Sumosoroseus y Verticillium lecanii (Hall 1993), aunque otros que afectan a B. tabaci en
otras latitndes, como Aschersonia aleyrodis y Beauveria bassiana (Gerling 1990),
posiblemente tengan estirpes virulenias contra la plaga. La mayor dificultad para
utilizarlos es la necesidad de alia humedad para el desarrollo y multiplicacién del hongo,
poco frecuente en zonas con sequia estacional (Fransen 1990). En EE.UU. esté registrada
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una formulacion de una cepa de B. bassiana, en agua y aceite, con el nombre Naturalis-L
(Smith 1993).

A pesar de contar con enemigos naturales, el control biologico de un vector de
gemimvirus ¢omo B. fabaci, presenta vanas dificultades. En realidad, aiin con niveles
poblacionales bajos el vector puede diseminar virus ripidamente (Hilje 1993). Por tanto,
su control biolégico podria ser factible si se integra con otros medidas racionales de tipo
agricola o fitogenético (Cave 1994).

2.16.3 Cultivares resistentes

La busqueda de cultivares resistenies puede orientarse ya sea hacia la resistencia al
geminivirus o al vector, en lo cual las fuentes de resistencia serlan especies de

Lycopersicon (Berlinger y Dahan 1989).

De la mayoria de cultivos que ataca B. tabaci, los esfuerzos mas grandes han sido
dirigidos hacia el algodon, en el cual se ha encontrado un alto grado de resistencia. Los
cultivares de algoddn con pubescencia son atacados con mayor fuerza que los glabros, ya
que el insecto prefiere ovipositar en la base de los tricomas, y porque la eficiencia de los

parasitoides y depredadores disminuye en hojas pubescentes (Cock 1992).

La existencia de cultivares de tomate con tricomas glandulares en el follaje, a pesar
de ser una caracteristica inestable genéticamente, representa una forma de resistencia al
vector (Saborio 1994). Estos atrapan a los adultos de B. tabaci y los matan mediante sus
exudados; afectan mas a las hembras, las cuales ovipositan en el envés, quienes son mas
eficientes que los machos en transmitir virus (Costa 1969).

Se han identificado varias fuentes de resistencia en genotipos silvestres, las
variedades comerciales disponibles carecen de genes de resistencia (Saborio 1994). Er la
zona del Mediterraneo, se ban evaluado cultivares de tomate con tolerancia al TYLCV,



onginarios de L. pimpinellifolium, L. cheesmannii, L. hirsutum, L. peruvianum vy L.
chilense, los cuales han mostrado altos niveles de tolerancia (Laterrot 1992). A pesar que
los geminivirus identificados en América Central son diferentes del TYLCV, algunas
observaciones sugieren que la resistencia desarrollada para éste podra funcionar para
aquéllos (Saborio 1994).

2.10.4 Pricticas culturales

Existen varias pricticas gque pueden ser utiles en el caso del tomate, debido a su
cardcter preventivo. Sobresalen las fechas de siembra, periodos sin cultivos, eliminacién
de rastrojos y de malezas hospedantes, rotacién de cultivos, almécigos cubiertos, barreras
vivas, altas densidades de siembra, uso de coberturas al suelo, cultivos asociados, cultivos
trampa, siembras contra el viento y fertilizacién adecuada (Palti 1981, Hilje 1993,
Salguero 1993).

Programacién de la fecha de siembra. Puesto que los geminivirus transmitidos por B.
tabaci provocan menor dafio en la estacién lluviosa, cuando las poblaciones del vector son
menos abundantes (Anzola y Lastra 1978, Hilje et al. 1993a), es posible planificar las
siembras al inicio de aquélla, para escapar al vector y los virus (Salguero 1993). Asi, se
podrian cambiar las fechas de siembra, aunque es imposible evitar que se siembre en la
estacion seca, pues la demanda en el mercado centroamericano se presenta todo el afio y

los mejores precios se obtienen en dicha estacion (Salguero 1993).

Proteccién de almécigos. Cuando el iomate se siembra en forma directa queda expuesto
desde etapas mas tempranas al vector y virus. Por ello, la proteccién de los almécigos con
inallas finas, en las primeras etapas del cultivo es clave, pues asi se evita la inoculacion de
geminivirus al tomate durante los primeros 30 dias, la primera fase del periodo eritico
(Anzola y Lastra 1978, Hilje 1993, Cubillo et al. 1994, Rivas et al. 1994, Quirds et al.
1994). Cubillo et al. (1994) mejoraron esta practica, al utilizar cartuchos de papel
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periodico como tecipientes. Con ellos se obtienen plantas de buen porte y vigor, sin virus,

las cuales se trasplantan con pilén (blogue de tierra), evitando el estrés del trasplante.

Cultivos trampa. En Jordania, al sembrar pepino (Cucumis sativus) cuatro semanas antes
del trasplante de tomate, se redujo la incidencia del TYLCV (Al-Musa 1982). Ea Costa
Rica se redujo el nimero de adultos y retardé la virosis, al intercalar fiijol-vainica

(Phaseolus vulgaris) tratado con insecticida granulado, con el tomate, experimentalmente
(Peralta y Hilje 1993). En ambos casos se aprovecha la preferencia de B. tabaci hacia
ciertos hospedantes.

Coberturas al suelo. La alteracién de los rasgos visuales del cultivo con coberturas al
guelo, es una buena opcién para disminuir la presencia de insectos vectores de virus
(Maelzer 1986). En Israel, con el uso de pléstico amarillo se retardé la diseminacion del
TYLCV, debidoe al calentamiento excesivo de dicho material, que mata a los adulios de B.
tabaci (Cohen y Melamed-Madjar 1978, Cohen y Betlinger 1986). No obstante, en Costa
Rica no funcioné (Amador y Hilje 1993).

Las superficies reflectivas plateadas disminuyen la llegada de homopteros alados,
evitando o retardando la propagacion de virus (Prokopy y Owens 1983). Para B. tabaci en
tomate, ha habido avances en Guatemala y Costa Rica (Calderdn et al. 1994, Blanco y
Hilje 1995).

En Costa Rica se evaluaron varias coberturas vivas, para disminuir e] contraste
entre el suelo desnudo y el cultivo. Al usar coberturas de malezas espontaneas, mani
fotrajero (drachis pintoi), mucuna (Styzolobium deeringianum) y cinquillo (Drymaria
cordala), se redujo sustancialmente la abundancia de adultos y se retardé notoriamente la
virosis (Amador y Hilje 1993, Blanco y Hilje 1995).
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I MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién del experimento

Se desamollé entre marzo y agosto de 1995, en un invemadero del Centro
Agronémico Tropical de Investigacién y Enseflanza (CATIE). Esta ubicado en el cantén
de Turmalba, provincia de Cartago, Costa Rica, a 9° 52° N y 83°38” O y 590 msnm, en la
zona de vida bosque himedo premontano (Tosi 1969). La precipitacién anual es de 2628
mm, temperatura anual de 21 °C, la humedad relativa de 88%, y la radiacién solar de
11822 cal/om?, promedio (Jiménez 1994). Durante el expenimento, los promedios diarios
dentro del invernadero fueron de 27,3 C°y 73,5% HR.

3.2 Manejo del cultivo

Se sembrd 1a variedad Hayslip (Asgrow Seed Company, EE. UU.), de crecimiento
determinado, por trasplante. El almicigo se establecié en la Estacion Experimental La
Montafia del CATIE, utilizando cartuchos de papel periédico de 5 em de didmetro y ¢ em
de altura (Cubillo er a/.1994). El sustrato fue una mezcla de suelo esterilizado, granza de
arroz y abono orgdnico en proporeién 10:2:1, mas 20 g del fertilizanie de liberacion lenta
Osmocote {14-14-14) (Grace Sierra, EE. UU.). por kg de mezcla. El abono organico fue
un compost rpido tipo "Bocashi”, que contiene tierra de montafia, gallinaza, granza de
arroz, carbon pulverizado, semolina de arroz y concentrado para ganado, en proporciones

de 5:3:3:3:1:1, mas cal y melaza (Miranda y Guerrero 1994).

En eada carfucho se depositaron 3-4 semillas vy los cartuchos se cubrieron con
sacos de nylon, para mantener la humedad del suelo y asegurar 1a germinacion. Después
de germinar, se cubrieron con la malla fina Agronei-8 (Kayserberg S.A., Alemania) para
evitar el ingreso de B. tabaci (Quirds et al. 1994, Cubillo et al. 1994, Rivas et al. 1994).
Se rego tres veces al dia. Se raled a los 8 dias después de la germinacion (ddg), dejando
una planta por cartucho,



A partir de la germinacion se aplico el semanalmente e} fungicida Mancozeb (2
kg/ha) al follaje, y el insecticida Lannate al suelo, contra gusanos cortadores.

