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RESUMEN.

En ciclos agricolas recientes, los dafios por enfermedades de tipo viral, en particular los
causados por el virus de la necrosis apical del tomate (ToOANV) han reducido la produccion
y calidad de estos cultivos hasta en un 100% en algunos lotes comerciales de estas
hortalizas.

El virus fue reportado por primera vez en 2007 en tomate en el estado de Sinaloa y se le
denomind virus de la necrosis apical del tomate por los sintomas expresados en las plantas

enfermas.

Estudios desarrollados por los autores del presente trabajo demostraron que el mismo virus
ataca al tomatillo en el norte de Sinaloa, donde la enfermedad ha causado pérdidas totales
en tomate y tomatillo. Es importante recalcar que los técnicos de campo han adjudicado
este problema fitosanitario al hongo Fusarium, lo cual ha conducido a la aplicaciéon de
estrategias inadecuadas para el manejo de la enfermedad. Esta confusion se debia a que no
existian estudios sustentados en el método cientifico sobre la identificacion del agente
causal. En este sentido, y en colaboracion con la Universidad de Arizona se ha identificado
al virus de la necrosis apical del tomate como agente causal de la enfermedad en tomate y
tomatillo; en el primer cultivo se presentan los sintomas de necrosis apical y en el segundo
ocurre un amarillamiento que reduce el ciclo del cultivo y limita su produccién en una

manera marcada.

En general, la incidencia y severidad del TOANV en tomate y tomatillo disminuyd en el
ciclo agricola 2012-2013 con respecto al ciclo 2011-2012. Esto se debe a las estrategias de
manejo emprendidas por los productores con base en resultados de investigacion generados
por este grupo de trabajo en el ciclo 2011-2012; estas acciones incluyen: a) La utilizacion
de los hibridos DRD-8551 (Tisey) DRD-8564 y Cuauhtémoc los cuales muestran
resistencia de campo al ToOANV, es importante resaltar que dichas variedades también
presentan alta resistencia a Begomovirus (Geminivirus) y b) la incorporacion del riego
presurizado y acolchado en el manejo del cultivo de tomatillo, lo cual de manera colateral
ha jugado un papel importante en el control del TOANV. Estos dos esquemas de manejo
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son de suma importancia ya que el primero no involucra el uso de insecticidas para el
control de la enfermedad. En el caso del tomatillo, aun cuando no existen variedades
resistentes al virus, el sistema de riego presurizado permite la aplicacion de insecticidas
sistémicos los cuales se translocan en la planta y ejercen un control eficiente de la mosca

blanca que actlia como agente transmisor del virus.

Con respecto al rango de hospedantes del virus, se encontré que de las especies incluidas en
10 familias boténicas, sélo los miembros de las familias Solanaceae resultaron
susceptibilidad al TOANV en el norte de Sinaloa. Este es el primer estudio a nivel mundial
en el cual se registran como hospedantes naturales al tomatillo comercial, tomatillo
silvestre, tabaco silvestre, chiquelite y toloache. Este hallazgo es importante, pues la
eliminacion de las plantas silvestres de la familia Solanaceae en la cercania de los predios
de tomate y tomatillo contribuira a la disminucion de riesgo de incidencia del virus en estos

cultivos.

Ademas del descubrimiento de nuevos hospedantes naturales del TOANV en el norte de
Sinaloa, se determind, por primera vez a nivel mundial, que dicho virus se transmite de
tomatillo a tomate (Solanum lycopersicum), tomatillo comercial (Physalis ixocarpa),
tomatillo silvestre (Physalis sp.), chiquelite (Solanum nigrum), Tabaco silvestre (Nicotiana
glauca) y toloache (Datura metel) mediante mosca blanca (Bemisia tabaci). Se determind
ademas que el insecto requieren al menos 24 horas para la adquisicion y transmision del
virus; esto es importante en la implementacion de estrategias del manejo de la enfermedad,
ya que los insecticidas sistémicos, principalmente aquellos que se aplican en riegos
presurizados, muestran una mayor eficacia en el manejo del ToANV, por la forma

persistente en la que el virus se transmite por el vector.

Con respecto a la fluctuacién poblacional de Bemisia tabaci, insecto vector del TOANV en
el norte de Sinaloa, se observé que las mayores poblaciones se presentan durante los meses,
enero-mayo lo cual coincide con altas incidencias del virus en tomate y tomatillo, sin
embargo, altas incidencia de la enfermedad se han registrado en septiembre-diciembre,
cuando ocurren poblaciones bajas del vector; esto indica que el vector es altamente
eficiente en la transmision del virus, lo cual se ha demostrado en el presente estudio. Es

importante recalcar que Bemisia tabaci ha sido consignada como vector de virus de los



grupos criniviruses, ipomoviruses, carlaviruses, begomovirus y torradoviruses; como
resultado de la presente investigacion se confirma una vez mas la eficiencia de este insecto

como vector del TOANV en hospedantes no reportados en otras partes del mundo.

Con base a las recomendaciones derivadas del presente estudio, los productores de
tomatillo en la area de influencia de la Junta Local del Valle del Fuerte han reducido la
incidencia del TOANV de 1-10% en lotes de tomatillo manejados con riego presurizado, en
contraste con los predios convencional (rodado) donde la incidencia alcanza hasta el 100%
y, muchos de estos lotes son destruidos por los mismos productores para someter los
terrenos a resiembras. Esta estrategia de manejo tiende a generalizarse en el Valle debido a
que no existen variedades tomatillo con resistencia de campo y este sistema de riego

permite optimizar el uso de insecticidas en el control del insecto vector.

La integracion del conocimiento sobre la identidad del virus, sus formas de transmision en
campo Yy los hallazgos sobre resistencia varietal en tomate al TOANV han reducido las
pérdidas por este patdgeno en este cultivo en el norte de Sinaloa. Asi mismo, aun cuando en
tomatillo no existen variedades con resistencia de campo al virus, el manejo del mismo
mediante riego presurizado representa una alternativa viable para el manejo de la
enfermedad mediante el control del insecto vector a través del uso de insecticidas en este
sistema de riego. Prueba de ello son las 50 ton/ha que se han obtenido en sistemas de riego

presurizado en contraste con 5 a 7 ton/ha que se obtienen en los lotes con riego rodado.

