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SUAZO, P.E. 1995, Efecfo de podas y fertilizacién foliar sobre la severidad del
mosaicoamarillo del tomate. Tesis Mag, Sci. Turrialba, Costa Rica. CATIE. 89 p.

Palabras claves: poda, fertilizacién, tomate, Bemnisiz tabaci, geminivirus.

RESUMEN

En el invernadero, se evalud el efecto de podas combinadas con fertilizacién
foliar, para reducir la severidad del mosaico amarillo del tomate. Se hizo en
tomate de mesa, var. Hayslip, de crecimiento determinado.

El almécigo se cubrié con la malla Agronet-S por 30 dias. En el invernadero
se establecié un disefio en bloques completos al azar, con cinco repeticiones. En
todos, salvo el testigo absoluto, las plantas se inocularon con geminivirus a los 5
dias después del trasplante (ddt). Los tratamientos consistieron en la poda,
combinada con fertilizacién foliar, a los 10, 20, 30, 40 y 50 ddt. Hubo dos testigos,
uno absoluto (sin inocular) y otro relative (inoculado), ambos sin poda y con
fertilizacién foliar. Se fertilizé con Fetrilén Combi, a 1 kg/ha. Se registraron la
severidad de la enfermedad, altura y biomasa de la planta, concentracién de
nutrimentos y ADN viral en el follaje, y rendimientos.

Todos los tratamientos redujeron la severidad de la enfermedad, y
especialmente cuando la poda y fertilizacién se efectuaron a los 20 ddt Sin
embargo, los rendimientos fueron bajos, debido al ataque severo de Pseudomonas
solanacearum,



SUAZO, F.E. 1995. Effect of pruning and foliar fertilization on the severity of the
tomato yellow mosaic virus. Master of Science Thesis. Turrialba, Costa Rica.
CATIE. 84 p.

Key words: pruning, fertilization, tomato, Bemisiz tabaci, geminivirus,

SUMMARY

The effect of pruning combined with foliar fertilization in reducing the
severity of the tomato yellow mosaic disease, 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 a randomized complete block design with five repetitions was used. In all of
them but the absolute control, plants were inoculated with geminivirus 5 days
after transplanting (dat). Treatments consisted of pruning plus a foliar
fertilization at 10, 20, 30, 40 and 50 dat. Control treatments included an absolite
(without inoculation) and a relative one (inoculated), both without pruning and
with foliar fertilization. Fetrilon Combi fertilizer (1 kg/ha) was used. Disease
severity, plant’s height and biomass, nutrient and leaf viral DNA concentration,
and yield were recorded.

The disease severity was reduced in all treatments, and especially when
pruning and fertilization were applied 20 dat. However, yields were low, due to
a severe attack by Pseudomonas solanacearum.
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L INTRODUCCON

El tomate (Lycopersicon esculentum MilL) es uno de los cultivos hortfcolas
més importantes en Ameérica Central, por su alto valor nutritivo y por las
cualidades organolépticas de sus frutos, que los hacen muy apetecibles. Su
produccién y comercializacién son una fuente importante de divisas y empleo. Se
utiliza en la agroindustria, para la fabricaci6n de pastas, salsas, jugos,
concentrados y purés, asi como para consumo fresco (CATIE 1990, HIC A 1991).

América Central es una zona favorable para el cultivo. Se siembran
aproximadamante 21000 ha anualmente, y su produccién genera més de § 50
millones (CATIE 1990, IICA 1991). En el dltimo decenio ha habido fuertes
reducciones en los rendimientos (12,75 t/ha), en comparacién con Norteamérica
y Europa (25 t/ha) (CATIE 1990). Esto se debe, junto a los factores climéticos y
caracteristicas de manejo del cultivo, al ataque de insectos plaga que
anteriormente eran consideradas secundarias, pero que actualmente son
primarias, como la mosca blanca, Bemisiz fabaci (Gennadius) (Homoptera:

Aleyrodidae) (Hilje y Arboleda 1993).

La importancia de B, fabaci radica en su alta capacidad reproductiva y gran
eficiencia en la transmisién de geminivirus (Brown 1993), asf como en su amplio
dmbito de hospedantes, tanto cultivados como silvestres. En Mesoamérica y dreas
vecinas ataca 70 especies de plantas, distribuidas en 39 familias (Hilje 1995).

Aunque B. fabaci puede causar dafio directo en tomate (lesiones al tejido
foliar y succidén de savia), su mayor dafio es indirecto, por la transmisién de
geminivirus, Estos provocan alteraciones en el metabolismo de la planta, reducen
st contenido de protefnas, aziicar y almidén, y 1a tasa neta de fotosintesis, e incre-
mentan la respiracién celular, lo que disminuye el crecimiento y el rendimiento
(Leal y Lastra 1984).



El combate quimico no ha sido eficaz para evitar la infestacién por
geminivirus, por lo que es necesario buscar opciones preventivas (Hilje 1993). E1
periodo critico o de mayor susceptibilidad del tomate a geminivirus es de
aproximadamente 60 dias desde la siembra {Acufia 1993, Franke ef 4l. 1983). Las
medidas de combate deben concentrarse ahi (Hilje 1993). Para los primeros 30
dias, se han obtenido resultados satisfactorios mediante almaécigos cubiertos con
mallas finas (Cubillo ef 4l. 1994, Quirds ef al. 1994, Rivas ef al. 1994). 5in embargo,
al llevar las pléntulas al campo, quedan expuestas al vector y los virus.

Aunque en América Central no se han investigado opciones para reducir
la severidad del mosaico amarillo del tomate en plantas infectadas, varios
agricultores en Grecia, Costa Rica, lograron recuperar plantas enfermas mediante
podas severas complementadas con fertilizacién foliar (Luko Hilje 1994, CATIE,

COMML. pers.).

La nutricién mineral afecta la resistencia o susceptibilidad de las plantas a
patdgenos (Huber 1994). En plantas de tomate infectadas con virus, 1a nutricién
mejora su desarrollo vegetativo, la eficiencia en el uso de nutrimentos y atenia la
severidad de la enfermedad (Kaplan y Bergman 1985). La severidad es
influenciada por el tipo de cultivo, raza det virus, tiempo y lugar de inoculacién,
parte de la planta a muestrear, suministro de nutrimentos esenciales y el
ambiente fisico (Kaplan y Bergman 1985).

Esta investigacién pretendis determinar el efecto de la poda y fertilizacion
foliar sobre la severidad del dafio causado por geminivirus asociados con el
mosaico amarillo del tomate.



H. REVISION DE LITERATURA

2.1 Aspectos generales del cultivo del tomate

El tomate, Lycopersicon esculentum Mill (Solanaceae), es una planta
perenne, pero comercialmente se cultiva como anual (Anderlini 1970).
Morfol6gicamente, posee un sistema radical constituido por una raiz principal y
varias laterales; el tallo es rastrero por naturaleza; las hojas son alternas y

protegen los frutos de la radiacién solar (Gallegos y Dutari 1980).

Existen dos hébitos de crecimiento: determinado e indeterminado. En el
primero las plantas son de tipo arbustive, de porte bajo y compacto; es muy
utilizado en la agroindustria, ya que sus etapas fenologicas estdn bien definidas y
la fructificacién se concentra en perfodos relativamente cortos, En las plantas de
crecimiento indeterminado la floracién, fructificacién y cosecha se prolongan por
periodoes més extensos (CATIE 1990).

Es uno de los productos horticolas que més se explotan en América Central
y éreas aledafias. La superficie dedicada a su siembra, por pafs (IICA 1991), es:
80000 ha (México), 5046 ha (Guatemala), 85 ha (Belice), 6000 ha (Honduras), 1820
ha (El Salvador), 538 ha (Costa Rica), 669 ha (Panamé) y 6225 ha (Repriblica
Domunicana); no aparecen datos para Nicaragua. El cultivo promueve una
considerable actividad econ6mica, en la generacién de fuentes de trabajo, divisas
y mercadeo (CATIE 1990),

La produccién es variable, pues depende del tipo de suelo, temperatura y
humedad del suelo. En América Central se obtienen rendimientos de 10-50 t/ha
(IICA 1991). Predominan los pequefios productores, con fincas de 0,5-3 ha. Tanto
en pequefias como grandes explotaciones, la produccién implica un elevado uso
de insumos, principalmente fertilizantes y plaguicidas (CATIE 1990).



Los sistemas de siembra son: directo y por trasplante, El directo no somete
a la planta al estrés del trasplante, pero requiere mayor cantidad de sernilla por
drea; ademds, la planta se expone a problemas de plagas desde el inicio de su
desarrollo, lo que aumenta los costos de produccién (Gallegos y Dutari 1980). Este
sistema se utiliza en cultivares para consumo fresco (IICA 1991). Exige buena
preparaci6n del suelo, control de malezas y manejo del riego (Gallegos y Dutari
1980).

La siembra por trasplante, al establecerse el semillero aprovecha bien las
condiciones climéticas, evita el ataque de insectos, ya que las plantulas se pueden
sembrar bajo tdneles cubiertos con malla fina (Cubillo et 4l 1994, Quirds ef al
1994, Rivas et al. 1994), y permite seleccionar las plantulas que se trasplantan.
Todo esto reduce los costos de produccién durante los primeros 30 dfas del
cultivo. Para establecer semilleros se recomienda un suelo con buenas caracte-
tisticas fisicas y quimicas, para el buen desarrollo de las plantulas (Gallegos y
Dutari 1980). Los semilleros se utilizan en cultivares industriales, ¥y en menor
grado para variedades de consumo fresco (IICA 1991).

En Costa Rica predomina la siembra directa (Hilje 1993). La produccién se
concentra en pequefios productores, con dreas promedio de 3 ha y rendimientos
de 21-38 t/ha; el consumo per capitz es de 0,349 kg /dia (IICA 1991). En los demds
paises de América Central prevalece la siembra por trasplante, con predominio
de pequefios agricultores (0,5-3 ha), y el consumo per capita es de 11 kg/ario;
también se produce tomate industrial, con dreas de 600-5000 ha y empleo de alta
tecnologia, para la elaboracién de pastas, purés, concentrados y jugos (IICA 1991)

2.2 Poday fertilizacién del cultive

Para el cultivo del tomate existen ciertas practicas agricolas, como la poda
y la fertilizacién, cuyo objetivo es incrementar la cantidad y calidad de los frutos.



221 Poda

Mediante ella se eliminan pequefios brotes laterales (véstagos), que si se
desarroflaran darfan origen a brotes secundarios y terciarios de la planta (Lerefia
1975). Se pretende mejorar la relaci6n entre el sistema foliar y los 6rganos
reproductivos, que son antagbnicas (Lépez y Chang 1974), lo cual afecta el
volumen y calidad de la produccién (Borbén 1983). Se evita que los nutrimentos
se consuman en la formacién continua de brotes, y en frutos que no alcanzan un
desarrollo 6ptimo. Asimismo, elimina tefido enfermo (Ramirez 1977),

La fecha y tamafio de la planta cuando se hace la poda dependen de la
fertilizacién, época de siembra y variedad. Se realiza cuando las plantas miden
15-25 cm (Mortenson y Bullard 1975), al aparecer la primera inflorescencia en la
mayorfa de las plantas (Anderline 1970). Los brotes de las yemas axilares se
cortan cuando el tallo mide 10 cm (Gonzalez 1970). No se debe hacer cuando la
planta entra en produccién, ya que bajan los rendimientos; se puede podar a
intervalos de 15-30 dfas antes de la formacién de frutos (Tamaro 1981),

En el tomate existen varios métodos de poda (Gonzalez 1970, Tamaro 1981,
Vallejo et al. 1975). La poda de una rama o gufa consiste en eliminar todos los
brotes derivados de las yemas axilares, dejando solo la yema terminal. En la de
dos ramas o guias se deja desarrollar la planta hasta que tenga de tres a cuatro
hojas completamente desarrolladas, se despunta el tallo principal por encima de
las hojas inferiores y se deja crecer libremente. Con la de tres ramas o guias se
pretende dejar la yema terminal y las dos inmediatas por debajo de la primera
inflorescencia. ¥n la de cuatro ramas o gufas se deja crecer la planta hasta que
tenga tres hojas; se cuidan dos brotes, los cuales se podan cuando midan 3-5 cm,

para que se bifurquen y formen cuatro ramas, que se dejan crecer libremente.



222 Fertilizacién

Para la produccién 6ptima de tomate la planta necesita un adecuado
balance de nutrimentos, los cuales se deben aplicar en cantidades e intervalos
adecuados y oportunos (Barcels et 2l 1983). Para ello se consideran los
requerimientos nutricionales del cultivo, segin la curva de absorciéon de
nutrimentos, y la cantided de éstos presente en el suelo (Bertsch y Guzmén 1981,
CATIE 1990).

El abonamiento es un problema local y cada productor debe determinar su
propio régimen de fertilizaci6n, segtin las etapas fisiolégicas del cultivo (Césseres
1981). Ademds, se deben considerar las caracterfsticas del suelo, condiciones
climéticas, précticas del cultivo, tipo de fertilizante usado y el método de
aplicacién, pues influyen en la absorcién de los elementos por la planta {Saborio
1987).

En Costa Rica se recomiendan cuatro aplicaciones de fertilizante al suelo,
por hectdrea (MAG 1983). Para el tomate por siembra directa se hace de la
siguiente manera: a la siembra, con 50-150-50-35 kg /ha (N-P20s-K20-804); a los
30 dfas después de la siembra (dds), con 75-225-75 kg/ha (N-P20s-K20); a los 60
dds, con 70-20-50-20-10 kg/ha (N-P205-K:O-MgO-B0O3); a los 110 dds, con 70
kg /ha (N). Asf se pueden producir 30-40 t/ha (MAG 1983). Por trasplante, a los
15 dias después del trasplante (ddt) con 181-272 kg de férmula 18-6-12; a los 30
ddt, con 90-136 kg de férmula 18-6-12; a los 45 y 60 ddt, con dos aplicaciones de
90-136 kg de urea (46% de N), respectivamente, Ademés, se refuerza la planta con
tres aplicaciones de microelementos al follaje, a los 30, 50 y 70 dds, en dosis de 1
kg /ha.