El trasplante se realizé a los 30 dias después de la siembra (dds), cuando las
plantas median 35,5 cm de altura y tentan cuatro hojas desarrolladas. Las plantas se
sembraron con el blogue de suelo (pilén) en macetas plasticas N° 1200 (V-J Growers
Supply, Florida, EE.UU), de 27 cm de didmetro y 25 cm de profimdidad, con capacidad
de 10,5 1 de suelo. Se utilizé suelo como sustrato, proveniente de un lote donde hubo
pejibaye (Bactris gasipaes HBX.), v se le hizo apnAlisis quimico. Su textura era franco
arcillosa, pH= 5,2, materia orgéanica 2%. Su concentracién de nutrimentos fue de 4,2 mg/l
(P, 19,4 (Cu), 5,6 (Zn), 55,0 (Mn); ademas, 6,16 mg/ml suelo de Ca, 1,81 (Mg), 0,25 (K)
y 0,35 % (N) {(Anexo 1). El suelo se desinfecté con bromuro de metilo (0,4 kg/2m®), una

semana antes del trasplante.

Se sembraron 256 plantas (una por maceta) espaciadas a 0,30 m entre plantas y
0,9 m entre hileras, colocadas en el piso. Al trasplantar no se aplicé fertilizante, debido a
que los tratamienios consistirian en la aplicacién de diferentes combinaciones de N-P-K y
esto podria alterar la respuesta esperada.

Cada tres dias se aplicd riego moderado, de 1-2,5 Vmaceta, para evitar al méximo
el lavado del suelo; la evaporacidn dentro del invernadero fue muy elevada (Anexo 2). Los
tutores se colocaron cvando las plantas median 0,5 m; sin embargo, se sujetaron con
cuerdas para evitar su calda, ya que la altura que alcanzaron fiue mayor que la de los
tutores y evitar que se volcaran. A los 30 dds se aporc6d. Cada dos semanas se aplico
Fetrilon Combi (MgO, S, Fe, Cu, Zn, B, Mo, Cu), en dosis de 0,8 g/1.

Se aplicd endosulfan (Thiodan) (2 ml/), contra adultos de B. tabaci que pudieran
ingresar al invernadero. Se aplicaron los fungicidas metalaxil y oxadixil {2 g/1) hasta antes
de la fructificacién, cada dos semanas, contra el hongo Capnodium sp. A partir de la
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fructificacién se aplico el insecticida biologico Javelin {(Bacillus thuringiensis) (5 g/l) a

partir de 20 ddt, cada dos semanas, contra el gusano alfiler (Keiferia brcopersicella).

3.3 Tratamientos y disefio experimental

Los factores en estudio fueron ocho dosis de fertilizanie, provenientes de la
combinacion de dos dosis de nitrégeno (400 y 1200 kg/ha), fosforo (600 y 1800
kg/ha) y potasio (300 y 900 kg/ha). Estas se replicaron, ya que las primeras ocho se
inocularon con el virus, pero no las ocho restantes (festigos). Estas dosis se

distribuyeron durante los 60 dias después del trasplante (ddt).

La aplicacién de los fertilizantes se inicié desde los 5 ddt, semanalmente,
hasta completar las dosis. Se determiné la necesidad de fertilizante para cada
momento de aplicacion, segim la curva de absorcion de N-P-K (Bertsch v Guzman
1981) (Anexos 3, 4), y considerando el volumen de suelo empleado (10,5 Vmaceta),
que es Ja cantidad que las raices explorarian (Floria Bertsch 1995, Universidad de
Costa Rica, com. pers.). El fertilizante se pesé en una balanza analitica Ohaus. Las
fuentes de nutrimentos empleadas fueron urea (46% N), superfosfato triple (46% P), y
KC1 (60% K20). Después de 60 ddt se continud con dos aplicaciones de urea {46%

N), cada dos semanas.

Se utilizd un disefio en bloques completos al azar, en arreglo factorial 2° (Zx2x2),
con ocho tratamientos inoculados con virus y ocho sin inocular, para un total de 16
tratamientos, con cuatro repeticiones. La umdad experimental estuvo formada por cuatro
plantas.



Los tratamientos (dosis de N-P-K/ha) fueron:

CON INOCULO SIN INOCULO
T1 400-600-300 T1 400-600-300
T2 400-600-900 T2 400-600-900
T3 400-1800-300 T3 400-1800-300
T4 400-1800-900 T4 400-1800-900
T5 1200-600-300 T5 1200-600-300
T6 1200-600-900 T6  1200-600-900
T7 1200-1800-300 T7 1200-1800-300
T8 1200-1800-900 T8 1200-1800-900
3.4 Inoculacién

Puesto que las plantas no presentaron esirés, se efectud 1 ddt. Se utilizaron adultos
de B. tabaci colocados dentro de microjaulas plasticas, por 48 h, en las plantas sanas.
Provinieron de colonias desarrolladas en otro invernadero, donde previamente fueron
colocados por 24 h en plantas de tomate viréticas, dentro de microjaulas plasticas, para la

adquisicién de gemimvirus (Rivas et al 1995a). Se colocaron cinco adultos por

microjaula.

Las microjaulas fenfan una malla de nylon en uno de sus extremos y en el otro los
bordes poseen una capa fina de espuma, permitiendo a los insectos el acceso a la hoja de
la planta, pero sin maltratarla; se fj6 a la plania con una prensa, para que las moscas

tomaran el virus o lo inocularan desde el envés de la hoja.
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3.5 Variables de respuesta y anslisis estadistico

a) Indice de severidad

Semanalmente se registré el nimero de plantas con sintomas visibles, para obtener
la curva de progreso de Ia enfermedad en cada tratamiento. Para ello se utilizé la signiente
escala visual (Joannou 1985):

0= Sin presencia de sintomas
1= sintomas moderados en las hojas superiores
2= sintomas moderados persistentes en las hojas superiores (clorosis

marginal e internerval), sin efecto aparente en el crecimiento de la planta.
3,4,5= sintomas tipicos de hoja rugosa amarilla, con evidente reduccién del
crecimiento de la planta. Reaccién moderada general (3), interedia (4) o

severa (5).

b) Altura de plantas

Semanalmente se midi6 la altura a todas las plantas, desde la base hasta la yema
apical, con una regla graduada en centimetros. Cuando las plantas se bifurcaron, se
escogid "guda” de mayor altura.

¢) Concentracién de nutrimentos en la planta

Se muestred cada dos semanas, a los 3, 18, 33, 48 ddt. Para ello se selecciond al
azar una repeticion y las muestras se tomaron a los ocho tratamientos que fueron
inoculados deliberadamente (INOC), y a T1 y T8 en los tratamientos con la dosis de N-P-
K m#s baja y mAs alia en los tratamientos sin inocular (ACC). Se muestred ia 3a. y 4a.
hojas de arriba hacia abajo, junto con su peciolo. Las muestras consistieron en tejido de
cuatro plantas, samando 100 g.



Los analisis se efectuaron en el Laboratorio de Suelos del CATIE. Para e}
desarrollo de los métodos, se siguieron las recomendaciones de un manual técnico
(Henriquez et al. 1995). Se lavaron las muestras con una solucién dilvida de HCl (2%) y
después con agua destilada, para eliminar contaminanies (suelo, fertilizantes o

fungicidas). Se secaron a 70°C por 24 h, maceraron y colaron en una malla N° 40, hasta
obtener 20 g de tejido seco (Miaz-Romeu 1982).

Con excepcion del N, el primer paso en la determinacién fue la digestién o
incineracion de los tejidos a altas temperaturas (2-3 h, a 500 °C), quedando solo las
cenizas de los tejidos, para luego diluirla en una solucion de HCl o HySO4; asi se

convierten las formas higadas a estructuras organicas a formas "solubles” o "minerales”,

Se pest 1 g de tejido molido y se depositd en un erlenmeyer de 125 ml, al cual se
agregaron 15 ml de mezcla nitroperciorica (1 parte de écido perclérico v 5 de acido
nitrico), para digenir la muestra. Esta muestra (concentrada) se filtrd v transfirié a un
balén aforado, de 100 ml, para determinar los elementos. Para el Ca, Mg y K se tom6 1 mi
del concentrado y se diluy6 en 100 ml de agua destilada, se le agregaron 3 ml de cloruro
de lantano al 1%, y se aford. Se determinaron las cantidades de los elementos mediante yn
espectrofotometro de absorcién atémica. Los analisis de Mn, Cu, Fe y Zn se realizaron
directamente del concentrado en un espectrofotdmetro de absorcién atémica (Bertsch
1995, Diaz-Romeu 1982).