Finalmente, con base en los resultados del presente trabajo, la Junta Local de Sanidad
Vegetal del Valle del Fuerte ha autorizado permisos de siembra Unicamente para las
variedades de tomate resistentes al TOANV. Adicionalmente, el mismo organismo esta
recomendando la utilizacién de riego presurizado en siembras de tomatillo, pues este
sistema de riego presenta bondades en el manejo del TOANV, a través del uso eficiente de

los insecticidas en el control de la mosca blanca como vector.



I. INTRODUCCION.

La produccion y calidad de estos cultivos son afectadas por hongos, bacterias y virus.
Dentro de los hongos destacan: el tizon temprano (Alternaria solani), la cenicilla (Oidiopsis
taurica) (Leon Gallegos, 1988) y el tizon tardio (Phytophthora infestans). Las
enfermedades bacteriana mas importantes son: la mancha bacteriana (Xanthomonas
campestris pv. Vesicatoria) (Bouzar et al., 1996), la necrosis medular (Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis), el necrosis de la medula (Pseudomonas corrugata) y
la peca bacteriana (Pseudomonas syringae pv. tomato). En el grupo de virus se describen al
virus del mosaico del pepino (CMV),virus Y de la papa (PVY), Virus del mosaico del
tabaco (TMV), virus del jaspeado del tomate (TEV), virus de la (TYLCV), virus de la
marchitez manchada del tomate (TSWV), virus de la necrosis apical del tomate (TOANV),

entre otros (Turina et al., 2007).

El TOANV fue reportado por primera vez en tomate en el estado de Sinaloa por Massimo
Turina del Instituto de Virolologia Vegetal de Turin Italia, quien colectd plantas con
sintomas severos de necrosis en tallos y hojas; dichos sintomas eran sintomas clasicos del
virus TSWV pero al purificar la particula viral de las muestras y secuenciar el genoma de
este virus se encontré que pertenece a una nueva especie de virus, al cual nombro6 por los
sintomas en las plantas sintomaticas (figural) “virus de la necrosis apical del tomate”
(Turina et al., 2007).

Observaciones en esta region indican los dafios del TOANV son mas marcados cuando la
infeccidn ocurren en las etapas fenoldgicas iniciales del tomate y tomatillo. En el primero
ocurre necrosis apical de las plantas, deteniéndose su desarrollo y fructificacion. Cuando se
producen algunos frutos estos muestran anillos necréticos y carecen de valor en el mercado.
En tomatillo los sintomas también ocurren en etapas iniciales del desarrollo de la plantas;
aun cuando la mayoria de las variedades de tomatillo no presentan necrosis apical se
presenta un amarillamiento severo y enanismos, lo cual es mas evidente después del primer
riego de auxilio. A demas, dichas plantas se convierten en un foco de infeccion para otras

plantas sanas que se encuentran en el cultivo y predios vecinos.
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Figura 1. TOANV en tomate y tomatillo. A) Plantacion de tomate dafiada con TOANV, B)
tomate con necrosis apical, C) plantacion de tomatillo con amarillamiento y D) tomatillo
con amarillamiento intervenal.

Aun cuando en la region norte de Sinaloa tanto en tomate y tomatillo se han observado
sintomas similares a los consignados para el ToOANV, a la fecha no se han realizado
estudios relativos a la diversidad genética del virus asi como, estudios que involucran al
potencial vector. En el presente estudio se abordan estos temas con el propoésito de entender
la biologia y ecologia del virus en cuestion y se proponen estrategias para el manejo de la

enfermedad en el mediano plazo.



Il. ANTECEDENTES.

El cultivo de tomate se ve afectado por enfermedades de origen fungoso, bacterial y viral en
el norte de Sinaloa; dentro de estas Gltimas resalta el virus del chino del tomate el cual
causo grande pérdidas en los ciclos agricolas de 1970-1971, 1979-1980 y 1987-1988, ciclo
en los que afect6 a la mayoria de los cultivos de tomate y redujo la produccion hasta en un
30% (Ley y Sanchez, 1991). El virus del mosaico del tabaco se encuentra ampliamente
distribuido en todas las areas productoras de tomate en el norte de Sinaloa; fue reportado
desde 1974 en el sur de Tamaulipas, El Bajio y el estado de Sinaloa. La enfermedad puede
presentarse desde el trasplante, donde el dafio es drastico; si la enfermedad se presenta

cuando la planta esta en desarrollo el dafio es leve (Delgado, 1974).

El virus de la marchitez manchada del tomate (TSWV) también causé dafios considerables
en 1990. Esta enfermedad se ha presentado en regiones tropicales y subtropicales del
mundo, entre ellas: Africa y distintas Islas del Océano Pacifico (Holmes, 1958). En Sinaloa,
la enfermedad es conocida desde hace 20 afios, presentandose en distintos cultivares de
tomate y chile, pudiendo causar mas del 50% de pérdidas en los rendimientos del tomate y
chile. En tomate Saladette, el virus causa hasta 100% de dafio, como ocurrié en el ciclo
agricola 1987-1988 (Ramirez y Ley, 1991).

En relacion al virus de la necrosis apical del tomate, enfermedad que se aborda en el
presente trabajo, se consignd por primera vez en el noroeste de México por Turina en el
2007. Este investigador determin6 que la enfermedad es causada por un virus del grupo de
los picornavirus y se le denomind virus de la necrosis apical del tomate (ToANV); el
mismo autor determind que mediante transmisidn mecanica este virus puede infectar a:
Datura stramonium, Nicotiana benthamiana, N. clevelandii, N. megalosiphon, N. glutinosa,
N. tabacum (cv. White Burley), Solanum lycopersicum, (cv. Marmande), Capsicum annuu,
(cv. Quadrato D’Asti), Solanum nigrum y Catharanthus roseus (Turina et al., 2007); sin
embargo actualmente se desconoce la diversidad genética del virus asi como, las
potenciales plantas especies de plantas que pueden actuar como reservorios de indculo del

virus y el papel de la mosca blanca Bemisia sp. como posible vector de la enfermedad.
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111. JUSTIFICACION.

