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RESUMEN GENERAL

La horticultura es una de las actividades agricolas de mayor importancia
econOmica en nuestro pais, destacando en ella el cultivo del tomate y el chile. Entre
los principales factores que limitan la produccion de hortalizas figuran las
enfermedades causadas por virus, bacterias, fitoplasmas y hongos. Los problemas
fitosanitarios provocados por estos agentes biologicos, y sus graves secuelas
economicas, pueden disminuirse enormemente a través del diagndstico preciso y
oportuno de las enfermedades que surgen en los campos agricolas, lo que permite
adoptar de manera rapida medidas para controlar la propagacion de los patégenos.
El desarrollo de técnicas moleculares para el diagnostico de enfermedades ha
beneficiado de manera extraordinaria a la agricultura de paises avanzados, pero en
México estas tecnologias se usan todavia de modo esporadico y a pequefia escala.
En el estado de San Luis Potosi, que es un productor importante de tomate y otras
hortalizas, no existia hasta muy recientemente ningun laboratorio o centro de
investigacion que realizase diagnoéstico fitopatologico por métodos moleculares. El
presente trabajo representa el primer esfuerzo sistematizado para implementar en
este Estado una serie de técnicas basadas en la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) para el diagnostico e identificacion de los fitopatégenos
bacterianos, fungicos y virales que con mas frecuencia afectan a los cultivos
horticolas del Estado.

El trabajo de investigacibn que aqui presentamos consta de dos partes
distintas, que solo tienen en comun el uso de técnicas basadas en la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) y el objetivo de identificar fitopatdgenos. En la
primera parte se estandarizaron técnicas moleculares para el diagnostico de algunas
enfermedades bacterianas y fungicas del jitomate y el chile que tienen gran
incidencia en el altiplano potosino. Se establecieron métodos de extraccion de ADN a
partir de muestras de tejido vegetal enfermo y de cultivos axénicos de algunos
patégenos, y se desarroll6 un método especial de extraccion de ADN de
microorganismos presentes en el suelo que mostré ser muy eficiente. Se probaron
varios pares de oligonucledtidos sintéticos previamente diseflados para el
diagnostico de fitopatégenos especificos, y se determinaron las condiciones mas
apropiadas para llevar a cabo la amplificacion del ADN con cada uno de esos juegos
de iniciadores. Mediante estas técnicas se logré la deteccién del agente causal del
llamado “cancer bacteriano” Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis en
tejidos vegetales, semillas y suelos infestados provenientes de varias areas
horticolas del Altiplano. Se detectdé también por técnicas moleculares una
fitoplasmosis del jitomate transmitida por el psilido Bactericerca (= Paratrioza)
cockerelli en la regiéon de Arista y el Huizache. Esta enfermedad fue devastadora y se
demostr6 que su etiologia es diferente al Big bud y Aster yellow que son
fitoplasmosis bien caracterizadas del tomate. Finalmente, se identificaron mediante el
uso de los iniciadores ITS1 e ITS4, a los siguientes hongos en cultivos horticolas de
la region: Phytophthora capsici (marchitez del chile), Rhizoctonia solani (marchitez
del chile) y Alternaria arborescens (cancer del tallo del jitomate). También se detectd
por PCR, y por analisis microbiologico paralelo, al llamado *“tizon temprano”
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(Alternaria solani), y se logré determinar que un sindrome de marchitez era
provocado por una combinacion de Rhizoctonia solani y Fusarium sp. Los resultados
del diagnéstico molecular fueron utiles a los productores de los campos horticolas
gue se inspeccionaron durante el estudio, e hicieron posible la eleccion de los
tratamientos de control fitosanitario pertinentes.