Para el fosforo se utilizd 1 ml del concentrado y se diluyé en 50 ml de agua
destilada, se afiadi6 8 ml de cloruro estaffoso y 10 ml de H,804 Se determiné
colorimétricamente midiendo la cantidad de luz absorbida por la muestra.

El mitrégeno se analizé empleando el método Microkjeldahl, que se basa en la
digestion de la muestra con una mezcla "digestiva", y la posterior destilacion de la

solucién remanente con una solucion basica.
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d) Biomasa

Al final de la cosecha se cortaron las hojas, tallos y raices de todas las plantas, y se
depositaron por separado en bolsas de papel. Se secaron a 70°C por dos semanas y
después se seccionaron, para obtener el peso seco por estructura. Para los frutos, se tomé

una muestra de 10 frutos maduros de cada clase, por cada repeticion.
¢) Concentracion de ADN viral

Se realizaron cuatro muestreos de tejido foliar, a los 15, 30, 45 y 60 ddt, en todos
los tratamientos. Cada muestra, de 0,5-1 g de tejido vegetal por tratamiento, fue un
consolidado de las cinco plantas de cada tratamiento (0,1-0,2 g de hoja del estrato superior
de cada planta). Cada una fue transferida a tubos Eppendorf de 1,5 ml, mantenidos en
hielo, para evitar la oxidacién del tejido Luego fueron trasladadas al Laboratorio del
Centro de Investigacidn en Biologia Celular y Molecular (CIBCM) de la Universidad de
Costa Rica, donde se determiné la concentracion de ADN viral, mediante el método de
hibridaciéon de acidos nucleicos, utilizando sondas frias (Maxwell et all 1994) (Pilar
Ramirez 1995, UCR, com. pers.).

El esquema del procedimiento para la deteccion de geminivirus con sondas frias
aparece en el Anexo 5.

Extraccion de ADN. Para evitar el deterioro de las muestras por el constante
manipuleo, se les liofihzo. Se colocaron en mitrdégeno liquido a -196 °C, lo que facilité la
pulverizacién del tejido en los tubos Eppendorf. El macerado se realizd agregando 1000ml
de 1a solucion amortiguadora STE 1X (0,1 M Na CL, 10 mM Tris-Cl; pH 8, 1mM EDTA
pHB) a cada tubo Eppendorf, para obtener el ADN viral v el de la planta; luego se clarificod
por centrifugacién a 10000 rpm durante 5 min. Esta es una extraccién cruda, pues ademas
del ADN hay proteinas de la planta. Del sobrenadante se trasladaron 600 mi de la
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solucion a un tubo himpio, al que se le agregd 900 mi de la solucién amortiguadora STE
1X, para obtener la muesira concentrada.

Para el desarrollo del método de hibridacion de 4cidos nucleicos con sondas frias,

se siguid el protocolo de Gene Images Non Isotropic Nucleie Acid Detection Kit (United
States Biochemical).

Preparacion de la membrana para hibridacién. La membrana de nylon se
colocd sobre un Bio Dot, el cual facilita 1a colocacion de 1a muestra concentrada sobre 1a
membrana de nylon. Se tomaron 200 ml de dicha muestra y se depositaron en los
compartimentos del Bio Dof, el cual mediante presién de vacio absorbié la solucion,
dejando sobre la membrana el ADN viral y el de la planta, asi como material celular
desintegrado. Luego se coloct la membrana en un homo a 80°C por 30 min, para adherir
el ADN viral a la membrana Posteriormente se efectué una prehibridacién, con la
solucidon amortiguadora de hibridacién (7% SDS, 1% caseina, 1 mM EDTA y 0,25 M Na,
HPO47H0, pH 7) a 65°C por 1 h. Se colocaron 0,2 mi de solucién amortiguadora por
cm’ de membrana, para sellar los espacios de la membrana en donde no hay ADN, v que,
al momento de la hibridacién la sonda no se pegue en los espacios donde no hay ADN en
la membrana.

Hibridacién. Se utilizo una sonda especifica marcada con biotina para el virus del
mosaico amarillo del fomate (Pilar Ramirez 1995, UCR com. pers.). Esta se tuvo que
desnaturalizar, para que se pudiera unir con el ADN viral de la muestra, ¢l cual ya estaba
en simple banda. Este proceso se realizé colocando la sonda a 95°C por 10 min y luego
por 5 min en hielo, para que el ADN se enfriara rApidamente v evitar la re-naturalizacién
de las bandas. Se colocd la membrana dentro de un tubo especial, que contenla la sonda
desnaturalizada diluida en la solucién amortiguadora de hibridacién, a una concentracién
de 14 ng/mi, durante 16 h, a 65°C. Se efectuaron cuatro lavados de post-hibridacion (que
determinan una mediana astringencia) a la membrana, con:
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a) Solucion amortiguadora 2X SSC 0,5% SDS (20X SSC=3 M Na CL, 0,3 M Na-citrato,
pH 7) & 65 °C por 1-2 min, después se lavé con agua destilada por 2 min a temperatura
ambiente.

b) Solucion amortiguadora 2X SSC +0,5% SDS por 20 min, luego con agua destilada por
20 min

¢) Solucién amortiguadora 0,2X SSC + 0,1% SDS por 30 min, seguidamente con agua
destilada por 10 min, continuando con la solucién amortiguadora 0,2X SSC +0,1%
SDS por 30 min, de ahi con agua destilada por 10 min. Este tercer lavado se efectut a
65 °C.

d) Solucion amortiguadora 0,2X SSC + 0,1% SDS por 30 min, después con agua
destilada por 10 min y por ultimo con la solucién amortiguadora 2X SSC por 10 min.

Todo lo anterior a temperatura ambiente.

El geminivirus se detectd por guimioluminiscencia. Consistic en aplicarle el
bloqueador de solucion amortiguadora 1X 0,5 ml/cm? de membrana, por 1 h Este no tiene
afinidad por el ADN y su funcién es bloquear los sitios en blanco de la membrana. Se
aplict la enzima streptavidina fosfatasa alcalina (SAAP) que reconoce al ADN marcado

con Biotina, por 10 min. Se efectuaron cuatro lavados a temperatura ambiente con:

a) Dos lavados con solucién amortiguadora 1X post-SAAP + 0,1% de SDS por 5 y 20 min
con dos lavados con agua destilada por 5 y 20 por cada lavado con solucion
amortiiguadora.

b) Un lavado con la solucion amortiguadora anterior por 20 mmin ¥ con agua destilada por
20 min

¢) Idem al paso anterior

d) Con solucidén amortiguadora 1X post-SAAP sin SDS por 20 min.

Se coloctd la membrana dentro de una bolsa plastica y se le agreg Lumi-Phos 530
por 2 h, a 37°C, el cual sirvié como sustrato de la enzima, para producir un compuesto
inestable que cuando se hidroliza libera energia y produce luz.
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Deteccion de la hibridacion. Se cortd un trozo de pelicula para rayos-X del
tamafio de la membrana. Se coloct la cara de la membrana contra ella (sin sacar la
membrana de la bolsa) en un cassette de deteccion por 30 a 45 min, en un cnarto oscuro,
para detectar la luz emitida sobre 1a pelicula. Esta después se coloct en una solucién
reveladora por 5-10 min, hasta que cambi6 de color. Se lavd con agua destilada, y se
sumergié en una solucidn fijadora. Para el analisis de la concentracién viral obtenida en la
pelicula, se utilizd un "escdner” (dispositivo de exploracién Optica que se utiliza para
elaborar negativos de selecciébn de color a partir de tragparencias en color) mediante el
“software"” Photoshop 2.5 (Version para McIntosh) La informacion obtenida se proceséd
mediante el "software” NIH Image/68 k 1.57 (Version para McIntosh).

Preparacién de la sonda marcada con Biofina

- Se toman 25-100 ng de ADN de un plasmido que tiene insertado la molecula B del
ToYMV, que ser4 la secuencia patrén (ADN "template™). agregar 2 pl de imprimadores
que son ohgonucleotidos al azar. Completar un volumen total de 16 ml con agua
destilada

- Desnaturalizar el AIDN colocandolo en un tubo, en bafio de agua hirviendo por 10 min,
seguidamente y de forma rapida enfriar en hielo por 5 min.

- Se adiciona 3 ml de mezcla de trifosfonucledtidos incluyendo CTP-Biotinilado mas 1 ml
de Enzima Klenow (libre de exonucleasa), con el fin de hacer una reaccién de marcaje.
La enzima klenow es una polimerasa, la cual polimeriza una molécula de ADN
complementaria al patrén. Esta mezcla hard un volumen total de 20 ml con el primer
volumen de 16 ml.

