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ABSTRACT

Watermelon Citrullus lanatus (Thunb) Matsun & Nakai] vine decline has causeehgr
economic losses in the southwestern region of BuRido. During 2007 and 2008 fields
trials were conducted at the Agricultural Experim8tation at Juana Diaz, Puerto Rico,
to determine watermelon susceptibility and vectots in the disease. In a randomized
complete block design with four replicates, cultiiRoyal Sweet was planted with
application of insecticides were compared with Wiactive plastic mulch treatment and
an untreated control. The treatment with insecticahd fungicide increased yield in a
40% when compared to the control. Cultivars Roya¢&, Starbright, Sangria, Regency
XR-212 were planted with no application of insed&s or fungicides. The disease was
present and because of the severity of the didbase was no commercial production of
fruit. Serological tests identified mixed infect®orof the same viruses. The most
important vector was whiteflyBemisia tabaci. Aphis gossypii. Weed species infected
with potyvirus were:Momordica charantia, Cuccumis anguria, C. dipsaceus, Cissus
verticellata, Ipomea ochracea, I. trifolia and Merremia umbellate. The disease was
transmitted by mechanic inoculation to healthy daemd were positive for a potyvirus
different from ZYMV and PRSV. This was corroborateih RT-PCR and PCR.



RESUMEN

El marchitamiento subito de la sand@Gtfullus lanatus (Thunb) Matsun & Nakai] es una
enfermedad que ha causado grandes pérdidas erroelsteu de Puerto Rico. En la
Estacion Experimental Agricola de Juana Diaz, BURito durante los afios 2007 y 2008
se realizaron varios experimentos para determaanportancia de insectos vectores en
el desarrollo de la enfermedad y conocer la susxkgéad de cultivares comerciales de
sandia. En un disefio de bloques completos al aracuatro repeticiones, se sembro el
cultivar Royal Sweet con aplicaciones de inseaigigolos y combinados con fungicidas
(en rotacion: en comparacion con un tratamientopéstico reflectivo UV y un grupo
(control). El tratamiento con insecticida y fungi@ipresento un incremento de 40% en el
rendimiento en comparacion con el control. En dggeementos separados se determind
la respuesta de los cultivares “Royal Sweet”, ‘W@ight”, Sangria, “Regency” XR-212
(primer experimento) y “Companion”). No se realiiaguna aplicacion de insecticidas o
fungicidas. En el primer experimento no se presdat@nfermedad. En el segundo
experimento a causa de la severidad de la enfednedahubo produccion de frutos
comerciales. En los experimentos los insectos wextde virus mas importantes fueron
la mosca blancd&emisia tabaci y Aphis gossypii. Las especies de malezas infectadas con
virus fueron: Momordica charantia, Cuccumis anguria, Cucumis dipsaceus, Cissus
verticellata, Ipomea ochracea, I. trifolia, Merremia umbellata y Jasmimum fluminense.

El sintoma de marchitamiento fue transmitido apkstas de sandia. La presencia de
virus en las plantas con marchitamiento subito dinepositivas para un potyvirus
diferente de ZYMV y PRSV. Esto fue corroborado tas pruebas moleculares de RT-
PCR Yy PCR.
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1. INTRODUCCION

La produccion mundial de sandi@ifrullus lanatus (Thunb.) Matsum & Nakai]
para el afio 2008 fue de 93 millones de toneladasaa® Los principales productores de
sandia son: China (71%), Turquia (4.5%), Estado&lddn(1.8%), México (1.0%),
Espafa (0.8%) y Brasil (0.7%) (An6nimo, 2008). Ereo Rico, la sandia se cultiva en
el suroeste de la isla, principalmente en los mipios de Santa Isabel, Juana Diaz,
Salinas, Guanica y Cabo Rojo. Para el afio 2005ietabra total de sandia en la isla fue
de 1.8 hectareas distribuidas en 45 productoresuna produccion de 7308 toneladas.
La aportacion de la sandia al ingreso bruto agrifi@P) para ese mismo afio fue de 2.1

millones de ddlares (Departamento de Agricultur@derto Rico, 2007).

En Puerto Rico la sandia se puede cultivar en wgialgpoca del afio y las
variedades mas utilizadas son ‘Royal Sweet’ y t8tght’. La siembra se realiza por
transplante, la semilla es germinada en viveros spiededican a la produccién y
distribucion de plantulas. La preparacion del t@oreonsiste de dos cortes de arado y
rastrillado. Existen tres tipos de suelos predontagen la zonas productoras de sandia 'y

corresponden a suelos sueltos, pesados y pocandax{Martinez, 2000).

En Puerto Rico la sandia es afectada por variasrraetiades fungosas que
reducen su produccion y calidad. Entre las de miayportancia se encuentra la gomosis
del tallo ocasionada p@ydimella bryoniae Auersw., seguida por problemas causados
por hongos de suelo como el sancocho de plantasado porPythium spp.,
Phytophthora spp. yRhizoctonia solani Kiihn. Otras enfermedades de importancia en

diferentes épocas del afio son el afiublo lanosadaysorPseudoperospora cubensis
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Berk & Curtis y elafiublo polvoriento causado p@idium spp. Las manchas foliares
producidas poAlternaria cucumerina (Ellis & Everh.) yCercospora spp. son de menor
importancia y dependen de condiciones favorablea pa desarrollo, tales como alta

humedad relativa y temperaturas moderadas (Esé#\az 2006).

Las précticas fitosanitarias en el momento delsptamte incluyen una aplicacion
al suelo alrededor de la planta de metalaxyl (Remda) para proteger las plantulas de
sancocho de plantulas causado Bytothphora sp. y Pythium spp. Se realizan
aplicaciones semanales con chlorotalonil (Clordajtty manzate (Ditiocarbamato) son
utilizados para el control de enfermedades folim@®o A. cucumerina y el afiublo
polvoriento. Para el control del tizon gomoso cdogaorDidymella bryoniae se realizan

aplicaciones semanales de azoxystrobin (Metox&iojil

Una enfermedad nueva que ha causado pérdidas emides en la sandia es el
marchitamiento subito de la sandia. Esta enfermbdaafectado considerablemente la
produccion de sandia en el suroeste de Puerto d@isde el afio 2004 (Estévez et al.,
2006). Sin embargo, son comunes los sintomas de gire incluyen: mosaico, clorosis,
deformacion y enrollamiento de hojas, y preseneiampollas en las hojas. A los 40 y
45 dias después del transplante, los sintomaslggaie la enfermedad se observan como
necrosis en los margenes de las hojas y en la ppital del tallo; posteriormente se
observa necrosis en los entrenudos y amarillamidattas ramas. En ocasiones se ha
observado que las plantas se marchitan y muerpoa@ss dias. En algunos casos durante
la formacion del fruto se puede observar decoléramterna y el sabor de la fruta se

torna insipido; éstos se deforman y cesan su cietim El fruto se torna verde palido y

14



se observan anillos en la corteza. La planta im@achites gradual y luego de pocos dias
la planta se marchita y muere. La raiz careceidi#laa y en la base del tallo en un corte
transversal el xilema se presenta de color miel. ciemtas ocasiones se observa

decoloracion vascular.

En los ultimos tres afios las pérdidas en la pradnate sandia superan el 50%,
cifras que muestra la importancia de la enfermegladPuerto Rico. Por lo cual es
necesario determinar la etiologia de la enfermedadnocer su epidemiologia. Esto

permitira establecer medidas adecuadas de comtralmpinimizar las pérdidas.

15



OBJETIVOS

Los objetivos de la presente investigacion son:ntitlear el agente causal del
marchitamiento subito de la sandia, determinauszeptibilidad de cultivares de sandia

a la enfermedad y estudiar la importancia de inseatctores en la enfermedad.
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2. REVISION DE LITERATURA

La sandia Citrullus lanatus) pertenece a la familia Cucurbitaceae y es ongina
de Africa (Central y Sur) de donde fue diseminadslediterraneo, la India y al Medio
Oriente (Janick y Paris, 2006). La sandia fue\adi en el desierto de Kalahari (Africa
Central) para luego llegar a Europa. En el afioy@64e cultivaba en Cérdoba y en 1158
en Sevilla, Espafia. La sandia llegd al nuevo maoddos esparfioles y para el afio 1576

era cultivada por los colonos esparioles en FlgBasognim, 2002).

2.1 El marchitamiento subito de la sandia

El marchitamiento subito de la sandia es una emigach reciente que ha
producido grandes pérdidas en muchos paises povdsatie este cultivo (Sales et al.,
2006). En el sureste y oeste de Florida (USA) &aslidas causadas por la enfermedad se
calculan en 60 millones de dolares para el 2005laEgtapa vegetativa del cultivo la
enfermedad pasa desapercibida ya que la marchjagincion de frutos ocurre al final

del ciclo del cultivo (Adkins et al., 2007).

Existe controversia sobre el agente causal decetamedad, y se han reportado
un sinnumero de agentes bibticos y abioticos cosspansables del decaimiento de la
sandia. Esta enfermedad se inicia con sintomamdgliamiento y muerte de las hojas,
gue también esta asociado a pudriciones en lasstaic cual no es siempre notable
(Aegerter et al.,, 2000). En Israel y Brasil se maportado dos especies de hongos
relacionados al marchitamiento subitdonosporascus eutypoides (Petrak) Arx yM.

cannonballus Pollack & Uecker. En Espafia se reporta el colgpsuierte subita de las

17



cucurbitaceas causado pécremonium spp. (Bruton et al., 2000)Monoporascus

cannonballus es un ascomiceto, siendo las ascosporas respessadll indculo en el
suelo produciendo peritecios en las raices de spedero. Al finalizar el ciclo del
cultivo, las ascosporas pueden permanecer en elo sper varios afos,

independientemente se cultiven cucurbitaceas (8akds 2006).

En el ‘Lower Rio Grande' de Texas se reportaron depecies de hongos
responsables del marchitamiento subito de la salttiaosporascus eutypoides (Petrak)
Arx y M. cannonballus Pollack & Uecker(Bruton et al., 2000). También existen
informes de especies de bacterias limitadas aidodel génerdiiberobacter asociadas a
este marchitamiento subito (Bruton et al., 199&tuios posteriores indican que la
bacteriaSerratia marcescens (Nima) es el agente causal del marchitamientotesipi
colapso de plantas de sandia, donde el ins@ntsa tristis (D Geer) (Hemiptera,

Coreidae) es el vector del patégeno (Bruton e2ab3).

Investigaciones recientes realizadas por el Depanéo de Agricultura de
Estados Unidos (USDA por sus siglas en inglés) yraversidad de Florida indican que
el agente causal del marchitamiento subito de haliaaes causado por &juash vine
yellowing virus (SqVYV) transmitido por la mosca blandBemisia tabaci biotipo B
(Egel et al., 2007). También han determinado Iagreia de infecciones mezcladas de
SqVYV y Papaya ringspot virus tipo watermelon (PRSV-W). Las evidencias indicae qu
el SqQVYV ha causado severas pérdidas desde el@®eh el estado de Florida, donde
la enfermedad progresa rapidamente e incremeniteitiencia desde 10 a mas de 80%

en una semana (Adkins et al., 2007). El virus PR@\sido relacionado con SqVvYV
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produciendo el marchitamiento subito, aunque el BgVsolo es suficiente para

ocasionar la enfermedad (Egel et. al. 2007).

Desde el afio 1980, en Indiana (USA), el marchitataoisubito afecta el cultivo
de sandia. Durante ese periodo las pérdidas sapesh20%. Especialmente en el afio
2000, la enfermedad afectdé mas del 50% del areivané de sandia. Incluso, los
sintomas de marchitamiento y muerte de plantapresntan en plantaciones de sandia
tratadas con bromuro de metilo, y las rotacionesutterzo no ha sido efectiva en reducir

la incidencia ni la severidad de la enfermedad [(Elgal., 2000).

