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RESUMEN.

En ciclos agricolas recientdss dafios por enfermedades de tipo viral, en particular
los causados por el virus de la necrosis apical del tomate (TOANV) han retiucido
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 Yss®loa
le denominé virus de la necrosis apical del tomate posiltemas expresados en las

plantas enfermas.

Estudios desarrollados por los autores del presente trabajo demosimaeorel

mismo virus ataca al tomatillo eel norte de Sinalgadonde la enfermedad ha
causado pélidas totales ertomate y tomatillo Es mportante recalcar que los
técnicos de campo han adjudicado este problema fitosanitario al Rosgoum |o

cual ha conducido a la aplicacién de estrategias inadecuadas para el manejo de la
enfermedadEsta confusion se debia a que no existian estwiistentados eal

método cientifico sobréa 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 tomatatijtdpen 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 tomatematiio disminuyo

en el ciclo agricola 2012013 con respecto al ciclo 202012. Esto se debe a las
estrategias de manejo emprendidas por los productores con base en resultados de
investigaciéon generados por este grupo de trabajo en el ciclo2PQ2] etas
acciones incluyera) La utilizacion de los hibridos DRB551(Tisey) DRD8564 y
Cuauhtémoc los cuales muestran resistencia de cahpboANV y b) la
incorporacion del riego presurizado y acolchado en el manejo del cultivo de
tomatillo, lo cual deananera 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 esten variedades resistentes al virus, el sistema de riego

presurizado permite la aplicacion de insecticidas sistémicos los cuales se translocan
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en la planta y ejercen un control eficiente de la mosca blanca que actia como agente

transmisor del virus.

Con respectoal rango de hospedanteslel virus se encontré quele las especies
incluidas en 10familias botanicas,solo los miembrosle lss familias Solanaceae
resultaron susceptibilidad al TOAN&h el norte de Sinaloa. Este es el primer estudio
a nivel mundid en el cualse registran como hospedantes naturale®rahtillo
comercia) tomatillo silvestre, tabaco silvestrehiquelitey toloache Este hallazgo es
importante, pues la eliminacion de las plantas silvestres de la f&uolhaaceaen

la cercania ds 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 mundigle dicho virus se
transmite de tomatillo aomate (Solanum lycopersicum tomatillo comercial
(Physalisixocarpg, tomatillo silvestre Physalissp.), chiquelite (8lanum nigrun),

Tabaco silvestre Nicotiana glauca y toloache (Datura mete) mediante msca

blanca Bemisia tabadi Se determind ademas que el insecto requieren al menos 24
horas para la adquisicidn y transmisiéon del virus; esto es importante en la
implementacion de estrategias del manejo de la enfermedad, ya que los insecticidas
sistémica, 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 Bemisia tabagi inse¢o vector del
ToANV en el norte de Sinaloa, se observéd que las mayores poblaciones se presentan
durante los meses, enarmyo lo cual coincide con altas incidencias del virus en
tomate y tomatillo, sin embargo, altas incidencia de la enfermedad se tsradegi

en septiembreliciembre, 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 recalcBequsia tabaicha sido
consignada como vector dgirus de los gruposcriniviruses, ipomoviruses,
carlaviruses, begomovirus y torradovirusesomo resultado de la presente
investigacion se confirma una vez mas la eficiencia de este insecto como vector del

ToANV en hospedantes neportados en otras partes del mundo.
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Con base a las recomendaciones derivadas del presente estudiogdim$opes de
tomatillo en la arede influencia de la Junta Local del Valle del Fuerte han reducido
la incidencia del ToOANV de -10% en lotes de tontdlo manejados con riego
presurizadoen contraste con los predios convencional (rodado) donde la incidencia
alcanza hasta el 100% muchos de estos lotes®n destruidos por los mismos
productoregpara someter los terrenos a resierabEsta estrategide manejo tiende

a generalizarse en el Valle debido a que no existen variedadedilltoroon
resistencia de camppoeste sistema de riego permite optimizar el uso de insecticidas

en el control del insecto vector.