La necrosis apical del tomate es considerada como una de las enfermedades mas
importantes que afectan al cultivo en México. En el norte de Sinaloa, en ciclos agricolas
resientes se ha presentado esta enfermedad en diferentes cultivares de tomate y tomatillo.
Por la superficie de siembra y el valor de la produccién, el cultivo de tomate y tomatillo
estan consideradas como una de las principales hortalizas en el norte de Sinaloa. En el ciclo
agricola 2011-2012, el TOANV present6 incidencia de hasta en un 100% en cultivares de
tomate y tomatillo, por lo que algunos agricultores destruyeron sus cultivos. Por lo anterior,
se desarroll6 el presente proyecto de investigacion en el cual se muestran algunos aspectos
ecoldgicos y epidemiologicos del virus de la necrosis apical del tomate en el norte de
Sinaloa; en este sentido, se llevo a cabo el estudio sobre la diversidad genética del TOANV ,
el rango de hospedantes del virus y su transmision mediante mosca blanca (Bemisia tabaci).
El presente estudio permitird la implementacion de estrategias para el manejo de la

enfermedad en campo.
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IV. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general.

Identificar el virus causante de la necrosis apical del tomate, determinar su rango de
hospedantes y proponer estrategias para el manejo de la enfermedad en tomate y tomatillo

en el norte de Sinaloa.
4.2. Objetivos especificos.

Identificar el virus causante de la necrosis apical del tomate (TOANV) mediante el uso de

pruebas serologicas, RT-PCR y secuenciacion de los productos amplificados.
Determinar la incidencia del TOANV en tomate y tomatillo en el norte de Sinaloa.

Determinar la fluctuacion poblacional de mosca blanca (Bemisia tabaci) en el Valle del
Fuerte y su relacién con la incidencia necrosis apical del tomate y el amarillamiento del

tomatillo en el norte de Sinaloa.

Informar sobre la existencia de hibridos de tomate tolerantes al virus de la necrosis apical

del tomate en el norte de Sinaloa

Determinar el efecto del manejo de tomatillo bajo riego presurizado y su relacion con la

incidencia y severidad del TOANV.
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V. MATERIALES Y METODOS.

5.1. Colecta de muestras para la identificacion del virus causante la necrosis apical del
tomate (TOANV)

Muestras de tomate con necrosis apical, tomatillo con amarillamiento foliar y malezas con
sintomas de moteados, mosaicos, malformacién y amarillamiento, se colectaron en lotes
comerciales, caminos y asi como en bordos de drenes y canales de riego. Las muestras se
colocaron en una bolsa de polietileno; enseguida se depositaron en una hielera para
trasladarse al laboratorio para su procesamiento. Los muestreos se realizaron en los
municipios de Ahorme, El Fuerte y Guasave, durante los ciclos agricolas 2011-2012 y
2012-2013.

5.1.1. Identificacion mediante serologia.

Las muestras antes descritas se procesaron en campo para la deteccion de TOANV mediante
la prueba seroldgica QuickStix Kit for Tomato Apex Necrosis Virus (Portland, EU

EnviroLogy) como se describe a continuacion.

Del tejido sintomatico se tomaron dos discos de 1.0 cm de diametro, se colocaron un tubo
eppendorf y se maceraron con un pistilo; enseguida se afiadieron 13 gotas del buffer de
extraccion y por ultimo al tubo se le introdujo una inmunotira durante 10 minutos hasta

observar las dos bandas que significa que la muestra es positiva para ToOANV (figura 2).

Figura 2. Deteccion de TOANV mediante serologia utilizando inmunotiras.
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5.1.2. Identificaciéon mediante técnicas moleculares.
Extraccion de ARN de tejido foliar total.

La extraccion del ARN genomico se realizd utilizando el kit TRIZOL Reagent
(Invitrogene®), para la extraccion se tomaron aproximadamente 20 mg del tejido
sintomético y se macer6 con 500 pl de Trizol Reagent. La muestra se incubé 10 minutos
sobre hielo, posteriormente se adicion6 0.1 ml de cloroformo y se agit6 vigorosamente
durante 15 segundos. Los tubos se centrifugaron a 13000rpm durante 10 minutos a 4°C y se
recuperaron 0.2 ml de la fase acuosa (superior), la cual se deposité en otro tubo
previamente marcado. Al tubo se le afiadié 0.2 ml de isopropanol e incub6 durante 10 min
a -20°C. La muestra se centrifugoé a 13,000rpm durante 10 minutos a 4°C y decanto el
sobrenadante. EIl pellet se lavd con 0.5 ml. de etanol al 70%, después se centrifugdé a
13,000rpm durante 5 minutos a 4°C y decantd el sobrenadante. El pellet se secd a
temperatura ambiente durante 10 a 15 min. Por Gltimo, el pellet se disolvié en 30ul agua

estéril libre de nucleasas.

Los ARN de las diferentes muestras se enviaron a la universidad de Tucson donde se
procesaron por las técnicas de RT-PCR vy los aislamientos amplificados se secuenciaron

para la identificacion del ToOANV.
Amplificacion del ARN viral mediante la técnica de RT- PCR en un solo paso
Amplificacion del ARN.

La mezcla de la reaccion para RT- PCR consistio en mezclar 5ul de buffer para RT-PCR
5X, 0.8 uL de MgSO4, 0.2 uL de la mezcla de dNTP, 0.25 microlitros Superscriptli|
TAQ polimerase y 0.2 uL de cada primer (TANV1F2345y TANV1R3178 para RNAI) y
0.5 ul de ARN, en un volumen total de 10 pl. La amplificacion fue realizada usando un
termociclador MyCycler Thermal Cycler (Biorad, México). Las condiciones consistieron
de un ciclo de sintesis del cDNA a 60°C por 20 min, un ciclo de desnaturalizacion inicial a
94°C por 2 min, seguido por 35 repeticiones de un ciclo de desnaturalizacién a 94°C por 15
seg, un ciclo de anillamiento a 52°C por 30 s y un ciclo de elongacion a 68°C por 50 s.
Los amplicones fueron visualizados por electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido

con bromuro de etidio.
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Secuenciacion de los productos de PCR.