Estas recomendaciones no se ajustan a la curva de absorcidn de
nutrimentos durante el ciclo del cultivo, la cual muestra la cantidad de elementos



que absorbe la planta durante dicho ciclo. En el invernadero, se demostrd que
conforme crece la planta de tomate, aumenta la extraccion de nutrimentos (Ward
1967). Existe correlaciéon entre las curvas de crecimiento y de absorcién de
nutrimentos (Bertsch y Guzman 1981). La curva de absorcién presenta una fase de
rdpida absorcién, que es la fase critica, pues de no estar los nutrimentos en el
sustrato se reducirdn el desarrollo de la planta y el rendimiento; la segunda fase,
de carécter lineal, es més lenta (Barceld et 4l 1983, Wilcox y Langston 1960},

En promedio, 400, 600 y 300 kg/ha de nitrégeno, fésforo y potasio,
respectivamente, y 0,8 de micronutrientes, aplicados fraccionadamente, son
adecuados para obtener una produccién de 20 t/ha, en promedio, dependiendo
de 1as condiciones climnéticas y edéficas (CATIE 1990, IIC A 1991).

Las funciones atribuidas a los elementos minerales esenciales son diversas.
El nitrégeno forma parte de la estructura de las protefnas. Se encuentra en las
purinas, pirimidinas, porfirinas y coenzimas; las purinas y pirimidinas son parte
de los dcidos nucleicos, el anillo de la porfirina estd en la clorofila y las coenzimas
hacen funcionar a muchas enzimas (Salisbury y Ross 1991). El fésforo estd en los
dcidos nucleicos, fosfolfpidos, las coenzimas NAD y NADP y en el ATP. La NAD
y NADP intervienen en reacciones de oxidacién-reduccién en que hay
transferencia de hidrégeno, y el ATP como compuesto transportador de energia
(Windsor y Adams 1987). El potasio es activador de las enzimas que intervienen
en la sintesis de uniones peptidicas (Salisbury y Ross 1991); su deficiencia influye
en la respiraci6n, fotosintesis, aparicién de clorofila y contenido de agua del
follaje (Salisbury y Ross 1991, Windsor y Adams 1987).

El tornate responde bien a las aplicaciones de los macroelementos,
expresado en su aumento en el rendimiento (Tamaro 1981). El nitrégeno favorece
el desarrollo vegetativo, el potasio es necesario en la floracién y para obtener

frutos de buen peso y calidad, y el fésforo influye especialmente en la madurez y



precocidad de los frutos. Durante la formacién de frutos hay mayor demanda de
estos elementos, y especialmente de f6sforo. Antes de la floracién, el nitrégeno y
fosforo estdin mayormente en las hojas, y luego pasan a las flores y frutos. El
fésforo se absorbe mayormente durante el desarrollo vegetativo y se transloca
hacia los puntos de crecimiento meristemético, favoreciendo de esta manera el
desarrollo del sistema radicular al inicio del ciclo del cultivo (Demolon 1972,
Tamaro 1981).

La acidez del frnto es una propiedad importante para el proceso de
elaboracién industrial, pues determina directamente la calidad final del
concentrado de tomate. El potasio aumenta notoriamente la acidez titulable de
frutos {Davies 1964). Los s6lidos solubles estin relacionados con el riego y la
fertilizacién del cultivo, pues las aplicaciones elevadas de N, P yK, e irrigacién
estdn asociadas con porcentajes bajos de sélidos solubles. Los porcentajes de

s6lidos solubles son menores cuando aumenta el ntimero de frutos (Davies 1967).

Los microelementos funcionan en cantidades pequefias. No obstante, su
déficit en la planta la enferma (Agrios 1988). Contribuyen en la defensa de las
plantas (Salisbury y Ross 1991). El hierro es esencial para la sintesis de la clorofila,
asi como componente de varias flavoproteinas y protefnas ferroporfirfnicas, como
los citocromos, peroxidasas y catalasas. El boro estd relacionado con 1a membrana
celular, donde forma un complejo con la molécula de azficar y facilita su
transporte por la membrana. El manganeso es clave para la respiracién y el
metabolismo del nitrégeno, actuando como activador enzimético. El cobre forma
parte de las fenolasas, lactasas y de la oxidasa del 4cido ascorbico; ademés, los
cloroplastos poseen plastocianina, una proteina que contiene cobre, que actiia en
la fotosintesis. El zinc interviene en la biosintesis del Acido indolil-3-acético
(IAA), que es una auxina importante como reguladora del crecimiento (Salisbury
y Ross 1991, Windsor y Adams 1987).



Tebricamente, es posible alimentar una planta adulta exclusivamente por
via foliar (Bertsch 1995). Sin embargo, une planta debe alimentarse bien desde
que nace, y no solo a partir del momento que tenga suficiente biomasa foliar, por
lo que esta préctica solo puede ser un complemento nutricional a la fertilizacién
del suelo (Bertsch 1995).

2.3 Principales plagas del tomate

Las plagas son una limitante importante para la produccidén de tomate. En
Costa Rica, por su frecuencia en el cultivo y 1a magnitud del dano que provocan,
los insectos plaga son, en orden de importancia: la mosca blanca, Bemisiz tabaci
(Homoptera: Aleyrodidae), el gusano alfiler, Keiferiz tycopersicella {Lepidoptera:
Gelechiidae) y los gusanos del fruto (Lepidoptera: Noctuidae), especialmente
Heliothis zen (Calvo et al. 1994, Evo y Hilje 1993). Entre los patégenos sobresalen el
apagdn o tizén tardio (Phytophthora infestans), el pringue bacterial (Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria), el tallo hueco (Erwiniz sp.) v la maya (Psendomonas
solanacearum) (Calvo ef al. 1994).

2.4 La mosca blanca Bemisia tabaci

241 Clasificacién, biologiay ecologia

B. tabaci pertenece al orden Homoptera, suborden Stenorrhyncha, familia
Aleyrodidae, subfamilia Aleyrodinae (Bink-Moenen y Mound 1990). Eil
conocimiento y estudio de su biologfa y ecologia es importante para manejarla
mejor. La identificacién en Aleyrodidae no se puede hacer con base en los
adultos, sino en el cuarto instar ninfal (Lépez-Avila 1992, Mound 1984).

El insecto posee aparato bucal perforadorchupador y presenta
metamorfosis incompleta, con tres estadios: huevo, ninfa y adulto (Byrne ¥
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Bellows 1991). La hembra oviposita en el envés de las hojas j6venes (van Lenteren
y Noldus 1990), los cuales inicialmente son blancos y al aproximarse la eclosién se
tornan marrén (King y Saunders 1984). Miden 0,2-0,3 mm de longitud, y tienen
un perfodo de incubacién de 7-15 dias (Byrne y Bellows 1991).

Las ninfas son trasltcidas. Pasan por cuatro instares: el primero es el énico
mévil, pero se mueve muy poco, y todos se alimentan de la savia del hospedante,
con excepcién del ltimo (Byrne y Bellows 1991), El estadio de ninfa dura 12-28
dias. Los adultos miden 1-2 mm de longitud y son blancos: el macho es més
pequefio que la hembra (Mound 1983). La reproduccién puede ser sexual o por
partenogénesis arrenotoquica; con la primera se obtiene descendencia de ambos
sexos y con la segunda solo masculina (Byrne y Bellows 1991, Eichelkraut y
Cardona 1989),

El ciclo de vida de B tabaci varfa seglin las condiciones climéticas y la
alimentaci6n (Lépez- Avila 1992). A 15-25 °C completa su ciclo en 26,9 dias, y a2
35 °C lo hace en 21 dias (Gerling e¢f al 1986). Las altas temperaturas, baja
precipitacion y baja humedad relativa favorecen su reproduccién. El macho vive
9-17 dias y la hembra 38-74 dfas (Kranz ef al. 1982). En Palmira, Colombia, bajo
condiciones de invernadero (26°C, 67% HR) y de campo (24°C y 70% HR), la
duracién del ciclo total de huevos a emergencia del adulto fue de 25,3 + 2,9v283
+ 2,9 dias, respectivamente (Eichelkraut y Cardona 1989). En Venezuela fue de
41,64 dias, a 25°C y 65% HR (Salas et al. 1993).

La proporcion de sexos es variable. Fichelkraut y Cardona (1989)
informaron que es de 1.1, y Salas ef al. (1993) de 2,73:1. En los trépicos, la
fecundidad es de 75 huevos, segtin algunos autores (Eichelkraut y Cardona 1989)
o de 195 segiin otros (Salas et L. 1993). Esta varfa segtin el hospedante, humedad
relativa y la edad del follaje (Gerling ef . 1986). Los trépicos generalmente se

caracterizan por mantener temperaturas altas y constantes durante el afio y
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elevada humedad relativa, lo cual favorece a B. tabaci para reproducirse
ininterrampidamente y presentar generaciones superpuestas (Eichelkraut y
Cardona 1989, Hilje ef al. 1993). En ambientes favorables el tiempo generacionat
se acorta y la fecundidad auments, lo cual explica el incremento de sus
poblaciones en la estacidn seca (Anzola y Lastra 1985, Hilje et 2l 1993, Hilje 1995).
En la estacién Ituviosa disminuyen, debido al efecto mecdnico de la lluvia sobre
los adultos, y a la alta humedad relativa, que afecta severamente a los huevos y
primeros instares ninfales (Gerling ef 4. 1986, Hilje 1995).

En Costa Rica, la mayor actividad de vuelo se presenta a las 6:30-8:30 h y
las 15:30-17:30 h (Arias y Hilje 1993a). El viento favorece su emigracién (Byrne y
Bellows 1991). La seleccién del sitic de alimentacién y oviposicién la realiza
principalmente por el color (Byrne y Bellows 1991).

242 Biotipos

B. tabact posee gran plasticidad genética, una evidencia de lo cual es su
habilidad para originar nuevas razas o biotipos. Estos son poblaciones con
caracteristicas morfolégicas idénticas a la especie original, pero con diferencias
biolégicas en su capacidad reproductiva, de sobrevivencia, colonizacién de
hospedantes, etc. (Brown 1993, Bush 1993). Existen muchos biotipos en el plano
mundial (Brown ef al. 1994, Brown et al, 1995b).

Supuestamente antes predominaba en EE.UU., México y el Caribe el
biotipo A, llamado "raza del algod6n”. Sus hospedantes son el algodén, frijol,
cucurbitdceas (sandis, calabaza y melén) y plantas silvestres, sin provocar
alteraciones fitotéxicas. El biotipo B, llamado "raza de la poinsethia® es
considerado por algunos autores comno una nueva especie, B, argentifolii (Bellows
et al. 1994), aunque aiin existen discrepancias (Brown et zl. 1995a). Se hospeda en
algodén, frijol, cucurbiticeas (sandfa, calabaza y melén), tomate, chile dulce,
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lechuga, cruciferas (brécoli y coliflor), uva, citricos, papaya, as{i como varias
plantas ornamentales y silvestres. Ademais, posee mayor fecundidad que el A y
provoca alteraciones fitotéxicas, como el sindrome de la hoja plateada en calabaza
y la maduracién irregular del tomate (Brown 1993, Brown et al. 1992),

En Ameérica Central y el Caribe, ademés de esos dos biotipos, hay al menos
cinco, segiin sus patrones diferenciales de isoenzimas, hospedantes y las
alteraciones fitot6xicas que causan. Se denominan C, D, F, G y N, segtin su orden
de descubrimiento (Brown 1993, Brown ef al. 1995b). De ellos, en Costa Rica
predomina el C en tomate, donde préicticamente no se reproduce, pero actiia

como un importante vector de geminivirus (Brown ef al. 1995b, Hilje et al. 1993).

2.4.3 Hospedantes

B. tabaci es muy polifaga, con mds de 500 especies de plantas hospedantes

mundijalmente, que incluye cultivos y plantss silvestres, pertenecientes a 74
familias (Greathead 1992).

En Mesoameérica y 4reas vecinas se han identificado 70 especies
hospedantes, pertenecientes & 39 familias, tanto cultivados como silvestres;
predominan Compositae (17 especies), Solanaceae (10), Cucurbitaceae (8),
Malvaceae (7), Euphorbiaceae (5) y Leguminosae (4) (Hilje 1995). No obstante,
no en todos se reproduce, destacando el algodonero, chile dulce y meldn, en los
que puede causar dafios directos por extraccién de savia, e indirectos por la
secrecién de mielcilla (Hilje y Arboleda 1993). Hay dafios en Ipomoea bataias
(camote) (Convolvulaceae); Citrullus lanatus (sandia), Cucumis melo (meldn), C.
satrous {pepino), Cucurbita maxima (zapallo), C. mixts (pipidn) y C. moschata (ayo-
te) (Cucurbitaceae); Glycine max (soya) y Phaseolus vulgaris (frijol) (Leguminosae);
Gossypium  hirsutum (algodonero) e Hibiscus esculentus (okra) {(Malvaceae);
Capsicum anmuum (chile dulce), Lycopersicon  esculentum (tomate), Solarmem
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melongena (berenjema), S ituberosum (papa) y Nicotiana tabacum (tabaco)
(Solanaceae) (Hilje 1995).

En Costa Rica, en zonas productoras de tomate y chile dulce se hallaron 19
especies de plantas silvestres que tenian sintomas de virosis o adultos de B. tabaci,
en 14 de las cuales se detectaron geminivirus desconocidos, aunque solo cuatro
mostraban stntomas: Bidens pilose, Desmodium sp., Sida rhombifolia y  Spermacoce
latifolia (Rivas et al. 1995a).

244 Daiio en el tomate

Actualmente, B. tabaci es la principal plaga del tomate en América Central
y el Caribe (Hilje y Arboleda 1993). Tanto los adultos como las ninfas pueden
causar dafio directo, como ha sucedido en la Repiiblica Dominicana y Venezuela
(Hilje 1995). Este consiste en la succibn de nutrimentos del follaje (savia
elaborada) debilitando la planta, y en casos severos produce la muerte. Los
insectos inyectan saliva a la planta, causando numerosas manchas necréticas.
Ademdés excretan abundante mielcilla, que sirve de sustrato para la formacién de
fumaginas. Estas interfieren con la fotosfntesis vy el intercambio gaseoso en la
planta y causan dafio en la apariencia de los frutos (Byrne y Bellows 1991),

reduciendo su valor comercial,

En el caso del biotipe B, sus ninfas estdn asociadas con el sindrome de la
maduracién irregular de los frutos, que causan al inyectar una toxina (Schuster et

al. 1990).

El principal dafio de B. tabaci en América Central y el Caribe es indirecto,

por la transmisién de virus, sobre todo geminivirus (Brown y Bird 1992, Hilje y



i4

Arboleda 1993). Estos reducen drasticamente la cantidad y calidad de frutos. Su
transmision es muy eficiente, y atin con poblaciones bajas los diseminan

rdpidamente en las parcelas comerciales (Hilje ef al, 1993).

2.5 Los geminivirus

Estos fitovirus fueron reconocidos en el decenio de los 70, gracias a los
avances en la microscopfa electrénica. Son transmitidos por insectos,
especialmente por homodpteros, entre los que sobresalen las moscas blancas
(Aleyzodidae), saltahojas (Cicadellidae) y algunos Membracidae; su principal
vector es B, fabact (Harrison 1985).