La integracion del conocimiento sobre ldemtidad del virus, sus formas de
transmision en campo y los hallazgos sobre resistencia varietal en tomate al TOANV
han reducido las pérdidas por este patégeno en este cultivo en el norte de Sinaloa.
Asi mismo, aun cuando en tomatillo no existen variesl@da 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 Ragebade ello son las 50
ton/haque se han obtenido aistemas de riego presurizado en contraste con 5 a 7

ton/ha ge 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 recomendao la utilizacién de riego presurizado en siembras de tomatillo, pues
este sistema de riego presenta bondadesl manejo del TOANV, a través del uso

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

La prodiccidony calidad de estos cultivos safiectada por hongos, bacterias y virus.
Dentro de los honga$estacanel tizon tempranoAlternaria solan), la cenicilla(Oidiopsis
taurica) (Ledn Gallegos, 1988) y el tizon tardid®’hiytophthora infestans Las
enfermedadesbacterianamas importantes son:la mancha bderiana Kanthomonas
campestrispv. Vesicatoria) (Bouzar et al, 1996), la necrosis medularCfavibacter
michiganensisubsp.michiganensis el necrosis de la medu(@seudomonas corrugatg)

la pecabacterianaPseudomonas syringge. tomatg. 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
marditez manchada del tomate (TSWV), virus de la necrosis apical del tomats\(J,0

entre otrosTurinaet al, 2007%.

El TOANV fue reportdo por primera vez etomate en elgtado de Sinaloa poMassimo

Turina del Instituto de Virolologia Vegetal de Turltalia, quien colecté plantas con
sintomas severos de necrosis en tallos y hojas; dichos sintomas eran sintomas dlasicos de
virus TSWV pero apurificar la particula viral de las muestras y secuenciar el genoma de
estevirus se encontré que pertenexana nueva especie de virus, al cual nombré por los
sintomas en las plantas sintomaticas (figuf@al)i r us de | a necrosi s
(Turinaet al, 2007)

Observaciones en esta region inditas dafios del ToOAN\son mas marcados cuando la
infeccidbnocurren en las etapas fenoldgicas iniciales del tomate y tomatillo. En el primero
ocurrenecrosisapical de las plantas, deteniéndose su desarrollo y fructificacion. Cuando se
producen algunos frutos estos muestran anillos necroéticos y carecen de ealneerado.

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 enanishoosual es mas evahte 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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Figural. TOANV en tomate y tomatilloA) Plantacion de tomate dafiadan GmANYV, B)
tomate con necrosis apic&l) plantacion de tomatillo con amarillamiengoD) tomatillo
con amarillamientintervenal

Aun cuando en la regidén norte de Sinaloa tanto en tomate y tomatillo se han observado
sintomas similares a los consignaquma 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 propésito de entender
la biologia y ecologia delirus en cuestion ge proponemstrategiapara elmanejo de la
enfermedad en el mediano plazo.



. ANTECEDENTES.

El cultivo de tomate se ve afectado por enfermedades de origen fungoso, bacterial y viral en
el norte de Sinaloa; dentro de estas ultimaslta el virus del chino del tomate el cual
causo grande pérdidas en los ciclos agricolas de- 197D, 19791980 y 187-1988, ciclo

en los que afecté la mayoria de los cultivos de tomate y redujo la produccién hasta en un
30% (Ley y Sanchez, 1991kl 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 ehgplante, donde el dafio es drastico; si la enfermedad se presenta
cuando la planta esta en desarrollo el dafio eq®lgado, 1974).

El virus de la marchitez manchadkel tomate (TSWV) también caudafos considerables

en 1990. Esta enfermedad se hasentado 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, pudiendcausar mas del 50% de pérdidas en los rendimientos del tomate y
chile. En tomate Saladette, el virus causa hasta 100% de dafio, como ocurrid en el ciclo
agricola 19871988 (Ramirez y Ley, 1991).

