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RESUMEN

Se evaluo el efecto de miel de abeja, acido acetil salicilico y melaza en la movilidad y concentracién del TSWV en plantas de jitomate.
Las plantas inoculadas de cada tratamiento se dividieron en siete estratos (hoja inoculada, tallo arriba de la hoja inoculada, hoja arriba
de la hoja inoculada, apice, tallo debajo de la hoja inoculada, hoja debajo de la hoja inoculada y raiz), los cuales fueron analizados con
la técnica de DAS-ELISA a los 15, 30 y 50 dias después de la inoculacion (ddi). El porcentaje de plantas positivas a TSWV fue
estadisticamente igual en todos los tratamientos a los15 ddi, mientras que a los 30 y 50 ddi, el tratamiento testigo fue diferente. A los
15y 30 ddi la concentracion viral en cada uno de los tratamientos fue estadisticamente similar, mientras que a los 50 ddi el tratamiento
testigo fue diferente. La concentracion viral en todos los tratamientos fue similar en los diversos estratos de la planta en las tres
fechas de muestreo. Los productos evaluados disminuyeron la concentracion de TSWYV a los 50 ddi pero no afectaron el movimiento
del virus dentro de la planta.

PALABRAS CLAVES ADICIONALES: movimiento viral, carga viral, jitomate, tospovirus, Lycopersicon esculentum.

EFFECT OFACETYLSALICYLICACID,HONEY,AND MOLASSES
INTHE MOBILITYAND CONCENTRATION OF TSWV

ABSTRACT

We evaluated the effect of honey, acetyl salicylic acid, and molasses in the mobility and concentration of TSWV in tomato plants.
Plants inoculated from each treatment were divided into seven strata (inoculated leaf, stem above inoculated leaf, leaf above
inoculated leaf, apex, stem below inoculated leaf, leaf below inoculated leaf, and root) which were analyzed using the DAS-ELISA
technique at 15, 30, and 50 days after inoculation (dai). The percentage of TSWV-positive plants was statistically similar for all
treatments at 15 dai, while at 30 and 50 dai, the control treatment was different. Viral concentration at 15 and 30 dai was statistically
similar for all treatments; while, at 50 dai, the control treatment was different. Viral concentration in all treatments was similar at
different plant strata at the three sampling dates. The products evaluated decreased the concentration of TSWV at 50 dai, but did not

affect its movement inside the plant.

ADDITIONAL KEY WORDS: viral movement, viral load, tomato, tospovirus.

INTRODUCCION

La nutricién equilibrada tiene una funcién importante
en los cultivos al afectar su resistencia o susceptibilidad a
las enfermedades, ya que los elementos minerales estan
directamente involucrados en los mecanismos de defensa
de la planta, al formar parte de compuestos estructurales o
funcionales de las células y de procesos metabdlicos (Pound,
1961; Hubery Watson, 1974; Jarvis 1997). La incidencia de
plagas y enfermedades puede ser un indicador, de mal
manejo nutrimental del cultivo.

Muchas sustancias simples, como aminoacidos libres,
azucares y nitratos, constituyen el alimento béasico de
diferentes microorganismos, las cuales estan relacionadas
con la menor formacion de proteinas en la planta. El mayor
dafio de patdégenos puede ocurrir cuando hay inhibicién de
la sintesis de proteinas o cuando hay un exceso en la
produccion de aminodcidos libres. La inhibicion de la sintesis
de proteinas puede ser consecuencia del uso de agrotoxicos
(Chaboussou, 1967).
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Velasco (1999), menciona que el desbalance nutrimen-
tal influye en el crecimiento y la supervivencia de los patoge-
nos, asi como en la predisposicion, tolerancia y resistencia
de las plantas a éstos. La influencia de la nutricién mineral
en la actividad patogénica de los hongos y virus ha sido do-
cumentada por Jarvis (1997) y Pacumbaba et al. (1997); se
reconoce que las enfermedades causadas por virus alteran
la absorcion, translocacion y concentracion de nutrimentos
en las plantas (Velasco, 1999). Ademas de la adicion de los
nutrimentos clasicos, se ha propuesto alternativo el uso de
compuestos naturales como la miel de abeja.