- Homogenizar bien e incubar la reaccién toda la noche a 37 °C
- Agregar "Solution Stop” EDTA (quelante que capta iones divalentes) 2 ml con el fin de
parar la reaccién de marcaje, ya que sino esta se sigue produciendo.
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- Hacer una precitacion diferencial, que consisie en remover los nucleotidos no
incorporados, precipitando con etanol imicamente el ADN del virus. Para mayor
eficiencia en la recuperacion del ADN del virus, hay que agregar 2-5 ml de "Carrier" de
esperma de pescado. Los pucleotidos no incorporados se eliminaran en el sobrenadante.
Adicionar acetato de amonio 2 M a la concentracion final Precipitar la prueba
adicionando 2,5 volimenes de Etanol completamente frio a -20 °C toda la noche o 80
°C por menos de 1 h. Despnés centrifugar a 10000 rpm en tubos de microcentrifuga por
30 min a °C. Eliminar el sobrenadante con cuidado, ya que 1a sonda esta en el fondo del
tubo (ADN en forma de "Pellet").

- Colocar el "Pellet" (ADN) en el liofilizador, con el fin de secarlo y eliminar trazas de
etanol. Después resuspender el "Pellet” con 20 ml de solucién amortiguadora TF 1X,
pH 7,5 + 0,1% SDS. Calentar esta mezcla a 37 °C, con el fin de ayudar a solubilizar la
sonda de ADN biotinilada. Esta sonda puede ser almacenada a -20 °C por menos de un
afio. Se deben probar diferentes concentraciones para calibraria.

f) Rendimiento
La cosecha se inici6 el.17 de junio y durd ocho semanas. La recoleccion se hizo a

mano, una vez por semana. El rendimiento (niimero y peso de todos los frutos) se clasificd

segun la siguiente escala (Jiménez ef al. 1988):

Clase | Frutos mayores de 160 g , diAmetro mayor a 7 cm, sanos y con buena
apariencia

Clase I Frutos de 120-160 g, didmetro de 5,5-7 e¢m, con buena sanidad y
apariencia

Clase ITI Frutos menores de 120 g, y 5,5 cm de didmetro, generalmente sin grado de
madurez. defimdo.
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g) Anilisis estadistico de los datos

Se realizaron anslisis de vananza y pruebas de comparacion de medias, mediante

la prueba de Duncan, para las siguientes variables: indice de severidad, altura de planta,
concentracion de nutrimentos, biomass, calidad y peso de frutos, ¥y peso seco de hojas,
tallos, raices y frutos. Se utilizd el software para analisis estadistico SAS (SAS Institute).

Inicialmente se planedé comparar los tratamientos inoculados deliberadamente
(INOC) con los no inoculados (testigos). Esto no se pudo hacer, pues los wltimos fueron
inoculados accidentalmentie Sin embargo, el analisis se mantuvo, pero para comparar el
efecto de una infeccidn retardada.
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IV RESULTADOS

Los semilleros estuvieron en un sitio aislado y las plantas utilizadas para el
experimento estaban cubiertas con mallas, lo cual evité que fueran inoculadas por B.
tabaci durante los primeros 30 dias del cultivo. El porcentaje de germinacion fue de 80%.
En los potes donde no germinaron se sembrd de las que quedaron del raleo efectuado. Al
trasladarlas al invernadero, fue imposible evitar que se infectaran los tratamientos que
servirian como testigos, a pesar del estricto control con endosulfan cada 3-5 dias Por ello,
a éstos se les denomind tratamientos con inoculacion accidental (ACC), en contraste con

los inoculados deliberadamente (INOC).

Al ser trasplantadas, 1as plantas de casi todos los tratanmentos median 35,5 cm, en
promedio. Entre 14-21 ddt se observé el primer incremento en altura, que fue leve, y
continud con el crecimiento acelerado, casi exponencial. Los tratamientos no difirieron
entre si (p> 0,05) (Cuadro 1), por lo que se graficé el promedio de todos. La tendencia fue
similar entre INOC y ACC (Fig. 1A), sin diferencias (p> 0,05) (Cuadro 1). Los valores
promedio variaron entre 1,45-1,65 y 1,55-1,79 m, respectivamenie, aunque algunas
plantas de los INOC y ACC midieron hasta 2,30 m. La altura se dejé de registrar a los 63
ddt (Anexo 7), debido a que la gran cantidad de follaje impedia el desplazamiento entre

las hileras.
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Promedios de altura (A) e indice de severidad (B), durante el ex
perimento, para fratamientos inoculados deliberadamente (INOC)
y accidentalmente (ACC). Datos consolidados de ocho tratamien
tos.
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CUADRQO 1. Promedios de altura e indice de severidad finales, segun los
tratamientos inoculados deliberadamente (INOC) v acciden-

talmente (ACC)
TRATAMIENTOS ALTURA SEVERIDAD
(N-P-K) {cm)
INOC ACC INOC ACC

T1 (400-600-300)  159,1a  170,13a  1,70ab  1,29a
T2 (400-600-900)  1503a  15931a  1,82a  146a
T3 (400-1800-300)  1645a  1663la  1,32¢  098b
T4 (400-1800-900)  1538a 173,132  174ab  1,13a
TS (1200-600-300)  1449a  17906a 188 a  1,02a
T6 (1200-600-900)  1588a 155442 132 ¢ 140a
T7 (1200-1800-300) 160.8a  176,69a 1,83 a  1,06a
T8 (1200-1800-900) 1598a  173,38a  1,76ab  0,74b

R* 48 44 61 50
C.V. (%) 6 5 23 25

Los promedios con letras iguales no son significativamente diferentes
(p<0,05) segun la prueba de Duncan.



Puesto que las plantas no manifestaron estrés por el frasplante, el geminivirus se
inocul6d 1 ddt. En los INOC los sintomas se manifestaron a 7 ddt, en forma leve, como
mosaicos incipientes; en ACC éstos se percibieron a 14 ddt (Fig. 1B). Posteriormente, en
todos la severidad aumenté, aunque en ACC se retardd un poco y fue mis leve, pues los
promedios variaron entre 0,74-1,46, mientras que en INQOC lo hicieron entre 1,32-1,88
(Cuadro 1). Dentro de ambos grupos de tratamientos hubo diferencias P<0,05)de T3 y
T6 (INOC) y T3 y T8 (ACC) con el resto. Entre ellos no hubo diferencias y presentaron los
valores mas bajos (Cuadio 1), pero st al comparar los tratamientos INOC con los ACC,
cuyos valores mas altos fueron de los INOC (Cuadro 1, Anexo 8). A los 63 ddt, el
maximo en INOC fue 2,5, que cormrespondié a sintomas moderados persistentes,
constantes en el tiempo, en las hojas superiores (clorosis marginal e internerval) sim efecto
en el crecimiento de la planta; en ACC el maximo fue de 1,75, correspondiente a sintomas
moderados persistentes en las hojas (Fig. 1B, Anexo 8).

Para todos los tratamientos la mayor produccién de biomasa, en orden jerarquico,
fue de follaje, frutos, tallo y raices (Fig. 2). Durante el experimento la cantidad de follaje
fue abundante, lo que obstaculizé algunas labores dentro del invernadero, No hubo caida
de hojas en ninguno de los tratamientos. Tanto para INOC como ACC hubo diferencias
entre tratamientos (p< 0,05) para todos las estructuras y para la biomasa total (Cuadro 2).
En INOC, los tratamientos con valores mayores generalmente fueron los que recibieron
dosis altas de fésforo (T3, T4, T7 y T8) y especialmente los dos primeros.

En ACC unicamente hubo diferencias (p<0,05) de T2 v T6 con el resto. Mostraron
los promedios mas bajos, y al igual que los INOC, los mayores valores los tuvieron los
que recibieron las dosis altas de fosforo (T3, T4, T7 y T8) (Cuadro 2). Al comparar INOC
y ACC, se obsevt que estos \iltimos superaron a los INOC tanto en la produccién total de
biomasa como por estructura, sobresaliendo T3, T4, T7 y T8, exeptuando el T6 (INOC),
que resultd con los valores mas altos en todas las estructuras y en la biomasa total (Cuadro
2).
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Hubo diferencias (p<0,05) en el peso seco de las raices y tallos de los INOC y los
ACC, prnncipalmente en T3, T4, T7 y T8 que tuvieron los valores mas altos. Las hojas
dieron el mayor aporte en peso seco. Hubo diferencias (p< 0,05) para el follaje, en T3, T4

y T7 (INOC) y el resto. En los ACC, ademas de los tratamientos anteriores, T8 fue
diferonte # los demas. Bl pesv seoo de los futos en los INOC solo los T3 y T4 aon

diferentes a los demas, en los ACC unicamente los T2 y T6 fueron diferentes al resto, de
ahi no se observé ningun tipo de diferencias (Cuadro 2).

La concentracion de casi todos los elementos analizados difiri6 (p< 0,05) entre las
épocas de muestreo, pero no entre los tratamientos (Cuadro 3). Por tanto, los datos se
graficaron consolidando todos los tratamientos (Fig. 3) (Anexo 9 Y 10).