En relacion al virus de la necrosis apical del tomate, eeftach que se aborda en el
presente trabajo, se consignd por primera vez en el noroeMéxieo por Turina en el

2007. Este investigadaeterminé que la enfermedad es causada por un virus del grupo de
los picornavirus y se le denominirus de la necrosigipical del tomate (ToANV); el
mismo autor determin0 que mediante transmision mecéanica este virus puede infectar a:
Datura stramonium, Nicotiana benthamiana, N. clevelandii, N. megalosiphon, N. glutinosa,
N. tabacum(cv. White Burley),Solanum lycopersicunfcv. Marmande)Capsicum annuu,
(cv. Qu a d r Sotarmum Bigrulny Catharanthus roseugTurinaet al, 2007); sin
embargo actualmente se desconoce la diversidad genética del virus asi como, las
potenciales plantas especies de plantas que puetlem eemo regeorios de ingulo del

virus y el papel de la mosca blar®®amisiasp. como posible vector de la enfermedad.



[1l. JUSTIFICACION .

La necrosis apical del tomate es considerada como una de las enfermedades mas
importantes que afectan al cultivo Brexico. En el norte de Sinaloa, en ciclos agricolas
resientes se ha presentado esta enfermedad en difereltitesresde tomatey tomatillo.

Por la superficie de siembra y el valor de la produccion, el cultivo de tgnateatillo

estdn consideradscomo una de las principales hortalizas en el norte de Sinaloa. En el ciclo
agricola 20142012, el ToAV presento incidencia de hasta un 100% erultivares de
tomatey tomatillo, por lo que algunos agricultores destruyeron sus cultivos. Por lo anterior,
sedesarrolléel presente proyecto devestigacionen el cual se muestran alguraspectos
ecolégicos y epidemioldgicos del virus de la necrosis apical del tomate en el norte de
Sinaloa; en este sentido, |6 a cabeel estidio sobre la diversidad gengdidel TOANV ,

el rango de hospedantdsl virus y su transmisién mediante mosca blaBesn(sia tabagi

El presente estudio permitirhd la implementacim estrategias para ehanejo de la

enfermedad en campo.



IV. OBJETIVOS
4.1.0bjetivo gereral.

Identificar el virus causante de la necrosis apicdl tenate, determinar stango de
hospedantes groponer estrategias para el manejo de la enfermedexnate y tomatillo

en el norte de Sinaloa.
4.2.0bjetivos especificos.

Identificar el viruscausantede la necrosis apical del tomg@#ANV) medianteel uso de

pruebas serolégicaRT-PCR y secuenciacion de los productos amplificados.
Determinar la incidencia d&0ANV en tomate yomatillo en elnorte de Sinaloa.

Determinar lafluctuacion poblecional demosca blancgBemisia tabagi en el Valle del
Fuerte y su relacion con lacidencianecrosis apical del tomate y el amarillamiento del

tomatillo en el norte de Sinaloa.

Informar sobrda existenciade hibridos de tomate tolerantes$ virus de & necrosis apical

del tomateen el norte de Sinaloa

Determinar el efectald manejo de tomatillo bajoego presurizady su relacion cora

incidencia y severidad del TOANV



V. MATERIALES Y METODOS.

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

Muestras de tomate con necrosis apical, tomatilloasoarillamiento foliar y malezacon
sintomas demoteados, mosaicomalformacion yamarillamiento se colectaroren lotes
comerciales, caminog asicomo en bordos de drenes y canales de riego. Las musstras
colocaronen una bolsa deolietileno; enseguida se depositaron en una hielera para
trasladarseal laboratorio para su procesamientms muestreos se realizaron en los
municipios de Ahane, El Fuerte y Guasavejurante los ciclos agricolas 202012 y
20122013.