Villegas et al. (2001), sefialan que la aplicacion de
miel de abeja al follaje favorece el depédsito de
aproximadamente 33 % de glucosa, misma que al difundiry
penetrar en la hoja aumenta el nivel de energia para la
absorcion activa favoreciendo la incorporacion de
nutrimentos, mismos que incrementan el vigor de las plantas.
Otros compuestos como la melaza pueden tener un efecto
similar al de la miel en las plantas; en algunos trabajos se
ha encontrado que la melaza puede utilizarse en el control
de nematodos (Sosa y Weihs, 1973; Rodriguez y King, 1980;
Germaniy Reversat, 1982; Vawdery y Stirling, 1997; CDA,
2000; El-Nagdi y Youssef, 2004); sin embargo, no hay
reportes en el caso de virus.

Por otro lado, las plantas producen muchos
compuestos o0 sustancias quimicas con accién
antimicrobiana, dentro de las cuales, los compuestos de
naturaleza proteica, polisacaridos o taninos interfieren con
las infecciones virales (Sadasivam et al., 1991). Aplicaciones
exogenas de &cido salicilico (AS) en plantas, inducen la
expresion de genes relacionados con la patogénesis, asi
como la resistencia sistémica adquirida (Conrath et al.,
1995). EI AS induce resistencia a todos los fitopatdégenos,
incluyendo bacterias, hongos y virus. Se sugiere que el AS
interfiere con la replicacion del TMV aunque el mecanismo
por el cual se induce resistencia a virus no es conocido
totalmente (Chivasa et al., 1997). Van Loon y Antoniw (1982),
reportaron que el AS induce resistencia sistémica al TMV,
la cual estuvo asociada a una mayor produccion de etileno
y proteinas de novo, ausentes en plantas no tratadas. Naylor
etal. (1998), encontraron que aplicaciones exdgenas de AS
inhibieron la replicacion de TMV e interfirieron con su
movimiento al igual que en el caso CMV.

Con base en lo anterior, el objetivo del trabajo fue
conocer el efecto de la aplicacion de acido acetil salicilico,
miel de abejay melaza en la movilidad y concentracion del
Tomato spotted wilt virus en plantas de jitomate (Lycopersicon
esculentum Mill).

MATERIALESY METODOS

Preparacion de almacigos. Se sembraron dos
semillas de jitomate cv. Rio Grande (Harris Moran®) por
cavidad, en charolas de unicel de 200 cavidades lavadas
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con cloro al 2 % durante 5 min. Se empled peat moss como
sustrato y las charolas se mantuvieron en camaras
biocliméaticas con temperatura controlada de 25/23 °C dia/
noche. Una vez que las plantulas emergieron (8 dias después
de la siembra) se realizaron riegos diarios durante 25 dias
con solucion Steiner al 50 %.

Trasplante. Alos 25 dias después de la emergencia,
las plantulas se llevaron al invernadero y se mantuvieron por
dos dias para su aclimatacion antes de realizar el trasplante
en vasos de unicel con capacidad para 400 g de suelo. Se
utilizé sustrato de hojarasca mezclado con peat moss (1:1
v/v). A partir de este momento, las plantas se regaron con
solucion Steiner al 100 % cada tres dias hasta finalizar el
experimento.

Obtencidon del in6culo. Se colectaron hojas de
plantas de crisantemo (Chrysanthemum x Morifolium Tzvelev)
cv. Polaris infectadas por TSWV, las cuales se corroboraron
por DAS-ELISA. El material se sec6 en sobres de papel y
se conservo a 4 °C, posteriormente se tomaron 2 g de tejido
foliar con el virus y se afadieron 7 ml de solucién
amortiguadora de fosfatos + DIECA (KH,PO, 3.4 g + K,HPO,
4.349+Na,HPO,4.34g+DIECA 4.34g) pH 7.2; unavez
macerado el tejido, éste se mantuvo con gel refrigerante
hasta el momento de la inoculacion.