Los productos de PCR se purificaron utilizando el kit Qiaquick PCR Purification Kit
(Qiagen, EUA, Cat. No. 28106). EI ADN se cuantific6 empleando un lector multimodal
para placas de 96 pozos (DTX-880, Beckman) por fluorometria siguiendo las
recomendaciones del proveedor del Quant-ItTM dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, EUA,
Cat. No. Q32854). Las muestras de ADN amplificado se secaron en una placa de
calentamiento a 45°C y se enviaron a secuenciar de manera bidireccional en la Universidad

de Tucson, para su secuenciacién empleando un equipo ABI Prism 3100.
Andlisis de las secuencias.

Una vez obtenidas las secuencias, se realizd una comparacion en la base de datos del
GenBank y se construyo un arbol filogenético con las secuencias obtenidas. La busqueda de
similitud de secuencias se llevo a cabo en el servidor del National Center for Biotechnology
Information (NCBI: http://blast.ncbi.nm.nih.gov/Blast.cgi) utilizando BLAST-N. El
alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas se ejecutd con el software MEGA 5
(Tamura et al., 2011) utilizando el software MUSCLE (Edgar, 2004). La seleccion de
modelos de sustitucion se desarrollo con el software jModelTest (Posada, 2008) utilizando
el criterio de informacion de Akaike (AIC). El arbol filogenético se generd por neighbor
joining (NJ) utilizando el modelo de sustitucion de parametros Kimura 2 (Huelsenbeck y
Ronquist, 2001). Los gaps fueron tratados como datos faltantes y la robustez se evalu6 con

1000 réplicas bootstrap.
5.2. Incidencia de TOANV en tomate y tomatillo en el norte de Sinaloa.

Para determinar la distribucion e incidencia del TOANV se evaluaron 54 lotes comerciales
de tomate y 67 lotes comerciales de tomatillo en el norte de Sinaloa durante los ciclos
agricola 2011-2012 y 2012-2013. En cada lote comercial se cuantifico el nimero de plantas
de tomate con necrosis apical y en el caso de tomatillo se cuantificaron las plantas con
sintomas de amarillamiento. En cada lote se establecieron cuatro transeptos, en cada uno se
evaluaron 100 plantas, evaluandose un total de 400 plantas por lote. Posteriormente, se
seleccionaron y colectaron 10 brotes apicales de 20 a 30 cm de tomate con necrosis apical o
tomatillo con amarillamiento foliar. Las muestras se colocaron en bolsas de polietileno, se

etiquetaron con los datos (Agricultor, lugar de colecta, variedad, fecha de siembra, fecha de
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colectar, etapa fenologia, sistema de riego, la geo-posicion del lote e incidencia de TOANV)

y se trasladaron al laboratorio en recipientes con hielo para su analisis inmediato.
5.3. Rango de hospedantes y distribucion del virus de la necrosis apical del tomate.

Para determinar el rango de hospedantes de TOANV, se corté la parte apical de 154 malezas
con moteados, mosaicos, amarillamiento, malformaciéon de 81 puntos, los cuales se
encontraban en las orillas de caminos vecinales, bordos de canales, drenes y lotes de
hortalizas en el norte de Sinaloa durante el ciclo agricola 2011-2012 y 2012-2013. Las
muestras se colocaron en bolsas de polietileno, se etiquetaron (nombre comin, fecha de
colecta, geoposicion del sitio de colecta) y se trasladaron al laboratorio en recipientes con

hielo para su analisis inmediato.
5.4. Transmision del TOANV a plantas cultivadas y plantas silvestre con mosca blanca.

Un aislamiento de TOANV proveniente de una planta de tomatillo variedad Querétaro con
sintomas de amarillamiento se transmitio mecanicamente a 5 plantas de tomatillo en etapa
fenoldgica de primera hoja verdadera. Un mismo nimero de plantas se utilizaron como
testigo negativo. La presencia del TOANV en la plantas de tomatillo se confirmé mediante
el uso de RT-PCR.

La colonia de mosca blanca se establecio a partir de pupas presentes en hojas de calabaza
Kabocha (Cucurbita moschata) Duch. ex. Las pupas de mosca blanca se colocaron sobre
una planta de calabaza cabocha sana. Las plantas acompafiadas de las ninfas se confinaron
en jaulas de 1.40 x 0.60 m con tela de 100% polipropileno (agribon®); las poblaciones del
insecto fueron abundantes después de 20 dias del establecimiento de la colonia. Para
demostrar que las mosca blancas no eran portadores de virus que infectan tomate y
tomatillo, cinco grupos de diez ejemplares se transfirieron a plantulas de tomate variedad
APTX-271 en la etapa fenolégica de primer hoja verdadera, dichas plantas se
inspeccionaron a los 15 dias después de la transferencia de los insectos para determinar la
presencia de posibles sintomas de origen viral y se determiné la ausencia de virus mediante
pruebas seroldgicas. La identificacién de las especie de mosca blanca se realizé utilizando

pupas mediante pruebas taxonémica (Martin 1987).
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Cinco adultos de mosca blanca se transfirieron mediante un succionador bucal a una planta
de tomatillo infectada (figura 3) con TOANV. Al insecto se le permitié un periodo de
adquisicion del virus de 24 hrs. Posteriormente las moscas blancas se transfirieron en forma
separada a diez plantulas sanas de cada una de las siguientes malezas: mala mujer (Solanum
rostratum), toloache (Datura sp), tabaco silvestre (Nicotiana glauca) y chiquelite (Solanum
nigrum); en la etapa de la primera hoja verdadera donde permanecieron en un periodo de
transmisién durante 72 horas en una jaula de tela 100% polipropileno (agribon®).

Figura 3. adultos y colonia de Bemisia tabaci sobre plantas de tomatillo

Una vez transcurrido el periodo de transmision, las moscas blancas se eliminaron mediante
la aplicacion de insecticida Raid Casa y Jardin. Las plantas sometidas a transmision se
colocaron en jaulas de agribon y se observaron cada tercer dia durante 21 dias para
determinar la presencia de sintomas de TOANV. Una vez que se presentaron los sintomas,
el tejido sintomatico se sometié a procedimiento de pruebas seroldgicas y RT-PCR, para

confirmar la presencia del virus inoculado por las moscas.
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5.5. Fluctuacion poblacional de mosca blanca en el Valle del Fuerte y su relacion con

la necrosis apical del tomate y el amarillamiento del tomatillo.