El nitrégeno no varié (p> 0,05) entre épocas ni tratamientos. Las cantidades
absorbidas fueron casi constantes, con disminucién tnicamente a 33 ddt (F ig. 3A), cuando
T3 y T5 mostraron los valores menores. Fue el elemento més absorbido. En el ltimo
muestreo (48 ddt) la mitad de los tratamientos mostraron concentraciones inferiores (2,5-
3,99 %), y la otra mitad los tuvo intermedios (4-6%) (Anexo 9).

El fosforo vano6 (p< 0,05) entre épocas. A los 3 y 18 ddt fue alio (0,25-0,75%0)
(Anexo 11), pero descendi6 hasta 33 ddt, siendo los tratamientos con la dosis més baja
(T1, T2, T5 y T6) los que mostraron una mepor concentracion y repunté levemente hasta
48 ddt (Fig. 3B) (Apexo 6). T5 y T6 difirieron del resto a 33 ddt (Cuadro 3).

El potasio difirié (p< 0,05) en el primer muestreo (3 ddt) del resto de las épocas,
mostrando los valores mas altos ( 5 % en todos los tratamientos); sin embargo, a los 18
ddt decendi6;, manteniendo su concentracion casi constante hasta 48 ddt (Fig. 3A). Los
valores mas bajos se presentaron a 33 ddt (1,05-2,89 %) (Cuadro 3, Anexo 11) excepto T2
y T6 que mantuvieron concentraciones intermedias (2,9-5%). Para esta fecha el 90 % de la
plantacién habia entrado en floracién (antesis).
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El caleio difiné (p< 0,05) entre épocas pero no entre tratamientos (Anexo 9). Las
concentraciones fueron interredias (1-3%). Sin embargo, a los 33 ddt hubo una reduccion
y tmicamente T2, T3, T6 y T7 mostraron valores intermedios (1-3%%) mostrando
diferencias (p< 0,05) con los demés. El resto tuvieron bajas concentraciones entre 0,80-
0,99% (Cuadro 3, Fig, 3A).

Con el magpesio no hubo diferencia (p< 0,05) entre tratamientos, pero si de las
epocas 33 y 48 ddt con las demas, mostrando los valores més bajos a los 33 ddt (Anexo
9). Todos los tratamientos mostraron valores intermedios (0,4-0,6%); a partir de los 18 ddt
se di6 una reduccion en la concentracién (Fig. 3B). A 33 ddt todos los tratamientos
tuvieron valores bajos (0,25--0,39%) (Cuadro 3).

En cuanio al cobre, manganeso y zinc, aunque estos elementos no se consideraron
en la prueba de las dosis de fertilizantes, se analizaron como parte de los resultados del
andlisis foliar, Hubo diferencias (p< 0,05) de T1 y T4 (zinc), T5, T7 y T8 (cobre) y T3
(manganeso) con el resto de tratamientos. Tambien hubo diferencia entre las épocas (Fig.
3C, Anexo 10). Los valores de concentracién fueron intermedios para el Cuy Zn (5-20 y
20-50 ppm respectivamente). El Mn tuvo valores altos (4-250 ppm) en las tres épocas de
muestreo. A 33 ddt la concentracién de todos los tratamientos tuvo niveles intermedios
(Cuadro 3, Anexo 10).

Los rendimientos difirieron entre tratamientos en INOC (p< 0,05), tanto por clases
de frutos como para el total (Cuadro 4), resultando generalmente mayores en T3 v T4 (Fig.
4), que no difirieron entre si. INOC y ACC tampoco difirieron entre si (Cuadro 4). En
ACC, ademads de T3 y T4, sobresalieron T1, T5 y T8 (Fig. 4B).
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En la calidad de los frutos predominé la clase II, seguida por 1a 1L 66 todos Ios
tratamientos, incluyendo INOC y ACC; la I estuvo muy poco representada (Fig. 4). Para
la clase I en INOC los tratamientos difirieron entre si (p< 0,05), destacando T3, T4 y T6
(Cuadro 4). En ACC, sobresalieron T1, T4, T5 y T7, que no difirieron entre si. Para la

clage IT, en INOC los tratamicentos difirieron entre i (p~< 0,05), destacando T3, T4, T6 v
T7, mieniras que en ACC lo hicieron T1, T3, T4, T5 y T8, que no difirieron entre si. Para

la clase I, en INOC los tratamientos difirieron entre si (p< 0,05), sobresaliendo T3, T4,
T7 y T8, que no difirieron entre si, mientras que en ACC lo hicieron T3, T4, T6, T7 v TS,
que no difineron entre si. La mayor produccion para las clases Iy II se concentrd en las
primeras cuatro cosechas, tanto para INOC como ACC, mientras que para la Il mostrd
altibajos durante las ocho cosechas (Fig. 5).

La concentracion de ADN viral fue bastanie similar (150-200 unidades de
densidad) inicialmente, a 15 ddt, en casi todos los INOC (Fig. 6A). La tendencia general
fue similar entre ellos, pues a 30 ddt descendié en todos, aunque en menor cantidad en
los.T1 y T8 (Anexo 12). El descenso, se mantuvo casi constante hasta 45 ddt. Después
aumentd aceleradamente hasta valores de 200-250 unidades. Las variaciones fueron
menos marcadas en T1 y T8; éste desde un inicio mostrd los valores mayores. En ACC,
para disminuir el volumen de muestras en el laboratorio, se analizaron solamente T1y T8,
que recibieron las dosis mas baja y més alia de N-P-K. Ambos mostraron una tendencia
anéloga a la de INOC, pero su maximo valor (200 unidades), alcanzado a 60 ddt, fue
infenior al de la mayoria de aguélios (Fig. 6, Anexo 12).

Los datos de concentracién no se analizaron estadisticamente, ya que por los
valores observados no se esperaba que hubiera diferencias significativas. Ademas, no
hubo repetitividad, por el costo de los andlisis y lo laborioso de los mismos; se hicieron
muestreos al azar que representaran a todo los fratamientos. Solamente el analisis grafico
permitié observar como vari6 la concentracién a través del tiempo.
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V DISCUSION

Las plantas median 35,5 ¢m, en promedio, at ser trasplantadas. Esta buena altura se
debid a su manejo en el almacigo. Influyeron positivamente el microclima dentro de los taneles
con malla y el sustrato, especialmente el fertilizante de liberacion lenta, que aport6 los elementos
necesarios segim la plania los necesitaba. Las plantas tuvieron excelente porte. El almacigo
cubierto por 30 dias apareniemente no afectd el ingreso de 1a energla luminica, por o cual no
hubo elongacion del tallos. El valor de altura y las caracteristicas de las plantas se acercaron a
los de Cubillo ef al (1994), que utilizaron la misma metodologla.

El crecimiento en todos los tratarmientos fue nommal. Los promedios finales de altura,
1,65 v 1,79 m en los INOC y ACC, respectivamente, superaron a los tipicos enconirados en el
campo para la var. Hayslip (Evo y Hilje 1993). Esto posiblemente se debe a mmiltiples factores,
tales como la respuesta positiva al fracciopamiento de la fertilizacidn, semanatmente; la
eficiencia en el aprovechamiento del fertilizante, al utilizarse fuentes originales de nutrimentos;
su localizacion cercana al sisterna radicular, frecuencia del tiego; suficiente humedad del suelo
(a capacidad de campo), pH favorable (5,2); textura del suelo franco-arenosa;, y buen contenido
de materia orgénica (2%) (Anexo 1). Ademas, por no haber competencia por el espacio de suelo
con ofras plantas ni con malezas, cada planta explond un volumen individual de suelo. El rego
controlado, de 1- 2,5 Vplanta (Anexo 1) también ewvité la lbaviacién de nutimentos La
temperatura (18-26 °C) y humedad relativa (78%) fueron favorables (Ulloa 1978, Cenmeflo
1982), aunque ocasionalmenie fueron de 30-32 °C, cerca del mediodia, durante casi todo el
experimento.

Es posible que parte del crecimiento se debiera al elongamiento o etiolacién de las
plantas, por falia de uz. En los primeros 20 ddt, los entrenudos fueron largos. Aundque el techo
era corpletamente transparente, la cantidad de hiz denfro del invernadero posiblemente nunca
fue de 100%; en el inferior generalmente se aprovecha un 80% (Marmol 1991). Ademas, hubo
mucha auto-sombra por la abundante produccién de follaje, a pesar de haberse simulado los
distanciamientos del campo (0,30 x 0,90 m). Por tanto, la altura y buen porie de las plantas no



pareci6 concordar con la produecion de biomasa, sino que probablemente se debié a las razones
mencionadas.