Inoculacion del virus. La inoculacion de TSWV se
realiz6 mecanicamente en las plantas de todos los
tratamientos a los 10 dias después del trasplante (ddt)
colocando carborundum 600 mallas sobre la primera hoja
verdadera; con un hisopo se tomo extracto con el virus y se
procedio a aplicarlo mediante frotado.

Tratamientos. Foliarmente se aplic6: miel de abeja 2
% (Mi), melaza 2 % (Mel), acido acetil salicilico (ASA) 103
M, ASA + Mi, ASA + Mel; en el tratamiento testigo (T)
Unicamente se realizaron riegos con solucion Steiner. Se
utilizé el disefio experimental completamente al azar con
seis tratamientos y 25 repeticiones. La miel y la melaza se
diluyeron en agua mientras que el ASA se diluy6 primero en
10 ml de alcohol etilico 96 % y posteriormente se agrego
agua para llevarlo al volumen deseado. La aspersion de los
productos se realizé con un atomizador cada siete dias hasta
punto de goteo, desde la emergencia de las plantulas y
hasta que finaliz6 el experimento. Las plantas durante todo
el periodo experimental se mantuvieron en una mesa cubierta
con tul para evitar la entrada de insectos vectores de virus.

Andlisis serolégico. Alos 15, 30 y 50 dias después
de lainoculacioén (ddi) se realizaron pruebas de DAS - ELISA
utilizando antisuero, conjugado, positivo y negativo para
TSWV obtenidos en Agdia Inc. (Elkhart, Indiana) siguiendo
el protocolo de Clark y Adams modificado por Sutula et al.
(1986). Se seleccionaron al azar cinco plantas por
tratamiento y se lavaron para eliminar el sustrato de las
raices, posteriormente se llevaron al laboratorio donde se



cortaron y se pesaron 0.2 g de tejido de cada uno de los
estratos siguientes: hoja inoculada (HI), tallo arriba de la
hoja inoculada (TA), hoja arriba de la hoja inoculada (HA),
apice (AP), tallo debajo de la hoja inoculada (TB), hoja debajo
de la hojainoculada (HB) y raiz (RA). En todos los casos el
tejido vegetal fue macerado en 2 mL de buffer de extraccion.
Alfinal de la prueba se realizaron lecturas de densidad 6ptica
(DO) alos 60 min después de agregar el sustrato (PNP) en
un lector para placas de ELISA, Opsys MR, Microplater
Reader®. Para discriminar las muestras que resultaron
positivas se siguio el criterio de dos veces la desviacion
estandar de las muestras negativas mas la media de los
testigos negativos (Gutiérrez et al., 1999).

Andlisis de datos. Con los datos de DO obtenidos a
los 60 min se realizé el andlisis de varianza por tratamiento
y estratos, y la separacién de medias mediante la prueba
de Tukey (P<0.05). En este caso solo se utilizaron los valores
positivos calculados.

RESULTADOS Y DISCUSION

No se observaron diferencias estadisticas en la
concentracion del TSWV (valores de densidad 6ptica, DO)
dentro de cada tratamiento en ninguno de los estratos
evaluados (HI, TA, HA, AP, TB, HB y RA) o fecha de
muestreo. El TSWV se detecto en los diferentes estratos
evaluados, lo cual indica un movimiento sistémico del mismo
independientemente del tratamiento aplicado.

El porcentaje de plantas positivas a TSWV en cada
tratamiento fue estadisticamente igual a los15 ddi, mientras
gue a los 30 y 50 ddi, el tratamiento testigo tuvo el mayor
porcentaje y fue estadisticamente diferente de los demas
tratamientos (Cuadro 1).

CUADRO 1. Porcentaje de plantas positivas a TSWV registradas
en los tratamientos evaluados a los 15, 30 y 50 dias
después de la inoculacion (ddi).