Para determinar la dinamica poblacional de la mosca blanca se seleccioné una zona
fitosanitaria de las diez establecidas en la zona de influencia de la Junta Local de Sanidad
Vegetal del Valle del Fuerte; histéricamente estas zonas han presentado la mayor incidencia
de mosca blanca en el Valle.

En dicha zona se establecieron cinco puntos de muestreo donde semanalmente se colocaron
trampas amarillas con pegamento a una altura de 50 cm (figura 4), durante 24 horas.
Posteriormente las trampas se llevaron al laboratorio de entomologia de la Junta Local de
Sanidad Vegetal del Valle del Fuerte, donde se calcul6 el promedio del nimero de adultos

de mosca blanca por pulgada cuadrada en cada una de las trampas en periodos quincenales .

Figura 4. Colocacion de trampas amarillas para el monitorio de mosca blanca.
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5.6. Resistencia en hibridos de tomate al TOANV.

Para determinar la resistencia de los hibridos de tomate se evaluaron 1 predio de los hibrido
Esmeralda, DRD8564, Brigade, Primus y Cuauhtémoc, 6 predios con los hibridos APTX-
271 y DRD-8551 en la zona de influencia de la Junta Local de Sanidad Vegetal del Valle
del Fuerte durante los ciclos agricolas 2011-2012 y 2012-2013. Las evaluaciones
consistieron en realizar cuatro evaluaciones de la incidencia de necrosis apical en los
hibridos de tomate (figura 59. En cada lote se establecieron cuatro transeptosy en cada uno
se evaluaron 100 plantas, con un total de 400 plantas por lote. Posteriormente, se
seleccionaron y colectaron 10 brotes apicales de 20 a 30 cm de tomate con necrosis apical
en tomate. Las muestras se colocaron en bolsas de polietileno, se etiquetaron con los datos
(lugar de colecta, variedad, fecha de siembra, etapa fenologia, y geoposicionamiento del
lote e incidencia con TOANV) y se trasladaron al laboratorio en recipientes con hielo para

su andlisis inmediato.

Figura 5. Evaluacion de la incidencia de TOANV en hibridos de tomate APTX-271.
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5.7. Manejo del tomatillo mediante el rego presurizado y su efecto en la incidencia 'y
severidad del TOANV.

Para determinar el efecto de riego presurizado en la incidencia del amarillamiento del
tomatillo causada por TOANV, se seleccionaron 16 predios establecidos con este sistema
de riego. La incidencia de la enfermedad se determind en periodos quincenales hasta el
final del ciclo del cultivo y se contrastd con la incidencia en 24 predios con riego rodado.
Las evaluaciones de incidencia se realizaron como se describe en el apartado 5.2. para
tomatillo en los ciclos agricola 2011-2012 y 2012-2013.
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V1. RESULTADOS.
6.1. Identificacion del virus causante de la necrosis apical del tomate.
Identificacion mediante técnicas moleculares.

Las muestras de plantas de tomate comercial, tomatillo comercial, chiquelite, tabaco
silvestre, tomatillo silvestre y toloache que resultaron positivas para TOANV mediante la
prueba serologica, se analizaron mediante la reaccién de RT-PCR (figura 6), confirmando

la presencia del virus en las muestras.

<«— 635 pb

Figura 6. Amplificacion del ARN 1 de ToANV. Carril 1 marcador de peso molecular (100 pb).
Carril 2) control positivo, Carril 3 ) control negativo, carril 4) mala mujer, 5) tomatillo, carril 6)
chile, carril 7) tomate, carril 8) toloache, carril 9) chiquelite, carril 10) tabaco silvestre.

La secuenciacion genémica del RNA 1 de cuatro aislados comparte un alto porcentaje de
similitud. El andlisis de secuencia del fragmento amplificado revela que las muestras de
toloache (A0O3 TANV 1-8), tomatillo silvestre (A02 TANV 1-6), tomatillo comercial (A01
TANV 1-5) y tomate (A04 TANV 1-16) presentan un 90-98% de similitud con otras
secuencias de TOANV reportadas en el NCBI previamente (EF063641.1) (figura 7).
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Figura 7. Arbol filogenético basado en secuencias del RNA 1 del grupo de los torradovirus.
Comparativo del TOANV del norte de Sinaloa con aislados de dicho grupo de otras partes del

mundo.

6.2. Incidencia de ToANV en tomate y tomatillo en el norte de Sinaloa.

Incidencia de TOANV en tomate.

La incidencia del virus de la necrosis apical de tomate varié de 0 — 60 % (cuadro 1) en los
65 predios de tomate muestreados durante los ciclo 2011-2012 y 2012-2013. EI mayor
namero de predios de tomate con necrosis apical, asi como la mayor incidencia de la
enfermedad (60%) ocurrid6 durante el ciclo agricola 2011-2012 (Figura 8). La mayor
susceptibilidad a TOANV la presentaron los hibridos Esmeralda, Primus, Brigade y APTX-

271 con un 20-60% de incidencia durante dicho ciclo. Es importante resaltar que en este
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ciclo agricola los productores destruyeron al menos uno a cinco predios de cada cultivar

debido a la alta incidencia de TOANV.

Como resultado de las observaciones de campo y laboratorio en el ciclo agricola 2011-
2012, se recomendd a los productores evitar el establecimiento de predios de tomates con
hibridos susceptibles (Esmeralda, Primus, Brigade y APTX-271), y se recomendd el
hibrido DRD8551 (TISEY) el cual muestra un alto grado de resistencia a la enfermedad. En

el cuadro 1 se muestran los bajos niveles de incidencia del TOANV en el norte de Sinaloa.

Cuadro 1. Incidencia de ToANV en hibridos de tomate en el norte de Sinaloa durante los
ciclos agricolas 2011-2012 y 2012-2013.