El mayor crecimiento, aunque leve, de los ACC (Fig. 1) posiblemente se debié a que éstos
fueron inoculados mas tarde, accidental y aleatoriamente, y quizas no fodos el mismo dia. Dicha
moculacion posiblemente se debib a que algunos adulios de B. tabaci viruliferos escaparon de
las jaulas de inoculacion, o a que ingresaran desde un invernadero donde se mantienen colonias
para experimentos. Durante los muestreos, en los primeros 20 ddt, a veces se observaron apenas
2-3 adultos en todo el invernadero, a pesar de las aplicaciones de endosulfin. Estos datos
sustentan atm mas lo observado en el campo, donde con menos de un adulto por planta, en
promedio, las parcelas de tomate alcanzan el 100% de virosis (Hilje et al. 1993a, Quirds et al
1994),

En los INOC, asumiendo que no fueron mfectados con el virus en el almacigo, la severidad
de la enfermedad se expresé mas temprano y alcanz6 valores mayores que en ACC (Fig. 1B).
Los siniomas se expresaron mis fuertemente antes de 21 y 28 ddt en INOC y ACC,
respectivamente, cuando las plantas estaban en una etapa muy activa de crecimiento vegetativo
{Demolon 1972, Bidwell 1979). Esto sugiere que el incremento en s actividad metabolica de Ia
planta favorece la multiplicacion del virus, el cual depende enteramente del metabolismo de 1a
planta (Zaitlin y Hull 1987). No obstante, la severidad mmca fue superior a 3 (Anexo 8), por lo
que no hubo efectos drésticos en el crecimiento, a pesar de que después de 14 ddt el mosaico
estaba en casi el 100% de la plantacion. Esto podra deberse, ademas de los fertilizantes y su
aplicacion fraccionada, a la proteccidén que se dio & las plantas en el almacigo con mallas
durante los primeros 30 dias, ya que esto permiti6 obtener plantas libres de geminivirus.

No hubo relacién entre 1a severidad y la concentracién de ADN viral. La primera aumenté
progresivamente, segiin el desarrollo de Ia planta y se estabilizé a 63 ddt (Figs. 1, 6), mientras
que la segunda mostrd altibajos, con su mAximo valor a 60 ddt (Anexo 12). La diferencia entre
este valor y el micial fue leve. Podra ser que la concentracién disminiya conforme la planta
macura (Kaplan y Bergman 1985), ademas es posible que el virus se reproduce poco y debe
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"repartirse” entre mas biomasa (P. Ramirez CIBCM, Universidad de Costa Rica 1995, com.
pers.), en contraste a lo anferior Lasira (1993) reporid que el nimero de particulas de
geminivirus como resultado de la infeccion, es relativamenie pequefio y no tiene relacién con la
severidad de las plantas afectadas.

Su poca diferencia emire los tratannentos podria deberse al efecto immediato del fertilizante,
asi como a la edad de la planta, parte de la planta muestreada; pese a que se muestred la misma
parte, el tamafio de la muestra (0,5-1 g) la que no era de una planta sino que estuvo fomnada por
el tejido de cuatro plantas, por lo que las concentraciones por planta podrian ser vaniables, quizis
por efecto de dilucion de la concentracion del ADN viral (Kaplan y Bergman 1985).

Su disminncion entre 30-45 ddt posiblemente se debi6 a que las plantas habian iniciado la
floracién (a 33 ddt, 95% de las flores estaban abiertas), vy en esta época se manifiesia yma
reduccion en la concentracién de P, K, Ca y Mg (Anexos 9 y 10). Ello indica que a partir de la
floraciéon e micio de la fructificacién, la absorcién de estos nuirimenios se incrementa
cuantiosamerte, ya que en estas etapas hay gran demanda de éstos (Copper 1972, Fernandez et
al 1975, Richards et al. 1979), causando mucho transporte de fotoasimilados y minerales hacia
Ias flores y frutos; ademsas hay redistribucion de los mutrimentos (N, P, K principalmente), a los
demés érgancs de la planta. Por lo tanto, es posible que dicha disminucién también se debiera a
la competencia por los nutiimentos entre 1a planta y el virus, que utiliza aquélios para su sintesis,
multiplicacion y dispersion. Para 60 ddt habia muchos frutos formados, en pleno crecimiento v
maduracién. En esta etapa hay gran translocacién de N, P, K y Mg hacia los frutos (Cerdas v
Bertsch 1989, Geoffrey ef al 1987), lo que quizis hizo que la concentracién de ADN viral en la
hoja muestreada mantuviera valores cercanos a los de 15 ddt.

No es posible afirmar s1 algim elemento en particular afectd la concentracién del ADN viral,
pues realmente hubo interaccién entre ellos, quizds aportando una nutricidn completa y
balanceada, favorecida por 1a aphicacion fraccionada del fertilizante, segim la curva de absorcion
del cultivo, Ademas, al existir suficiente cantidad o exceso de nuirimentos se pudo satisfacer las
necesidades tanio del virus como de Ia planta. La respuesta de las planias fue evidente, al
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no hubo enanismo) y lograr mayor crecimiento y vigor, aunque cerca de 33 ddi decrecid Ia
concentracidén de nutrimenios, no hubo sintomas de deficiencias (clorosis, manchas parpuras o
enanismo). Podria ser que esta concentracién no sea deficiente en esia etapa de desarrollo.
Kaplan y Bergman (1985) documentaron que la nutricion de plantas infectadas con virus puede
atenuar sus efectos, en comparacién con aquellas plantas con mutricion deficiente.

Iasdifemnciasenlaconcent[aciéndeN,P,K,Ca,(m,MnyZnentrelasépomsde
mnuesireo, quizas obedecié a que el requerimiento y absorcién que la planta hace es diferente en
distintasépocas,Eﬂlosprimsms30ddt1aﬂp1aniasesfé.nenp1enod%auoﬂowgetaﬁvo,p(xlo
que las demandas por nutrimentos espectficos varfan (Malavolta 1989, Benton et gl 1991). Por
ejemplo, el N se requiere en baja cantidad inicialmente, pero su demanda aumenta mucho
durante la fructificacion (Porte 1959, Geoffrey et al. 1987). Sin embargo, satvo a 33 ddt, cuando
hubodismhnciéndecasimdos,]amayoﬂadelosnuuhnmmshmconwntacionesde4-6%,
mtmm&ﬁas,oomplmuﬁdasenﬁelosémbimsdewlemndapamwdamadelasépomsde
muesireo (Benton et al 1991).

E1 Mg decreci6 notoriamente (Cuadro 3, Fig. 3, Anexo 9) desde 18 ddt y sobre todo a 33 ddt.
Este es absorbido en pequefias cantidades por la planta de tomate, manteniéndose asi durante
casi todo el ciclo (Gargantmi ef al 1963, Bertsch 1980). Ello podria explicarse por la accién
negativa del geminivirus sobre la clorofila, ya que el Mg ocupa Iz parte central de esta molécula
(Bidwell 1979, Bertsch 1995). Al ser reducida la clorofila por la accién del virus y destruidos los
cloroplastos, el Mg no tiene dénde actuar y es aprovechado por el virus en la sintesis de
proteinas (Alwyn et al. 1992, Leal y Lastra 1984), lo que origina mosaicos en las hojas (Eull
1987), tal y como se observo.

Los niveles de microelementos no fueron manipulados en esta investigacion. Filos son muy
imporiantes como activadores enziméiticos y casi siempre necesarios para que los
macroelementos actien (Bidwell 1979). Fueron los mittimentos con concentraciones mas altas,
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debido a sus aplicaciones foliares cada dos semanas v, en menor grado, talvez a su contenido en
el sustrato original (Anexo 1),

Algunos virus reducen el contenido elemental de las plantas (Kaplan v Bergman 1985). Sin
embargo, estos datos indican lo contrario, pues la concentracién de los nutrimentos bajo
unicamente a 33 ddt (Anexo 9 y 10). Es probable que las altas cantidades de fertilizantes
aplicados evitaran la reduccién del contenido elemental. Quizas el virus caus6 una reduccitn,
pero debido al fertilizanie y su patron de aplicacion (curva de absorcion), no afectd seriamente el
metabolismo de la planta.

Por la alta fertilizacion aplicada, se esperaba que la concentracién de nutrimentos en el follaje
fuera intermedia, a pesar de su utilizacion por el virus. No obstante, fue baja también porque las
plantas se desarrollaron mucho en altura y biomasa (hojas, tallos y frutos) v estos tejidos
posiblemente consummeron la mayoria de los outrimentos. Con la alta fertilizacion se logrd
compensar el esirés por nuinmentos causado por el virus. Al incrementar los niveles de
nutrimentos requeridos, posiblemente se aumentd Ia tolerancia de las plantas, y ello les permitio
defenderse con rapidez de los efectos secundarios de la infeccion viral, considerando que el
estrés por nuirimentos aumenta la susceptibilidad al geminivirus, al disminuir sus defensas
(Huber 1980, Agrios 1988, Grahamn 1983). Por otra parte, Huber (1980) y Kaplan y Bergman
(1985) mencionan que las plantas con virus responden mejor a una alta fertilizacién que cuando
reciben fertilizante por debajo de las cantidades requeridas.