El segundo proyecto de investigacion que integra el presente trabajo se
orienté al desarrollo de nuevos métodos moleculares para el diagndstico e
identificacién de begomovirus, un subgrupo de la familia de los geminivirus que ha
causado en la ultima década dafios muy severos a la agricultura de nuestro pais y
otros paises latinoamericanos. Estos virus poseen un genoma de DNA circular y de
cadena sencilla, son transmitidos por la mosquita blanca (Bemisia tabaci), e infectan
a una gran variedad de plantas dicotiledoneas, incluyendo al chile, el tomate, la
calabaza y otras hortalizas. Se disefiaron y probaron experimentalmente 8 nuevos
iniciadores “universales” que permitieron amplificar diferentes regiones del genoma A
de begomovirus representativos de América, Europa, y Africa. Con un par de estos
iniciadores, Rep-Mot y pCPc70, se amplific6 una regién genomica que permite
distinguir, por la simple observacién de la movilidad electroforética relativa de los
productos de PCR, a los begomovirus de América de aquellos que provienen de
otros continentes. La capacidad del método para identificar de modo preliminar a los
virus se incrementd substancialmente al combinar la PCR con el andlisis del patron
de restriccion del DNA viral obtenido con las enzimas Mspl y Hhal. Este nuevo
método de tipo PCR-RFLP hace factible la estimacion rapida y confiable de la
diversidad de especies virales en una region geogréfica dada, y aumenta la
resolucién de las técnicas moleculares para detectar infecciones mdltiples, como se
pudo demostrar en el presente estudio. Adicionalmente, se identificaron variantes
del virus huasteco de chile (PHV) en muestras de jitomate y chile provenientes de
diversas regiones del pais. Con la combinacion de otro juego de iniciadores
universales se logré amplificar, por la técnica de PCR anidado, una region del
genoma viral que contiene dos promotores divergentes, de tal forma que los
productos de PCR resultantes pueden ser utilizados adicionalmente como fuente de
promotores susceptibles de uso en la ingenieria genética de plantas. Los métodos
para el diagnostico e identificacion de begomovirus que desarrollamos en el presente
trabajo son mas sencillos y sensibles, involucran menores costos, y son mas
versatiles que otros métodos moleculares publicados y actualmente utilizados en los
laboratorios de fitopatologia de muchos paises.
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SUMMARY

Horticulture is one of the farming activities of most importance in Mexico. The
main horticultural crops (hortcrops) are tomato and pepper and some of the main
limitation factors in hortcrops production are the diseases caused by fungi, bacterias,
phytoplasms, viruses and nematodes. Reduction of phytopathologic problems and
economic losses caused by plant diseases can be addressed through an opportune
and reliable diagnosis both in greenhouses as in field. Once the pathogenic agent is
identified, corrective actions can be undertaken in order to avoid greater losses of
these agricultural commodities. The development of molecular biology techniques for
plant diseases diagnostic, have contributed in reduction of losses and also in the
selecton of proper disease control treatments mainly in developed countries,
however these techniques are available in very few places in Mexico. San Luis Potosi
(SLP), is one of the major producers in Mexico of tomato and other hortcrops of
economic importance, nevertheless there was not previous report of private
laboratories or research groups focused to develop molecular protocols for hortcrops
disease diagnosis in this State, in spite of the serious problems of crop losses caused
by pathogenic organisms the last agronomic cycles. The current research work aimed
to develop and adapt molecular methods for the reliable identification of the main
pathogenic agents in the hortcrops regions of SLP. The work was divided in two
sections.

In the first one, several methods for bacteria, fungi, and phytoplasms detection
were adapted and standardized for reference strains and different complex matrix
such as infected plant tissues and soil, both for tomato and pepper. One of the critical
steps is the quality of DNA analyzed and therefore several DNA extraction methods
were tested. The adapted ones allowed us to perform the diagnostic efficiently. The
bacteria canker caused by Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, was
detected in seeds, plant tissues and soil. This was one of the most devastating
diseases found in Villa de Arista region. Also a phytoplasmosis with different etiology
from Big bud or Aster yellow phytoplasms was detected. To our knowledge this is the
first report using molecular methods of phytoplasm detection in SLP. In addition using
the ITS1 and ITS4 primers, several fungi were detected: Phytophthora capsici (wilt
pepper), Rhizoctonia solani (wilt pepper), Alternaria arborescens (tomato stem
canker) and Alternaria solani (early blight). The fungi molecular diagnostic was
confirmed by microbiological observation. It is important to mention that a syndrome
was frequently observed caused by the presence of two fungi (Rhizoctonia solani and
Fusarium sp.). These results allowed the farmers to choose the adequate control
treatment to stop spreading of the diseases, resulting in a significant losses reduction.