5.1.1. Identificacionmediante serologia

Las muestras antes descrisgprocesaron en campo para la deteccion de ToOANV mediante
la pruebaserologica QuickStix Kit for Tomato ApexNecrosis Virus Rortland, EU
EnviroLogy) como se describe a continuacion.

Del tejido sintomaticoestomarondos discosle 1.0 cm de didmetrse colocaron un tubo
eppendorf y se maceraronon un pistilp enseguidase afadieron 13 gotas dalffer de
extracion y por Utimo al tubose le introdujo una inmunotirdurante 10 minutos hasta
observar las dos bandase significa que la muestes positiva para ToANVfigura 2)

Figura2. Deteccion de ToOANV mediante serologi#izando inmunotiras



5.1.2. |dertificacion mediante técnica moleculares
Extraccién de ARN de tejido foliar total.

La extraccibn del ARN gendmico se realizé utilizando el KRIZOL Reagent
(Invitrogene®), para la extraccion se tomaron aproximadamente 20 mg del tejido
sintomético y senacerd con 50Qu de Trizol Reagemn La muestra se incubf0 minutos
sobre hielg posteriormenteesadicioné 0.1ml de cloroformo y seagitdé vigorosamente
durante 15 segunddsos tubos se centrifugaron a 13000rpm durante 10 minutos a 4°C y se
recuperasn 0.2 ml de la fase acuosa (superior), la cual se depositd en otro tubo
previamente marcadé\l tubo se leafiadid0.2 ml de isopropano¢ incub6 durante 10 min

a -20°C. La muestrase centrifugd a 13,000rpm durante Ifdinutosa 4°C y decand el
sobrenadate. El pllet se lavé con 0.5ml. de etanol alf0%, después se centrifugd a
13,000rpm durante 5 mimos a 4°C y decantOel sobrenadanteEl pellet se secéa
temperatura ambientturante 10 a 15 min. Por dltimo, el pebetdisolviéen 30ul agua
estéil libre de nucleasas

Los ARN de las diferentes muestras se enviaron a la universidad de Tucson donde se
procesaronpor las técnicas de RFCR ylos aislamientos amplificados se secuenciaro

para la identificacion deToANV.
Amplificacién del ARN vir al mediante la técnica de RTPCR en un solo paso
Amplificacién del ARN.

La mezclade la reaccion par&kT- PCR consisti®n mezclar %l de buffer paraRT-PCR

5X,0.8¢ Lde MgSO40 . 2 de la mezcla deINTP, 0.25 microlitros Superscriptlll

TAQ polimerasey 0.2 eL de cada primerTANV1F2345y TANV1R3178para RNA )y

05¢ | RN, enAun volumen total d&0 e | . La amplificaci- -n fue I
termocicladorMyCycler Thermal Cycler (Biorad, México). Las condiciones consistieron

de un ciclo desintesis del cDNA &0°C por 20min, un ciclo dedesnaturalizacion inicial a

94°C por2 min, seguido porBrepeticiones de un ciclo de desnaturalizacion°€Por15

seg un ciclo de anillamiento 82°C por 30 sy un cicb de elongaciéon &8°C por 50 s

Los amplicones fueron visualizasl por electroforesis emn gel de agarosa al 1% tefiido

con bromuro de etidio.



Secuenciacién de los productos de PCR.

Los productos @ 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 (DB80, Beckman) por fluorometria siguiendo las
recomendaciones del proveedi® QuanttTM 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 bidireecida&Iniversidad

de Tucsonpara su secuenciacion emghdo un equipo ABI Prism 3100.
Analisis de las secuencias.