Quizas en un estudio donde se aplique cada elemento por separado se podria visualizar mejor
el efecto del N-P-K sobre el geminivirus (si aumenta o disminuye la concentraciéon de ADN viral
o de los nutrimentos). No obstante, hay que considerar que los nutrimentos inferactian y pueden
teper efecto sinérpico, siempre y cuando la nutricién sea adecuada (Bertsch 1995, Bidwell
1979), lo que significa que un elemento en particular puede favorecer la disponibilidad de otro, o
facilitar su absorcion (Malavolta 1989, Bertsch 1995).
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Los mayores valores de biomasa total para T3 y T4 (INOC) posiblemente se debieron a la
interaccion del fosforo con los ofros elementos. Ambos contentan las dosis mas elevadas de
fosforo, el cual acelera el desarrollo radicular, lo que favorece la captacion v absorcion de otros
nutrimentos (Bidwell 1979, Geoffrey et al. 1987, Bertsch 1995), como el nitrégeno y potasio. El
fosforo es resistente al lavado y no se volatiliza, pero es facilmente fijado, lo que causa
deficiencias de disponibilidad. Por eflo se aplica en mayor caniidad que el Ny K (Geoffey et al
1987, Bertsch 1995). En todos los tratamientos, tanto INOC como ACC, la mayor proporeion
de biomasa se debi6 al follaje, pues las plantas se desarrollaron vigorosamente v, al no ser
afectadas por el encrespamiento, su capacidad fotosintética quizas no se alterd,

E1 Py K inicialmente fueron mas absorbidos (Fig. 3). En las primeras etapas de desarrollo de
la planta, el N, P y K son utilizados principalmente por las hojas. El N favorece 1a produccion de
follaje, por lo que inicialmente debe aplicarse en baja cantidad, para evitar el exceso de follaje,
en coniraste con el P y K (Cennefio 1982, Bertsch 1995). El K activa a varias enzimas
mnvolucradas en la sintesis proteica y el metabolismo de carbohidratos, es clave en el transporte
de fotoasimilados por ¢l floema, aumenta la resistencia a enfermedades, y mantiepe la turgencia
de la planta (Bidwell 1979, Huber 1980, Geofftey et al 1987, Bertsch 1995).

Los pnmeros fiutos se presentaron a 42 ddt. En su produccion la planta invierte gran
cantidad de fotoasimilados (Cadahia et al 1965, Geoffrey ef al 1987), lo cual explica que
ocuparan €l segundo lugar en biomasa. Fueron superados por el follaje, posiblemente debido a la
fertilizacion con nitrogeno, que fue el elemento mas absorbido desde 3 ddt (Fig. 3). También, es
posible que la cantidad de hojas tenga que ser mayor para que la planta pueda sostener esta
cosecha (Marco V. Gutiémrez 1995 Universidad de Costa Rica, com. pems.). Por su gran
volumen, las hojas y pecfolos quizas retuvieron mucho nutrimento, limitando su translocacién
hacia los frutos.

Por otra parte, bay que considerar que a el cultivo, no se le efectu6 ningun tipo de deshija, 1a

planta permanecid con 3 y 4 ejes; situacién que en el campo no se presenta, pues el agricuttor
acostumbra a deshijar y dejar solamenie uno o dos ejes. Esta prictica se realiza con el objetivo
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de que los nuinmentos sean mejor aprovechados y que los fotoasimilados se distribuyan
principalmente en la produccion de fiutos.

Los mayores rendirmentos también se obtuvieron en T3 y T4 (INOC) (Fig. 4), con 1,10y
1,14 kgfplanta, respectivaments. Como s indicd para 1z biomam, cllo pwiblements obedecid a
los alios niveles de fosforo y su nteraccidn con los otros elemenios. No obstante, también
influy6 la etapa fenolégica, ya que entre 35-42 ddt, cuando las plantas median 120-140 cm (Fig,
1), se dio la mayor absorcion de P, por 1a gran demanda propia de la etapa de llenado de frutos.

Los rendimientos de T3 y T4 (INOC) equivalenies a 40,74 y 42,22 t/ha fueron superiores al
promedio nacional, que es de 25-30 t/ha (Gustavo Calvo 1995, CATIE, com. pers.) debido a las
condiciones confroladas en que se desamrollé el cultivo. Sin embargo, hubo poca produccion (13
y 11,19%) de tomate clase I, la méis importante comercialmente. Tipicamente, dicha clase
comresponde al 55-65% del rendimiento total (Arias y Hilje 1993, Quirds et al 1994). Esta
desproporcion enfre clases podria deberse a varios factores. En primer lugar, durante el llenado
de los frutos la profusion de flores continud v la planta tenia gran cantidad de fiutos de vanas
edades, lo que quizas desbalanced la asignaeién de fotoasimilados, demandados por los frutos
pequefios, el abundante follaje y el llenado de nuevos frutos. En segundo hugar, la utihizacion de
los nutrimentos por parte del virus y el dafio mismo de éste, podria haber reducido el tamafic de
los fiutos, aim en tratamientos ricos en fosforo, como T3 y T4 (INOC). Fmalmente, se debe
considerar que la luz podrda haber sido wma linutante para la produccién, para una vanedad
como Hayslip, que no esta adaptada para producir comercialmenie en invernaderos.

En contraste con este experimento, en que se aplicaron los fertilizantes segim la curva de
absorcién del cultivo, en el campo se aplican cada 15-20 dias, segim la época y modalidad de
giembra (directa o trasplante), floracién y fructificacién (CATIE 1990), por razones de costos.
No obstante, en muchos casos la fertilizacién de las plantas es deficienie ¢ se sobreferiiliza
(Mario Saborio 1994, Costasol S.A., com. pems.). Posiblemente las plantss no siempre
aprovechan los nutrimentos cuando mas los necesitan, no solo por los intervalos de aplicacion
mé4s espaciados y por no haber fraccionamiento, sino también porque hay lixiviacién, fijacion,
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volatilizacion (para el N), asi como competencia con malezas y el mismo cultivo. Otra veniaja
que tuvieron las planias en el experimento, fue que se les protegit de geminivirus con malla
durante los primeros 30 dias de edad, cuando segim la curva de absorcion, necesitaban més los
nutrimentos {Anexo 4).

Estos resultados sugieren que gran parte del manejo del complejo B. tabaci-geminivirus, se
debe orentar a la utilizacién de almécigos cubiertos durante los primeros 30 dias del cultivo v,
por 60 dias més, establecer un régimen de fertilizacién fraccionada, segim la curva de absorcion
de nuirimentos. Esto debe ser validado en parcelas de agriculiores, para valorar su potencial de
adopeidn, asi como los costos econdmicos de estas tecnologias.
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VI CONCLUSIONES
- La fertilizacién con dosis altas de N-P-K, fraccionada v segiim la curva de absorcién del culiivo,
peomitd atonuar la soveridad del moosaico amarillo del tomate y obtener rendimicntos
satisfactorios. Sin embargo, predominé la categoria comercial II, y la I eshivo poco
representada.

- Los mayores rendimnientos se obfuvieron en los tratamientos ricos en fosforo,

- No hubo relacién entre 1a concentracion de ADN viral y 1a sevendad de 1a enfermedad.
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VII RECOMENDACIONES

- Validar en parcelas de agriculiores los mejores tratamientos, inchiyendo la consideracion de su
costo econdico.

- Estudiar 1a respuesta de los mejores fratamientos, para iomate de siembra directa.

- Evaluar los mejores tratamientos en cuanio a su potencial de produccién comercial en
mvernaderos, con vanedades adaptadas a éstos o adaptando nuevos cultivares.

- Determinar, bajo estrictas medidas de aislamiento de las plantas, el efecto independiente de
cada nutrimento sobre el geminivirus, usando soluciones hidropénicas.

- Establecer, para expenimentos de mvemadero, un meétodo que excluya absolutamente a B
tabaci, y que no afecte el desarrollo de las plantas de tomate, pama contar con teshgos
verdaderamente contrastanies con los tratanmentos evaluados.

- Incrementar, dentro de las posibihdades presupuestanias, el mimmero de muestas para los
analisis de nutrimentos foliares y concentracién de ADN viral.
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Anexo 1. Analisis guimico del suelo, previo a la siembra del experimerto.