En Kentucky, algunos cultivos de cucurbitaceas raosh sintomas de enanismo,
mosaicos y deformacién de hojas en los afios 20008. Mediante el ensayo
inmunoldgico ligado a enzimas (ELISA) detectarorPartyvirus diferente alVatermelon
mosaic virus (WMV), ZYMV y PRSV. Ademas las plantas que preseonm estos
sintomas reaccionaron negativamente a las prueb&IGA realizadas para otros virus
gue pertenecen a los géneros cucumovirus, tosgovamovirus, tobamovirus y
nepovirus. Los investigadores indicaron que oceneKentucky una raza diferente de

WMV que no reacciona a las pruebas de ELISA (Vineghl., 2009).

En Ecuador se ha reportado esta enfermedad afecthmdlitivo de sandia antes
de la floracion. Esta enfermedad ha causado ep&emeduciendo considerablemente
los rendimientos. Se han reportado los siguieritéeraas: aclaramiento pronunciado de
venas, hojas erectas, manchas cloréticas inteegnatesentandose mayormente en los

brotes nuevos de la planta (Ochoa, 2007).
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En Puerto Rico, la enfermedad se observé por paimee en el afio 2004 en
fincas comerciales en Santa Isabel. Las plantasamglia presentaron decaimiento
durante los meses de octubre a enero (Estévez 20@6). La enfermedad esta asociada
a temperaturas moderadas comunes durante esadg@i@ (Polanco et al., 2007b). En
aguellas fincas donde se siembra la sandia en mibtivog¢ la enfermedad llega a causar
pérdidas mayores al 50%, debido a que el colapsia dandia se produce durante la

época de la primera cosecha (Estévez et al., 2006).

2.2. Enfermedades virales

Las enfermedades virales son un factor limitanteagroductividad de la sandia
y causan pérdidas econdémicas en todas las zondiscpooas, ya que su control es dificil
(Xu et al., 2004). Alrededor de 30 virus pertenetds a varias familias y géneros, han
sido reportados infectando semillas y cultivos decurbitdceas en el campo (Adkins et
al., 2007, Sevik et al., 2003). Los virus causangdes pérdidas en siembras comerciales
de cucurbitaceas en todo el mundo (Adkins et D72 Los sintomas que presentan las
plantas infectadas con virus son: mosaico, disines en las hojas, reduccion en tamafo

del fruto, malformaciones, entre otros (Sevik gt2003).

La sandiaes atacada por varios virus entre los cuales d3t@aya ringspot virus
(PRSV-W), generalmente llamadfdatermelon Mosaic Virus-1 (WMV-1) (Bruton et al.,
2002), el cual es transmitido por especies de sfffphis spp.) de manera no persistente
(Agrios, 2005). Otro virus comunmente hallado enulivo de sandia es @atermelon
mosaic virus 2 (WMV-2) transmitido por afidos (Ullman et al.991). También se han

reportado eWatermelon chlorotic stunt virus (WCSV) transmitido por la mosca blanca
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(Bemisia tabaci Gennadius) (ldris et al., 2006), el ZYMV, el cwed transmitido por
afidos (Escudero, 1992), y €ucumber green mottle mosaic virus (CGMMV) (Sugiyama
et al., 2006). Ademas el SqVYV transmitido pomiasca blancaB, tabaci) que en

muchas ocasiones se encuentra asociado con el-RR@Mkins et al., 2007).

Los vectores de virus en las plantas son taxondng@onge muy diversos y pueden
ser artrépodos, hongos y/o nematodos (Froissa#l.et2002). Entre los principales
artropodos vectores de virus en la sandia estaafidss @phis spp.) (Sanchez et al.,
2001) y los tripidosThrips palmi Karny), provocando en las plantas anillos clor&ioo
necréticos, manchas en las hojas, tallos y frutesanismo, enrollamiento y
malformaciones de frutos (Agrios, 2005). La mostanta Bemisia tabaci), ha sido
reportada transmitiendo hasta cinco virus en varudgvos de la familia cucurbitaceae
(Brown et al., 2002). En la India se ha identificael Pumpkin yellow mosaic virus
(PYMV) transmitido porB. tabaci. En California y Arizona se ha reportadoLettuce
infectious yellow virus (LIYV). En Estados Unidos, México y algunos paisses
Suramérica elSguash leaf curl virus (SLCV) (Zouba et al., 1998). Los virus son
transmitidos cuando el vectBr tabaci se alimenta de las hojas, succionando la savia, ya

gue poseen un aparato bucal picador succionaddm@icet al., 2007).

Otras formas de diseminacion de los virus ocurraeliame semillas, polen,
propagacion vegetativa, medios mecanicos comddserherramientas de labranzas, por

injerto o el roce de plantas enfermas con plargaas(Agrios, 2005).
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2.2.1. Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV)

El ZYMV fue reportado por primera vez en 1981 wlid y en Francia. Desde
entonces se ha reportado en 22 paises en cincmamtes, causando frecuentemente
devastadoras epidemias, siendo la sandia partioetde afectada. El virus produce
mosaicos, malformaciones, reduccién de la lamir@arfonecrosis y reduccion en
tamafio y malformacién de semillas. En los paisgsdales esta asociado con el WMV.
El agente causal es un potyvirus con 750 nm de lapgoximadamente, conteniendo una
fibora de RNA. El ZYMV es propagado por varias espede afidos, mecanicamente y

por semillas (Zitter et al., 1998).

En siembras experimentales y comerciales, vasugi®s realizados entre 1982
y 1991 en la zona sur de Puerto Rico, identificaddarentes virus en cucurbitaceas.
Entre ellos estan el ZYMV, WMV-2, PRSV y SgMVsgtidero, 1992). El ZYMV fue
reportado por primera vez en Puerto Rico en ell&82, y en el 1989 destruyo alrededor
de 0.14 hectareas de melon€siqumis melo), asociado al WMV-2. ElI ZYMV es muy
comun en el area de produccion de vegetales aksierale la isla, y se encuentra

comunmente en la sandia (Escudero, 1992).

2.2.2. Papaya rinspot virus (PRSV)

El PRSV pertenece al género de los potyvirus. Ests es transmitido de una
planta a otra por varias especies de afidos y neraente. La transmision por semillas
no ha sido reportada. EI PRSV-W afecta plantas éamilia cucurbitaceae en todo el

mundo (You et al., 2005). PRSV puede causar mosaicamarillamientos en las hojas
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de meldn y sandia, pero los apices de las hojestadas en sandia tienden a ser erectas
con mosaicos. En infecciones severas en la sdodifrutos pueden desarrollar manchas
de anillos en la corteza. Las pérdidas econémiaasatias por PRSV son mas comunes
en las zonas tropicales y subtropicales, dondeulsigan las cucurbitaceas durante todo
el afio y donde las especies de cucurbitaceastsdsezmctian como hospederos del virus

(Horlock y Persley, 2004).

Entre los géneros de virus que se encuentran amféot las cucurbitdceas se
incluyen los géneroBegomovirus (Brown et al., 2002)Crinivirus (Rubio et al., 1999),
Endornavirus (Coutts, 2005),Tobamovirus (Yeon Yoon et al.,, 2001)pomovirus Yy
Potyvirus, (Adkins et al., 2007)Tymovirus (Bernal et al., 2000) yospovirus (Yeh et al.,

1994).

2.3. Principales enfermedades de la sandia en PteRico

En Puerto Rico el sancocho de plantulas, es com@moeas de monocultivo en
Santa Isabel. Se observa a los pocos dias dedpuansplante, cuando las plantulas se
marchitan y colapsan aun cuando la humedad deb ®sela 6ptima para el cultivo. Se
presentan lesiones en la base del tallo, las pénse mantienen pequefas y débiles y las
raices jovenes son escasas Yy de color marron o.n&gjisancocho de plantulas en Puerto
Rico es causado comunmente por los siguientes graddd>hytophthora spp.,Pythium

spp.,Fusarium spp. yRhizoctonia sp. (Estévez et al., 2006).

Las principales enfermedades foliares son la mapcbducida porAlternaria

cucumerina Ellis & Everh. que se observa en todas las vadieslaultivadas de sandia,
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donde su severidad es moderada. En épocas delhusgaveridad puede alcanzar el 50%
en el area foliar (Polanco et al., 2007a). Lososfiats se presentan en las hojas maduras
como pequeiflas manchas amarillas que luego ardagr hasta que las hojas mueren,
afectando tanto la calidad como la cantidad dériges, ya que producen manchas en los

frutos (Kucharek, 2000).

La mancha foliar causada pGercospora es muy comun en la zona suroeste de
Puerto Rico, observandose en la etapa vegetativauttevo (Estévez et al., 2006). El
agente causal eSercospora citrullina Cooke y los sintomas son lesiones que surgen
primero en las hojas mas jévenes, defoliacién yeedn del tamafio de los frutos. Sin
embargo, se reportan escasas pérdidas econOmizaadas a esta enfermedad (Zitter et

al., 1998)

El afiublo lanoso causado féseudoperonospora cubensis Berk. & Curtis es una
enfermedad emergente en las zonas productorasndia s Puerto Rico. La enfermedad
disminuye la produccién, y se observa durante leses de diciembre, enero y febrero.
Es muy severa antes del llenado de fruto, y pasteriesta etapa no representa un

problema de importancia en el cultivo (Estéved.e2806).

El afiublo polvoriento @idium spp.) es muy comun en las cucurbitadceas en las
zonas productores de sandia en Puerto Rico. E&tanedad esta relacionada con la
presencia de periodos secos y temperaturas c@idéss meses de julio y agosto. Su

severidad ha aumentado en los ultimos afios (Esthad., 2006).
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En Puerto Rico, el tizon gomoso es una enfermedgmbritante en la época
lluviosa entre los meses de octubre y noviembré&é(eg et. al. 2006). El agente causal
es Dydimella bryoniae (Auersw.) y su estado asexual¥soma cucurbitacearum Sacc.
(Gusmini et al., 2005). Los sintomas de la enfeladeson severa defoliacién y necrosis
en los tallos (St. Amand et al., 1995), muerte ldatplas, manchas en las hojas, cancros
en los tallos y pudriciones en los frutos (Somai akt 2002). Las estructuras
reproductivas del hongo se desarrollan en las n@sndk las hojas, en el tallo y en el
fruto. EI hongo permanece en el suelo en resideotas plantas infectadgkeinath,
2002). El tizon gomoso ha ocasionado epidemiasaadia en el sureste de Estados
Unidos, lo que llevé a los agricultores a abanddaarsiembras antes de la cosecha

(Gusmini et al., 2005).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Experimento de campo

3.1.1 Localizacion del experimento

El estudio se llevo a cabo en la Estacion Experiaiekgricola (EEA) de Juana
Diaz, de la Universidad de Puerto Rico (latitud N8 31" y longitud 66° 31’ 34" O),
con una elevacion de 23 metros sobre el nivel @gel &l tipo de suelo caracteristico de
la zona es suelto, profundo con permeabilidad ameda baja. Para la preparacion del
terreno se realizaron dos cortes de arado y tadwilpara luego proceder a colocar las
coberturas plasticas, excepto al tratamiento agieubierto con plasticos reflectivos de
luz ultravioleta. Se instalo un sistema de riego gmieo y se realizaron aplicaciones de
fertilizantes de acuerdo al andlisis quimico ddos@apéndice 1), con nitrégeno (N),
fosforo (PO2) y potasio (KO) (20-20-20) al momento de la siembra y durante la

floracion.

3.1.2. Temperatura y pluviometria

Se obtuvieron los indices de temperatura mensuahmaj promedio y maxima en
la EEA de Juana Diaz, durante los afios 2007 y 2Big8. 1-2). Ademas se midio la

precipitacion en centimetros cubicos durante etmiperiodo (Fig. 3).
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Figura 3. Precipitacion mensual en centimetros cogbidurante los afios 2007 y
2008, en la EEA de Juana Diaz, P. R.