Una vez obtenidas las secuencias, se realizd6 una comparacién en la base de datos del
GenBank y se construy6 un arbol filogenético con las secuencias obtenidas. La blusqueda de
similitud de secuenas se llevo a cabo en el servidor del National Center for Biotechnology
Information (NCBI: http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) utilizando BLAST EI
alineamiento mdltiple de secuencias nucleotidicas se ejecutd con el software MEGA 5
(Tamuraet al., 2011) utilizando el software MUSCLE (Edgar, 2004). La seleccién de
modelos de sustitucion se desarrollé 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 evalué con

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

Para determinar ldistribucion eincidencia delTOANV se evaluaron 54 lotes comerciales
de tomate y b lotes comerciales de tomatillo en el norte de Sindlo@nte losciclos
agricola 20142012 y 20122013 En cada loteomercialsecuantificé elnimerode plantas

de tomate con necrosis apical y encako de tomatillo se cuantificardas plantas con
sintomas damarillamenta Encada lote se establecieron cudtemseptosen cada uno se
evaluaron100 phntas, evaluandose un total d@O4planas por lote Posteriormentese
seleccionaron y colectaron 10 brotes apicales de 20 a 8@ tmmate con necrosis apiaal
tomatillo con amaribmiento foliar Las muestras se colocaron en bolsas de polietileno, se

etiquetarorcon los datosAgricultor, lugar de colecta, variedad, fecha de sienfecha de
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colectar etapafenologiasistema de riegda geeposiciondd lote e incidencia d&@oANV)
y se trasladaron al laboratorio en recipientes con hielo para su analisis inmediato

5.3. Rango de hospedanty distribucion del virus de la necrosis apical del tomate.

Para determinar el rango de hospedantes de ToANV, se corto la parte apical de 14 maleza
con moteados, mosaicos, amarillamiento, malformacién de 81 puntos, los cuales se
encontraban en las oAl de caminos vecinales, bordos de canales, drenes y lotes de
hortalizas en el norte de Sinaldarante el ciclo agricola 202012 y 20122013. Las
muestras se colocaron en bolsas de polietileno, se etiquetaron (nombre conmaimefech
colecta, geoposicitdel sitio de colecfay se trasladaron al laboratorio en recipientes con

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

Un aislamiento ddoANV proveniente de una planta de tomatitariedadQuerétaracon
sintomasde amarillamiento se transmitidecanicamente a 5 plantas de tomatillo en etapa
fenolégicade primera hoja verdaderddn mismo namero de plantas se utilizaron como
testigo negativoLa presencia défoANV en la planta detomatillo seconfirmé mediante

el uso deRT-PCR

La colonia de mosca blanca se establecié a partir de pupas presehtgasde calabaza
Kabocha Cucurbita moschafaDuch. ex. Las pupas de mosca blaseacolocarorsobre

una plantale calabaza cabochansalLas plantasscompafiadas de las ninfas confinaron

en jaulas de 1.40 x 0.60 m ctia de 100% polipropileno (agrib®n las poblacioneslel
insecto fueron abundantes después2@edias del establecimiento de la colonia. Para
demostrar queas moscablancasno eran portadores de virus que infectamate y
tomatillo, cinco grupos de diez ejemplares se transfirieron a plandelésmate variedad
APTX-271 en la etapa fenolégica de primer hoja verdadera, dichas plantas se
inspeccionaron a los 15 diassgaeésde la transferencia de los insectpara determinar la
presencia de posibles sintomas de origen viral y se determiné la ausendis deediante
pruebas seroldgicaka identificacion de las especie de mosca blanca se realizé utilizando

pupas medinte pruebas taxonomidsidrtin 1987%.



Cincoadultos de mosca blancse transfirieronrmediante unsuccionador bucal a una planta
de tomatillo infectaddfigura 3) con ToANV. Al insecto se I@ermitié un periodode
adquisicion del virus d24 hrs Posterormentelas moscablancassetransfirieron en forma
separada diezplantulas sanas dmda una de las siguientes malepasia mujer $olanum
rostratun), toloache Datura sp), tabaco silvestré{cotianaglaucg y chiquelite Solanum
nigrum); en la etap de laprimera hoja verdadera donde permanecieron guetindode

transmision duranté2 horas en una jauldetela100% polipropileno (agribdb.