TOMATE
aé:rii(cz:lgla Variedad No. de predio evaluados I_?gfﬁlr\]fig, /Zj)e
APTX-271 23 0-60
Brigade 5 3.5-43
2011/2012 Calista 0 Esmeralda 2 20
TISEY (DRD8551) 5 0-<1
DRD-8564 1 0
PRIMUS 1 0-20
APTX-271 6 0-55
2012/2013 TISEY (DRD8551) 21 0
Cuauhtémoc 1
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Figura 8. Distribucién e indecencia TOANV en lotes comerciales de tomate en el norte de Sinaloa.
A) Ciclo agricola 2011-2012 y B) 2012-2013. Punto verde, amarillo, naranja y rojo significan
incidencia de TOANV de 0, 1-15, 16-50 y 51 100% de incidencia, respectivamente.

Incidencia de ToANV en tomatillo.

La incidencia del amarillamiento foliar del tomatillo varié de 1 - 100% en los 67 predios
evaluados durante los ciclos agricola 2011-2012 y 2012-2013. Los predios de tomatillo con
mayor incidencia de la enfermedad se presentaron en el ciclo agricola 2011-2012 (Figura
9). Las variedades Querétaro, Gran Esmeralda y San Juanito mostraron un alto grado de
susceptibilidad al TOANV, con incidencias hasta de un 100% (cuadro 2). Es importante

resaltar como resultado de la alta incidencia de la virosis, algunos productores de tomatillo
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rastrearon sus predios y en algunos casos volvieron a resembrar tomatillo, y debido alta

incidencia de la enfermedad rastrearon las resiembras de nuevo.
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Figura 9. Distribucion e indecencia TOANV en lotes comerciales de tomatillo en el norte de
Sinaloa. A) Ciclo agricola 2011-2012 y B) 2012-2013. Punto verde, amarillo y rojo
significan incidencia de TOANV de 1-10, 11-39 y 40-100% de incidencia, respectivamente.
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Cuadro 2. Incidencia de ToANV en variedades de tomatillo en el norte de Sinaloa durante
el ciclo agricola 2012-2013 y 2012-2013.

TOMATILLO
Ciclo Incidencia de TOANV
agricola Variedad No. de predios evaluados (%)
Gran esmeralda 5 5-100
2011/2012 | Querétaro 40 2 -100
San Juanito 1 100
2012/2013 | Querétaro 21 1-100

6.3. Rango de hospedantes y distribucion del virus de la necrosis apical del tomate

Se colectaron 244 muestras de plantas cultivadas las cuales incluyeron a tomate y tomatillo.
También se colectaron 177 muestras de malezas de las familias Amaranthaceae,
Apocynaceae, Asteraceae, Compositae, Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae,
Malvaceae, Urticaceae y Solanaceae. EI TOANV se detectd en un 98% de muestras de
tomate, y en un 96 % de tomatillo; ademas, se detectd en las siguientes malezas: toloache,
chiquelite, tabaco silvestre, y tomatillo silvestre, en un 96, 90, 90 y 85 %, respectivamente,
todas estas de la familia Solanaceae; no se detecto el virus en un gran nimero de malezas

presentes en la region pero que pertenecen a otras familia botanica (cuadro 3).
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Cuadro 3. Deteccion de TOANV en plantas silvestres y cultivables.

No. de Muestras
Familia Nombre comun Nombre cientifico muestras | infectadas por
analizadas | ToANV (%)

Tomate Solanum lycopersicum 103 98

Tomatillo
comercial Physalis ixocarpa 141 96
Solanaceae | Toloache Datura Sp. 24 96
Chiquelite Solanum nigrum 21 90
Tabaco silvestre Nicotiana glauca 43 90
Tomatillo silvestre | Physalis sp. 14 85
Amaranthaceae |Bledo Amaranthus viridis L. 5 0
Apocynaceae |Huichuri Pergularia ambrosioides 6 0
Asteraceae [ Alinanchi Plucea sp. 1 0
Estafiate Parthenium hysterophorus 1 0
Girasol Helianthus annuus L. 7 0
Chicura Franseria ambrosioides 4 0
Amargoso Parthenium hysterophorus 7 0
Batamote Baccharis glutinosa 1 0
Compositae | Guachapore Xanthium spp 2 0
Cucurbitaceae [ Meloncillo Cucumis melo L 5 0
Euphorbiaceae |Higuerilla Ricinus communis L. 4 0
Fabaceae frijolillo Rhynchosia sp 7 0
Malva Sida rhombifolia L. 23 0
Malvaceae Malva peluda Abutilon grandidentatum L. 4 0
Urticaceae | Hortiga Urtica sp. 3 0

En la figura 10 ilustra la distribucion del TOANV en plantas cultivadas y silvestres.aun

cuando el patégeno se detectd Unicamente en malezas de la familia Solanaceae, éstas se

encuentran ampliamente distribuidas a lo largo de caminos vecinales asi como en los

bordos de canales de riego, drenes, lotes baldios y terrenos ociosos de la region. Este

elemento es de suma importancia en la ecologia y epidemiologia del TOANV pues las

plantas silvestres actan como reservorios de indculo para el patdgeno a partir de los cuales

el insecto vector Bemisia tabaci lo transmite hacia las especies horticolas como tomate y

tomatillo.
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Figura 10. Distribucion de ToANV en el norte de Sinaloa en los ciclos agricolas 2011-
2012 y 2012-2013. Los Puntos rojos, verdes y amarillos indican la presencia del virus en

malezas, tomate y tomatillo, respectivamente.

6.4. Transmision del TOANV a plantas cultivadas y plantas silvestre con mosca
blanca.

Identificacion de la especie de mosca blanca transmisora del TOANV.

La especie de mosca blanca transmisora de la el virus de la necrosis apical del tomate se
identifico mediante la utilizacion de las claves de Martin (1987). Para este propdsito se
utilizaron pupas las cuales presentaban setas caudales robustas tan largas como el orificio
vasidiforme, los lados del orificio vasidiforme son casi rectos y la longitud de este orificio
es mas larga que el surco caudal (figura 11). Se concluyd que la especie involucrada es
Bemisia tabaci y esta en proceso la identificacion molecular del biotipo de dicha especie.
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Figura 11. Fotografia de la parte posterior de la pupa de Bemisia tabaci, vector del TOANV
en tomate, tomatillo y malezas en el norte de Sinaloa.