In the second section, a new PCR-based method for the identification of
begomoviruses was developed. Geminiviruses are a diverse family of plant
pathogens that produce devastating diseases in fiber and vegetable crops in tropical
and subtropical agroecosystems worldwide. The genus Begomovirus is the most
diversified and broadly distributed subgroup of the Geminiviridae family. The plethora
of new begomoviruses isolated from diverse areas around the world requires the
development of accurate and simple molecular methods for their rapid and precise

Xiii



identification. We have developed a PCR-based method that simplify the identification
of begomoviruses and makes feasible the discovering of new species. This
methodology uses new universal (degenerated) primers to amplify different,
overlapping genomic segments of begomoviruses natives from America, Asia and
Africa. A pair of these universal primers (i.e., pRepMot and pCPc70) flanking a viral
region encompassing both conserved and variable sequences from the CP and Rep
genes plus the intergenic region, were used to amplify viral DNA from infected plant
tissues or cloned viruses. The size of the single PCR poduct was highly variable,
ranging from more than 750 bp. in some Old World begomoviruses, to 580-570 bp in
certain American viruses. Thus, observation of the relative electrophoretic mobility of
the PCR products from field samples, allows to obtaining a preliminary estimation of
begomovirus diversity in extensive geographical areas. Moreover, PCR products
were digested with restriction enzymes like Mspl and Hhal to establish a methodology
that makes feasible the preliminary identification of begomovirus species by PCR-
RFLP. The viral region which is amplified with the pRepMot/pCPc70 primers contains
two divergent promoters, and new universal primers were designed to selectively
amplify the intergenic region encompassing them. This second amplified DNA can
then be subcloned into specially designed vectors to directly generate two alternative
gene expression cassettes, which could be used in plant biotechnology. The
molecular methods developed in this study are more simple, cost effective and
versatile than other published methods for begomovirus identification currently in use.

Xiv
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CAPITULO 1

DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES DEL JITOMATE Y DEL CHILE
EN EL ALTIPLANO POTOSINO
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RESUMEN