Tratamiento Porcentaje de plantas positivas a TSWV

15 ddi 30 ddi 50 ddi
Mi 60 a* 3b Ob
ASA + Mel 29a 7b Ob
Mel 37a 7b 3b
ASA 54 a 3b 3b
ASA + Mi 20 a 3b Ob
Testigo 51a 30a 37a
?Valores seguidos de la misma letra dentro de cada columna son similares de acuerdo con la prueba de
Tukey a una P<0.05).

Mi (miel de abeja 2 %), ASA (acido acetil salicilico 10%), Mel (Melaza 2 %), Testigo T (riegos con
solucion Steiner 100 %).

En el primero y segundo muestreo (15 y 30 ddi) no
hubo diferencia estadistica en la concentracion de TSWV
entre los tratamientos evaluados. Sin embargo,
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numeéricamente, el tratamiento ASA + Mi tuvo los valores
mas bajos en ambos casos, mientras que los tratamientos
ASA, Miy T tuvieron los valores mas altos (Figuras 1y 2,
respectivamente).
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“Valores seguidos de la misma letra son similares de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05.

FIGURA 1. Concentracion de TSWV registrada a los 15 dias
después de la inoculacion en plantas de jitomate
sometidas a diferentes tratamientos.

010

z
a
009 {
008 1
S
S oo
©
B 0.06 -
S E
=
S g M5
T <
L @
S omq
@ a a
4
s 0By a a EE a
> (833333
002 { 7
7 35341 s
0.1 1 % F
E‘“’lll
000 | : : 7 : ‘ — B

Testigo ASA Mi ASA +Mel

Tratamientos
YMi (miel de abeja 2 %), ASA (&cido acetil salicilico 10-%), Mel (Melaza 2 %), Testigo T (riegos con

solucién Steiner 100 %)).
“Valores seguidos de la misma letra son similares de acuerdo con la prueba de Tukey a una (P<0.05).

FIGURA 2. Concentracion de TSWYV registrada a los 30 dias
después de la inoculacion en plantas de jitomate
sometidas a diferentes tratamientos.
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?Valores seguidos de la misma letra son estadisticamente similares de acuerdo con la prueba de Tukey
(P<0.05).

FIGURA 3. Concentracion de TSWYV registrada a los 50 dias
después de la inoculacion en plantas de jitomate
sometidas a diferentes tratamientos.
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A los 50 ddi el tratamiento testigo tuvo el valor mas
alto de densidad optica (DO) y fue estadisticamente diferente
de los demas (Figura 3). En este Ultimo muestreo no se
detect6 al virus en los tratamientos Mi, ASA + Mi y ASA +
Mel. Es importante destacar que la concentracion de virus
disminuyo notablemente de los 15 a los 30 ddi en todos los
tratamientos, 1.31 unidades de DO en promedio en los
tratamientos T, ASA, Miy Mel, y 0.65 unidades de DO en
los tratamientos ASA + Mel y ASA + Mi. Estos resultados
son similares a los obtenidos en chile (Capsicum annuum
L.) en donde se observé que en plantas inoculadas el TSWV
se movié lentamente hacia el apice y alcanzoé la
concentracién mas alta a los 12 ddi, después de lo cual
empezo6 a disminuir al igual que el desarrollo de sintomas
(Soleretal., 1999). Llamas et al. (1998), encontraron que la
maxima concentracion promedio (DO de 1.2 unidades) de
TSWV en toda la planta de tomate de cascara (Physalis
ixocarpa Brot.) (promedio de cinco estratos) a temperaturas
altas y bajas se registro a los 14 ddi. En el presente estudio,
el valor més alto de absorbancia (DO = 1.22) se registr6 a
los 15 ddi en el tratamiento testigo y decrecio
considerablemente a los 30 y 50 ddi (DO = 0.09); sin em-
bargo, no puede establecerse con certeza el momento en
gue hubo la maxima concentracion de virus, ya que no se
realizaron pruebas de DAS-ELISA diariamente después de
la inoculacion.