5u nombre se deriva del griego gemmi= gemelos, por estar formados por
dos particulas virales isométricas, de 20x30 nm (Bock 1982). Estén constituidos por
nucleoproteinas, con 80% de protefna y 20% de ADN. Contienen dos moléculas
de ADN de banda simple (ADN-A y ADN-B), cada una de 2265-3200 nucledtdos,
seglin el geminivirus (Stanley 1985). La primera determina la multiplicacién viral,
y la segunda su translocacién en la planta (Elmer et al 1988). Para causar la
infecci6n, ambas deben permanecer unidas (Davies y Stanley 1989, Gilbertson et
2l 1991).

Se alojan principalmente en el nicleo de las células del floema, aunque
también se encuentran en las del xilema (Lastra 1993). La sintomatologia tpica en
tomate incluye la clorosis intervenal y la reducci6n del crecimiento del follaje,
encrespamiento severo en las hojas terminales y enanismo, lo cual provoca la
disminucién o ausencia de frutos (CATIE 1990, Lastra 1993),
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B. tabaci transmite al menos 19 virus (Brunt 1992), de los cuales 15 han sido
clonados y secuenciados. En el tomate destacan el virus del mosaico dorado del
tornate, o tomato golden mosaic geminivirus (TGMV-BZ), en Brasil; el del
moteado del tomate, o tomato mottle (ToMoV), de Florida; del rizado amarillo de
la hoja del tomate, o tomato yellow leaf curl (TYLCV-SAR), de Cerdefia; TYLCV-
AUS, de Australia; TYLCV-THA de Tailandia TYLCV-IR de Israel (Ramirez y
Maxwell 1994). A la Reptiblica Dorminicana y otros pafses caribefios ingres6
recientemente el TYLCV (Polston ef 4l. 1994). En Maéxico estdn el virus chino del
tomate (CATV), serrano golden mosaic (SGMV), pepper mild tigré (PMTV), y el
rizado de la hoja de tomate de Sinaloa (STLCV) (Green y Kalloo 1994).

En América Central se han detectado cuatro geminivirus en tomate: el
ToGVGA I, TOGVGA Il y ToGVGA III {denominados tentativamente geminivirus
del tomate de Guatemala, razas I, I y IIl), y el ToYMV (virus del mosaico
amarillo del tomate} (Douglas P. Maxwell 1995, University of Wisconsin-
Madison, com. pers.). El dltimo, hallado en Costa Rica, difiere incluso
filogenéticamente de los otros (Nakhla ef 2l. 1994).

2.6 Relaci6n virus-vector-planta

La transmisién de geminivirus por B. tabaci es de tipo persistente
circulativo, por lo que son extreidos de plantas enfermas y circulan dentro del
vector hasta llegar a las glindulas salivales, para poder ser transmitidos (Lastra
1993).

El perfodo de adquisicién para virus asociados con el mosaico amarillo del
tomate es de 2 h en Venezuela (Uzcdteguni y Lastra 1978) y 4 h en Costa Rica
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(Bonilla 1995); para el TYLCV es de 30 min (Cohen y Nitzany 1966). EI perfodo de
latencia generalmente es de 24 h, y la transmision suele ser intermitente, de 10-13
dfas ( Bonilla 1995, Lastra 1993),

La infeccién se inicia cuando el insecto inocula los virus en el floema,
donde se multiplican y desplazan por toda la planta (Lastra y Gil 1981). Tanto el
TYLCV como el mosaico amarillo del tomate se translocan por toda la planta de
tomate en menos de 24 h después de la inoculacién (Ber ef al. 1990, Rivas ef al
1995b); en ambos casos parece haber un gradiente de replicacién y transporte, que

hace que el virus se desplace continuamente hacia tejidos nuevos.

La curva de la epidemia en tomate es Hpicamente sigmoidea (Hilje et al.
1993). Su avance es mayor durante la fase de mayor crecimiento del cultivo, a los
30-50 dias después de la siembra (dds) (CATIE 1990). En la siembra directa,
aunque las plantas siempre estin expuestas al vector, los sfutomas se expresan
claramente a los 45-50 dds (Asiético y Zoebisch 1992, Arias y Hilje 1993b). En la
siembra por frasplante 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 expresi6én de los sintomas depende especialmente de la fisiologia de la planta
(Hilje et al. 1993). La susceptibilidad de la planta de tomate a geminivirus
disminuye con su edad (Lastra 1993). La mayor susceptibilidad (periodo critico)
comprende aproximadamente 40-50 dds {Acufia 1993, Franke ef al. 1983).

2.7 Efecto de los virus en la fisiologia de las plantas

Los virus se mueven dentro de la planta a través de plasmodesmos, que
son estructuras tubulares de aproximadamente 20-30 nm de didmetro, las cuales
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interconectan las células (Agrios 1988, Hull 1989, Smith 1972, Zaitlin y Hull 1987).
Los plasmodesmos de plantas sanas no permiten el paso de material infeccioso,
por lo que el virus codifica una proteina que modifica su estructura para
utilizarlos. El movimiento intercelular es lento, pero se acelera en el floema y
xilema, permitiendo el desplazamiento del virus por foda la planta (Fraser
1987, Godefroy-Colburn et al. 1990),

Cuando el virus estd dentro de la planta, elimina su cépsula proteica e
induce a la célula a sintetizar la enzima ADN polimerasa, que utiliza para su
multiplicaci6n e iniciar su infeccién (Agrios 1988, Hull 1989). El tipo de infeccién
depende mucho del hospedante. Algunos son inmunes al virus, evitando su

multiplicacién, mientras que en otros casos evitan el movimiento intercelular
(Zaitlin y Hull 1987).

Los geminivirus provocan alteraciones en el metabolismo de la planta de
tomate. Reducen su contenido de proteinas y clorofila, debido a deformaciones
que sufren los cloroplastos, lo cual provoca mosaicos y amarillamientos en el
follaje. Asimismo, se reduce la cantidad de azdcar, almidén, la tasa neta de
fotosintesis, y se incrementa la respiracién celular, como consecuencia de la
sintesis del ADN vy la protefna viral (Hull 1987, Leal y Lastra 1984). Al reducirse
las hormonas reguladoras del crecimiento causan reduccién del érea foliar,
enanismo y abarquillamiento de hojas (epinastia) (Agrios 1988). Ademads, evitan
la distribuci6n de sustancias metabolizadas hacia los puntos de crecimiento activo
(tejidos meristemadticos) (Lastra 1993). Pueden reducir en 75-80 % la actividad
fotosintética (Goodman et al. 1967).

Las plantas infectadas con el virus del mosaico amarillo del tomate, a Ios
46 dias después de la inoculacién reducen en 70% su peso seco, en 50 % su tasa
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neta de fotosintesis y la respiracién celular aumenta en 80%, todo lo cual
disminuye los rendimientos y, si 1a infeccién es temprana, mueren (Leal y Lastra
1984).

Existe relacién directa entre el contenido nutricional de la planta y la
susceptibilidad a la infeccién viral. En condiciones nutricionales favorables, el
crecimiento de la planta mejora. Sin embargo, al mismo tempo puede
incrementar la susceptibilidad a la infeccién, lo que dependers de las caracte-
risticas de la planta y del virus presente (Graham 1983, Kaplan y Bergman 1985).
La multiplicacién del virus y la expresién de los sintomas, varian con el contenido
nutricional de la planta y de sus drganos (Kaplan y Bergman 1985). Los
nutrimentos ayudan a la sintesis de barreras fisicas y quimicas alrededor de los
sitios de infeccién, para detenerla, incrementando la tolerancia hacia las
enfermedades (Huber 1994).

En la nutricién mineral es mds importante la disponibilidad de los
nutrimentos gue su cantidad total. Los trastornos provocados por una deficiencia
temprana suelen no ser compensados por aplicaciones posteriores. No obstante,
el estrés de nutrimentos provocado por patdgenos puede ser compensado con un
aumento en la disponibilidad de nutrimentos (Huber 1980). Esta es afectada por
factores tales como la temperatura, actividad microbiana, PH, competencia de
malezas, aereacibn, secuencia de cultivos, uso excesivo de herbicidas y fijacién de
nutrimentos (Malavolta et al. 1989). Las plantas que reciben una nutricién en la
que los elementos requeridos son abastecidos en cantidades adecuadas, tienen
mayor capacidad para protegerse de nuevas infecciones y contrarrestar las ya
existentes (Agrios 1988).
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La abundancia de algunos nutrimentes, como el nitrégeno, promueve la
produccién de tejido joven y suculento y puede prolongar la fase vegetativa, lo
cual retarda la madurez de las plantas y las torna mis susceptibles a patégenos.
5u escasez hace que se debiliten, crezcan lentamente y envejezcan répidamente,
haciéndolas susceptibles a patfgenos que atacan a plantas débiles y de
crecimiento lento (Kaplan y Bergman 1985).

La nutricién mineral influye sobre 1a funcién de los tejidos, la expresion de
la enfermedad, asf como sobre la virulencia y capacidad de sobrevivencia de los
patégenos. Asi, segfin la disponibilidad de nutrimentos, 1a planta responderd con
alta resistencia si la nutricién es balanceada, o baja si no lo es (Huber 1980). Los
nutrimentos forman parte de las células, enzimas y sustratos de la planta. Estan
involucrados en casi todos 1os mecanismos de defensa y actian como inhibidores
y reguladores del metabolismo de las plantas. Por tanto, para su buen desarrollo,
la planta deberd tener una nutricién balanceada, ya que ello la protegerd del
ataque de enfermedades (Agrios 1988, Huber 1980).

La infeccién por virus altera el contenido nutricional de las plantas
hospedantes, con cambios drasticos en sus procesos bioqufmicos y fisiol6égicos
(Orlad y Arny 1961). En tomate el contenido de nitratos (NOs) se redujo en hojas
de plantas infectadas con el virus del mosaico del tabaco (TMV) (Cooper y Selman
1973). La raza del virus puede ser importante (Kaplan y Bergman 1985). Por
ejemplo, en plantas de tomate, razas severas del virus del mosaico del tabaco
(TMV) aumentaron el contenido de nitrégeno total en 16%, como porcentaje del
peso seco, en comparaciébn con plantas sanas, mientras que las no severas lo
redujeron (Bergman y Boyle 1966). En otros casos, con razas severas puede
aumentar o disminuir la concentracién de manganeso, zinc, calcio y potasio (Fries
et al. 1974}
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Diferentes cultivares de una misma especie pueden presentar variaciones
en su contenido nutricional, sean ellos susceptibles o no (Agrios 1988, Cordrey y
Bergman 1979). Ademds, dependiendo del tiempo de inoculacin, el estado
fisiologico de la planta y la parte inoculada, podria modificarse el contenido
nutricional de 12 planta (Stanley 1937).

Las infecciones virales alteran la composicién de nutrimentos en plantas
infectadas, lo cual podria incrementar o disminuir la concentracién de elementos
en ellas. Sin embargo, el aumento o disminucién de un elemento podria afectar a
otros elementos, por lo que un solo elemento podria no ser el causante de los
sintomas de las enfermedades virales (Agrios 1988, Kaplan y Bergman 1985).

Para efectuar muestreos, es importante conocer el virus y la parte de la
planta a muestrear, ya que se han detectado cambios en el contenido nutricional
en plantas muestreadas a 24 h, una semana o un mes después de la inoculacién
(Kaplan y Bergman 1985).

Existen varios factores ambientales (humedad del suelo, temperatura, tipo
de suelo, etc.), que pueden influenciar la relacién entre la nutricién de la planta y
los virus. Por ello, con fines de investigacién, es recomendable trabajar bajo

condiciones ambientales bien controladas (Kaplan y Bergman 1985).

El efecto de la fertilizaci6n de las plantas en relacién con la expresion de la
virosis, no ha aportado resultados congruentes (Martin 1976). Existen
nutrimentos que favorecen a algunas enfermedades, mientras que otros las
reducen (Fry 1982). Puede haber mayor susceptibilidad de algunas plantas a

enfermedades virales en presencia de altas concentraciones de fésforo, aunque
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esto no se ha comprobado totalmente, Este elemento forma parte en la estructura
viral (Agrios 1988, Black 1968, Fraser 1987). Tanto el fésforo como el nitrégeno
forman parte de la protefna viral, por lo que las variaciones de estos elementos
podrian afectar la sintesis y multiplicacién de virus (Fraser 1987, Seaker ef al,
1982).

Se ha logrado disminuir la severidad del virus del mosaico amarillo del
tabaco (TMV) con aplicaciones de fésforo en tabaco (Spencer 1935), y magriesio
(Seakeret al 1982); del virus X occidental en cerezas y duraznos con zinc (Helton
1961); del TYLCV en tomate con boro, manganeso y zinc, (Zaher 1985). Estos
resultados indican que la nutricibn mineral podria ser integrada como
complemento de pricticas agricolas para el manejo de enfermedades (Huber
1994, Palti 1981).

2.8 Opciones de manejo del complejo B. tabaci-geminivirus

Los intentos en la blisqueda de un manejo adecuado de B tabaci y sus
geminivirus asociados, ha sido incesante en los Gltimos afios. Sin embargo, ello es
complejo, pues B. fabaci posee gran habilidad para colonizar nuevas &reas
(Gerling ef 4l 1986), tiene alta fecundidad y ciclo de vida corto (Brown 1993), asf
como muchos hospedantes, la mayorfa silvestres (Greathead 1992).

La solucién del problema mediante insecticidas ha sido insatisfactoria,
debido a la capacidad del insecto para desarrollar resistencia a ellos en corto
tiempo (Brown et al. 1991), a su alta capacidad reproductiva (Butler ef al, 1986), y a
que con bajos nfimeros de adultos se infectan plantaciones completas (Hilje 1993),
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En el caso del tomate, esto indica la necesidad de buscar opciones de
manejo preventivas contra el vector en los primeros 60 dfas del cultivo (periodo
critico), que retrasen al méiximo el desarrollo de la epidemia (Hilje 1993).

2.8.1 Control quimico

Con el combate quimico convencional se aumenta el riesgo de eliminar
enemigos naturales e incrementar las poblaciones de otros insectos dafiinos del
tomate, como el gusano alfiler (Keiferiz lycopersicella), gusanos del fruto
(Lepidoptera: Noctuidae) y mosca minadora (Lirtomyza sp.) (CATIE 1990).