3.1.3. Descripcion de los tratamientos

El experimento consistid de cinco tratamientosrithigsidos en bloques completos
al azar y cuatro repeticiones, para un total deuB@lades experimentales. Los
tratamientos fueron los siguientes: Tratamiento Irdsecticidas: thiamethoxam al
momento de la siembra, endosulfan cada 14 dad)lus thuringiensis cada 7 dias,
lannate, una aplicacion a los 45 dias después deeri@bra para control de minadores
(Liriomiza spp); Tratamiento 2: Insecticidas/fungicidas: gkcé segun descrito para el
tratamiento 1 y para la aplicacion de fungicidasitiezé metalaxyl en el momento del
transplante, luego se realiz6 una aplicacion decomeb durante la primera semana,
chlorotalonil a los 14 dias, una aplicacién degwstrobin a los 21 dias, se realizé una
aplicacion de sulfato de cobre a los 28 dias psa3b dias se realizdé una aplicacion de
thiophanate methyl; Tratamiento 3: se utilizdé ptastreflectivo ultravioleta (UV

Reflective Mulch) y aplicaciones de Dipel cada 1dsd Tratamiento 4: Fungicidas: se
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aplicaron los fungicidas segun descrito para d@hmngéento 2; Tratamiento 5: ninguna
aplicacion (control) (Cuadro 2). En cada tratantesg colocé una malla protectora de
insectos, sostenida con tubos PVC, de 178 x 168rcla hilera del centro cubriendo tres
plantas, también colocadas al azar, para deternshae presentaban sintomas de
marchitamiento en ausencia de vectores (Fig. 4ntrDede las mallas se aplico

endosulfan luego del transplante.

La dimension de cada unidad experimental fue d€56n., con cinco hileras y
diez plantas en cada una, a una distancia de 1ltra bikera y 0.5 m entre plantas

(Cuadro 1).

Cuadro 1. Arreglo al azar de cinco tratamientos y cuatrajbks en el cultivo de sandia,
Juana Diaz, P. R.

I Il 11 v
5 3 4 3
3 2 1 4
4 1 2 5
1 4 5 2
2 5 3 1
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Cuadro 2. Descripcion de cinco tratamientos, fracize de aplicacion y dosis de
insecticidas y fungicidas en el cultivo de sandimna Diaz, P. R.

Tratamientos Ingrediente activo Frecuencia de aplicacion Dosis daigglucto comercial

1. Insecticidas:Platinum (thiamethoxam) al transplante 60 nmitks/100 litros
Thiodan (endosulfan) dids 332 mililitros/100 litros
DipeB( thuringiensis) 7 dias 120 gramos/1000 litros
Lannate (methomyl) licgrion a los 45 dias 283 gramos/100 litros
Abamectin (abamectina) 1 aplicacionl 62 mililitros/100litros

2. Insecticidas + Fungicidas:segun descrito para los tratamientos 1 y 4.

3. Plasticos Reflectoredueron colocados antes de la siembra.

4. Fungicidas: Ridomil (metalaxyl) al transplante 125 gramos/1iti6s
Manzate (mancozeb) ra demana 250 gramos/100 litros
Cabrio (piraclostropi 2da semana 120 gramos/100 litros
Eqqus (chorotalonil) 4ta semana 500 mililitros/100 litros
Kocide (sulfato deboe) 5ta semana 332 mililitros/100 litros
Topsin (thiophanatethyl) 6ta semana 150 gramos/100 litros

5. Control: ninguna aplicacion

Figura 4. Vista parial del experimentdond &muaprciar la malla colocada en
la hilera del centro cubriendo 3 plantas, en los @lesayos con los cinco
tratamientos, septiembre del 2007 y febrero deB200ana Diaz, P. R.
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3.1.4. Experimentos de cultivares

Durante los meses comprendidos entre mayo y juio2007 se establecié un
ensayo utilizando cuatro cultivares diploides dadéa ‘Royal Sweet’, ‘Starbright’,
Sangria, ‘Regency’ y uno triploide: ‘XR-212’. No s#lizaron aplicaciones de fungicidas
ni herbicidas. El control de malezas se realizé iamgd deshierbas manuales. Para el
control de minadores se aplicd abamectina (187itnu§/300 litros) a los 14 dias luego

del transplante (DLT) en todas las unidades expariaies.

Se establecié una segunda siembra durante los meseEptiembre a noviembre
del 2007 utilizando los mismos tratamientos, comalsscribe en la seccién 3.1.3. Un
tercer ensayo fue establecido durante los mesthdero a abril del 2008, utilizando los
tratamientos antes descritos. El Ultimo ensayoréaéizado durante los meses de abril a
mayo del 2008. Los cultivares de sandia utilizedason: “Royal Jubilee”, “Regency”,

XR-212, “Companion” y “Royal Sweet” (Cuadro 3).

Cuadro 3. Descripcion de las fecha de siembras sgatas de sandia, durante los
experimentos donde se utilizaron cinco tratamiegtosco cultivares, Juana

Diaz, P. R.
Experimentos Fecha de siembra Fecha de cosecha
Cultivares | 3/mayo/2007 17/julio/2007
Tratamientos | 7/septiembre/2007 9/noviembre7200
Tratamientos Il 14/febrero/2008 24/abril/2008
Cultivares I 1/abril/2008 28/mayo/2008
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3.1.5. Catastro de insectos y métodos de monitoreo

Una semana posterior al transplante se inici0 ¢hst@ de insectos para
determinar la poblacibn de mosca blanca, afidogipidbs. Todos los artrépodos
identificados como vectores de virus fueron coldatay llevados al laboratorio de la

EEA de Juana Diaz para su montaje e identificacion.

Para determinar la dinamica poblacional de modaach, afidos y tripidos
utilizando dos métodos: 1) colocando trampas psgajamarillas (Olson Products) de 12
X 7.5 cm adheridas a una estaca de madera a wma aé 18 cm del suelo. 2)
visualmente seleccionando cinco plantas al azarpdgf hilera) de cada unidad
experimental y realizando contedsas trampas pegajosas fueron llevadas al labooatori
para realizar el conteo de especimenes utilizanmd@stereoscopio (NIKON modelo

SMZz645).

La coleccion de tripidos, se realiz6 tomando flpresjas y renuevos que
estuvieran infestados, se colocaban en bolsasgalgigterméticas (Ziploc®) se llevaban
al laboratorio donde mediante el uso de un esteopas y utilizando una aguja
entomologica eran sumergidos en alcohol etilicé086 hasta el montaje. Para colectar
afidos se seleccionaban aquellas hojas que tuviefestadas, luego fueron colocadas en
bolsas plasticas. Posteriormente se continué ainmigrocedimiento descrito para los

tripidos.
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3.1.6. Montaje e identificacion

Para el montaje de los tripidos en laminillas, dspecimenes de color claro se
colocaron en hidroxido de potasio (KOH) por 40 selps, mientras que los de tonalidad
obscura se dejaron en la solucién durante 1 mirlutego se sumergieron en alcohol
etilico al 95% y después de eliminar el exceso dmddad fueron colocados en
portaobjetos conteniendo una gota de Balsamo dadaarCon una aguja entomoldgica
fueron colocados boca abajo, con las alas y antefmertas para facilitar la
identificacion. Los especimenes se secaron en mo{&GE Precison Scientific modelo
805) por 48 horas a 31 °C. La identificacion dedspecimenes fue realizada mediante

claves taxondémicas (Collins et al 2007; Medina,1)96

Para montar los afidos, se drend el alcohol gue dontenia y luego se
calentaron en KOH por 5 segundos para evitar |lieidn. Con una aguja entomolégica
se perforaron en la parte inferior del abdomen péiminar el exceso de liquido en el
cuerpo, y finalmente se colocaron en un portaobjeton Balsamo de Canada,
considerando que las antenas, cauda, cornicul@dag puedaran extendidos (Cermeli,
1966). La identificacion fue realizada basada e aracteres morfologicos siguiendo
las claves taxonomicas para la identificacion deoaf (Smith et al. 1963; Blackman y
Eastop 2000) y complementados con el sistema geaséico e identificacion a distancia

(DDIS por sus siglas en inglés).

33



3.1.7. Incidencia e identificacion de virus

Una semana posterior al transplante de las plaetasandia, de edad de 21 dias,
se inicié la evaluacion de la incidencia de virus les predios experimentales. La
incidencia de enfermedades se determind mediardenéto del nimero de plantas con
sintomas como clorosis, enrollamiento de hojas, cllag en las hojas, moteados,
marchites y muerte de plantas. La evaluacion faézeela semanalmente durante seis

semanas DLT.

Se seleccionaron cinco hojas al azar de cinco gdadéntro de los tres surcos
centrales. Las muestras fueron colocadas en bpléaticas herméticas y llevadas al
laboratorio de la EEA de Juana Diaz para descnpd#los sintomas y diagndéstico de
virus. Las hojas fueron analizadas utilizando tgelogicas [Rapid Inmunofilter Paper
Assay (RIPA) Agdia, IN] (Tsuda et al., 1992). Est&nica consisti6 en macerar una
seccion de las hojas con sintomas de virus de apacamente 1 cm2, en el
amortiguador (General Buffer Solution) en una prom de 1:5, luego se introdujo una
tirilla que contiene el anticuerpo determinado pardeteccion de ZYMV. Esto permitio
detectar la presencia de antigeno a simple visiadwuesta presente en la muestra. Se

utilizaron tirillas serologicas para analisis deMY.

Mediante el ensayo inmunolégico ligado a enzima zifame Linked
Inmunosorbent Assay, (ELISA por sus siglas en g)l@*athoScreen PSA 27200/0288,
Agdia, IN) se analizd la presencia de potyviruPgpaya Ringspot Virus (PRSV)

(PathoScreen PSA 53500/0096, Agdia, IN) (Apéndjcdsta técnica consistio en el uso
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de una microplaca plastica con 96 orificios tratadon anticuerpos especificos para
detectar los virus en las muestras. Los complajesse formaron se observaron mediante
enzimas asociadas al anticuerpo, las cuales genmeameaccion de color amarillo tras
afadir la solucion p-nitrofenil fosfato (PNP) (Riesa 2002) La lectura de la microplaca
se realiz6 mediante un lector de ELISA (Biotek) cona absorbancia de 405

nandmetros.

3.1.9. Determinacion de malezas hospederas

Malezas presentes en las cercanias de los expéosnede los cultivos de sandia
en predios comerciales fueron colectadas e ideatiis basadas en sus caracteres
morfolégicos (Lugo y Semidey 2002). Se identificaftos virus presentes en las mismas
mediante serologia como se describe en la seccib®. 3Algunas malezas fueron
identificadas en el herbario de la Facultad dedgja de la Universidad de Puerto Rico,

Recinto Universitario de Mayaguez.

3.1.10. Evaluacién del marchitamiento subito en @dios comerciales

Se visitaron dos fincas comerciales de sandiailackls en Santa Isabel, para
evaluar la presencia de la enfermedad. La evalna#0inicio a principio del mes de
junio del 2008 y fue continuada hasta finales det.nha primera colecciéon de muestras y
el primer monitoreo de insectos se realizd a lo€D8F. Una muestra compuesta se
colectd, tomando hojas al azar desde la base Helhasta el apice. En los surcos
centrales se colocaron 10 trampas pegajosas asadheridas a una estaca de madera,

a una altura de 18 cm del suelo. Luego de habasduwarido 15 dias, se realiz6 el
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monitoreo de insectos y colecciébn de muestras. c@udias mas tarde se realizé otra
evaluacion y se colocaron trampas nuevas. Lagpaarueron llevadas al laboratorio de
la EEA en Juana Diaz para realizar el conteo decémenes utilizando un estereoscopio.
Las muestras tomadas fueron procesadas siguiendsm@o procedimiento descrito en
la seccion 3.1.8. Ademas se realizd otra evaluaeidrel mes de febrero del 2009

siguiendo la metodologia ya descrita.

3.1.11. Transmisidn mecanica con savia infectadart virus

Para realizar la inoculacion mecanica en el viy@&ae febrero del 2009), se
utilizaron 18 tiestos (2 litros) conteniendo yhanta de sandia cada uno. La inoculacion
se realiz6 en plantulas de 21 dias previamentdiZadas con NPK. Luego de una
semana se realizé una aplicacién de imidaclopnid pantrol de insectos. El in6culo fue
extraido de los tejidos de plantas infectadas aktiente con PRSV y ZYMV,
previamente identificados. En un mortero estéfilig, se colocé una porcion de tejido
con sintomas virales y se le agregdé buffer fosfedm adicion de sulfito de sodio 0.1%)
pH 7.1, en una proporcion 1: 5 (peso:volumen) sedgscrito por Lecoq et al., 2003.
Luego utilizando un cotonete se aplico la saviadtifa a dos segundas hojas verdaderas,
previamente espolvoreada con carborundum para @rteuiheridas a los tejidos (Hord
et al.,, 1997). Se inocularon cinco plantulas camiss infectada con PRSV, cinco
plantulas con ZYMV, cinco fueron con PRSV y ZYMV, diez plantulas fueron
inoculadas con savia proveniente de plantas deisaqae mostraban sintomas de
marchitamiento. Los controles fueron dos plantagufadas con buffer solamente y

cinco sin inocular. La evaluacion de los sintomasngio a las 48 horas después de la
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inoculacion y se realizé durante 45 dias. Ademés dlantulas de calabaz@ugurbita
moschata), fueron inoculadas con tejidos de sandia infestadon ZYMV, y cinco

permanecieron como el grupo control, inoculadashetdfer solamente.