ELEMENTO CONCENTRACION
Nitrégeno 0,35 (%)
Fosforo 4.2 (mgfl)
Potasio 0,25 (meq)
Calcio 6,16 (meq)
Magnesio 1,81 (meq)
Cobre 19,4 (mgh)
Zinc 56 (mgh)
Manganeso 55,0 (mgh)
Profundidad 30,0 (cm)
pH (en agua) 52

Anexo 2. Volumen diario de agua de irrigacién para plantas
de tomate cv. Hayslip, en el invermadero.
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Anexo 3. Distribucion de las dosis de N-P-K (g/planta) a través del fiempo, estimando
una densidad de 33,000 plantas/ha.

DIAS NITROGENO FOSFORO POTASIO
DESPUES (N) (P20s) (K20)
DEL
TRASPLANTE 400 1200 600 1800 300 900
35 0,14 0,43 0,18 0,54 0,06 0,18
45 0,14 0,43 0,08 0,23 0,06 0,18
52 0,43 1,30 0,43 1,28 0,21 0,63
60 0,46 1,38 0,41 1,23 0,21 0,63
67 0,32 0,96 0,82 2,45 0,36 1,08
75 0,36 1,08 0,75 2,25 0,44 1,31
82 0,10 0,30 0,14 0,41 0,05 0,14
90 0,04 0,12 0,20 0,51 0,12 0,36
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Anexo 4. Curva de absorcién de nutrimentos en tomate a través del tiempo para nitrégeno (A),

fésfora {B) y potasio (C).
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MUESTRA DE TEJIDO

0,05-1¢g
Macerado 1000ul STE 1X
l Clarificar 10000 rpm
EXTRACCION DEL ADN
| 200u] concentrado en la membrana
Hornear a 80 °C, 30 min
GEMINIVIRUS ADHERIDO
A LA MEMBRANA
-Prehibridar con Buffer, 1h
- Desnaturalizar Ia sonda de hibridacién
(95°C, 10 min y bajo hielo 5 min)
- Hibridar con sonda desnaturalizada por
16haé5°C.
ADN DEL GEMINIVIRUS
-Bloqueador 1X, 0,5 ml, 1h
-Enzima SAAP, 10 min
-Lavar
-Lumi-Phos 530, 2 h, 37 °C
~Guardar en oscuridad
DETECCION DE HIBRIDA.-
CION
-Colocar membrana en cassette 30-45
min, (oscuridad)
-Pelicula de rayos-x en solucion reve-
ladora 5-10 min, lavar
Pelicula lista para ser scaneada
ESCANNER-COMPUTADORA

Anexo 5. Esquema de procedimiento de deteccion de ADN viral, del
mosaico amarillo del tomate mediante el método de hibridacién
de acidos nucleicos con sondas frias,
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Anexo 6. Promedio diario de datos climatolégicos registrados durante el
experimento, fuera (A) y dentro del invemnadero (B,C).
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Anexo 7. Altura promedio (cm) de plantas de tomate cv. Hayslip, de fratamientos
inoculados deliberadamente (INOC) v accidentalmente {(ACC) en ei

invernadero,
TRATAMIENTOS DIAS DESPUES DEL TRASPLANTE
{N-P-K) 1 7 14 21 28 35 42 4G 63

INOCULADOS DELIBERADAMENTE

T1 {400-600-300) 25 4556 84,06 9381 11031 122,63 134,88 146,63 159,10
T2 (400-600-5C0) 25 4944 6563 9525 110,13 121,06 1 3400 14881 15030
T3 (400-1800-300) 25 4944 71,44 10825 1656 12506 13763 14788 16450
T4{400-1800-000) 25 46,38 6513 0213 10819 117,13 12019 14481 15380
15 (1200-600-300) 25 47,38 63,13 8856 103,69 11494 12025 13475 144,90
T6 (1200-600-000) 25 4531 6688 101,13 4 18,38 126,88 139,63 15238 158,80
17 (1200-1800-300) 25 47,31 64,38 92,81 108,19 12038 13581 147,88 160,80
T8(1200-1800-900) 25 4506 6275 9313 10825 1 20,00 13206 14831 159,80

INOCULADOS ACCIDENTALMENTE
T1 (400-600-3C0) 25 4556 6631 9869 11475 12575 140,75 153,38 170,13
T2 (400-600-200) 25 4713 6744 9563 10831 11944 1 33,56 15519 159,31
T3(400-1800-300) 25 41,44 6369 9975 11575 1 27,25 143,38 154,19 185,31
T4 (400-1800-900) 25 44,50 67,00 101,94 1 1806 13269 14556 16275 173,13
T5(1200-600-300) 25 4595 70,00 10350 11 962 12088 14256 16513 179,08
T6 (1200-600000) 25 4406 6525 9638 107.06 11 9,75 13200 14355 155,44
17(1200-1800-300) 25 42,88 67,63 101,69 120,50 131,13 147,44 18219 17589
T8 (1200-1800-000) 25 44,50 67,00 104,13 121,81 134 A9 147,56 16288 173,38
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Anexo 8. Promedic del indice de severidad, segun tratamientos inoculados
deliberadamente (INOC) y accidentalmente (ACC).
TRATAMIENTOS DIAS DESPUES DEL TRASPLANTE
{N-P-K) 1 7 14 21 28 35 42 49 63
INOCULADOS DELIBERADAMENTE
T1 (4060-600-300) 0 0,12 013 113 1,94 2,06 2,38 2,56 2,60
T2 {400-600-900) 0 0,44 063 183 1,94 2,086 2,13 2,58 2,65
T3 (400-1800-300) O 0,10 0,18 0588 1,31 1,50 2,06 2,50 2,60
T4 (400-1800-200) 0 0,10 0,13 1,25 2,06 2,19 2,25 2,56 2,59
T5 (1200-600-300) 0 0,15 025 1,19 2,18 2,31 2,63 2,69 2,75
T6 {1200-600-500) 0 0,14 025 088 1,44 1,56 1,88 1,94 2,00
T7 {1200-1B00-300) O 0,20 0,31 158 213 231 2.3 2,38 2,50
T8 (1200-1800-800) 0 035 056 156 200 213 213 208 230
INOCULADOS ACCIDENTALMENTE

T1 {400-800-300) 0,00 0,00 006 1,086 1,25 1,63 1,69 2,06 213
T2 (400-800-800) 0,00 0,05 054 013 1,75 1.81 2,00 213 2,15
T3 (400-1800-300) 0,00 0,00 0,60 0,69 0.88 1.3 1,38 1,63 1.75
T4 (400-1800-800) G,00 0,09 013 088 0,94 1,56 1,56 1,69 1,78
T5 (1200-600-300) 0.00 0,00 000 0,75 0,94 119 1,56 1,56 1,88
T6 {1200-600-900) 0,00 0,00 0,06 1,06 1,25 1,75 2,06 2,19 2,25
T7 (1200-1800-300) 0,60 0,00 0,60 069 0,94 1,50 1.56 1,69 1,78
T8 (12C0-1800-800) 0,00 0,00 006 00863 075 0,88 1,00 1.13 1,45
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Anexo 11. Tabla para ia interpretacion de valores nutricionales de la

planta de tomate a mediados de la floracion, segin Benton
et al (1991)

ELEMENTQOS BAJO SUFICIENTE ALTQO
N (%) 2,50-3,98 4,0-6,0 >8,0
P (%) 0,20-0,24 0,25-0,75 > 0,75
k (%) 1,05-2,89 2,950 >50
Ca (%) 0,80-0,99 1,0-3,0 > 3,0
Mg (%) 0,25-0,39 04-06 >08
S (%) 0,25-0,39 0,4-1,2 >12
B (ppm) 20-24 25-80 > 60

Cu {ppm) 34 5-20 > 20
Fe (ppm) 30-39 40-200 > 200
Mn (ppm) 30-39 40-250 > 250
Zn (ppm) 18-19 20-50 > 50

Anexo 12. Concentracion relativa de ADN viral a través del tiempo en todos los
tratanmientos inoculados deliberadamente y dos accidentalmente.

TRATAMIENTOS

DIAS DESPUES DEL TRASPLANTE

(N-P-K) 15 30 45 60
T1 (400-600-300) 166,10 1540 1586,7 211,56
T2 (400-600-800) 163,27 1211 118,5 248,9
T3 (400-1800-300) 158,40 116,8 116,8 2336
T4 (400-1800-800) 174,43 111,2 1111 2133
T5 (1200-600-300) 168,80 1074 107,68 194,8
T6 (1200-600-900) 141,83 101,8 101,0 2358
T7 {1200-1800-300) 213,27 97,5 96,1 2283
T8 (1200-1800-900) 215,43 200,9 199,3 2526
T1 (400-600-300) * 167,00 86,0 85,7 195,8
T8 (1200-1800-200) * 128,67 83,2 83,5 205,8

* inoculados accidentalmente
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