En varios paises B. fabact ha desarrollado resistencia a algunos insecticidas
organofosforados, organoclorados, carbamatos y piretroides (Abdeldaffie et al,
1987, Dittrich ef 4. 1990, Prabhaker et 2] 1985, Schuster ef al, 1989). Ante esto, las
opciones son las rotaciones, para evitar el uso consecutivo de un mismo grupo
quimico (Traboulsi 1994); el uso de insecticidas con nuevos modos de accion,
como el imidacloprid (Confidor, Gaucho, Admire) (Bayer 1993); o la combinacién
de insecticidas con précticas agricolas y cultivares tolerantes a virus o al vector
(Berlinger ef al. 1983).

El uso de productos quimicos no convencionales, como los de origen
biolégico, aceites minerales y detergentes, es promisorio. En Costa Rica, en el
campo se evalué un extracto acuoso de la semilla de nim, jabén liquido (Safer), el
hongo entomopatégeno Verticillium lecanii (Mycotal) y el insecticida biolégico
abamectina (Vertimec); aunque todos superaron al testigo, no evitaron la rapida
diseminacién de la epidemia (Asidtico y Zoebisch 1992).
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La blisqueda de repelentes, tanto sintéticos como naturales, se ha
intensificado, con resultados atin insatisfactorios. Existe cierta repelencia al aceite
mineral Volck 100 Neutral y ninguna a varios derivados del nim (Margosan-O,
Azatin y Nim 80) (Arias y Hilje 1993, Cubillo e al. 1994).

2.8.2 Cultivares resistentes

Representan una valiosa opcién preventiva. Existen dos posibilidades:

resistencia al vector o a virus.

Para la primera, existen cultivares de berenjena y pepino resistentes a la
mosca blanca de los invernaderos (Trialeurodes vaporartorum) (Ponti et al. 1990), ast
como especies silvestres de Lycopersicon con tolerancia a B. fabaci, con las que se
han iniciado programas de mejoramiento genético (Berlinger y Dahan 1989). En
cultivares de algoddn con hojas pubescentes el ataque del insecto es mayor, pues
prefiere ovipositar en la base de los tricomas, y los parasitoides y depredadores
son menos eficientes (Cock 1992). La presencia de tricomas glandulares en
tomate, los cuales producen exudados que matan al insecto {(Costa 1969) podria

ser una forma de resistencia, pero es una caracterfstica inestable genéticamente
(Saborfo 1994).

Las fuentes de germoplasma disponibles comercialmente carecen de genes
de resistencia hacia B. fabaci 0 a geminivirus, pero existen materiales silvestres
con potencial genético, tales como L. pimpinellifoltum, L. peruviarnum y L. hirsutum
(Saborfo 1954). Al ser infectadas, las plantas no muestran sintomas y su
crecimiento, floracién y fructificacién no son afectadas (Ioannou 1985b). De ellas
han surgido cultivares con tolerancia al TYLCV (Laterrot 1992), tales como TY-20,
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TY-70, TY-71 (Israel); Fiona, Jackal, TY-KING, TY-DAL, TY-GOLD, TY-COON,
TY-MOOR (Holanda); BB 234, BB235, SARIA (EE.UU.); Big Strike, Top 21
(Francia). Se desconoce si los mecanismos de tolerancia al TYLCV funcionan

contra los geminivirus presentes en América Central {Saborio 1994).

2.8.3 Combate biolégico

El control de B. fabaci como vector, mediante este método, parece poco
factible, ya que atn con niveles poblacionales bajos puede diseminar virus

rapidamente (Hilje 1993). Esto sugiere su integracién con el uso de cultivares
resistentes y de précticas agricolas (Cave 1994),

Se conoce poco sobre la ecologia de sus enemigos naturales (Cock 1992),

entre los que se incluyen depredadores, parasitoides y hongos entomopatégenos.

En América Central, entre sus depredadores se encuentran: Delphastus
pusillus, Coleomegilla cubensis, C. maculata, Cycloneda sanguines, Hippodamia
convergens, Scymmnus sp. (Coleoptera: Coccinellidae), Chrysoperls  externa
(Neuroptera: Chrysopidae), Cyriopeltis termis (Hemiptera: Miridae), Geocoris sp.
(Hemiptera: Lygaeidae), Condylostilus sp. (Diptera: Dolichopodidae) (Alvarez et
al. 1993, Caballero 1993, Cave 1994, Serrano ef 4l. 1993). Entre los parasitoides se
encuentran los siguientes himenépteros (Aphelinidae y Platygasteridae). Encarsia
desantis, E. formosa, E. hispida, E. nigricephala, E. pergandiella, E. porteri, E.
quatntancei, E. strenua, Eretmocerus sp. y Amitus sp. (Cave 1994). Los hongos
entomopatogénicos detectados son Peecilomyces fumosoroseus y Verticillium lecanii
(Hall 1993), aunque otros que afectan a B. fabaci en otras latitudes, como
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Aschersonia aleyrodis y Beauveria bassiana (Gerling 1990), posiblemente tengan
estirpes virulentas contra la plaga. La mayor dificultad para utilizarlos es la
necesidad de alta humedad para el desarrollo y multiplicacién del hongo, poco
frecuente en zonas con sequia estacional (Fall 1993).

El combate bioldgico no puede ejecutarse en forma aislada, ya que
depende del uso racional de plaguicidas, complementado con précticas agricolas
que favorezcan la proliferacién de depredadores y parasitoides. Es mds viable
para cultivos que sufren dafio directo de B. tabaci (Cock 1992, Gerling 1990).

2.8.4 Practicas agricolas

Parecen ser un método més apropiado para el tomate, pues muchas son
preventivas. Sobresalen las fechas de siembra, perfodos sin cultivos, eliminacién
de rastrojos y de malezas hospedantes, rotacién de cultivos, almdcigos cubiertos,
barreras vivas, altas densidades de siembra, uso de coberturas al suelo, cultivos
asociados, cultivos trampa, siembras contra el viento y fertilizacién adecuada
(Hilje 1993, Palti 1981, Salguero 1993),

Proteccién de almicigos. Es 1a opcién de manejo m4s viable contra el vector en
los primeros 30 dias del cultivo. El establecimiento de almécigos cubiertos con
mallas finas evita el contacto entre B. tabacr y las plantas de tomate, impidiéndole
inocular geminivirus (Cubillo ef al. 1994, Quirds ef al. 1994, Rivas et 4], 1994). Por
el contrario, en la siembra directa las plantas estin expuestas al vector desde
temprana edad, lo que reduce severamente los rendimientos (Hilje 1993). Cubillo
et al. (1994) mejoraron esta préctica, al utilizar cartuchos de papel periédico como

recipientes. Con ellos se obtienen plantas de buen porte y vigor, sin virus, las



26

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

Cultivos trampa. Existe preferencia de B. tebaci por ciertos hospedantes, lo cual
puede explotarse impregnando cultivos trampa con insecticidas (Hilje 1993). En
Jordania, al sembrar pepino (Cucumis satfous) cuatro semanas antes del
trasplante de tomate, se redujo la incidencia del TYLCV (Al-Musa 1982). En Costa
Rica se logré reducir el nidimero de adultos y retardar la virosis, al intercalar frijoi-
vainica (Phaseolus vulgaris) tratado con insecticida granulado, con el tomate
(Peralta y Hilje 1993).

Coberturas al suelo. En Israel, con el uso de pléstico amarillo se retard6 la
diseminacion del TYLCV, debido al calentamiento excesivo de dicho material,
que mata & los adultos de B tabaci (Cohen y Melamed-Madjar 1978, Cohen y
Berlinger 1986). No obstante, en Costa Rica no funcions (Amador y Hilje 1993),
En este pafs se evaluaron varias coberturas vivas, para disminuir el contraste
entre el suelo desnudo y el cultivo. Con el uso de coberturas de malezas
espontdneas, mani forrajero (Arachis pintoi), mucuna (Styzolobtum deermgarnm) y
cinquilio (Drymariz cordata) se redujeron sustancialmente Ia abundancia de
adultos y la virosis { Amador y Hilje 1993, Blanco y Hilje 1995).

Pragramacién 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, Eichelkraut y Cardona
1989, Hilje et al. 1993), es posible planificar las siembras al inicio de aquélla, para
escapar al vector y los virus (Salguero 1993). No obstante, ello depende de los

precios del tornate en el mercado.
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2.9 Hibridacién de icidos nucleicos

El diagnéstico y cuantificacién de geminivirus en plantas infectadas se
efectila generalmente mediante la técnica de hibridacién de &cidos nucleicos
(Robinson 1988). Esta se basa en la complementariedad de dos bandas de &cidos
nucleicos, las que al reaccionar forman un hibrido o déplex (Krap 1987, Robinson
1988).

La capacidad de hibridacién de los 4cidos nucleicos complementarios 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).

Para el desarrollo de esta técnica es necesario utilizar un soporte sélido,
con membranas de nylon o nitrocelulosa. Sobre ella se coloca la muestra vegetal
por identificar, la cual se fija a la membrana covalentemente a 80°C (Salazar
1990). Previamente a aplicar la sonda se hace una prehibridacién con la misma
soluciéon amortiguadora de hibridacién, para sellar todos los espacios no
utilizados por el ADN viral en la membrana y evitar que la sonda se adhiera en
dichos espacios {Querci 1990).

Generalmente se utilizan sondas radioactivas marcadas con 2P, Sin
embargo, se pueden utilizar métodos no radiactives, como la digoxigenina
{Genius Kit, Boehringer Mannhein) y biotina (PhotoGene Nucleic Acid Systems,
Gibco BRL). Segiin los objetivos del trabajo a realizar, se pueden efectuar las
pruebas en condiciones de alta o baja "astringencia®, lo cual permite una mayor o
menor especificidad de diagndstico, respectivamente. A mayor astringencia, solo
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el virus que se desea detectar o algfin otro muy estrechamente relacicnado es
detectado; a baja astringencia, otros virus con menor grado de relacién, pueden

detectarse.

Posteriormente, la membrana se somete a varios lavados, para eliminar el
exceso de sonda y evitar reacciones inespecificas. En sondas marcadas con biotina
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 detectada mediante una pelfcula para rayos X {Querci 1990). En
sondas radiactivas se reducen los lavados y no es necesario ningfin sustrato, ya
que con solo la radiactividad emitida se puede hacer la deteccién en el papel para
rayos X (Querci 1990, Macquaire et 2. 1991) .

Los resultados son positivos si aparecen manchas negras en la pelicula, lo

que revela la presencia de geminivirus en la muestra analizada (Salazar y Querci
1992). Este método es muy especifico y préctico, pero requiere materiales, equipos
y personal especializado (Pilar Ramirez 1995, UCR, com. pers.).
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IIl. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Explorar el efecto de la poda y la fertilizacién sobre la reduccién de la
severidad del mosaico amarillo del tomate.

3.2 Objetivos especificos.

- Determinar si las podas, segnidas por la fertilizacién foliar, reducen la

severidad del mosaico amarillo del tomate.

- Determinar las etapas del desarrollo de la planta en que la poda vy la
fertilizacién foliar tienen mayor potencial de reducir la severidad del mosaico
amarillio del tomate.

1V. HIPOTESIS

La poda y fertilizacién foliar de la planta de tomate atenfian la severidad

del mosaico amarillo del tomate.
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V. MATERIALES Y METODOQS

5.1 Ubicacién del experimento

El experimento se realizé de marzo a agosto de 1995, en un invernadero
del Centro Agronémico Tropical de Investigacién ¥ Ensefianza (CATIE). Est4
ubicado en el cantdn de Turrialba, provincia de Cartago, Costa Rica, a 9° 52! N, 83°
38'O y 590 msnm, en la zona de vida de bosque hiimedo premontano {Tosi 1969).
Los valores anuales promedio de precipitacibn, temperatura, humedad relativa y
radiacion solar son de 2628 mm, 21°C, 88% HR y 16,4 Mj/cm2, respectivamente
(Jiménez 1994). Durante el experimento, los promedios diarios dentro del
invernadero fueron de 27,3C°y 73,5 % HR .

5.2 Manejo del cultivo

Se sembré la variedad Hayslip (Asgrow Seed C ompany, EE.UU.), de
crecimiento deferminado, por trasplante. El almécigo se estableci6 en 1a Estacion
Experimental La Montafia (CATIE), utilizando cartuchos de papel periddico de 5
cm de didmetro y 9 cm de altura ( Cubillo et al, 1994). El sustrato fue una mezcla
de suelo estéril, granza de arroz y abono orgénico, en proporcién 10:2:1, més 20 ¢
del fertilizante de liberacion lenita Osmocote (14-14-14) (Grace Sierra, EE,UU.) por
kg de mezcla. Se utiliz6 como abono organico Bocashi, que contiene una mezcla
de suelo, gallinaza, carbén, granza de arroz, semolina de arroz y concentrado
para ganado, en proporcién 5:3:3:3:1:1, méds cal y melaza (Miranda y Guerrero
1994),

Se depositaron 5-7 semillas por cartucho. Estos se cubrieron con sacos de
nylon, para mantener la humedad del suelo alta y asegurar la germinacioén. Luego

de la germinacién, se confecciond un tinel de proteccién, utilizando varillas de



31

bambi de 2 m de longitud, distribuidas sobre el suelo cada 0,5 m. Los extremos de
las varillas se enferraron 10 cm formando una U invertida, unidas entre si por
cuerdas de nylon. Sobre las varillas se extendi6 una malla Agronet-S (Kayserberg
S.A., Alemania) para evitar el contacto de B. tabaci con las plantas (Cubillo e al.
1994, Quirds ef al. 1994, Rivas et al. 1994),

En los primeros 10 dias después de la germinacién, los riegos se efectuaron
una vez al dia, y luego se extendieron a 2-3 dias hasta el momento del trasplante.
Se raled a los 10 dias después de la germinacién (ddg), dejando aquella planta
més vigorosa. Después de la germinacidn se realizé una aplicacién de Lannate al
suelo, para controlar insectos cortadores y el fungicida Mancozeb, semanalmente
al follaje. En cuanto a fertilizacién, se aplicé férmula completa (15-15-15), a razén
de 100 g /m?, a los 8 y 20 ddg.

El trasplante se realizé a los 30 dias después de la siembra (dds), cuando las
plantas median 355 cm y tenifan cuafro hojas desarrolladas. Las plantas se
sembraron con el bloque de suelo (pilén) en macetas plasticas N° 1200, de 27 cm
de didmetro y 25 cm de profundidad, con capacidad de 10,5 1 de suelo { V-]
Growers Supply, Florida, EE. ULL). Se utilizé suelo como sustrato, proveniente de
un lote donde existé pejibaye (Baciris gasipaes H. B. K), al que se le hizo andlisis
qufmico. Su concentracién de nutrimentos fue de 4,2 mg/1 (P), 19,4 (Cu), 5,6 (Zn),
20,0 (Mn); 6,16 mg/ml (Ca), 181 (Mg), 0,25 (K) y 0,35 % (N) (Anexo 4). El
contenido de materia orgédnica fue 2,5 %. El suelo se desinfecté con bromuro de

metilo ( 0,4 kg/2m?3 ), una semana antes del trasplante.