En adicion, una maleza de la familia Cucurbitac€é@acumis dipsaceus)
desarrollada naturalmente en el campo, se inoaidtejidos de sandia infectados con

ZYMV.

Para realizar la inoculacién mecéanica en el can28ode agosto del 2008), se
seleccionaron cuatro plantas de 29 dias de edadidess fueron cubiertas con una malla
desde el momento en que fueron sembradas para levigesencia de insectos vectores.
Se seleccionaron tejidos infectados con PRSV y ZYjd¥a ser utilizados como inéculo,
y se realiz6 el mismo procedimiento descrito aaterente. Dos plantas fueron
inoculadas con PRSV y una con ZYMV. Dentro de ldlanae coloc6 una trampa

pegajosa para luego observar si dentro de dichla pethetraron algunos insectos.

3.1.12.1 Transmision por afidos

Para realizar la transmision a través de los afi®3s afidos adultos fueron
colectados del cultivo de calabaza (19 de septiendet 2008). Estos éafidos fueron
liberados en cuatro plantas de sandia de 29 disscuales estaban en el campo
protegidas con una malla, para impedir que losoafieimigraran, o que otros vectores

infectaran las plantas.
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3.1.12.2 Transmisidon con mosca blanca

Se colectaron 50 adultos de mosca blanca de diésresdades, utilizando un
succionador manual, las cuales fueron obtenidaswglo de calabaza y liberadas en
cuatro plantas de sandia cubiertas con malla eamepo (19 de septiembre del 2008).
Ademas, en una caja de 45 x 45 x 45 cm cubiertantalia metalica, se colocaron seis
plantulas de sandia de 41 dias, y en dicha cajidesaron 50 moscas blancas adultos
para que se alimentaran de las plantas y pudieaasnhitir virus (19 de septiembre del

2008).

3.1.14. Rendimiento

Al realizar la cosecha se determino el rendimiatgacada unidad experimental
contando y pesando los frutos al momento de relmmyelel campo. Se realiz6 una
cosecha al final del periodo del cultivo, cuandoftotos alcanzaron la madurez optima.
En el segundo experimento donde se evaluaron ditssecultivares, se procedié a
cosechar cuando el marchitamiento subito afecté pestas. Los frutos fueron
clasificados como comerciales y no comerciales,tattws y pesados. Los frutos
considerados comerciales, presentaron un peso liler@9y los no comerciales, un peso

menor de 20 libras. El rendimiento se calculé erladas por hectarea (T/ha).

3.1.14. Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante un analisipateela dividida con el

programa de estadisticas InfoStat/Estudiantil (Elrsidad de Cérdoba, Argentina, 2008)
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para determinar si existen diferencias entre loxccitratamientos utilizados. Las
variables a analizar fueron: las poblaciones dectas vectores de virus, severidad de
enfermedades y rendimiento. Debido a la contineagcia de ceros en el conteo de los
afidos, todos los datos de conteo de insectos riugamsformados utilizando la formula
log + 1. Las medias fueron comparadas para signifia utilizando diferencias minimas

significativas (DMS) por medio de la prueba de Tyu&eun nivel de confianza{0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. Primer experimento utilizando cinco cultivars de sandia

4.1.1. Dinamica poblacional de insectos

El andlisis de varianza (ANOVA) mostré que no huliferencia significativa en
el numero de adultos de mosca blanca, afidos gasp durante el primer experimento
con los cinco cultivares. La poblacion total de caoblanca durante las seis semanas
evaluadas fluctu6 dependiendo de la semana de mo€Big. 5). El promedio de adultos
de mosca blanca durante las evaluaciones fue neaylar primera semana de muestreo, a
los 7 DLT, alcanzando un promedio de 103 moscaschtapor 5 hojas y 30 por trampa,
seguida por la quinta y sexta semanas, a los 35 YUT, fluctuando en las segunda,

tercera y cuarta semanas (Cuadro 4).

Durante las primeras cinco semanas la poblacidfides fue nula, y en la dltima
semana, a los 67 DLT, se promedio 1 afido por &shdja poblacién de éafidos difir{p
= 0.01)en los cultivares “Royal Sweet” y XR-212 (Fig. Ba poblacion total de tripidos
no presento diferencias entre cultivares. En lm@ra semana, a los 7 DLT, se observo
la poblacion mas baja, sin embargo en la tercerata y quinta semana, a los 33 y 40
DLT respectivamente, la poblacién aumento, regisivde un promedio de 30 tripidos en

5 hojas y 50 por trampa, para luego disminuir efitima semana de monitoreo (Fig. 7).

Con relacion a los métodos de muestreo utilizadobp diferencia significativa

entre los métodos. Para mosca blanca el mayor wideeadultos se contabilizé con el
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muestreo visual. No se observaron afidos en laspaa amarillas. En el muestreo de
tripidos el método de trampa presenté un nimeroomeymparado con el muestreo

visual (Cuadro 4).
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Figura 5. Dinamica poblacional de mosca blanca rdar&l primer ensayo con 5
cultivares de sandia, en los meses de mayo a200@, Juana Diaz, P. R.
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Figura 6. Dindmica poblacional de afidos durant@reéher ensayo con 5 cultivares
de sandia, en los meses de mayo a julio 2007, RiaaaP. R.
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Figura 7. Dinamica poblacional de tripidos duragiterimer ensayo con 5 cultivares
de sandia, en los meses de mayo a julio 2007, RiaaaP. R.
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Cuadro 4. Numero promedio de adultos de mosca &|afftdos y tripidos utilizando dos
meétodo de muestreo: visual y trampa, durante eigarensayo con cinco cultivares,
en los meses de mayo a julio de 2007, Juana Di&, P

Visual Trampa

Semana de maestre6 Mosca blanca Afidos Tripidos Mosca Banca Afidos Tripidos
1 103.7 a 0.0a 1.7a 304 a 0.0a 0.8a

2 186 b 0.0a 5.5a 16.6 a 0.0a 26a

3 23.0b 0.0a 26.8b 28.2a 0.0a 43.2Db
4 22.3b 0.0a 30.5b 18.1a 0.0a 50.8 b
5 76.2cC 0.0a 23.0b 30.2a 0.0a 33.3b
6 34.1d 0.2a 18.0b 506 b 0.0a 23.1c

Letras distintas en la misma columna indican difeies p <0.05.



4.1.2. Incidencia de virus y analisis serologico

Durante el experimento, no se observaron sintormagrds durante las primeras
etapas de desarrollo del cultivo, evidenciado psrdruebas serolégicas que resultaron
negativas para ZYMV a los 27, 40, 61 y 75 DLT plas cinco cultivares evaluados.
Igualmente, las muestras analizadas para potyeirles 39 DLT, fueron negativas en
esta prueba. Sin embargo a los 75 DLT, los cubiwatfRoyal Sweet”, Sangria,
“Regency” y el hibrido XR-212 fueron positivos pguatyvirus, exceptuando el cultivar
“Starbrigth”. Para esa misma época de muestreonlasstras analizadas para PRSV
resultaron positivas en todos los cultivares. Ldantps no fueron afectadas por
marchitamiento subito. Los resultados indicaron qu&1% de las muestras estaban

infectadas con potyvirus, 0% con ZYMV y 79% con RRSuadro 5).
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Cuadro 5. Resultados de las pruebas serologichgadss a los experimentos de sandia
para Zucchini yellow mosaic virus, Papaya ringspais y potyvirus, Juana

Diaz, P. R.
Tratamientos | Tratamientos I Cltivares | Cultivares Il
B/T ZYMV PRSV POTY ZYMV PRSVOTY ZYMV PRSV POTY ZYMV PRSNOTY
11 - + + - - - - + + - - -
12 - - - - - - - + + + - +
13 - - + + + + - - - + - +
14 + - + - - - - + + - - +
15 + + + + - + - + + - + +
11 - + + - + + - + + + - +
12 - - - - - - - + + - - -
113 - + + - - - - + + + + +
114 - - + - + + - + + - + +
115 + - + + - + - + + + - +
11 - - - - - - - + + + + +
112 + - + + + + - + + + - +
13 + + + + + + - + + - + +
14 - + + + - + - + + + + +
15 + - + + + + - + + - + +
V1 - - - - - - - + + - + +
[\ + + + - + + - + + + + +
V3 - + + - - + - + + + + +
V4 + + + + - + - + + - - +
V5 + - + + - + - + + - + +
PM1 - - - - - - - - - - - -
PM2 - - - - - - - . . . . -
PM3 - - - - - - - - - - - -
PM4 - - - - - - - - - - - -

Tratamientos |: primer ensayo utilizando cincoanaientos.
Tratamientos Il: segundo ensayo utilizando cinatamientos.
Cultivares I: primer ensayo utilizando cinco cudtigs.
Cultivares II: segundo ensayo utilizando cincoigales.

- = la muestra fue negativa a la prueba serolégica.

+ = la muestra fue positiva a la prueba serldgica.

B/T= Bloque/ tratamiento

PM=Plantas protegidas con malla.
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4.1.3. Rendimiento

Diferencias altamente significativas fueron encasfdis para el rendimiento entre
los diferentes cultivares (p 0.05). La cosecha se realizé a los 75 dias desgeié
transplante. De los resultados obtenidos el magidimiento de frutos comerciales, se
obtuvo con en el cultivar “Starbright” (240 T/hagguido por el cultivar Royal Sweet
(205 T/ha.). No presento encontraron diferencias (PO5). entre las variedades Sangria
y ‘Regency’ con 146 T/ha y 149 T/ha respectivameBtecultivar XR 212 obtuvo el

rendimiento mas bajo (57 T/ha) comparado con lassatultivares (Fig. 8).
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Figura 8. Rendimiento de cinco cultivares de sangliajulio del 2007, Juana Diaz,
P.R.
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4.2. Primer ensayo con sandia utilizando cinco ttamientos

4.2.1 Dinamica poblacional

En el primer experimento establecido en el mesgéenbre 2007, el nimero de
insectos presentes fue bajo y no se detectaroreddi@as (p< 0.05) entre tratamientos
para la poblacion de mosca blanca, afidos y trigpiéb nimero de los diferentes insectos
adultos presentes en todos los tratamientos fudasifCuadro 6).Sin embargo el
namero promedio de insectos vario dependiendo dseetaana de evaluacioha
poblacién mas alta de mosca blanca se observognrta semana de evaluacion, a los y
49 DLT, con un promedio de 5 moscas en 5 hojapgr3drampa (Fig. 9). En relacion a
la poblacion de afidos no hubo presencia de éstnte las primeras evaluaciones en
ninguno de los dos métodos utilizados. Sin embdrgante la Gltima semana, hubo un
promedio de 3 afidos por 5 hojas y 0 por trampg. (Fd). En cambio, la poblacién de los
tripidos aumenté a partir de la primera semanaahkstsexta donde se observo el
promedio mas alto de 8 tripidos por 5 hojas y 26tmmpa, siendo el método de las

trampas donde se contabilizé el nUmero mas altdpldos (Fig.11).

El método de muestreo visual resultdé mas efecpvo@.05) que el método de las
trampas pegajosas para evaluar el nimero de adidtasosca blanca. En la evaluacion
de afidos no hubo diferencia £p0.05) entre los métodos utilizados. Con relacidosa
tripidos, hubo diferencia significativa con los ouls utilizados, siendo las trampas

amarillas donde se observo la poblacién mas alesgpecimenes (Cuadro 6).

47



—e&— Insecticida
—#—Ins./Fung.