Transmision de TOANV

Plantulas de tomatillo de la variedad Querétaro expuestas a moscas blancas portadoras del
ToANV (proveniente de tomatillo) mostraron sintomas del virus a los 15 dias después del
inicio de exposicion al vector. El periodo de trasmision fue de 72 horas y el porcentaje de
transmision fue del 60% esto indica un alto grado de eficiencia del insecto vector en el
proceso de transmisidon del virus. En tomatillo silvestre la eficiencia de transmision del
virus fue del 40%, tomate, toloache y en chiquelite fue de 30 %. Los primeros sintomas en
tomatillo silvestre aparecieron a los 30 dias después del inicio a la exposicion al vector; en
tomate, los sintomas aparecieron a los 7 dias, y en toloache y chiquelite los primeros

29



sintomas se observaron a los 15 dias después del inicio a la exposicion al vector. En mala

mujer y berenjena no hubo transmision mediante Bemisia tabaci (cuadro 4).

Cuadro 4. Trasmisién de TOANV a plantas solanaceas mediante Bemisia tabaci.

Maleza No. de plantas del ensayo | Porcentaje de transmisién

Tomate var APTX-271 10 30
Tomatillo var. Querétaro 10 60
Toloache 10 30
Tomatillo silvestre 10 40
Chiquelite 10 30
Mala mujer 10

Berenjena 10 0

6.5. Fluctuacion poblacional de mosca blanca en el Valle del Fuerte y su relacion con

la necrosis apical del tomate y el amarillamiento del tomatillo.

Fluctuacion poblacional de mosca blanca en la zona fitosanitaria concheros-9 de

Diciembre.

En la figura 12 se indican las poblaciones de mosca blanca en la zona fitosanitaria

Concheros-9 de Diciembre en 2011, 2012 y 2013 dicha figura representa a cinco punto de

muestreo del insecto en el area de jurisdiccion de la Junta Local de Sanidad vegetal. Las

mayores poblaciones se presentaron s de enero a mayo con variaciones anuales en dicho

periodo, resaltando el 2012 con las mayores poblaciones del insecto. Durante los tres afos

de muestreo las poblaciones declinaron a partir de junio se observé que las poblaciones de

mosca blanca mas bajas se presentaron entre los meses de junio, con ligeros incrementos a

partir del noviembre. Es evidente que las poblaciones se incrementan durante los meses

frescos del afio cuando los cundo los cultivos horticolas se encuentran en pie y declinan una

vez que los cultivos horticolas y el cultivo de frijol han cumplido su ciclo vegetativo.
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Figura 12. Fluctuacion poblacional de mosca blanca en la zona fitosanitaria concheros-9 de

Diciembre.

La incidencia del virus de la necrosis del apical del tomate y el amarillamiento de tomatillo
muestran un alta correlacion con las alta poblaciones de mosca blanca sin embargo, aun
cuando las poblaciones del insecto son bajas (0.2 moscas por pulgada cuadrada) durante
septiembre, noviembre, y diciembre, se presenta altas incidencia del virus en dichos
cultivos, lo cual se debe a la alta eficiencia del insecto vector del virus y los altos niveles de

susceptibilidad en algunos hibridos de tomate y todas las variedades de tomatillo.
6.6. Resistencia en hibridos de tomate al TOANV.

Se determino la resistencia de campo en 7 hibridos de tomate durante los ciclos 2011-2012
y 2012-2013. La incidencia de la enfermedad se determiné e periodos quincenales en los
materiales (figura 13). Los hibridos DRD-8551, DRD-8564 y Cuauhtémoc no sintomas de
necrosis apical durante el ciclo del cultivo. En cambio los hibridos Esmeralda Primus,
APTX-271 y Brigade la enfermedad ocurri6 a partir de los 15 dias después del trasplante y
se incrementd abruptamente hasta alcanzar un 60 % o mas de incidencia lo que condujo a
los productores la destruccion de dichos lotes. Es importante sefialar que los predios

sembrados con los hibridos que presentaron resistencia se vieron sometidos a altas
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poblaciones con mosca blanca y fuentes de in6culo de TOANV cercanas, lo que implica que

esta resistencia de campo es el reflejo de mecanismos de los hibridos a un desconocido.
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Figura 13. Evaluacion de resistencia de hibridos de tomate al virus de la necrosis apical del

tomate en el norte de Sinaloa.

6.7. Manejo del tomatillo mediante el riego presurizado y su efecto en la incidenciay
severidad del TOANV.

La incidencia del amarillamiento foliar del tomatillo en predios establecidos con riego
rodado varié de 37- 100% 67 predios evaluados durante los ciclos agricola 2011-2012 y
2012-2013. Lo anterior contrastd con la incidencia en lotes manejados mediante la
utilizacion del riego presurizado, donde la incidencia vari6 de 1-5% del ciclo agricola 2011-
2012 y del 1 al 10 % en el 2012-2013 (cuadro 5).
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Cuadro 5. Efecto del sistema de riego presurizado en el manejo del TOANV en tomatillo en

el norte de Sinaloa.

TOMATILLO
Ciclo aaricola Sistema Lotes Incidencia de Cortes Produccién
g de riego | evaluados | ToOANV (%) (Ton/ha)
Rodado 44 40-100
2011-2012
Goteo 2 1-5
Rodado 7 37-100 2 7
2012-2013
Goteo 14 1-10 8 50
A B

Figura 14. Predios de tomatillo var. Querétaro con diferentes sistemas de riego. A) Predio de
tomatillo con sistema de riego presurizado y B) predio de tomatillo con riego rodado.
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VII. DISCUSION.

Técnicas seroldgicas y moleculares permitieron la deteccion e identificacion del virus de la
necrosis apical del tomate en tomatillo, tomate, y malezas como chiquelite, tomatillo
silvestre, tabaco silvestre y toloache. Estudios moleculares indican que ToOANV en Sinaloa
se ubica en el grupo de los torradovirus (Navas Castillo et al., 2011), es importante sefialar
que estudios preliminares del patdgeno en esta region indican la presencia de nuevas
variantes del virus los cuales no se han registrado en la literatura. De igual forma, se infiere
que dada la coinfeccion por diferentes variantes se podran originar nuevas variantes del
virus en el futuro, lo cual incrementara la complejidad de la enfermedad y su subsecuente

manejo.