Figura3. adults y colonia deBemisiatabacisobre plantas de tomatill

Una vez transcurrido @eriodode transmisionlas moscablanca se eliminaron mediante

la aplicacién de insecticida Raid Casa ydiarLas plantas sometidas a transmision se
colocaron enjaulas de agribéry se observaron cada tercer diarante 21 diapara
determinar la preserecide sintomas de ToOAN\Wna vez que se presentaron los sintomas,
el tejido sintomético seometio a procedimiento gwuebasseroldgicasy RT-PCR para

confirmar la presencia del virus inoculado [a& moscas
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55. Fluctuacion poblacional de mosca blancan el Valle del Fuerte y su relacion con
la necrosis apical del tomate y el amarillamiento del tomatillo

Para determinar la dinamica poblacional denhosca blanca se seleccionda zona
fitosanitariade lasdiez establecidas ela zona de influencia dia JuntalLocalde Sanidad
Vegetal del Valle del Fuertbjstéricamentestas zonaan presentado la mayor incidencia
de mosca blanoen el Valle

En dicha zona se establecienco puntos de mué¢eodonde semanalmente se colocaron
trampas amarillas copegamento a una altura & cm (figura 4) durante 24 horas.
Posteriormente las trampas &evaron al laboratorio de entomologia de la Junta Local de
Sanidad Vegetal del Valle del Fuerttondesecalcul6 elpromediodel nimero deadultos

demosca blaoa por pulgada cuadrada en cada una de las tranpasiods quincenales

Figura4. 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 hibraéotomate se evaluaron 1 predio de los hibrido
Esmeralda, DRD8564&rigade Primus y Cuauhtémoc, 6 predios con los hibridos APTX

271 y DRD8551 en la zona de influencia deJianta L@al deSanidadVegetal delValle

del Fuerte durante los ciclos agricola®12-2012 y 20122013. Las evaluaciones
consistieron en realizar cuatevaluaciones de la incidencde necrosis apical en los
hibridosde tomatdfigura 59 En cada lote se establecieron cuatanseptos gn cada uno

se evaluen 100 plantas, comun taal de 400 plantas por lote. Posteriormente, se
seleccionaron y colectaron 10 brotes apicales de 20 a 30 cm de tomate con necrosis apical
en tomatelLas muestras se colocaron en bolsas de polietileno, se etiquetaron con los datos
(lugar de colecta, variedafecha de siembra, etapa fenologia, y geoposicionamiento del
lote e incidencia con TOANV) y se trasladaron al laboratorio en recipientes con hielo para

su analisis inmediato.

Figura5. Evaluacion de la incidencia de ToOANV en hibridos de torAREX-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 presurizadola incidenciadel amarillamiento del
tomatillo causada por ToAN\4eseleccionaron 16 prediosstablecidos con este sistema

de riego La incidenciade la enfermedad se determiné en periodos quincenales hasta el
final del ciclo del cultivo yse contrasgt con la incidencia e@4 predios con riego rodado.

Las evaluaciones de incidenca realizaroncomo sedescribe en el apartads.2. para
tomaitllo enlos ciclos agricola 2012012y 20122013.
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VI. RESULTADOS.
6.1. Identificacidn del virus causantale la necrosis apical del tomate.
Identificacion mediante técnicas moleculares.

Las muestras de plantas de tomatemerciaJ tomatillo comercial, chiquelite, tabaco
silvestre, tomatillo silvestre y toloaclmgie resultaron positivas para TOANV mediante la
prueba seroldgicae analizaron medianta reaccién de RPCR (figura 6) confirmana

la presencia del virus en las muestras.

Figura6. Amplificacion del ARN 1 de ToANV. Carril 1 marcador de peso molecular (100 pb).
Carril 2) control positivg Carril 3) control negativo, carrit) mala mujer,5) tomatillg carril 6)
chile, carril j tomate, carril 8) toloache, carril 9) chiquelite, carril tdl)aco silvestre.