NUmero de mosca blanca

—aA— UV Mulch
Fungicida
—¥— Control
O T T T T T T 1
21/9/07  28/9/07  5/10/2007 12/10/2007 19/10/07  26/10/07 11/2007
Fecha de evaluaciéon
Figura 9. Dinamica poblacional de mosca blancardaral primer ensayo con sandia
utilizando cinco tratamientos en los meses septiena noviembre del
2007, Juana Diaz, P. R.
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Figura 10. Dinamica poblacional de mosca blancarttarel primer ensayo con sandia
utilizando cinco tratamientos en los meses septiena noviembre del
2007, Juana Diaz, P. R.
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Figura 11. Dinamica poblacional de tripidos duraateprimer ensayo con sandia
utilizando cinco tratamientos en los meses septienzb noviembre del
2007, Juana Diaz, P. R.
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Cuadro 6. Numero promedio de adultos de moscachjaafidos y tripidos utilizando dos métodos de
muestreo: visual y trampa, durante el primer ensayo cinco tratamientos en los meses de
septiembre a noviembre de 2007, Juana Diaz, P. R.

Visual Trampa

Semana de mestreo  Mosca blanca Afidos Tripidos Mosca Banca Afidos Tripidos
1 09a 0.0a 0.0a 0.4a 0.0a lla

2 10a 0.0a 09a 0.8a 0.0a 18a

3 3.1b 0.0a 09a l1la 0.0a 3.0a

4 19b 0.0a 0.7a 04a 0.0a 5.0a

5 29Db 0.0a 19a 6.0b 0.0a 6.3 a

6 5.1c 3.1b 8.2b 39c 0.0a 260D

Letras distintas en la misma columna indican difeias p <0.05.



4.2.2. Incidencia de virus y analisis serologico

Durante el ciclo del cultivo en los meses de sefire a octubre, en los
muestreos realizados a los 14, 21, 28, 35, 42 @@k las plantas de sandia no
mostraron sintomas de virus, y ninguna de las magdgtie positiva para los virus
analizados. A los 49 dias DLT se observaron sinsaheaenrollamiento y deformacién de
hojas, clorosis, y amarillamiento de venas (Fig. Eh esta etapa, todas las muestras
fueron positivas para ZYMV en los diferentes tragmtos, excepto el tratamiento con
aplicacion de insecticida que fue negativo para estis. La presencia de sintomas de
marchitamiento de plantas fue evidente desde lo®LED. Una semana posterior se
observo que las plantas continuaron marchitandasariendo. Las muestras analizadas
a los 61 DLT para PRSV fueron positivas en todsstdlatamientos, pero no en todas las
repeticiones. Todas las muestras que mostraromegativas a esta prueba fueron
analizadas para determinar presencia de potyvasiguales resultaron positivos para los
tratamientos 3 y 4. Las muestras tomadas debalasdmallas fueron negativas para los
virus analizados (Cuadro 5). En este ensayo el @é%s muestras estaban infectadas

con potyvirus, 34% con PRSV y 62% con ZYMV.

4.2.3. Rendimiento

La cosecha se realiz6 a los 61 DLT, debido a lagmaa del marchitamiento
subito de la sandia. No hubo diferencia entrernragatos (p< 0.05), siendo la diferencia
minima significativa de 39.82 en la prueba Tukey=P.05). Sin embargo el tratamiento

con aplicaciéon de insecticidas y fungicidas regigrrendimiento mas alto (76 T/ha) en
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comparacion con el control sin aplicacion de fuilgis e insecticidas el cual tuvo un

rendimiento de 46 T/ha (Fig. 12).
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Figura 12. Rendimiento de frutos comerciales eprigher ensayo con aplicacion de
insecticidas y fungicidas en comparacién con esté reflectivo y sin
aplicaciones de quimicos en sandia, en el meswdembre del 2007, Juana
Diaz, P. R.

4.3. Segundo ensayo con sandia utilizando cincatamientos

4.3.1. Dinamica poblacional

En el ensayo establecido durante los meses derdearabril del 2008 con los
cinco tratamientos, la poblacion de insectos fugada, fluctuando durante las seis
semanas evaluadas. La poblacion de mosca blankzapimera semana de evaluacion
fue baja, con un promedio de 2 adultos por 5 hgjasgpor trampa. Durante la segunda
semana se mantuvo similar y continué en promedialidpasta la ultima semana de

evaluacion. Se registré un promedio de 2 adultwsepmétodo visual y uno por trampa
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(Fig. 13). La poblacién de afidos fue baja en lmnpra evaluacion, aumentando en la
cuarta y quinta semanas, donde hubo un promedsb ddidos por 5 hojas. En la cuarta
semana se observaron 4 afidos en una sola trangmalayquinta semana, 1 afido en una
trampa (Fig. 14). Los tripidos fueron aumentandalenadamente a partir de la primera
semana hasta la ultima semana de evaluacion, cproumedio de 4 tripidos por 5 hojas
y 2 por trampa (Figura 15). Hubo diferencias (p8)entre los métodos utilizados en el
muestreo de mosca blanca, presentandose el mayoermicon el método visual.

Igualmente hubo diferencias significativas con hestodos en la evaluacion de éafidos,
siendo el método visual el mas efectivo. No hubfereincia en los métodos de

evaluacion de tripidos (Cuadro 7).
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Figura 13. Dinamica poblacional de mosca blanca durante elrsgexperimento con
cinco tratamientos, en los meses de febrero a @r2008, Juana Diaz, P.
R.

53



400

350 I T

300 ;\ A

/ \/T\ —eo—Insecticidas
250 / - /\ \ —8— Ins./Fung.
200 = —a— Plastico UV|
150 T / / \\ Fungicidas

= Control
100 | i\
* >~
O T T ‘V‘ ‘," T v‘ 1

25/2/08 3/3/2008 10/3/2008 17/3/08 24/3/08 31/3/08

Fecha de evaluacion

NUmero de afidos

Figura 14. Dinamica poblacional de &fidos durante el segung@@mento con cinco
tratamientos, en los meses de febrero a abril@&$,2Juana Diaz, P. R.
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Figura 15. Dinamica poblacional de tripidos durante el segusdmerimento con cinco
tratamientos, en los meses de febrero a abril@@&$,2Juana Diaz, P. R.
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Cuadro 7. Numero promedio de adultos de moscac#jaafidos y tripidos utilizando dos método de
muestreo: visual y trampa, durante el segundo @rpato con cinco tratamientos, en los meses de
febrero a abril de 2008, Juana Diaz, P. R.

Visual Trampa
Semana de mestreo  Mosca blanca Afidos Tripidos Mosca Banca Afidos Tripidos
1 23 a 24 a 0.0a 0.2a 0.0a 0.0a
2 25a 200a 09a 0.0a 0.0a 0.0a
3 25a 18.0 a 0.0a 0.0a 0.0a 0.7 a
4 13a 339a 20b 0.0a 0.2a 0la
5 19a 35.8a 4.4c lla 0.1a 24D
6 22a 13.2Db 15d 16Db 0.0a 240

Letras distintas en la misma columna indican difeigs p<0.05.



4.3.2. Incidencia de virus y analisis serologico

Alos 32 DLT (17/3/08) algunas plantas comenzaramoatrar sintomas de virus:
clorosis, enrollamiento y deformaciéon de hojasaResra fecha se promediaba una planta
con sintomas por unidad experimental. Los sintopragresaron y se observaron
ampollas en las hojas, hojas erectas y necrogis eatlo (Fig. 16). En la dltima semana
de evaluacién se promedio siete plantas con sistai®airus por unidad experimental y
dos plantas muertas en el control. El marchitariedbito no fue severo en este ensayo.
El andlisis de regresion lineal no mostré una réradirecta entre el numero de adultos
de mosca blanca y é&fidos y la incidencia de plaotasvirus, sin embargo si hubo una

correlacion con los tripidos (Apéndice 3).

Lasmuestras colectadas a los 51 DLT, resultaronipasipara PRSV en todos
los tratamientos, pero no en todas las repeticiofas esa misma fecha las muestras
analizadas resultaron positivas para ZYMV en totflms tratamientos, excepto el
tratamiento con insecticidas (Cuadro 5). El 17% lademuestras estuvieron infectadas

con potyvirus, 38% con ZYMV y 29% con PRSV.
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Figura 16. Sintomas observados en plantas de sam@leacampo. A. clorosis en los
bordes de las hojas. B. enrollamiento hacia arfibaleformacion de hojas. D.
Moteado. E. Amarillamiento de venas. F. Necrosiseenudos. G. Plantas
muertas y frutos pequefios (el pedunculo se secpdampide que los frutos
alcancen su tamafo comercial). H. Hojas erectaspphas.
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4.3.3. Rendimiento

A los 70 DLT, en el rendimiento no se observo difigia entre tratamientos. Sin
embargo, el tratamiento en el cual se aplico fudg&presento el rendimiento més alto
(140 T/ha) en comparacion con el control que pdi§6 T/ha. El tratamiento con
cobertura pléastica reflectiva tuvo rendimiento fama los tratamientos con aplicacion de

insecticidas y fungicidas (Figura 17).

Insecticida Ins/Fung Plastico UV Fungicidas Control

Tratamientos

Figura 17. Rendimiento durante el segundo expetisnenon cinco tratamientos en
sandia, Juana Diaz, Puerto Rico
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4.4. Segundo ensayo utilizando cinco cultivares dandia

4.4.1. Dinamica poblacional

En el ensayo establecido durante los meses deaatialyo del 2008 con los cinco
cultivares no se encontro diferencia en la poblacie mosca blanca, afidos y tripidos
entre los diferentes cultivares. Sin embargo lalgmén de los insectos fluctuo
dependiendo de las semanas de monitdragpoblacion mas alta de mosca blanca se
observo en la cuarta semana de evaluacion, prontei@ 17 mosca blanca por 5 hojas
y 18 por trampa y disminuy6 en la ultima semang.(EB). En cuanto a los afidos, la
poblacion fue mas alta en la primera semana deiasiah, siendo el promedio de 24
afidos por 5 cinco hojas y 0 por trampa (Fig. T3)n relacion a los tripidos, la poblacion
mas alta se obtuvo con el método visual en la augtnana, con un promedio de 11
tripidos en 5 hojas y en la quinta semana de av#ln la poblaciéon promedié 7 tripidos

por 5 hojas y 55 por trampa (Fig. 20).

Al comparar los métodos de monitoreo evaluadosimrodiferentes cultivares,
el método con el cual se obtuvieron la mayor cadtide adultos de mosca blanca fue
con las trampas amarillas. Las poblaciones de sifibgervadas difirieron (p<0.05) entre
meétodos de monitoreo, siendo el método visual tooa se promedid el mayor nimero.
En la evaluacidon de tripidos hubo diferencia alt@mesignificativa, promediandose el

namero mas alto con las trampas, en comparacidrétaldo visual (Cuadro 8).
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Fecha de evaluacién

Figura 18. Dinamica poblacional de mosca blancarmterel segundo experimento con
cinco cultivares en los meses de abril a mayo 0@92Juana Diaz, P.R.
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Figura 19. Dinamica poblacional de afidos duramtsegundo experimento con cinco
cultivares en los meses de abril a mayo del 20@8halDiaz, P.R.
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Figura 20. Dinamica poblacional de tripidos duraitsegundo experimento con cinco
cultivares en los meses de abril a mayo del 20@8halDiaz, P.R.
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Cuadro 8. Numero promedio de adultos de mosca blaa, afidos y tripidos utilizando dos método de
muestreo: visual y trampa, durante el segundo expenento con cinco cultivares en los meses
de abril a mayo de 2009., Juana Diaz, P. R.

Visual Trampa

Semana de mestreo  Mosca blanca Afidos Tripidos Mosca Banca Afidos Tripidos
1 17.7 a 240a 04a 18.2 a 0.0a 6.2a

2 51b 59b 52b 0.0a 0.0a 10.1 a
3 58Db 40b 7.7b 0.0a 0.0a 91a

4 75b 11.4b 11.7c 0.0a 3.2a 210b

5 0.8c 11b 7.5d 11b 0.0a 55.2¢c

6 01lc 19b O.le 16b 0.0a 28.7d

Letras distintas en la misma columna indican difeies p <0.05.