Se sembraron 175 plantas (una por maceta) separadas a 0,35 m entre
macetas y 0,5 m entre hileras. Se colocaron sobre el piso del invernadero. Al
trasplantar se realiz6 el primer riego, para aumentar la disponibilidad de
nutrimentos a la planta, reducir el estrés del trasplante, y acortar el tiempo de

recuperacién. El volumen de riegos varié de 1,5-2,8 1 desde el momento del
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trasplanfe hasta el final del ciclo del cultivo respectivamente (anexo 2), a
intervalos de tres dias, ya que la alta temperatura dentro del invernadero causé
rdpida evaporacion del agua del suelo y alta evapotranspiracién. Los tutores se
colocaron 30 dias después del trasplante (ddt) , cuando también se aporcaron las
plantas.

Cada cuatro dfas se aplicé el insecticida organoclorado endosulfdn
(Thiodan)} (2Zml/1) para controlar adultos de B. tebaci que pudieran ingresar al
invernadero. El insecticida biol6gico Javelin ( Bacillus thuringensis} (5g /1) se aplicé
cuatro veces desde los 20 ddt, a intervalos de 15 dfas, para controlar al gusano
alfiler (Keiferia lycopersicells) . También los fungicidas Ridomil y Daconil (2g/D a
intervalos de 14 difas, hasta antes de la fructificacién, para controlar a
Phytophthora infestans. y el bactericida Agrimicin (2 g/1) para controlar

Pseudomonas solanacearum.

5.3 Tratamientos y disefio experimental

Consistieron en hacer una poda a la planta , dejando Gnicamente un grupo
de hojas en la parte terminal (penacho), combinada con aplicaciones de Fetrilon
Combi ( MgO, 5, Mn, Fe, Cu, Zn, B, Mo, Co), en dosis de 1kg / ha. Tal préctica se
realiz6 cada 10 dfas , entre 10-50 ddt.

Los tratamientos fueron cinco, en plantas inoculadas con virus, més un
testigo absoluto (TTA) (plantas sin virus, sin poda y con fertilizacién foliar) y uno
relative (TTR) (plantas con virus sin poda y con fertilizacién foliar ). En ellos se
realiz6 la poda y la fertilizacién foliar a los 10 (T10), 20 (T20), 30 (T30), 40 (T40) y
50 ddt (T50).

Se estableci6 un disefio de bloques completos al azar, con cinco

repeticiones; los tratamientos se distribuyeron en cada repeticién mediante una
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tabla de miimeros aleatorios (Little y Hills 1983). Cada tratarniento se conformd
con cinco macetas (parcela 1til). A todos los tratamientos se les proporcions
fertilizacién basica comfin, de 400-600-300 kg /ha, (N-P2Os-K20), en aplicaciones a
los 5,15, 25, 35 y 45 ddt, en cantidades determinadas segfin la curva de absorcitn
del cultivo (Bertsch 1980, Cerdas 1988).

5.4 Inoculacién

Se efectud a los 5 ddt, cuando la planta estaba recuperada del estrés del
trasplante. Se utilizaron adultos de B. tabaci, que fueron colocados en las plantas
sanas dentro de microjaulas plésticas, por 48 h. Provenian de colonias criadas en
otro invernadero, donde previamente fueron colocados por 24 h en plantas de
tomate virbticas, dentro de microjaulas plésticas, para la adquisicién de
geminivirus (Rivas ef al. 1995b). Se colocaron cinco adultos por microjaula. Estas
tienen una malla de nylon en uno de sus extremnos 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; la microjaula se fijo a la planta con una prensa, para

que las moscas tomaran el virus o lo inocularan desde el envés de la hoja.
55 Variables de respuesta y anilisis estadistico
a) Indice de severidad
Semanalmente se registré el niimero de plantas con sintomas visibles, para
obtener la curva de progreso de la enfermedad en cada tratamiento. Para ello se

utiliz6 la siguiente escala visual (Ioannou 1985a).

0 = Sin sintomas

1= Sintomas moderados en las hojas superiores
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2 = Sintomas moderados persistentes en las hojas superiores (clorosis
marginal e internerval), sin efecto aparente en el crecimiento de 1a
planta

3,4y 5 = Sintomas moderados de clorosis marginal e internerval, encrespamiento
de hojas, con evidente reduccién del crecimiento de 1a planta. Reaccién
general de la planta moderada (3), intermedia (4), o severa (5)

b) Altura

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

ra g

bifurcaron, se escogid la’’ de mayor altura.

¢) Concentracién de nutrimentos

Al trasplantar, se muestred el tejido foliar de las plantas provenientes del
almécigo, para conocer su contenido de minerales o estado nubricional. Se
realizaron muestreos a los 15, 30,45 y 60 ddt, en cinco plantas por tratamiento,
para obtener una muesira compuesta de 100 g representativa de cada

tratamiento. Se muestred la 32 o 42 hoja con su peciolo, a partir del apice,

Los analisis se efectuaron en el Laboratorio de Suelos del CATIE. Para el
desarrollo de los métodos, se siguieron los pasos recomendados en el Manual de
Laboratorio de Fertilidad de Suelo (Henriquez et al. 1995). Se lavaron las
muestras con una solucién diluida de HCl (2%) y posteriormente con agua
destilada, para eliminar contaminantes (suelo, fertilizantes o fungicidas). Se
secaron a 70 °C por 24 h, y maceraron y colaron en una malla N° 40, hasta obtener

20 g de tejido seco.



35

Con excepcién del N, el primer paso en la determinacién de los
nutrimentos foliares fue la digestibn o incineracién de los tejidos a altas
temperaturas ( 2-3 h, a 500 °C) quedando solo las cenizas de los tejidos, para
luego diluirla en una solucién de HC1 o HiSOs. El objetivo es convertir las
formas ligadas a estructuras orgdnicas a formas ' solubles’ y ‘‘minerales”,

Se pesd 1g de tejido molido en un erlenmeyer de 125 ml y se le agregdé 15
ml de mezcla nitroperclérica (1 parte de dcido perciérico y 5 de 4cido nitrico)
para digerir la muestra. Esta muestra {(concentrada) se filtr6 y se transfiri6 a un
balén aforado de 100 ml, a partir de la cual se determinaron los elementos. Para
el Ca, Mg y K se tom6 1 ml del concentrado y se diluyé en 100 ml de agua
destilada, se le agregé 3 ml de cloruro de lantano 1%, y se afors. Se determinaron
las cantidades de los elementos por medio de un espectrofotémetro de absorcién
atébmica. Los andlisis de Mn, Cu, Fe y Zn se realizaron directamente del

concentrado, en un espectrofotémetro de absorcién atémica,

Para el fésforo se utiliz6 1 ml del concentrado y se dituyé en 50 ml de agua
destilada, se afiadieron 8 ml de cloruro estastoso y 10 ml de HzS0,. Se determiné

colorimétricamente, midiendo la hiz absorbida por la muestra.

El andlisis del nitrégeno se realizé empleando el método Microkjeldahl. Se
basa en la digestién de la muestra con una mezcla ‘“digestiva”, ¥ la posterior

destilacién de la solucidén remanente con una solucién béisica.

d) Biomasa

Se obtuvo el peso seco acumulativo de hojas, tallo y rafz de las plantas de
cada tratamiento. El follaje recolectado en cada poda se deposité en bolsas de
papel y se traslad6 a hornos desecadores (70°C). Al final se pes6 y se sumé al de
peso seco de hojas obtenido al final del ciclo de cultivo. Fl peso seco de frutos se
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obtuvo mediante una muestra de 10 frutos representativos de cada categoria (12
22 y 3#), las que se utilizaron para el caleulo del peso seco total de los frutos.

¢} Concentracién de geminivirus

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 1as 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
vegetal. Se trasladaron al Laboratorio del Centro de Investigacion en Biologia
Celular y Molecular (CIBCM) de la Universidad de Costa Rica, en donde se
determiné la concentracién de ADN viral, mediante el método de hibridacién de
dcidos nucleicos, utilizando sondas frias (Maxwell ef al. 1994} y sondas calientes
(radicactivas) ( Pilar Ramirez 1995, UCR, com. pers.)

Extraccibn de ADN. Para evitar el deterioro de las muestras por el
constante manipuleo, se les liofiliz6. Se colocaron en nitrégeno lquido a - 196 °C,
lo que facilit6 la pulverizacién del tefido en los tubos Eppendorf. El macerado se
realiz6 agregando 1000 ml de la solucién amortiguadora STE 1X (0,1 M Na C1, 10
mM Tris-Clo pH 8, 1snM EDTA pHB8 ) a cada tubo Eppendorf, para obtener el
ADN viral y el ADN de la planta; luego se clarificé por centrifugacién  a 10000
rpm durante 5 min. Del sobrenadante se trasladaron 600 ml de la solucién a un
tubo limpio, al que se le agreg6 900 ml de la solucién amortiguadora STE 1X. A

esta solucion se le llama muestra concentrada.

Para el desarrollo del método de hibridacién de &cidos mucleicos con
sondas frfas, se siguieron los pasos recomendados en el protocolo de Gene Images
Non Isotropic Nucleic Acid Detection Kit ( United States Biochernical).
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Preparacién de la membrana para hibridacién. La membrana de nylon se
colocé sobre un Bio Dot, el cual facilita la ubicacidn de la muestra concentrada
sobre la membrana de nylon. Se tomaron 200 ml de la muestra concentrada y se
depositaron en los compartimentos del Bio Dot, el cual mediante presién de vacio
absorbi6 la solucién, dejando sobre la membrana el ADN viral y de la planta, asi
como material celular desintegrado. Se colocé la membrana en un horno a 80°C
por 30 min , para adherir el ADN viral a la membrana. Se efectué una
prehibridacién, con la solucién amortignadora de hibridacién (7% SDS, 1%
caseina, 1mM EDTA y 0.25 M Na , HPO4 7H;0, pH 7) a 65 °C por 1 h, colocando
0,2 ml de solucién amortiguadora / cm? de membrana, para sellar los espacios de
la membrana en donde no habia ADN, y que, al momento de 1a hibridacion la

sonda no se adhiriera en los espacios donde no habfa ADN en la membrana.

Hibridacién. Se utiliz6 una sonda especffica para el virus del mosaico
amarillo del tomate, la cual se tuvo que desnaturalizar, para que se pudiera unir
con el ADN viral de la muestra, el cual ya estaba en simple banda. Este se realizé
colocando la sonda a 95°C por 10 min y luego por 5 min en hielo, para que el
ADN se enfriara rdpidamente y evitar 1a re-naturalizacién de las bandas. Se
colocd la membrana dentro de un tubo especial que contenfa la sonda
desnaturalizada diluida en la solucién amortiguadora de hibridacién a una
concentracién de 20 ng/ml , durante 16 h a 65 °C. Se efectuaron seis lavados de
pos-hibridacién a la membrana: dos con la solucién amortiguadora 2X S5C 0,5%
SDS (20x SSC=3M NaCl, 0,3M Na-citrato, pH 7), el primero por 2 min y el
segundo, por 20 min a temperatura ambiente; tres con la solucién amortiguadora

0,2X 55C 0,1%5DS, los dos primeros a 65 °C por 30 min, y el otro a temperatura
ambiente por el mismo tiempo; uno con la solucién amortiguadora 2X SSC sin
SDS, por 5 min, enjunagando con agua destilada entre cada lavado. En los primeros
dos a temperatura ambiente durante 2 y 20 min respectivamente, en los
siguientes dos por 10 a 65°C y por filtimo un lavado de 10 min a temperatura

ambiente.
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El geminivirus se detectd por quimioluminisencia. Consistié en aplicarle el
bloqueador de solucién amortiguadora 1X 0,5 ml/ cm? de membrana por 1 h.
Este no tiene ninguna afinidad por el ADN y su funcién es bloquear los sitios en
blanco de la membrana. Se aplicé la enzima streptavidina fosfatasa alcalina
(SAAP) por 10 min. Se efectuaron cuatro enjuagues con la solucién
amortiguadora 1X (0,05 M Tris pH 10, T M NaCl mas 0,1 % SDS), el primero por 5
min y los restantes por 20 min, haciendo un lavado con agua destilada entre uno
y otro en igual tiempo. Se finaliz6 con un enjuague con solucién amortiguadora
X sin SDS, por 20 min . Se colocé 1a membrana dentro de una bolsa plastica y se
le agregd el 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.

Deteccién de la hibridacién. Se cort6 un trozo de pelicula para rayos-X
del tamario de la membrana. Se colocé 1a cara dé la membrana contra ella ( sin
sacar la membrana de la bolsa) en un cassette de deteccién por 30 a 45 min, en un
cuarto oscuro, para detectar la luz emitida sobre la pelicula. Esta luego se colocé
en una solucién reveladora por 5 a 10, min hasta que cambio de color. Se lavé con
agua destilada , y se sumergi6 en una solucién fijadora . Para el anslisis de la
concentracién viral obtenida en la pelicula, se utiliz6 un “escdner” (dispositivo
de exploracién 6ptica que se utiliza para elaborar negativos de seleccion de color
a partir de trasparencias en color) mediante el “‘software’”” Photoshop 2.5 . La
informacién obtenida se procesé mediante el “’software”” NIH imagen/68 k 1.57
( Versién para Mclntosh).

Para el desarrollo del método de hibridacién de dcidos nucleicos con
sondas calientes o radioactivas (Fig 1.), se signieron los pasos recomendados en
un protocolo de hibridacién de dcidos nucleicos con radioactividad modificado
(PR D. Pilar Ramirez 1995, CATIE, com. pers. )
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Prehibridacién. El principio es el mismo que con sondas frias, es decir,
seflar los espacios en blanco de la membrana donde no estd el ADN. Se utilizé
una solucién compuesta por la solucién amortiguadora 6xS8C, BLOTTO 0.05x
(5% deleche Dos Pinos descremada y pulverizada, disuelta en agua conteniendo
0,02% azida de sodio , 1% del detergente neutro NP40, inhibidor de nucleasas) y
10 ug/ul de ADN de esperma de salmén fragmentado y desnaturalizado. Se usé
0,2 ml de solucién/cm? de membrana. Se incubé a 68°C por 1 h, para luego
agregarle la solucién de hibridacién.