Asimismo, las plantas de jitomate no mostraron
sintomas de virosis en ninguna de las fechas de muestreo,
por lo que no existié una relaciéon entre la concentracion de
virus y la manifestacion de sintomas, como se anota en el
trabajo con chile antes indicado. Soler et al. (1999),
encontraron que la concentracién de TSWV en plantas de
chile inoculadas en un estado de 2 6 4 hojas, disminuye en
un periodo de 13 dias, en promedio, 0.88 unidades de DO
de los 12 ddi (fecha en la que se registré el valor mas alto) a
los 25 ddi (fecha en la que se registré el valor mas bajo).
Estos datos muestran que la concentracion de TSWV
diminuye de manera natural con el transcurso del tiempo.
En la presente investigacion se observé una disminucion en
la concentraciéon del TSWV de 1.10, 1.17, 1.16, y 1.81
unidades de DO en los tratamientos T, ASA, Mi y Mel,
respectivamente, lo cual sugiere que los productos aplicados
no tuvieron un efecto en la concentracién del virus y que
esta disminucién en la concentracion viral (1.31 unidades
en promedio) se debe al proceso natural de infeccion del
virus en algunos de sus hospedantes; sin embargo cuando
se aplicaron de manera conjunta ASA + Mi, ASA + Mel, la
concentracion viral disminuyé, en promedio, 0.51 unidades
de los 15 a los 50 ddi. Estos resultados indican que los
tratamientos tienden a disminuir la concentracion de TSWV
mas que afectar su movimiento en la planta a los 30 y 50
ddi.

En varias investigaciones se ha reportado que el ASA
reduce la concentracion de TMV y la replicacion de AMV en
plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) y protoplastos de
caupi (Vigna unguiculata L.), respectivamente (Antoniw y
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White, 1980; White et al., 1983; Hooft Van Huijsduijnen et
al., 1986). Por su parte, Naylor et al. (1998), reportaron que
el ASAreduce el movimiento de TMV y CMV en plantas de
tabaco. En estos trabajos hay un efecto del ASA en la
replicacion y movimiento de los virus estudiados; sin em-
bargo, en el caso de la miel de abejay melaza, se desconoce
el mecanismo por el cual ocurrié una disminucién en la
concentracion de TSWV en el presente estudio. La miel de
abeja se ha utilizado como una fuente de energia que ademas
favorece la absorcion de nutrimentos para promover un mejor
crecimiento y produccion de los cultivos (Betancourt et al.,
2005; Gomez et al., 2006). Villegas et al. (2001), realizaron
aplicaciones foliares de miel de abeja al 2 % en plantas de
jitomate y observaron un incremento en la altura de la planta
de 48 a 138.4 %; ademas de un aumento en el diametro del
tallo de 0.37 a 0.80 %, asi como incremento en la absorcién
de N, P, K en comparacion con las plantas no tratadas con
miel de abeja. Velasco (1999) menciona que el desbalance
nutrimental influye en el crecimiento y la supervivencia de
los patdgenos, en la predisposicion, tolerancia y resistencia
de las plantas, y que los virus fitopatégenos alteran la
absorcién, concentracién y translocacion de los nutrimentos
en la planta. La teoria de la trofobiosis, postula, entre otras
cosas, que una planta que no se encuentra en condiciones
de estrés es mas tolerante a plagas y enfermedades
(Chaboussou, 1967). En este caso, la aplicacién de miel o
melaza estaria disminuyendo los efectos de un posible
estrés nutrimental. Existen diversos trabajos de manejo de
enfermedades en los cultivos mediante una adecuada
nutricion de los mismos (Jarvis, 1997), particularmente
Pound (1961), menciona que la fertilizacién es un factor
importante en el manejo de las enfermedades virales.

CONCLUSIONES

Los tratamientos probados no mostraron efecto en la
movilidad del TSWV.

La concentracion de TSWV en plantas de jitomate
registrada a los 50 ddi disminuyé con la aspersién de ASA,
miel, melaza o la combinacién de ASA + melaza y ASA +
miel.
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