4.4.2. Incidencia de virus y analisis serologico

A partir de los 21 DLT se observaron sintomas ahés de virus en las plantas:
enrollamiento de hojas y distorsiones en los bortles sintomas progresaron hasta
observarse falta de vigor de las plantas, hojasigfeas y una general disminucion del
crecimiento de las plantas. Desde los 40 a 45 D®inisio la marchites de las ramas
progresando hasta la muerte de las plantas (Figyrd.a incidencia de plantas con virus
para esta misma fecha fue de una planta con sirpomanidad experimental. A los 28
DLT se promediaba 4 plantas con sintomas; a loBI3b 14 plantas. A los 42 DLT
comenzaron a observarse plantas marchitas y mu@figs 21), esta muerte fue
progresiva a medida que transcurrian los dias.sM®DLT se promediaba 13 plantas
muertas por unidad experimental. En este experonagrainalisis de correlacion no hubo
una relacion directa entre el numero de insecteknfimero de plantas infectadas con

virus, excepto con los tripidos.

En la prueba ELISA, las muestras analizadas a 8oBL2T resultaron positivas
para ZYMV y a los 30 DLT se identificO a PRSV. Lapeticiones que no mostraron
presencia de PRSV fueron analizadas para potyuireisas 20 unidades experimentales,
10 de las cuales fueron positivas para ZYMV, lQltason positivas para PRSV, y 5
coinfectadas con ambos virus. De aquellas repatsigue fueron negativas para ZYMV
y PRSV, sdélo 2 resultaron positivas para potyvirsigndo las repeticiones 1 y 4,
correspondiendo ambas al cultivar “Companion” (Caads). El 58% de las muestras

mostro presencia de ZYMV y el 42% de PRSV.
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Figura 21. Parcela experimental afectada por elchitamiento subito mostrando
muerte generalizada de plantas, Juana Diaz, P. R.

4.4.3. Rendimiento

No hubo diferencia significativa entre cultivares lenproduccion de frutos
comerciales. Todos los cultivares por igual fueraiectados severamente por la
enfermedad a los 57 DLT (Fig. 21). El cultivar “Réyubilee” produjo ocho frutos
comerciales (2.53 T/ha). Los cultivares “Regency”Rpyal Sweet” produjeron cinco
frutos comerciales cada uno (1.59 y 0.53 T/ha s@enente), y los cultivares XR-212
y “Companion” no produjeron ningun fruto comerdialg. 22). Es importante anotar que

el cultivar XR-212 es un triploide y “Companion” @s cultivar polinizador.
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Figura 22. Rendimiento durante el segundo expetion@on cinco cultivares en
sandia, en el mes de mayo del 2008, Juana DiazpMRieo.

4.5. ldentificacion de insectos vectores

En los catastros realizados en los experimentodudea Diaz, se observaron
ninfas y adultos de mosca blanca, afidos vy tripi@stos fueron identificados por sus
caracteristicas morfologicas). Fueron identificaizsgéneros perteneciente8amisia

tabaci, Aphis gossypii, Thrips palmi y Frankliniella spp.

4.5.1Bemisia tabaci

En los primeros tres estadios Betabaci, las ninfas son de color amarillo transparente,
de forma ovalada. Los adultos miden aproximadam#&ntem, son de color blanco y
cuando estan en reposo permanecen con las alaslgted?onen los huevos en el envés

de las hojas (Fig. 23).
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4.5.2. Aphis gossypii

Esta especie tiene un tamafo promedio de 0.98 margtey 0.57 mm de ancho.
Las larvas y adultos son de color amarillo palidpteros, viviparos. Sifinculos mas
oscuros que el color del cuerpo. Cauda en formermgua con tres pares de pelos, mas

clara que el sifunculo (Fig. 23).

4.5.3. Thrips palmi

Los especimenes adultos son de color amarillo.d-dej cuerpo 1.4 mm. Largo
de las alas: 0.06 mm. Setas ocelares fuera degtria ocelar. Terguito abdominal 1l con
4 setas laterales. Terguito abdominal Ill: 4 sédterales. En el terguito abdominal VIII
poseen un peine completo. Siete segmentos antesw@lesonos sensoriales. Tres setas

discontinuas en las alas (Fig. 23).

4.5.4. Frankliniella spp.

Los adultos son de color marron, la cabeza esaligente mas ancha que larga, 7

segmentos antenales, los segmentos 3 y 4 tienes bifarcados, (Fig. 23).
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Figura 23. Insectos identificados en los ensayossat@dia. A. Ninfas de mosca
blanca. B. Moscas blancas adultos. C. Coloniasfid@sien hojas de

sandia. DAphis gossypii. E. Thrips palmi. F. Frankliniella spp.
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4. 6. Determinacion de malezas hospederas

Se identificaron las siguientes especies de cuéadas:Momordica charantia
L., Cucumis anguria L. y Cucumis dipsaceus Ehrenb en la EEA de Juana Diaz, en las
cercanias al experimento (Fig. 24)omordica charantia no presenté ningun sintoma
viral evidente, y fue negativa para ZYMV, PRSV yywirus. En cambidC. anguria
presentd hojas pequefas y clorosis y el analisidggco fue positivo a ZYMV, PRSV y
potyvirus Cucumis dipsaceus presentod clorosis y ampollas en las hojas y figtipa a
ZYMV y PRSV. Otras especies identificadas fuerémaranthus dubius, Bastardia
viscosa, Cardiospermum halicacabum, Cissus verticellata, Cyperus rotundus,
Echinochloa colona, Ipomea ochracea, Ipomea trifolia, Merremia umbellata, Parthenium
hysterophorus, Portulaca oleracea y Tianthemas portulascatrum (Fig. 25) Se realizaron
dos colecciones de estas malezas, y los analaizados para detectar ZYMV, fueron
negativos en todas las muestras. De todas estasiesgolament€. verticellata fue
positiva a potyviruslpomea ochracea, I. trifolia y M. umbellata, fueron positivas a

PRSV, aunque éstas malezas no mostraron ningiomeintiral (Cuadro 9).
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Figura 24. Malezas pertenecientes a la familia hitaceae en el cultivo de sandia,
Juana Diaz. A.Momordica charantia L., B. Cucumis anguria L. C.
Cucumis dipsaceus Ehrenb. D Luffa aegyptiaca.
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Figura 25. Malezas identificadas en el cultivo dendda, Juana Diaz, P. R. A.
Amaranthus dubius Mart.,, B. Cyperus rotundus L., C. Parthenium
hysterophorus L., D. Echinochloa colona L., E. Portulaca oleracea L. y F.
Tianthemas portulascatrum L.
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Cuadro 9. Pruebas seroldgicas realizadas a lagasatercanas a los predios de sandia,
en abril 2008 y marzo 2009, Juana Diaz P.R.

Malezas Virus
ZYMV PRSV Potyvirus

Momordica charantia L. - - _

Cucumisanguria L. + + +
Cucumis dipsaceus Ehrenb + - +
Luffa aegyptiaca Miller + + +

Amaranthus dubius Mart. - - -
Bastardia viscosa (L.) Kunth - - -
Cardiospermum halicacabum L. - - -

Cissus verticellata L. - - +
Cyperusrotundus L. - - -

Echinochloa colona L. - - .

Ipomea ochracea L. - + +
Ipomea trifolia L. - + +
Merremia umbellata Hall - + +

Parthenium hysterophorus L. - - -

Portulaca oleracea L. - - -

Tianthemas portulascatrum L. - - -

También se analizaron hojas de berenj@&otaium melongena L.) y de calabaza
para ZYMV y PRSV, localizado a 20 metros del pregkosandia y por ser hospederos de

mosca blanca. Las pruebas fueron negativas paemjbea, pero positivas para ZYMV
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en calabaza. La poblacion promedio de mosca blamdeerenjena fue de 2 mosca blanca
por planta y en calabaza de 5. No se observé prieseie afidos en el cultivo de

berenjena, y el promedio de &fidos en calabazddugpor planta.

En la zona suroeste de Puerto Rico en los mungige Santa Isabel y Juana
Diaz, se colectaron 16 especies de malezas padete a las siguientes familias:
Amarantaceae, Aizoaceae, Compositae, ConvolvulaCeeurbitaceae, Cyperaceae,
Gramineae, Nyctaginaceae, Poaceae, Portulaceamgede. Se colectaron dos muestras
de cada especie en el mes de febrero y en mar£ 200 la localidad de Santa Isabel,
Ipomea ochracea fue la Unica especie infectada con PRSV en caomtlisi naturales
(Cuadro 10). Las especidomordica charantia, Cyperus rotundus, Echinochloa colona,
Digitaria sanguinalis y Boerhavia erecta no mostraron sintomas ni fueron positivas para
la prueba de ELISA. En el mes de marzo de 2008pleet6 en el sector la Cuarta, Juana
Diaz, aluffa aegyptiaca onperteneciente a la familia cucurbitaceae, cotosias de

amarillamiento de venas. Esta maleza fue positwa BYMV y PRSV (Fig. 26).

Figura 26. Aclaramiento de venas observado en lazak. aegyptiaca en el sector La
Cuarta, Juana Diaz, P. R.
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En la finca comercial Serralles, Juana Diaz, lakras colectadas en el mes de
marzo fueron las siguientelasmimun fluminense Vell, M. charantia, C. dipsaceusy otra
maleza perteneciente a la familia cucurbitacea&l@atificada.Jasmimum fluminense y
la cucurbitaceae resultaron negativas para ZYMVRBY, sin embargo se detect6 un
potyvirus. En ambas malezas no se observo presdecinsectos vectoredglomordica
charantia no presenté sintomas obvios de virus. &rdipsaceus se observaron hojas
pequefas, ampollas y clorosis en las hojas, yoehedio de mosca blanca en esta maleza
fue de 12 individuos adultos por hoM. charantia y C. dipsaceus fueron positivas para
PRSV, aunque no se observo presencia de afidos@udos vectores de este virus

(Cuadro 10).

Cuadro 10.  Pruebas serologicas realizadas a laszasalkcercanas a los predios de
sandia, en los meses de febrero y marzo del 2@08a $abel, P.R.

Malezas Virus

ZYMV PRSV Potyvirus
Momordica charantia L. - + +
Cyperusrotundus L. - - -

Echinochloa colona L. - - -
Digitaria sanguinalis (L.) Scop. - - -
Boerhavia erecta L. - - -

Ipomea ochracea Lindel. - + +

Jasmimum fluminense Vell. - - +
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4.7. Finca MS Farm, Santa Isabel, P. R.

En levaluaciones quincenales de los predios coalescen Santa Isabel, durante
el mes de junio del 2008, la dinamica poblacioreladmosca blanca promedié en dos
adultos de mosca blanca por trampa y 28 tripidogrpmpa. La presencia de afidos fue

nula tanto visualmente como en las trampas.

Durante las evaluaciones en los predios comeragieSanta Isabel, en junio del
2008 y marzo 2009, se observaron sintomas virat@tases a los descritos en EEA de
Juana Diaz. Los sintomas fueron los siguientesribangiento de hojas, necrosis entre
nudos, ampollas en las hojas y bordes cloréticdsogas de todas las etapas fonoldgicas,

marchitamiento y muerte de plantas.

A los 43 DLT aproximadamente, algunas plantas caer@m a marchitarse. Al
observase las plantas afectadas por el marchitionégivito (51 DLT) se cosechd, aun

cuando la mayoria de los frutos no habian alcanebtimario ni la madurez 6ptimos.