Hibridacién. Se utilizé 1la solucién compuesta por la solucién
amortiguadora 6xS5C, 0,5%SDS, 100 ug/ml de ADN de esperma de salmon
fragmentado y desnaturalizado, mas la sonda radioactiva previamente
desnaturalizada. Se incubo a 68°C por 12 h a una concentracién de 0,2 ml/cm? de
membrana. Los lavados de poshibridacion , determinaron la astringencia de la
reaccion de hibridacién. Se realizaron dos lavados por 10 min en la solucién
amortiguadora 2xS5C, 0,1 % SDS a temperatura ambiente, més uno por 30 min
con la solucién amortiguadora 2xSSC, 0,1 % SDS a 48°C, para eliminar el exceso
de radioactividad. Se trabaj6 con mediana astringencia. Se necesité un lavado
mas por 30 min con la solucién amortiguadora 1x55C, 0,1 % SDS a 68°C. Se forrd
la membrana con ‘’Saran Wrap'’ en condiciones hiimedas, y se le colocé la
pelicula de rayos-X a ambos lados de la membrana. Se incubé en la
oscuridad a -70°C por 60 h. Luego se revelé y analizaro las membrana , al igual
que las sondas frias. El esquema del procedimiento para la deteccién de

géminivirus en tomate con sondas caliente se sintetiza en la Figura 1.

Preparciébn de la sonda marcada con radioactividad

- Se toma 25-100 ng de ADN de un pldsmido que tiene insertado la molecula B del
ToYMV, que serd la secuencia patrén (ADN “template”), Agregar 2 ul de
imprimadores que son onigonucleotidos al azar. Completar un volumen total de
16 ml con agua destilada.
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- Desnaturalizar el ADN colocéndolo en un tubo, en bafio de agua hirviendo por
10 min. seguidamente y de forma rédpida enfriar en hielo por 5 min.

- Se adiciona 3 ml de mezcla de trifosfonucleétidos incluyendo CTP-Biotilinado

més 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 fotal
de 20 ml con el primer volumen de 16 ml

-Homogenizar e incubar la reaccién toda la noche a 370 C.

- Agregar “Solution Stop” EDTA (quelante que capta iones divalentes) 2 ml con el

fin de para la reaccién de marcaje, ya que sino esta se sigue produciendo.

- Hacer una precitacion diferencial, que consiste en remover los nucleotidos no
incorporados, precipitando con etanol dnicamente el ADN del virus. Para mayoe
eficienciaen la recuperacién del ADN del virus, hay que agregar 2-5 ml de
“Carrier” de esperma de pescado. Los nucleotidos no incorporados se eliminaran
en el sobrenadante. Adicionar acetato de amonio 2 M a la concentracién final.
Precipitar la prueba adicionando 2,5 voltimenes de Etanol completamente frio a
20° C toda la noche de 80° C por menos de 1 h. Despties centrifugar a 10000 rpm
en tubos de microcentrifuga por 30 min a °C. Eliminar el sobrenadante con
cuidado, ya que la sonda esta en el fondo del tubo (ADN en forma de “Pellet”).

- Colocar el “Pellet” (ADN) en el fiolizador, con el fin de secarlo y eliminar trazar
de etanol. Después resuspender el “Pellet” con 20 ml de solucién amortiguadora
TE IX, pH 7,5 + 0,1% SDS. Calentar esta mezcla a 37 6C, con el fin de ayudar a
solubilizar la sonda de ADN biotinilada. Esta sonda puede ser almacenada a -20
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%C por menos de un afio. Se deben probar diferentes concentraciones para

calibrarla,

f} Rendimiento

La cosecha se inici6 el 13 de junio y se prolongé durante siete semanas. La
recoleccién se hizo a mano, dos veces por semana. El rendimiento (nfimero ¥ peso

de todos los frutos) se clasific6 segtin la siguiente escala (Jiménez ef al. 1988);

Clasel: Frutos mayores de 160 g, diémetro mayora 7 cmn, sanos y con buena
apariencia
Clase I : Frutos de 120 - 160 g, didmetro de 5,5- 7 cm, con buena sanidad y
apariencia
Clase I : Frutos menores de 120 g, y 5,5 cm de didmetro, generalmente sin
grado de madurez definido.

g) Andlisis estadistico de los datos

Se realizaron andlisis de varianza y contrastes ortogonales para todos los
tratamientos, utilizando el paquete estadistico SAS, para las siguientes variables:
Indice de severidad, altura de planta, concentracién de nutrimentos, biomasa,

numero de frutos, peso de frutos, peso seco de hojas, tallos y raiz.
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Muestra de tejido

- Macerar con STE 1X

- Centrifugar a + 10 000 rpm, 3 min

Jugo clarificado

¢

- Transferir 200 ul a la membrana de nylon

Fijar el ADN viral a la membrana a 80°C

~ Agregar 6x55C. 0,05x BLOTTO,
1% NP40, méds esperma de salmén

Prehibridacion

- Hibridar con Sonda radicactiva con 2P

Hibrido 32P-ADN-ToYMV

Lavados con 2x55C, 0,1% SDS

Detecci6n de los hibridos por autorradiografia

Figural.  Esquema del procedimiento de deteccién del ToYMV, usando

sondas radioactivas, mediante hibridacién de &cidos nucleicos,
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VI. RESULTADOS

La germinacién en los cartuchos fue de 90%. En los que no hubo
germinacion se hizo un trasplante de los que tenfan més de cuatro plantas, a los
13 dias después de la siembra (dds), para homogeneizar el alméicigo. El desarrollo
de las plantas en los almécigos protegidos fue satisfactorio, ya que no presentaban
sintomas de virosis. Por el uso de 1a malla cobertora y el sitio aislado donde se
mantuvieron, se supone que no portaban virus. El trasplante se realizé a los 30
dds, con plantas de 35 cm de altura, en promedio.

En el invernadero, el desarrollo de las plantas fue normal (Anexo 1),
favorecido por la temperatura y la humedad relativa, que variaron entre 18-29°C
y 50-82%. La irrigacién fue més o menos constante durante el experimento, y
aumenté a 1,5-2,8 1 al final (Anexo 2). Fuera del invernadero, la radiacién solar
méxima fue de 23 Mj/cm?, y la minima de 13 Mj/cm? (Fig. 2). Aparte de B. tabacy,
apareci el gusano alfiler (Keiferia lycopersicella) a los 30 ddt, pero se combatié con
tres aplicaciones de insecticida espaciadas semanalmente, evitando que afectara
el experimento. Hubo problemas serios con la maya (Pseudomonas solanacearum),
que causd 100% de incidencia hacia el final del experimento, pero previamente
fue imperceptible, enmascarada por la virosis; sus primeros sintomas se

observaron a los 45 ddt, coincidiendo con la floracién.

La severidad del mosaico amarillo del tomate fue muy similar entre
los tratamientos (Fig. 3A, Anexo 3), con excepcién del TTA, en el que hubo mayor
retardo en la expresién de la virosis (p < 0,01) (Cuadro 1). En &l hubo sintomas
muy leves a los 30 ddt, mientras que en el resto los hubo desde 14 ddt. En TTR fue
mucho mds intensa que en los podados (p< 0,05) en las primeras tres semanas.
Los tratamientos podados no difirieron entre si (p > 0,05), aunque entre 35-42 ddt
hubo cierta diferenciacién. En ning6n tratamiento se excedié el grado de
severidad 3.
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humedad relativa (C) en el invernadero durante el experimento
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Cuadro 1. Anélisis de varianza y contrastes ortogonales globales
(PR>t) para la altura de la planta y la severidad del
mosaico amarillo del tomate.

COMPARACION SEVERIDAD  ALTURA
R2 0.9566 0.9764
COEF. VAR. (%) 13.2526 5.0577
Repeticiones (REP) 0.0007** 0.00071**
Tratamientos (TRAT) 0.0001+ 0.0001**
REP*TRAT 0.0006** 0.0001**
Epoca 0.00071** 0.60071**
TRAT*Epoca 0.0001** 0.0002**
TTA vs. Resto 0.0001** 0.0001**
TTR vs. Podados 0.0014* 0.2057
TRAT. Podados

Lineal 0.4119 0.3986
Cuadratico 0.0729 0.1812
Cibico 0.1079 0.0691

Las cifras con un asterisco fueron significativas (p< 0,05) y con dos asteriscos
altamente significativas (p < 0,01).

Cuadro 2. Anélisis de varianza y contrastes ortogonales globales (PR>t) para el
niimero de frutos , rendimiento total y biomasa total.

COMPARACION BIOMASA RENDIM. No FRUTOS
TOTAL
R2 0.8306 0.8911 6.7452
COEF. VAR. (%) 14.4083 18.3572 18.9517
Repeticiones (RET) 0.0151* 0.1072 0.0259*
Tratamientos (TRAT) 0.6001* 0.00071** 0.0001**
TTA vs. Resto 0.60071** 0.00071** 0.0001*
TTR vs. Podados 0.0007** 0.5954 0.9541
TRAT, Podados
Lineal 0.1594 0.0138* 0.8419
Cuadrético 0.0549 0.8778 0.8661
Ciibico 0.1735 0.0038** 0.3353

Las cifras con un asterisco fueron significativas (p< 0,05) y con dos asteriscos
altamente significativas (p < 0,01).
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La altura mantuvo una tendencia ascendente, similar entre los
tratamientos (Fig. 3B), aunque los valores fueron superiores en TTA (p < 0,01)
(Cuadro 1), el cual desde las primeras semanas mostré buen vigor y desarrollo. En
TTA, TIR, T10 y T20, hacia el final del experimento las plantas crecieron hasta
cubrir la superficie entre las hileras de cada bloque, y tuvieron mayor floracién;

T30, T40 y T50 tuvieron menor desarrollo vegetativo.

En biomasa, TTA, TIR y T20 fueron superiores (Fig. 4). Hubo
diferencias (p < 0,05) entre repeticiones y tratamientos (p < 0,01) (Cuadro 2). TTA
superd mucho a los demds (p < 0,01), y TTR a los podados. Estos tiltimos no
difirieron entre sf (p > 0,05). Para hojas, tallo y raiz hubo notables diferencias (p<
0,01) entre tratamientos, pero no entre repeticiones (Cuadro 3). Aunque TTA
supers mucho al resto para la biomasa del tallo y rafz (p < 0,01), no lo hizo para el
follaje (p > 0,05), mientras que TTR supers en todo a los podados (p < 0,01). Estos
tiltimos no difirieron entre sf (p > 0,05); T20 tuvo la mayor biomasa total yT101a
menor (Fig. 4). Los frutos aportaron la mayor proporcién de biomasa, seguidos
por el tallo, follaje y raices (Figs. 4, 5). Los rendimientos fueron superiores en TTA
(p < 0,01) (Fig. 5).TTR no difiri6 de los podados (p > 0,05) (Cuadro 2).. Entre estos
Gltimos hubo un efecto ctibico significativo. T30 tuvo los valores menores, pero
T20 incluso superé a TTR (Fig. 5).

La produccién de frutos de primera calidad (la.) fue muy baja en
todos los tratamientos, y predominaron los de 3a. (Figs. 5, 6). Para las tres
categorfas, TTA superé a todos (p < 0,01), mientras que TTR no superé a los
podados (p > 0,05) (Cuadro 4). Estos iiltimos no difirieron entre si para las
calidades la. y 3a., pero si para la 2a, en la que hubo un efecto cibico
significative (p < 0,01). TIR, T30 y T40 no produjeron ningtin fruto de la. En 2a.,
T20 fue el més alto y T40 el mds bajo, mientras que en 3a., T40 fue el m4s alto y
T20 y T30 los més bajos.
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Cnadro 3.  Andlisis de varianza y contrastes ortogonales globales
(PR>t) para el peso seco de las hojas, tallo y raices.

COMPARACION HOJAS TALLO RAICES
R2 £.6950 0.7957 0.7241
COEF. VAR. % 19.4251 22.1470 15.5671
Repeticiones (REP) 0.0997 0.0059 0.1542
Tratamientos (TRAT) 0.0001** 0.00071** 0.0001**
TTA vs. Resto 0.1230 0.00071** 0.0007*
TTR vs. Podados 0.0001** 0.0021** 0.0047**
TRAT. Podados

Lineal 0.7606 0.1396 0.1612
Cuadritico 0.1028 0.2602 0.0684
Cidbico 0.2596 0.3947 0.3431

Las cifras con un asterisco fueron significativas (p< 0,05) y con dos asteriscos
altamente significativas (p < 0,01).

Cuadro4.  Andlisis de varianza y contrastes ortogonales globales (PR>t) para el
peso de frutos de primera (1a.), segunda (2a.) y tercera (3a.) clases.

COMPARACION 1a. 2a. 3a.
R2 0.3638 0.9110 0.6939
COEF. VAR (%) 238.3380 39.3921 22.5476
Repeticiones (REP) 0.3923 0.1187 0.1661
Tratamientos (TRAT) 0.1981 0.0001+ 0.0001**
TTA vs. Resto 0.0189** 6.0007** 0.00071**
TIR vs. Podados 0.5526 0.4493 0.2647
TRAT. Podados

Lineal 0.3019 0.0007** 0.8741
Cuadrético 0.2147 0.2145 0.3829
Cribico 0.9641 0.0001** 0.2324

Las cifras con un asterisco fueron significativas (p< 0,05) y con dos asteriscos
altamente significativas (p < 0,01).
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El ntmero de frutos difiri6 entre los tratamientos (p < 0,01) y
repeticiones (p < 0,05) (Cuadro 2). TTA super6 a todos (p < 0,01), mientras que
TTR no superd a los podados (p > 0,05), y éstos no difirieron entre si (p > 0,05).

La concentracién de ADN viral progresé de manera casi linealmente
en todos los tratamientos hasta los 30 ddt (Fig. 3C, Anexo 4). Después, a los 45
ddt, hubo tres tendencias: aumento notorio (en T30, T40 y T50), declinacisn leve
(en TTA, TIR y T10) y aumento leve (en T20). Sin embargo, a los 60 ddt, los que
habian aumentado notoriamente disminuyeron y los que habjan declinado
aumentaron; las excepciones fueron TTA, que se estabilizé, y T20, que continud

creciendo.

En cuanto a los minerales, no hubo diferencias entre tratamientos (p
> 0,03), pero sf entre &pocas (p < 0,01) (Cuadro 5, Anexos 5,6). Puesto que para el
nitrégeno, potasio y cobre no las hubo, los datos se consolidaron (Figs. 7, 9). El
nifrégeno, potasio y calcio predominaron, con valores de 2-5% los primeros (Fig,
7)y 0,5-2% el dltimo (Fig. 8). Durante el experimento, el nitrégeno, calcio, cobre,
zinc y manganeso mostraron altibajos, mientras que el potasio, fésforo y
magnesio decrecieron desde el trasplante (Figs. 7-9); el f6sforo se estabilizé a
partir de 30 ddt. EI TTA difirié del resto en cuanto al fésforo (p < 0,05), magnesio
y calcio (p < 0,01); el TTR difiri6 de los tratamientos podados en cuanto al zinc (p
< 0,05). En estos tltimos para el manganeso hubo un efecto cuadrético (p < 0,05).
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Figura 8.
segiin los tratamnientos.
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VII. DISCUSION

Al ser trasplantadas, las plantas median 35 cm, en promedio, con
buenas caracteristicas agronémicas (vigor, porte y color). A ello quizds contribuys
el microclima dentro de los tfineles con malla, asi como el fertilizante de
liberacién lenta. Debido a la malla cobertora y al sitio aislado donde se
mantuvieron, se supone que no portaban virus. Estos resultados se aproximan
bastante a los de Cubillo ef al. (1994), quienes con la misma metodologia

obtuvieron plantas sanas, de 44 cm de altura.