En general, la incidencia y severidad del TOANV en tomate y tomatillo disminuy6 en el
ciclo agricola 2012-2013 con respecto al ciclo 2011-2012. Esto se deben a las estrategias de
manejo emprendidas por los productores con base en resultados de investigacién generados
por este grupo de trabajo en el ciclo 2011-2012; estas acciones incluyen: a) La utilizacion
del hibrido DRD8551 (Tisey) el cual muestra resistencia de campo al TOANV y D) la
incorporacion del riego presurizado y acolchado en el manejo del cultivo de tomatillo, lo
cual de manera colateral ha jugado un papel importante en el control del TOANV. Estos dos
esquemas de manejo son de suma importancia ya que el primero no involucra el uso de
insecticidas para el control de la enfermedad. En el caso del tomatillo, aun cuando no
existen variedades resistentes al virus, el sistema de riego presurizado permite la aplicacion
de insecticidas sistémicos los cuales se translocan en la planta y ejercen un control eficiente

de la mosca blanca que actian como agente transmisor del virus.

Con respecto al rango de hospedantes del virus, se encontré que de las especies incluidas en
las 10 familias botéanicas, sélo los miembros de la familia Solanaceae resultaron
susceptibles al TOANV en el norte de Sinaloa. Este es el primer estudio a nivel mundial en
el cual se registran como hospedantes infectados en forma natural al tomatillo comercial,
tomatillo silvestre, tabaco silvestre, chiquelite y toloache. Este hallazgo es importante
debido a que la eliminacion de las plantas silvestres de la familia Solanaceae en la cercania
de los predios de tomate y tomatillo contribuira a la disminucién de riesgo de incidencia del

virus en tomate y tomatillo.
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Ademaés del descubrimiento de nuevos hospedantes naturales de ToOANV en el norte de
Sinaloa, se determind que dicho virus se transmite de tomatillo a tomate, tomatillo
comercial, tomatillo silvestre, chiquelite y toloache mediante mosca blanca (Bemisia
tabaci). Se determindé ademéas que el insecto requieren al menos 24 horas para la
adquisicion y transmisién del virus, esto es importante en la implementacion de estrategias
del manejo de la enfermedad, ya que los insecticidas de tipo sistémicos, principalmente
aquellos que se aplican en riegos presurizados, muestran un mayor potencial de eficacia en
el manejo de TOANV

Con respecto a la fluctuacion poblacional de Bemisia tabaci, insecto vector de TOANV en
el norte de Sinaloa; las mayores poblaciones se presentan durante los meses, enero-mayo lo
cual coincide con altas incidencias del virus en tomate y tomatillo, sin embargo, altas
incidencia de la enfermedad se han registrado en septiembre-diciembre, lo que indica que el
vector es altamente eficiente en la transmision del virus, lo cual se ha demostrado en el
presente estudio. Bemisia tabaci ha sido consignada como vector de los virus del genero
criniviruses, ipomoviruses, carlaviruses, begomovirus y torradoviruses (Navas Castillo et
al., 2011) como resultado de la presente investigacion se confirma una vez mas la eficiencia
de este insecto como vector del TOANV en hospedantes no reportados en otras partes del

mundo.

Con base a las recomendaciones derivadas del presente estudio, los productores de
tomatillo en la zona de influencia de la Junta Local del Valle del Fuerte han reducido la
incidencia del TOANV de 1-10% en contraste con los predios convencional (rodado) donde
la incidencia alcanza hasta el 100% por lo que son destruidos por los mismos productores.
Esta estrategia de manejo tiende a generalizarse en el Valle debido a que no existen
variedades tomatillo con resistencia de campo y este sistema de riego permite optimizar el

uso de insecticidas en el control del insecto vector.
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VIIl. CONCLUSIONES.

1. El virus de la necrosis apical del tomate (TOANV) se detectd serolégicamente y
molecularmente en forma consistente en plantas con sintomas de necrosis apical del
tomate, amarillamiento del tomatillo y especies silvestres de la familia Solanaceae en el
norte de Sinaloa.

2. Los hibridos de tomate Esmeralda, Primus, Brigade, APTX-271 y las variedades de
tomatillo Querétaro, gran esmeralda y San Juanito son altamente susceptibles a TOANV,
mientras que los hibridos de tomate DRD-8551, DRD-8564 y Cuauhtémoc muestran altos

niveles de resistencia de campo al virus.

3. El chiquelite, tomatillo silvestre, tabaco silvestre y toloache la familia Solanaceae son
fuente de in6culo de ToANV. Estas especies silvestres se encuentran ampliamente
distribuidas en caminos vecinales, terrenos ociosos, bordos de drenes y canales de riego en

el norte de Sinaloa.

4. La mosca blanca (Bemisia tabaci) es el vector del ToANV transmite la enfermedad de
malezas a predios comerciales de tomatillo y tomate y el insecto es altamente eficiente
como vector pues aun con poblaciones bajas en campo se presentan altas incidencias de la

enfermedad.

5. En dos ciclos agricolas consecutivos, la incidencia y dafio por el TOANV en tomatillo se
redujeron de manera significativa mediante el uso de riego presurizado para el manejo de
dicho cultivo, esto contrasto con los altos niveles de incidencia y perdidas causados por la

enfermedad en predios de tomatillo en riego rodado.

6. La integracion del conocimiento sobre la identidad del virus, sus formas de transmision
en campo Y los hallazgos sobre resistencia varietal en tomate al TOANV han reducido las
pérdidas por este patdgeno en el cultivo en el norte de Sinaloa. Asi mismo, aun cuando en
tomatillo no existen variedades con resistencia de campo al virus, el manejo del mismo
mediante riego presurizado representa una alternativa viable para el manejo de la
enfermedad mediante el control del insecto vector a través del uso de insecticidas en este

sistema de riego.
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