La secuenciaciéon gendmica del RNA lalmtroaisladoscomparteun alto porcentaje de
similitud. El analisis de secuencdel fragmento amplificadoevelaque las muestrasie
toloache (A0O3 TANV 18), tomatillo silvestre (A02 TANV -b), tomatillo comercial (AO1
TANV 1-5) y tomate (A0O4 TANV 116) presentan un 998% de similitud con otras
secuencias de ToANV reportadas en el NCBI previam&#eq3641.)1 (figura7).
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Figura 7. Arbol filogenético basado en secuencias del RNA 1 del grupo de los torradovirus
Comparativo del ToOANV del norte de Sinaloa con aislados de dicho grupo de otras partes del

mundo.

6.2. Incidenciade ToANV en tomatey tomatillo en el norte de Sinaloa

Incidencia de TOANV en tomate.

La incidencia del virus de la nesis apical de tomate variéo 8¢ 60 % (cuadro ) en los 65
predios de tomate muestreados durémgeciclo 20112012 y 20122013 El mayor nimero
de predios de tomate con necrosis apiasil como la mayomicidenciade la enfermedad
(60%) ocurrio durante kciclo agricola 20122012 Figura 8. La mayorsusceptibilidada
ToANV la presentaron losilbridos Esmeralda, Fmus, Brigadey APTX-271 con un 20

60% de incidencidurantedicho ciclo. B importante resaltajueen esteciclo agricola los
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productores destruyeron al menos uno a cinco predios de cada cultivar debido a la alta

incidencia de ToOANV

Como resultado de las observaciones de campo y laboratogbaiclo agfcola 201-

2012, = recomendoé a los productores evitar el establecimiento de predios de tomates con
hibridos susceptibles (Esmeralda, PrimBsigade y APTX-271), y se recomendd el
hibridoDRD8551 (TISEY)el cual muestra un alto grado de resistencia a la enfermedad. En

el auadrol se muestratos bajos niveles de incidencia del TOANV en el norte de Sinaloa.

Cuadrol. Incidencia de ToAN\en hibridos de tomate&n el norte de Sinaloa durante los
ciclos agricolag011-2012 y 20122013.

TOMATE
agcriiccl gla Variedad No. depredio evaluados I_r;_gi'glslr\]/ci(%/sle
APTX-271 23 071 60
Brigade 5 3.5-43
2011/2013 Calista o 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
Cuauhtémoc 1
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Figura 8. Distribucion e indecencia TOANV en lotes comerciales de tomate en el norte de Sinaloa.
A) Ciclo agricola 2012012 y B) 2012013. Punto verde, amarillo, naranja y rojo significan
incidencia de TOANV de 0,-15, 1650 y 51 100% de incidenciegspectivamente

Incidencia de ToANV aiomatillo.

La incidencia del amarillamientdoliar del tomatillovarié del - 100% en lo$7 predios
evaluados durantes ciclos agricola 2012012 y 2012013.Los predios de tomatillo con
mayor incidencia de lanfermedad se presentaron en el ciclo agricola-2012 (Figura

9). Las variedades Ggrétarg Gran BBmeralday San Juanito mostraron un alto grado de
susceptibilidad al ToOANV, con incidencias hasta de un 10€9adro2). Es importante
resaltarcomo resultdo de la alténcidenciade la virosis,algunos productores de tomatillo
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rastrearon sus predios y atgunos casosolvieron a resembrar tomatilly, debido alta

incidencia de la enfermedad rastrearon las resiembras de nuevo.

Figura9. Distribucion eindecencia ToOAN\en lotes comercialede tomatillo en el norte de
Sinaloa. A) Ciclo agricola 2012012 y B) 2012013. Punto verde amarillo y rojo
significan incidecia de ToOANV de 110, 1139 y40-100% de incidencia, respectivamente
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