En el invernadero, la severidad del mosaico amarillo del tomate en el
testigo absoluto (TTA) fue menor y se retardé notablemente (Fig. 3A). En
realidad, se esperaba que no fuera inoculado, lo cual sucedié accidentalmente,
posiblemente porque algunos adultos de B. fabaci viruliferos escaparon de las
jaulas de inoculacidn; otra posibilidad es que hayan ingresado desde un
invernadero donde se mantienen colonias para experimentos, a través de la malla
metiélica o por 1a puerta, debido al constante ingreso del investigador. Durante los
muesireos, en los primeros 25 ddt, se observaron ocasionalmente nfimeros
cercanos a 2-3 adultos en todo el invernadero, a pesar de las aplicaciones de
insecticidas. Esto confirma datos de campo que indican que con menos de un
adulto por planta, en promedio, las parcelas de tomate alcanzan el 100% de
virosis (Hilje et al. 1993, Quirés et al. 1994). A ello quizés tarmbién contribuyé la

reducida &rea del invernadero.

La temperatura, humedad relativa y el riego controlado favorecieron
el desarrollo de las plantas, que posiblemente fue superior al alcanzado en el
campo. Después del trasplante, la temperatura aument6 de 28-29°C (Fig, 2B) y se

mantuvo asf durante las siguientes dos semanas. Esto quizés prolongé la
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adaptacién de las plantas al invernadero, al aumentar su actividad metabélica y
transpiracién (Bidwell 1979),

Es posible que el aumento en dicha actividad también haya
favorecido al geminivirus asociado con el mosaico amarillo del tomate, que hizo a
las plantas expresar los sfntomas a los 14 ddt; su capacidad de translocacion es
alta, pues 24 h después de inoculado aparece por toda la planta (Rivas et al. 1995).
Por ejemplo, la severidad del virus del mosaico africanc de la yuca (ACMV)
aumenta conforme lo hace la temperatura (Fargette ef al. 1994),

Para casi todos los tratamientos, entre 21-28 ddt ia severidad de la
enfermedad se estabilizé (Fig. 3A). Esto podria atribuirse a la aplicacion
fraccionada y continua, semanalmente, de fertilizante al suelo y 4l follaje, lo que
fortalece a la planta (Bertsch 1995, Kaplan y Bergman 1985). Es mds importante la
disponibilidad de los nutrimentos que su cantidad total (Huber 1994), 1o que se
logré mediante dicho fraccionmiento. Con los regimenes convencionales en Costa
Rica (tres aplicaciones al follaje y al suelo, por temporada) quizds no se habrfan
obteniido estos resultados.

En los tratamientos podados més temprano (T10, T20 y T30}, a los 35
ddt la severidad descendis. Esto quizés se debi6 a que los fertilizantes fueron
mejor asimilados, por tener menos drea foliar (20-25%) que sustentar, La poda
favorece la mejor utilizacién de los nutrimentos y evita que se inviertan en
organos poco productivos, como los brotes laterales (Lerefia 1975, Ramirez 1977,
Tamaro 1981). El ascenso posterior de la severidad quizds obedecié a que la
fertilizacién aportada fue insuficiente para mantener las plantas vigorosas y
sanas, conforme se desarrollaron mds. En plantas de tomate inoculadas con el
mismo virus y con fertilizaciones elevadas, aquéllas soportan mejor la
enfermedad (Padilla 1995).
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Los tratamientos podados mds tarde (T40 y T50) no mostraron el
descenso de los otros. Esto posiblemente se debib a que entre los 40-50 ddt el
virus tuvo mayor tiempo de desarrollarse, por lo que afectd atn mas la planta,
Por ello la poda no resulté tan favorable, pues ademds hubo deficiencia de
nutrimentos a los 45 ddt (Anexos 5,6 y 7), lo cual quizés dificult6 a las plantas la

resistencia a la virosis.

El hecho de que el testigo relativo (TTR) fuera mas drasticamente
afectado desde el inicio, talvez se debi6 a un error subjetivo, en la apreciacién de
los grados de severidad. Esto lo sugieren su buena produccién de biomasa,
cercana al TTA (Fig. 4) y st concentracién de ADN viral, que fue intermedia (Fig.
3C). Ademas de la necesidad de mejorar las apreciaciones del investigador, en el
futuro serfa deseable muestrear el tejido foliar para determinar dicha
concentracién cada vez que se calcule el grado de severidad.

En ningtin tratamiento las plantas alcanzaron los mayores grados de
severidad {4 y 5), con sintomas como el cese del crecimiento, encrespamiento
severo del folaje y frutos deformes (Leal y Lastra 1987). La severidad méxima
observada (grado 3), consiste en sintomas de hoja rugosa y moderada reduccién
del crecimiento, y se alcanzé a los 56 ddt. Posiblemente ello obedecié a la
fertilizacién adecuada, segtin la curva de absorcién de nutrimentos, sumada a sn
proteccién con matla durante el primer mes de desarrollo, la primera fase del

perfodo crftico del tomate a geminivirus (Acufia 1993, Franke et 4. 1983).

Los mayores valores de altura se observaron en TTA (Fig. 3B), lo cual
fue congruente con los niveles de severidad més bajos de los primeros dfas (Fig.
3A). Esto demuestra que al retardar la epidemia se pueden obtener plantas de
tomate con buen porte, asf como buenos rendimientos, como se ha documentado
en el campo (Hilje y Cubillo 1995). Los tratamientos inoculados no difirieron al

respecto entre si, pero sus valores no fueron bajos. Esto quizés se debié a Ia



57

fertilizacién al suelo y follaje, segfin la curva de absorcién, lo cual mejora 1a
respuesia del tomate en altura, drea foliar y rendimiento (Bertsch 1995, Cerdas
1988).

La concentracién de ADN viral aparentemente fue afectada por las
podas y la fertilizacién foliar. A los 30 ddt, los tratamientos podados temprano
(T'10 y T20) mostraron concentraciones intermedia y baja, respectivamente (Fig,
3C). Ello podria explicarse por la existencia de un gradiente de replicacién y
transporte en la planta, que le permite a los geminivirus desplazarse hacia los
tejidos nuevos (Ber et 41, 1990, Rivas ef al. 1995). Por ser las plantas tan j6venes, las
podas eliminaron casi todo el follaje, lo cual posiblemente forzé al virus a
translocarse hacia otras partes de la planta, como el tallo o rafces. A los 45 ddt en
las hojas superiores (penacho) dicha concentracién ya era menor, que en los
demas tratamientos podados. El aumnento observado a los 60 ddt quizés se debid a

produccitn de tejido nuevo, que fue invadido por el virus.

En los tratamientos podados posteriormente (T30, T40 y T50), dicha
concentracién ascendi6 continuamente hasta los 45 ddt y luego decliné (Fig. 3C).
Quizds se debié a dicho gradiente, aunado a que la poda severa también

posiblemente forz6 al virus a traslocarse hacia otras partes de la planta.

El TTA mostré la menor concentracién, quizés porque la inoculacién
fue accidental, y la densidad de moscas fue inferior a cinco por planta; ademads,
por estar libres podrian visita varias plantas consecutivamente, repartiendo entre
mds plantas las particulas virales. Esto quizds le permiti6 a la plantta nutrirse en
los primeros dias, en ausencia de virus. Fue hasta los 35 ddt que se observaron
stntomas moderados en las hojas superiores, lo cual sugiere que la planta
imicialmente acumul6 fotoasimilados (aminoédcidos y protefnas), los que utilizé

para atenuar al geminivirus en los primeros dfas después de la inoculaci6n.



58

En los tratamientos inoculados deliberadamente, la expresién de los
primeros sintomas de clorosis se observaron a los 14 ddt; lo cual se debe a la
deformacién de los cloroplastos (Leal y Lastra 1987). Tal fecha equivale a los 44
dds, lo cual coincide con lo que sucede en el campo, donde los sintornas
generalmente aparecen a los 40 dias después de la germinacién. Esto muestra que
esta fecha es casi constante, independientemente de la fecha de inoculacién del
virus, y sugiere que més bien estd determinada por la actividad metabélica de 1a
planta (Hilje ef a1. 1993).

Las variaciones de la biomasa entre repeticiones, posiblemente se
debieron al sustrato utilizado, que quizds no fue homogéneo en todas ellas,

ademds del estrés causado por las podas, que quizés influy6 en cada tratamiento.

Ambos testigos (TTA y TIR) mostraron la mayor biomasa (Fig. 4), ya
que no fueron podados y su desarrolle no se interrumpid, por lo que quizés
utilizaron adecuadamente los fotoasimilados y nutrimentos en la produccién de
tejido vegetal. Las etapas fenolégicas en las que hay mayor produccién de
biomasa son las de desarrollo vegetativo y fructificacién (Cerdas 1988). El
contraste entre TTA y los demés tratamientos se puede explicar porque en los
Gltimos el virus se inocul6é primero, por lo que tuvo mayor tiempo para alterar
procesos vitales de las plantas, reduciendo el contenido de proteinas, clorofila,
aztcares, almid6n y la tasa neta de fotosfntesis e incrementando la respiracién
celular(Leal y Lastra 1984); ademés, reduciendo el crecimiento, al disminuir
algunas hormonas reguladoras del crecimiento, lo cual conduce a la reduccién del
érea foliar, enanismo y epinastia (Agrios 1988, Hull 1987, Leal y Lastra 1984).

En los fratamientos podados, la biomasa total fue menor que en los
no podados, posiblemente debido al estrés que provoca la poda, al retardar
momentineamente el desarrollo vegetativo (Lerefia 1975). Los mdés afectados
fueron los podados més tardiamente (T40 y T50), posiblemente porque las podas
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realizadas durante la floracién, en el tomate, afectan negativamente 1a
produccién (Yague 1988). Destacé T26, pues la poda se realizé cerca del inicio de
la etapa de desarrollo vegetativo, caracterizada por el répido crecimiento y gran
incremento de materia secay porque el sistema radical estd bien constituido,
favoreciendo la nutricién (CATIE 1990, Yague 1988).

Aungue las plantas podadas, debido a su baja demanda foliar,
aprovechan mejor los nutrimentos y los utilizan para formar brotes nuevos
(Yague 1988), T10 no se ajusts a esto, y no superé a T20 en biomasa (Fig. 4). Es
posible que en el momento de la poda su sistema radical no estuviera bien
desarrollado, a 1o cual se sumaron el estrés de la poda, Ia alta temperatura en el
invernadero después del trasplante y el inicio de la infeccién viral Ello quizés
provocd que la planta no pudiera recuperarse durante su desarrollo vegetativo,
Ello también se reflej6 en su menor altura (Fig, 3B, Anexo 1). No obstante, 1a poda
mejord el rendimiento (Fig, 5), y ese es el propésito de su uso.

Los frutos fueron las estructuras que acumularon més biomasa.
Puesto que aparecieron desde 40 ddt, quizas influenciaron mucho la produccidén
de biomasa en T30, T40 y T50 (Fig. 4). Su baja biomasa podria deberse a que en la
etapa de fructificacién la plants invierte gran cantidad de fotoasimilados en
formarlos (por lo que se incrementa su peso seco) y se frena el desarrollo
vegetativo. La menor biomasa obtenida en T50 se explica porgue la poda se
efectué muy cerca del perfodo de maduracién de los frutos (60 ddt), por lo que
hubo gran demanda de fotoasimilados hacia ellos, cesando el desarrollo
vegetativo; ademnds, el virus tuvo mucho tiempo para multiplicarse y afectar
seriamente a las plantas. Durante dicha etapa, el crecimiento de l1a planta
disminuye y tiende a estabilizarse (Demolon 1972), por lo que quizds ella

transloca sus reservas e inicia la senescencia.
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La produccién de biomasa en frutos fue aceptable, posiblemente por
la constante fertilizacion aportada. En cambio, 1a de raices fue baja, quizas porque
el virus se alojé més en ellas después de cada poda. Es posible que la dosis de
fertilizacién al suelo utilizada fuera insuficiente para producir un sistema radical
vigoroso. En un experimento con excesos de fertilizacién en plantas de tomate
infestadas con geminivirus, hubo alta produccién de biomasa de hoijas, tallo, rafz
y frutos {Padilla 1995).

En general, las plantas se desarrollaron bien, debido a las condiciones
climaticas favorables dentro del invernadero, que causaron poco o ningtin estrés,
Ello hizo que los rendimientos fueran aceptables, a pesar de la presencia del
virus, Ningfin tratamiento superé al promedio nacional, de 0,75 kg /planta
(SEPSA 1988), y hubo predominio de frutos de 3a. calidad, con muy pocos de 1la.
calidad (Figs. 5, 6). En el testigo absoluto (TTA), con el mayor valor, fue de 0,722
kg, en promedio.

Estos valores fueron inferiores a lo esperado, por el ataque severo de
maya (Pseudomonas solanacenrum), que afecté a plantas previamente debilitadas
por el virus; dicha bacteria afecta y mata principalmente a plantas mal nutridas o
debilitadas (Agrios 1988). Ella podrfa hacer impedido el llenado de los frutos
(Agrios 1988). La infeccién posiblemente se debi6 al arrastre de la bacteria por el
agua de lluvia acumnulada en un sector del invernadero, de donde posteriormente
se disemin6 més al podar. Las plantas muertas por maya fueron apenas dos,
quizés porque las aplicaciones fraccionadas del fertilizante permitieron a las
demds soportar el dafio del virus y de P, solenacearum.

Las variaciones en los niveles de nutrimentos (Figs. 7, 8, 9) se explican
por los requerimientos diferenciales de &stos durante el desarrolio del cultivo, Por
ejemplo, a mediados de la floracién (45 ddt) hubo deficiencia (Anexo 7) de
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macroelementos (N, P, K, Ca y Mg), 1o cual quizés se debié a que la planta los
utiliza principalmente en la formacién de flores y frutos (Tamaro 1981).