En el mes de junio se identificaron las siguiemb@sezasMomordica charantia
L., Echinochloa colona L., Digitaria sanguinalis (L.) Scop. (Poaceae), Boerhavia
erecta L. (Nyctaginaceae) YCyperus rotundus L. En marzo se identificO #pomea
ochracea (Convolvulacea). La presencia de insectos vectamegue evidente en las
malezas. El analisis serolégico no mostré presedeilaZYMV en ninguna de las
muestras de las malezas analizadas. En la segofezion de malezas, realizada en

marzo del 2009/. charantia el. ochracea fueron positiva para PRSV (Cuadro 10).
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4.8.1. Inoculacion mecanica

A los 14 dias post-inoculacion, las plantulas del&aque fueron inoculadas con
savia de plantas con sintomas de la enfermedato(plantas) se marchitaron, y a los
18 dias murieron. Las plantas control no presentainogin sintoma (Fig. 27). Estas
plantas fueron analizadas mediante serologia, yltagsn negativas para ZYMV y
PRSV, pero positivas para potyvirus. Asimismo l&nflas co-inoculadas con tejido
macerado de plantas que mostraban sintomas de itaamnemto y ZYMV, fueron
positivas para ZYMV y potyvirus. Las plantas in@das con ZYMV y PRSV
permanecieron en el vivero 43 dias y no mostramgum sintoma, tampoco se detecto

ZYMV o PRSV, luego murieron por senectud.

ol AN
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Figura 27. Resultados de la inoculacion mecanic&léntas de sandia muertas a los 14
dias post-inoculacion. B. Plantas control no aftedepor la enfermedad.
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Las plantas de calabaza inoculadas con ZYMV, cud&oellas mostraron
sintomas de moteado a los 7 dias posteriores aotaulacion (Fig. 28). El analisis
seroldgico identific6 a ZYMV. Las plantas contr@ mostraron ningun sintoma, y no se
detect6 ningun virus. Posteriormente, una de @dtasas control de calabaza comenzé a
marchitarse a los 37 dias. Las pruebas serolofiieasn negativas para ZYMV y PRSV,
pero positivas para potyvirus. La infecciébn conypiotis pudo ser transmitida por la
mosca blanca que posteriormente infestd el vivestas moscas blancas posiblemente
adquirieron el virus de las plantas de sandia ladas con plantas que mostraron
sintomas de marchitamiento. La maleza pertenecina familia de las cucurbitaceas
(Cucumis dipsaceus), a los 8 dias posteriores a la inoculacion, ndosfntomas de
enrollamiento de hojas y clorosis. Ademas se det&dMV mediante serologia. Al
detectar un potyvirus en la espedBssus verticellata, se procedié a inocular 18 plantas
de sandia con tejidos de esta maleza. Transcurfidtias, se observaron sintomas de
marchitamiento en dos plantas, y a los 8 diasalzaeon pruebas seroldgicas, las cuales
indicaron que las plantas fueron infectadas comatgvirus, que no fue ZYMV como

tampoco PRSV.
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Figura 28. Plantas de calabaza 7 dias postinoénlan la planta de la izquierda se
observa sintomas de moteado, la planta de la defeohtrol) no presenta
ningun sintoma.

4.8.2. Transmision por afidos

A los 42 dias después de que en las plantas déassstiberaran 33 afidos en el
campo, se observaron sintomas de amarillamientasehojas. En esa misma fecha se
promediaba 5 afidos por hoja en las plantas indeaslaLos sintomas en estas plantas
fueron leves. No se observdO marchitamiento ni neueté plantas. Las pruebas
serolégicas determinaron la presencia de potyvipgp resultaron negativas para

ZYMV 'y PRSV.

4.8.3. Transmision con mosca blanca

A los 42 dias posteriores a la inoculacion con mdsanca, algunas hojas se

observaron cloréticas. El promedio de moscas btaendas plantas inoculadas fue de 7
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por hoja. Las muestras analizadas mostraron leeipeces de potyvirus, sin embargo,

ZYMV y PRSV no se detectaron en las muestras.

78



5. DISCUSION

En el primer experimento con los cinco cultivaresdk no se realizd aplicacion
de insecticidas, el promedio de mosca blanca afcaf3 especimenes en 5 hojas. Sin
embargo, la incidencia de virus fue baja y se d@tpotyvirus Unicamente en la dltima
semana de evaluacién. A pesar de la poblaciondaltnosca blanca (el vector de la
enfermedad), desde las primeras semanas de evaluaoi se observaron sintomas ni se
detectd la presencia de virus, coincidiendo esto log rendimientos obtenidos. La
disminucién de la poblacion de mosca blanca y &felola Gltima semana de evaluacion,
ocurrié posiblemente por el nUmero de plantas ni@asly muertas, lo cual disminuyo el
follaje disponible para los insectos. Al evaluas ldos métodos de monitoreo para
tripidos, con las trampas amarillas se obtuvo glampromedio de especimenes, que con
el método visual. Un factor que pudo influir erdiferencia de métodos, es que el color
amarillo tiende a ser atractivo a varias espeateigidos (Chu et al., 2006), incluyendo
T. palmi que fue la especie mas abundante en los ensaAymgjue se obtuviera el
promedio de captura semanal mas alto con las tgnmpaindica que el método visual
haya de descartarse. Hay que reconocer que lapasapermanecen durante 7 dias en el
campo, y el conteo visual solamente se realiz0 ZL avda semana. Los rendimientos
obtenidos fueron altos, posiblemente favorecidawsa de que las plantas estaban libres
de virus durante el desarrollo vegetativo y la faciton y cuajado de frutos.
Adicionalmente la ausencia de afidos, vectoresYl\Z y PRSV, posiblemente influyo
en el alto rendimiento. La incidencia de virus eoudtivo, no afecto el rendimiento ni el
tamafno comercial de los frutos, obteniéndose elomegndimiento de 240 T/ha en el

cultivar ‘Starbright’, y la menor produccion en RbySweet con 205 T/ha. La
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susceptibilidad de los cultivares al marchitamiento pudo ser determinada en este

ensayo por la ausencia de la enfermedad.

En el segundo ensayo con los cinco cultivares,uetaro promedio de mosca
blanca, fue similar en las 20 parcelas. Sin embaagtiferencia del primer ensayo, las
infestaciones con &fidos y tripidos fueron mayagaes en el primer ensayo, lo cual
influyd en la incidencia de virus. En los prime®%DLT no se detectd ningun virus, sin
embargo a los 28 dias se detecté a ZYMV y a loDRAT se identificé a PRSV, el cual
es transmitido por afidos (Kalleshwaraswamy et 2008), siendoAphis gossypii la
especie identificada. Los sintomas de marchitamisatpresentaron a los 49 DLT con
26% de mortalidad de plantas. Los resultados deriasbas serolégicas mostraron dos
plantas con un potyvirus diferente a ZYMV y PRS\h Este experimento se pudo
observar presencia de marchites y las plantas roorien aproximadamente 7 dias. El
marchitamiento fue severo a los 57 DLT, por lo hueéo que cosechar los frutos. El
rendimiento fue notablemente reducido, de tal fogua el cultivar ‘Royal Jubilee’, que
fue el que mas produjo, sélo llegé a producir 8cosucomerciales. EI marchitamiento
subito afectd a todos los cultivares por igual. tbkerancia a esta enfermedad no se
observé en ningun cultivar en particular. Una ver @n las plantas se observaron
sintomas de virus, y comenzaron a marchitarse, fastarreversible. La presencia de
ZYMV, PRSV y un potyvirus en este experimento, cmas la alta incidencia y

severidad de la enfermedad.

En el primer ensayo con aplicaciones de insectcidéungicidas, y el uso de

plastico reflectivo, disminuy6 la poblacién de ictes. No obstante, los &fidos solamente
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se observaron en la Ultima semana de evaluacidndbcoincidié con la época de bajas
precipitaciones y temperatura promedio de 23 a&2'E&tos resultados coinciden con los
estudios realizados en Venezuela, donde la maygureade afidos se obtuvo en los
meses de diciembre a febrero donde ocurre menoippeeion (Nifio et al., 2001). La
incidencia de virus no fue observada en las priseiraco semanas de evaluacion. En la
quinta semana se comenz0 a observar sintomas svi@eno amarillamiento y
enrollamiento de hojas, coincidiendo con los si®mde virus transmitidos por mosca
blanca reportados en sandia y melén (Zouba et308, Célix et al., 1996). El analisis
serolégico detectd un porcentaje alto de potyveugas muestras, lo que definitivamente
influyd en el bajo rendimiento. El marchitamiergdbito fue severo en la séptima
semana de evaluacion, sin embargo muchos de ltss fhabian alcanzado su tamafio
comercial, por lo que el rendimiento no fue marcagiaste afectado. Todas las plantas
gue estuvieron cubiertas con mallas durante loayessresultaron negativas para todos
los virus analizados, indicando esto que en augaleivectores las plantas de sandia no

mostraron sintomas de marchitamiento subito, pruebeecta de una infeccién viral.

En el segundo ensayo con aplicaciones de inseaasigidungicidas, la poblacién
de insectos fue alta desde la primera semana digaeién. El promedio de mosca blanca
y é&fidos fue mayor con el método de muestreo visuas sintomas virales fueron
observados en la cuarta semana de evaluacion. iEhitaaniento comenzé a afectar a
algunas plantas en la séptima semana, pero ncefigeos ya que sélo se observaron 2
plantas muertas en las parcelas control. Al igualen los ensayos anteriores, los analisis

seroldgicos detectaron a ZYMV, PRSV y potyvirussliendimientos alcanzaron 140
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T/ha en el tratamiento con aplicaciones de fungeig 106 T/ha en el control. Estos

resultados demuestran que el rendimiento es aalegtor la presencia de virus.

En ninguno de los ensayos hubo diferencia entréifesentes tratamientos y las
poblaciones de insectos, como tampoco entre laag@obes de insectos y los diferentes
cultivares. El que no se observara una relacioectiir entre los tratamientos con
aplicaciones de insecticidas Yy los niveles de alaglica que hay otros factores que
influyen en la dindmica poblacional de insectos @oson: los enemigos naturales,
fecundidad de las hembras, migracion, los cultivospederos cercanos, como también
gue una estrategia de manejo exclusivamente quimiesegura que la reduccion que se
vaya a conseguir de la plaga sea suficiente (Mettial., 2000)Fue comun en todos los
experimentos las infecciones mezcladas de ZYMV,\PR®or lo menos un potyvirus.
Los vectores, los cultivos adyacentes hospederoged®res y las malezas que sirven
como fuente de indculo, posiblemente juegan unlpgagmrtante en el desarrollo de la

enfermedad.

Aunque no hubo diferencia entre tratamientos tieecultivares, en cuanto a la
poblaciébn de mosca blanca, &fidos y tripidos, diohdiferencia en las poblaciones
dependiendo de la época de siembra y entre loy@nsan aplicaciones de insecticidas
y los ensayos donde no se aplicaron quimicos. Lyonyaoblacion de mosca blanca se
observd en los meses de mayo a julio de 2007 doadsubo control de insectos. Sin
embargo en los meses de abril a mayo de 2008, tamg® realizaron aplicaciones de
insecticidas y la més alta poblacion de mosca blamcalcanzé la del afio anterior. La

mosca blanca fue identificada comemisia tabaci.
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Mediante el método visual, la mayor poblacién prdimede afidos se observé
durante el segundo ensayo con los cinco tratangentel segundo con los cultivares.
Dicha poblacion coincidio con el inicio de la priveaa del 2008, en los meses de marzo-

abril, donde comienza un aumento gradual de la¢eatyra y las horas luz.

La poblacién mas alta de los tripidos fue obsenedos dos ensayos con los
cultivares, a causa de la ausencia de insecticifkies ensayos fueron realizados en los

meses de mayo a julio del 2007 y abril a mayo 66B2

Con relacion a la presencia de insectos en logiexgetos, Bemisia tabaci Aphis
gossypii y Thrips palmi fueron los prevalecienteé. gossypii es un eficiente transmisor
de PRSV (Kalleshwaraswamy et al., 2008). En losayrs donde no se realizaron
aplicaciones de insecticidas, como en los ensagasaplicaciones de insecticidas y
fungicidas, el PRSV fue detectado. Ademéas de tramsPRSV y ZYMV, en los
experimentos se observé enrollamiento de hojasdaiio tipico causado por afidos
(Cermeli, 1966). La captura de afidos con las tmsnamarillas fue nula en todos los
ensayos, contrario a lo reportado en otros estudasde las trampas amarillas tienden a
ser altamente atractivas a muchas especies des dfidebb et al., 1994; Lecoq et al.,

2003).