El nitrbgeno, necesario especialmente para el desarrollo vegetativo de
la planta (Tamaro 1981), fue el finico detectado en niveles intermedios, talvez
porque el sustrato contenfa niveles adecnados (0,35% ), y porque la dosis utilizada
(equivalente a 400 kg/ha) fue relativamente alta. Su méximo valor (4,64%) se
alcanzo a los 45 ddt. Como es muy mévil, y puede ser absorbido y translocado en
apenas 0,52 h (Bertsch 1995), su posterior descenso quizds se debié a su
movilizacién para la formacién de flores y frutos (Gargantini y Garcia 1963). Su
poca variacion (Fig. 7) podria deberse a que la cantidad disponible fue suficiente
tanto para el desarrollo vegetativo normal de la planta, asf como para el virus;
este elemento forma parte importante de la molécula de las protefnas de la
planta, usadas por el virus para replicarse (Fraser 1987, Watson ¢t 4. 1979).

La menor concentracién de ADN viral observada a los 45 ddt en los
tratamientos podados temprano (T10 y T20), posiblemente obedecié a que al
podar se evitd que los nutrimentos se consumieran en formar brotes
continuamente, los cuales no alcanzan buen desarrollo; ademés, a que se redujo el
inéculo viral dentro de la planta. También, probablemente promovié la
movilizacién del nitrégeno y otros elementos hacia el estrato superior de la

planta (penacho}, lo cual ayud6 & atenuar la severidad de la enfermedad.

El f6sforo es muy mévil, y muy importante en la formacién del
sisterna radical y la maduracién de los frutos (Gargantini y Garcfa 1963, Tamaro
1981). Mostrd deficiencia a los 45 ddt (Anexo 7), lo cual posiblemente se debi6 a
su escasez en el sustrato (4,2%). que talvez no se pudo compensar con la
fertilizacién posterior. El pobre sistema radical mostrado por las plantas en todos
los tratamientos, posiblemente se debié a que nunca se alcanzaron mniveles

satisfactorios de este elemento; a su vez, ello quizds dificults la absorcién y
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transporte de otros nutrimentos. El fdsforo es fundamental para la sintesis y
multiplicacion de los virus (Fraser 1987, Seaker ef al. 1982). Por ejemplo, Spencer
(1935) logr6 reducir la severidad del virus del nosaico amarillo del tomate (IYM)
con aplicaciones de fésforo. Padilla (1995), en un experimento paralelo al
presente trabajo, logré reducir la severidad del ToYMV con dosis altas de f6sforo
(1800 kg /ha).

A los 45 ddt, el magnesio y potasio mostraron niveles bajos pero
normales (Anexo 5 y 7), de 0,26 y 2,12%, respectivamente. La declinacién
progresiva del magnesio quizds se debi6 a que forma parte de la molécula de
clorofila, y ésta se reduce con la infeccién por geminivirus, que deforman los
cloroplastos (Hull 1987, Leal y Lastra 1984). Este elemento es muy poco mévil
(Bertsch 1995) y su concentracién se reduce en el follaje al transferirse hacia las
fiores y frutos (Casseres 1981, Cerdas 1988).

La distninucién progresiva del potasio quizéds obedeci6 a que la dosis
utilizada (equivalente a 300 kg/ha) posiblemente fue muy baja, traténdose de
plantas infectadas con virus. Puesto que es importante en la floracién y formacién
de frutos (Tamaro 1981), su bajo nivel quizés se explica por su gran demanda y
translocacion hacia dichas estructuras. Ademds, por ser utilizado en mtltiples
procesos vitales, como la respiraci6n, fotosintesis, sfntesis de clorofila y contenido
de agua en el follaje (Salisbury y Ross 1991, Windsor y Adams 1987), las
cantidades empleadas quizés fueron insuficientes para mantener en mejor
condicién a la planta (Kaplan y Bergman 1985).

El calcio fue el dnico elemento en que difirieron todos los
tratamientos, pero todos mostraron el mismo patrén. A los 45 ddt hubo valores
bajos y deficientes (Anexo 6) en todos. Ello quizés se debi6é a que, por formar
parte importante de la pared celular, su contenido disminuyé en las hojas al ser
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infectadas por el virus, ya que éstos afectan la permeabilidad de la célula ¥, en
casos severos, su muerte (Lastra 1987, Salisbury 1991).

Los elementos menores (Cu, Zn y Mn) fueron los finicos que
mostraron niveles adecuados (Anexo 5). Por tanto, quizés contribuyeron a
atenuar la severidad del mosaico amarillo del tomate, pues participan en la
defensa de la planta; intervienen en la funcién de los tejidos, expresién de la
enfermedad, modifican la virulencia y capacidad de los patégenos para sobrevivir
(Bidwell 1978, Kaplan y Bergman 1985). La moderada severidad observada (grado
3) podria atribuirse parcialmente a su presencia, En cantidades suficientes, el
manganeso contribuye a que la respiracién sea eficiente; el cobre forma parte de
la plastocianina, protefna importante en la fotosfntesis: el zinc participa en la
sintesis del dcido indol-3-acético (IAA), auxina natural de las plantas (Bidwell
1978). Fries et al. (1974) y Zaher (1985), redujeron los dafios causados por TYLCV

en tomate con concentraciones 6ptimas de micronutrientes.

En sintesis, las diferencias (efecto c(bico) entre los tratamientos
podados indican que si las podas (més el fertilizante foliar) se hacen muy
temprano o tarde, los rendimientos se reducen mucho. Sin embargo, si se hace a
los 20 ddt se puede contrarrestar mejor la infecci6n viral. Esta fecha, equivalente a
50 dias después de la siembra, se encuentra dentro del periodo crftico del tomate
a geminivirus (Acufia 1993, Franke ef 4, 1983), cuando la planta ests en la etapa
de mayor actividad fisiolégica o de desarrollo vegetativo. Quizés responde a la
poda utilizando mejor sus nutrimentos, lo cual atentia la enfermedad, ademds de
que la poda posiblemente reduce el inéculo viral. Por 1a corta edad de la planta, 1a
poda a los 20 ddt se asemeja a la deshija efectnada por los agricultores
normalmente, entre 15-25 ddt (45-55 dds), aunque no la combinan con la
fertilizacién foliar inmediatamente. Es posible que ella por si sola contribuya a
atenuar el efecto del mosaico amarillo del tomate, sin que los agricultores se

percaten de su importancia.
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vil. CONCLUSION

- La poda, seguida por la aplicacién de fertilizante foliar, a los 20 dias
después del trasplante, atenué la severidad del mosaico amarillo del tomate.

-No hubo relacién entre la severidad de la enfermedad y la conceniracién
de ADN viral.

IX. RECOMENDACIONES

- Evaluar el efecto de las podas més fertilizante foliar a intervalos més
cortos, entre 5 y 30 dias después del trasplante.

- En dichos experimentos, inchiir dosis altas de fertilizante al suelo y

fraccionarlas segtin la curva de absorcién del cultivo.

- Establecer un método que excluya absolutamente a B. tabaci de los

invernaderos, y que no afecte el desarrollo de las plantas de tomate, para contar

con testigos verdaderamente contrastantes con los tratamientos evaluados.

- Redefinir la escala de severidad empleada y practicar su empleo antes de

iniciar futuros experimentos, para reducir al méximo su subjetividad.

- Aumentar, dentro de las posibilidades presupuestarias, el ntmero de
muestras para los anélisis de nutrimentos foliares y concentracién de ADN viral.
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Anexo 1. Altura promedio (m) de plantas de tomate cv. Hayslip, en el
invernadero.

DIAS DESPUES DEL TRASPLANTE

TRAT. 1 7 14 21 28 35 42 49 56 86

TTA 036 04456 0,5621 0,7788 0,8688 1 1,0552 1,0892 1,0834 1,8888
TIR 0,36 04328 0,5076 0,6424 10,7204 0,8544 0,8792 0,9628 1,0164 1,1077
T10 0,36 04316 04792 0,6236 0,6996 0,8288 0,872 0,926 0,9388 0,9544
120 0,36 04428 0,5324 0,67 07488 0,85 0,8888 0,972 0,9976 1,0456
T30 0,36 04324 0,5144 10,6576 0,7476 0,8336 0,8844 0,9524 0,9756 10394
T40 0,36  0,4228 04752 0,6036 0,708 0,8281 0,8864 0,9708 1,0016 1,0332
T50 0,36 04292 05044 0,6436 07116 0,72 0,889 0,9736 71,0024 1,0284

Anexo 2, Volumen diario de agua de irrigacién (1 /planta) para plantas de
tomate cv, Hayslip, en el invernadero.

DIAS ABRIL MAYO JUNIO JULIO
1 2 2,5 2,8
2 2 2,5 2,7
9 2 2,5 2,9
13 L5 2 2,5 2,8
17 15 2 2,5 28
21 1,5 2 2,5 2,7
29 1,5 2 2.5 2,8
29 1,5 2 2,5 2,8
31 L5 2 2,5 2,8
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Anexo 3. Promedio del indice de severidad, segiin los tratamientos,
DIAS DESPUES DEL TRASPLANTE
TRAT. 7 14 21 28 35 42 49 56 86
TTA 0 004 012 044 148 1,75 228 3 3
TIR 0 1 244 244 272 264 2,84 3 3
T10 0 1 196 1,96 1,3 2,8 2,92 3 3
T20 0 1 1,84 18 18 228 244 3 3
T30 0 1 188 188 1,68 2,16 244 3 3
T40 0 1 2 2 2,6 2,48 2,6 3 3
T50 0 1 188 188 228 268 2,72 3 3
Anexo 4. Concentracién relativa de ADN viral segtin los tratamientos.
DIAS DESPUES DEL TRASPLANTE
TRAT. 15 30 45 60
TTA 173,9 1819 180,7 180,6
TIR 176,5 184,1 182,8 1948
T10 173.9 186,4 182,0 195,5
T20 175,6 1804 187,0 189,1
T30 176,1 190,5 205,7 1984
T40 178,3 182,3 202,7 187,9
T50 178,0 188,2 201,3 1917
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Concentracién de nutrimentos que no mostraron diferencias entre
tratamientos.

DIAS DESPUES DEL TRASPLANTE

NUTRI- 0 15 30 45 60
MENTO
N 4,32 4,10142857  4,10142857 4,64857143 3,79571429
K 5 2,86285714  2,46571529 2,12285714 1,84857143
Mg 0,44 0,34428571  0,25428571 0,26 0,22
P 0,54 0,26142857  0,17714286 0,1942857 0,18714286
Cu 28 55,0714286  48,285143 17,7142857 32,5714286
Zn 64 89,7142857  103,428571 35,1428571 97,7142857
Mn 381 1845,71429  1081,71429 311,14285 334,285714
Anexo 6. Concentracién de calcio, segtn los tratamientos

DIAS DESPUES DEL TRASPLANTE
TRAT. 0 15 30 45 60
TTA 1,65 2,06 1,58 0,84 1,14
TIR 1,65 1,66 0,92 6,72 1,08
T10 1,65 1,68 0,98 0,96 0,98
T20 165 1,88 1,06 0,9 1,24
T30 1,65 16 1,1 0,76 1,06
T40 1,65 1,65 1,22 0,72 1,02
T50 1,65 1,54 1,12 0,86 1,08
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Anexo 7. Tabla para la interpretacién de valores nutricionales de la planta de
tomate a mediados de la floracion, segtin Jones (1991)

ELEMENTOS BAJO SUFICIENTE ALTO
N (%) 2,50-3,99 4,0-6,0 >6,0
P (%) 0,20-0,24 0,25-0,75 >0,75
K (%) 1,05-2,89 2,9-5,0 >5,0
Ca (%) 0,80-0,99 1,0-3,0 >3,0
Mg (%) 0,25-0,39 0,4-0,6 >0,6
S (%) 0,25-0,39 04-12 >1,2
B (ppm) 20-24 25-60 >60
Cu  (ppm) 3-4 5-20 >20
Fe (ppm) 30-39 40-200 >200
Mn (ppm) 30-39 40-250 >250
Zn (ppm) 18-19 20-50 >50
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Anexo 8. condiciones ambientales durante el experimento

RADIACIONSOLAR  (Mj/am2) TEMPERATURA  (°C) HUMEDAD RELATIVA (%)

DIAS ABRIL MAYO JUNIO JULIO ABRH. MAYO JUNIO JULIO ABRIL MAYO JUNIO JULIO

1 20 15 2016 26 25 26 84 69 74

2 1738 1259 21,13 285 245 265 80 885 73

3 17.5 19.86 12.9 39 6 265 60 7125 7375

4 18.64 22115  16.12 29 28 28,75 56 715 73

5 13.91 25.08 9.41 29 2725 26 65 7675 7435

6 1935 22.68 16.1 285 275 255 75 77 7425

7 2515  26.46 15 27 285 26.75 75 7675 735

8 256 2221 19.9 28 27.75 26,25 8¢ 785 7175

g 20,24 1273 16.2 26.5 255 26.25 B¢ 765 7175
10 25.02 1415 149 24 285 27.25 70 795 745
11 21.72 13.38 205 30 26 27.75 B0 75.25 7375
12 12.33 9.9¢ 156.81 26 2775 27.25 B0 7525 7275
i3 16.4 19,07 164 32 265 265 BO 7325 7225
14 8.81 1015 1636 29 2675 2525 78 7175 735
15 13.77 20.5 11 32 265 2525 B4 7275 75
16 2167 1872 1671 29 2775 255 B6 745 73.25
17 944 139 2336 1B.33 24 32 3735 2475 90 B6 7425 74
18 2253 1432 1942 2085 24 285 27.25 263 98 82 7475 73,25
19 2069 1B09 1534 17.17 24 27 275 255 88 755 7175 73.75
20 25,01 1451 2049 10 18 28 26.75 27 85 65.5 72 7325
21 1478 2405 1898 1175 19.5 27 265 26.75 90 745 7225 705
22 788 2432 2285 18472 20 28 26,25 26.75 9% 60 7225 70.25
23 2127 1829 1026 1B.31 25 26 2575 265 =14 70 7325 715
24 171 2265 2346 1433 28 3| 265 2525 96 B0 7475 72.25
25 B97 2489 1483 2138 25 24 2773 26 94 B6 7435 73,25
26 1445 2153 21.3 20 25 32 26 26.75 -1 65 7375 745
7 247 2316 1255 1432 8 30 265 2575 70 B0 753 7175
28 15314 1012 1574  12.82 30 27 265 275 80 85 78 70
28 1415 117 2078 24.Bé 26 2B 2675 2775 B2 B6 BG 70
3¢ 1829 16.59 9.9  15.82 28 275 2475 265 85 85 79 68.25
31 18 21.8b 20 17.34 26 28 25.5 98 84 6% 72.75
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