Las especies de tripidos identificadas duranteelmsayos realizados en Juana
Diaz, fueron el tripido de las cucurbitace@krips palmi y Frankliniella spp. Thrips
palmi transmite los tospoviruslelon Yellow Spot Virus (MYSV) y Watermelon Slver
Mottle Virus (WSMV). Las plantas que estuvieron infestadas d@idbs con frecuencia

se caracterizan por una apariencia plateada o émdacde las hojas, ademas de hojas,
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brotes atrofiados, y frutas con cicatrices y defwiones (Anénimo, 2007a). Sin
embargo no se observaron estos sintomas ni daflos descritos, causados por tripidos

en los ensayos.

En Santa Isabel, en marzo del 2009, el marchitamigibito también afecto las
plantaciones de sandia a los 50 DLT. Los sintonmisales observados fueron
amarillamiento y ampollas en las hojas, moteadosajchites. Las especies de malezas
gue actuan como hospederos alternativos de los tarabién fueron observadas en esas
fincas comerciales. La siembra continua de cucobds, ya sea calabaza, melén o
pepinillo, también contribuye a que los vectoreamamezcan con infeccion latente y

transmitan la enfermedad en las zonas producterasalrbitaceas.

Determinacion de malezas hospederas

En siembras comerciales de sandia ubicadas emdaszwoeste de Puerto Rico se
determind que algunas de las malezas encontradéss erercanias de los cultivos de
sandia estuvieron infectadas con virus en condisioraturales. La espediomordica
charantia que fue colectada en la EEA en Juana Diaz, Ssailbell la Finca Serralles y el
sector La Cuarta, solamente en la Finca Serrraledeterminé que esta especie estuvo
infectada con PRSV. Estos resultados coinciden womstudio realizado en Jamaica,
donde se reportaM. charantia como hospedero de PRSV (Chin et al., 2007). Enddor
se ha identificado a SqVYV infectantéh charantia (Adkins, 2008). Asimismo en Costa
Rica se detecté a ZYMV eNl. charantia en plantaciones de mel6€ucumis melo)

(Sanchez et al., 1998). La especie colectada eeabdr La Cuartal.uffa aegyptiaca,
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presentd sintomas de amarillamiento de venas utdgsositiva para potyvirus. Estudios
anteriores indican gqueuffa acutangula infectada artificialmente con SqVYV, desarrolla
sintomas similares a los observados en este estahoinfeccion natural, como
amarillamiento de venas y lesiones cloréticas (AskR007). A pesar de que esta maleza
fue positiva para un potyvirus desconocido, seréeserio identificar con métodos
moleculares la presencia del SqVYV. Igualme@e anguria y C. dipsaceus, C.
verticellata fueron positivos a potyvirus y dentro de estos Z¥M PRSV. Estos
resultados coinciden con estudios que han sidzaglals en las islas de Hawaii, donde
C. dipsaceus ha sido reportada como hospedero de tres v@usumber Mosaic Virus
(CMV), ZYMV y PRSV, siendo ademas hospederos atterde 5 especies de afidos
vectores de virus, incluyend&phis gossypii, la especie identificada en los ensayos de
Juana Diaz (Ulliman et al., 1991.)pomea ochracea, |. trifolia y Merremia umbellata
colectadas en Juana Diaz, fueron positivas a PR8Vlo que se requeriran métodos
moleculares para identificar la posible presen@aSgVYV. En la finca Serralles en
Juana Diaz, se identifico @ucumis dipsaceus y Jasmimum fluminense infectadas con
potyvirus diferente a ZYMV y PRSV. La importancia dstos resultados radica en la
presencia de inéculo permanente en las malezgetesms de los diferentes potyvirus

identificados.

Durante esta investigacion, se logré la transmisi@tanica del marchitamiento
subito. A los 12 dias después de la inoculaciérgbservo un ligero amarillamiento en
las hojas de las plantas. Luego a los 14 diasldadas se marchitaron y murieron. Los
resultados més relevantes en la inoculacion mezd@mael vivero fue la inoculacion con

plantas de sandia que mostraban sintomas de naancdito subito. La inoculacion fue
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realizada en 5 ocasiones, pero solamente en ueldadda transmision fue efectiva, tanto
en la reproduccion de sintomas como al detectaesiamte serologia. Las plantas de
sandia inoculadas con ZYMV y PRSV no mostraron iningintoma a los 14, 21, 28, 35
y 43 dias postinoculacién. Solamente cuando laggdaueron coinoculadas con ZYMV
y sintomas de marchitamiento subito se logré rapriodos sintomas en las plantas de
sandia. La concentracién de los virus en los tgjide las plantas utilizadas como
indculo, pudo haber influido en la expresion detsfras de marchitamiento. En las
plantas de calabaza a los 7 dias postinoculaadobservaron sintomas de moteado, y se
detect6 ZYMV. Al parecer la calabaza resulta ses madsceptible a la infeccion de
ZYMV que la sandia. En la inoculaciéon por medio watores, las moscas blancas
infectadas lograron transmitir a potyvirus. Los t@imas fueron mas lentos en
desarrollarse que los observados en los ensayosjedtas plantas no estuvieron
protegidas con mallas. Posiblemente al estar pdategcontra otros insectos vectores,
esas plantas no fueron infectadas con otros wruas, hubo infecciones mezcladas. Esto
pudo retardar la expresion de sintomas, ya quafeociones mixtas las plantas son mas

afectadas y los sintomas mas obvios.
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6. CONCLUSIONES

La mosca blanca fue el vector mas abundante dul@m&xperimentos. El mejor
método de muestreo para mosca blanca y éfidosl fuisual, y para el muestreo de
tripidos fue la utilizacion de trampas pegajosasrdlas. Los primeros sintomas
causados por virus comenzaron a observarse a garirs 21 a 32 dias después del
transplante. Los virus detectados en el cultiveaedia durante los ensayos fueron:
Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMV), Papaya Ringspot Virus (PRSV) y un
potyvirus no identificado. Las infecciones mezckdie dos o mas virus en una etapa
temprana del desarrollo de la sandia, influyerohaeseveridad del marchitamiento
subito de la sandia. Las infecciones virales imftop negativamente en el
rendimiento. El cultivar ‘Royal Sweet’ y los culéires evaluados ‘Royal Jubilee’,
Starbright’, Sangria, ‘Regency’, XR-212 y ‘Compariiono son tolerantes al

marchitamiento subito. Todos fueron afectados p@nfermedad.

Las especies de malezas de la familia cucurbit@ueamis anguria, Cucumis
dipsaceus, Momordica charantia y Luffa aegyptiaca fueron identificadas como
hospederos de virus que infectan el cultivo de isahé poblacién de mosca blanca y
afidos disminuyo por la aplicacion de insecticidha. aplicacion de insecticidas
(endosulfanBacillus thuringiensis, methomyl, abamectina y thiamethoxam) no fue
efectiva en el control de la enfermedad. Las padres de mosca blanca y afidos
fueron diferentes entre fechas de muestreo pama featia de siembra de sandia en
estudio. La identificacion del potyvirus que prodiwed marchitamiento de la sandia

fue transmitido por inoculacion mecanica.
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda dentificar el potyvirus causantentichitamiento subito de la
sandia por medio de métodos moleculares. Ademésndear la importancia de las
infecciones mixtas de ZYMV, PRSV Yy el potyvirus@mmarchitamiento subito de la
sandia. Realizar un programa de seleccién de argtivde sandia con tolerancia al
marchitamiento subito. Evaluar cultivares comeesaliferentes a los analizados en
este estudio. Evaluar la aplicacion temprana dectitsdas para el control de la
mosca blanca, afidos y tripidos. Realizar un pmograde manejo de malezas
hospederas de virus en la zona productora de sandé& suroeste de la isla. Por
ultimo se recomienda evaluar la integracion detigldseflectivo UV e insecticidas

biolégicos y sintéticos en el manejo de la enferadled
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APENDICES

Apéndice 1. Andlisis de suelo

pH Suelo 7.7
Cap. de intercambio cationico 16.6 meq/100
Potasio (K) 3.70%
Calcio (Ca) 78.50%
Magnesio (Mg) 18.00%
Hidrogeno (H) 0.00%

Apéndice 2. Protocolo ELISA Potyvirus

Las hojas que mostraron sintomas fueron maceradas lsasbde maceracion
conteniendo Indirect Simple Extraction Buffer eraysroporcion 1:10 (peso/volumen).
Luego de preparar un diagrama o mapa, se disp&ispllde las muestras maceradas en
los pozos del microplato. Este microplato fue cubieon parafilm, colocado en una
camara humeda e incubado a temperatura ambienamtduana hora. Trascurrida la
incubacion, se procedié a lavar el microplato d& Beces con el buffer de lavado
(PBST), fue afadido el anticuerpo e incubado ptwotas a temperatura ambiente en
camara humeda. Al terminar la incubacioén, se dspd®0 pl del conjugado enzimético
en cada uno de los pozos e incubado por una hieraeratura ambiente. Transcurrida
la hora, se procedi6 a lavar el microplato de &&esg, y se le afiadio la solucion (PNP) y
se incubd el microplato por 60 minutos en camaradua, pero en la oscuridad. Una vez

transcurrido los 60 minutos, el microplato fue ¢eéh un lector de ELISA y visualmente.
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Protocolo ELISA PRSV

Los tejidos con sintomas fueron macerados en elrteymador general de
extracciéon (GEB) en un radio de 1:10, ademas efrabpositivo y negativo. En cada
pozo del microplato se dispensd 100 ul de las masshaceradas; este microplato fue
cubierto con parafilm y colocado en camara himeda&horas a temperatura ambiente.
Una vez terminada la incubacion, se procedio arlaVanicroplato de 6-8 veces con
buffer de la lavado PBST, y luego se dispens6 1D@gl conjugado enzimatico e
incubado por 2 horas en una camara humeda a teimgemmbiente. Terminada la
incubacion, se procedid a lavar el microplato,esadiciond 100 pul de la solucion PNP,
se cubrié con parafiim y se incub6 en cdmara hunedda oscuridad durante 60
minutos. Inmediatamente termind la incubacion, &lroplato fue leido en el lector de

ELISA y visualmente.
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Apéndice 3. Andlisis de Correlacién entre el nimero de plam@s sintomas y el
numero de insectos vectores de virus. TratamieHtos

Analisis de regresion lineal

Variable N R2 R2A] ECMP
logMB 120 3.3E-04 0.00 0.06

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est. EE LI(95%) LS(95%) T p-valor  CpMallows
const 0.43 0.03 0.38 0.48 795. <0.0001
# Pl. con sintomas ~ 3.1E-03  0.02 -0.03 0.03 200. 0.8450 1.05

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 2.3E-03 1 2.3E-03 0.04 0.8450
# PI. con sintomas 2.3E-03 1 2.3E-03 0.04 0.8450
Error 7.09 118 0.06
Total 7.09 119
Variable N R2 R2 Aj ECMP
logMin 120 0.27 0.27 0.11

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est. EE LI(95%) LS(95%) T p-valor  CpMallows
const 0.60 0.04 0.52 0.67 16.23 <0.0001
# PIl. con sintomas -0.14 0.02 -0.19 -0.10 -6.69 <0.0001 45.36

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 4.89 1 4.89 4473 <0.0001
# PIl. con sintomas 4.89 1 4.89 4473 <0.0001
Error 12.89 118 0.11
Total 17.77 119
Variable N R2 R2A] ECMP

logAf 120 0.03 0.02 0.54

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est. EE LI(95%) LS(95%) T p-valor  CpMallows
const 0.39 0.08 0.23 0.55 4,79 <0.0001
# Pl. con sintomas  0.09 0.05 -1.1E-03 0.19 1.96 0.0526 4.81
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Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 2.02 1 2.02 3.83 0.0526
# PI. con sintomas 2.02 1 2.02 3.83 0.0526
Error 62.23 118 0.53
Total 64.26 119
Variable N R2 R2A] ECMP

logTr 120 0.23 0.22 0.08

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est. EE LI(95%) LS(95%) T -vplor  CpMallows
const 0.15 0.03 0.09 0.21 5.20 0.0e01
# Pl. con sintomas  0.10 0.02 0.07 0.14 5.91 0.0601 35.68

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2.45 1 2.45 34.97 <0.0001
# PI. con sintomas 2.45 1 2.45 34.97 <0.0001
Error 8.28 118 0.07
Total 10.74 119
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