La horticultura es una de las actividades agricolas de mayor importancia en
nuestro pais, destacando en ella el cultivo de jitomate y el chile. Los municipios del
estado de San Luis Potosi que tienen la mayor produccion son los ubicados en la
region del altiplano y la zona media: Villa de Arista, Moctezuma, Villa e Guadalupe,
y Cedral en la primera region, Rio Verde y Cd. Fernandez en la segunda. Entre los
factores limitantes en la produccion de hortalizas figuran en un plano importante las
enfermedades causadas por hongos, bacterias, fitoplasmas, virus y nematodos. En la
actualidad, la solucion de los problemas fitopatolégicos representa uno de los retos
mas importantes para los productores y los profesionales encargados de planificar y
hacer eficientes los sistemas de produccion horticola en nuestro pais, que afrontan el
problema adicional de no contar con instituciones que realicen un diagndstico
eficiente y oportuno. Para avanzar en este rubro, es necesario establecer técnicas
mas rapidas y precisas que las pruebas microbiolégicas, bioguimicas e
inmunolégicas, mmo son las basadas en la llamada Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR), que permite la amplificacién selectiva de secuencias genémicas
de los fitopatdégenos. El presente trabajo se realizd durante el ciclo 2004, y tuvo por
objetivo el establecimiento y estandarizacion de técnicas moleculares que permitan
diagnosticar algunas de las enfermedades del jitomate y del chile que representan
los mayores problemas en el altiplano potosino. Se realizaron inspecciones de
campo en diferentes predios de Villa de Arista, Moctezuma, Villa de Guadalupe,
Cedral y Vanegas. Se registrd0 la sintomatologia observada en los cultivos, se
colectaron muestras con sintomas caracteristicos, y se determiné la incidencia de
cada enfermedad. Se establecieron métodos de extraccion de ADN para diversas
cepas microbianas, para muestras de tejido vegetal, y un método especial de
extraccion de ADN de microorganismos presentes en el suelo. Se ensayaron
diferentes protocolos para establecer las técnicas moleculares mas adecuadas a
cada fin, tomando siempre en consideracion la sintomatologia observada en campo y
trabajos reportados en la literatura. Se determinaron las concentraciones optimas de
los componentes de la mezcla de reaccion para la PCR, asi como las condiciones
mas apropiadas para llevar a cabo la amplificacion del ADN de cada fitopatdogeno. Se
utilizaron los oligonucledtidos CMs y CM,; para la deteccibn de Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis en tejidos vegetales, y en semillas y suelo
infestados naturalmente. El procedimiento basado en la PCR resultd ser mas
sensible que la técnica de diagnodstico denominada ELISA. En la region de Arista se
determind, por medio de esa técnica molecular, una incidencia del 100% del cancer
bacteriano causado por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, en el ciclo
2004. Adicionalmente, se detectd por técnicas moleculares una fitoplasmosis del
jitomate transmitida por el psilido Bactericerca (= Paratrioza) cockerelli en la region
de Arista y el Huizache, San Luis Potosi. Esta enfermedad fue devastadora y su
etiologia es diferente al Big bud y Aster yellow que son otros tipos de fitoplasmosis.
Por otra parte, se identificaron en cultivos del altiplano potosino y mediante el uso de
los iniciadores ITS1 e ITS4, a los siguientes hongos: Phytophthora capsici (marchitez
del chile), Rhizoctonia solani (marchitez del chile) y Alternaria arborescens (cancer
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del tallo del jitomate). También se detectd por PCR, y por andlisis microbiolégico
paralelo, al llamado Tizén temprano (Alternaria solani), y se logré determinar que un
sindrome de marchitez era provocado por una combinacién de Rhizoctonia solani y
Fusarium sp. Este ha sido el primer trabajo de diagnostico molecular de
enfermedades de hortalizas desarrollado en un centro de investigacion de San Luis
Potosi, y los resultados facilitaron en su momento la eleccion adecuada de los
tratamientos de control en campo.
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l. INTRODUCCION

En México la horticultura es una de las actividades agricolas de mayor
importancia, tanto en el plano social, como en el econémico por la captacion de
divisas y la generacion de empleos. Las principales hortalizas cultivadas en el
en el pais son el jitomate y el chile. México es uno de los tres principales paises
productores de chile en el mundo y el proveedor mas importante de Estados
Unidos y Canada. Durante el afio 2001 se sembraron 157,000 ha con un
rendimiento de 17.7 ton/ha (INEGI, 2002). En el ciclo 2000, San Luis Potosi
ocup6 a nivel nacional el tercer lugar como productor de jitomate, con una
superficie cultivada superior a 4660 hectareas (ha) y una produccion de 139,811
toneladas (ton). Los municipios con mayor produccion de jitomate ubicados en
el altiplano son: Villa de Arista, Moctezuma, Villa de Guadalupe, Cedral; y los
de la zona media: Rioverde y Ciudad Fernandez (INEGI, 2002).

Entre los factores limitantes para la produccion de estas hortalizas se
encuentran las enfermedades causada por hongos, bacterias, fitoplasmas, virus
y nematodos. Se sabe que son muchas las enfermedades que afectan estos
cultivos y que provocan pérdidas econdmicas que en algunos casos alcanzan el
100%. Por ejemplo, en la planicie huasteca se sembraban de 3000 a 4000 ha
de jitomate anuales, sin embargo, en la década de los 90, el cultivo se vio
afectado por la mosquita blanca, la cual transmite enfermedades virales que
llegan a causar pérdidas que representan hasta el 100% de la produccion
(INEGI, 1999; Polston y Anderson, 1997) lo que origin0 una disminucion
considerable de la superficie sembrada. A partir de 1985, las enfermedades
virales se constituyeron en uno de los principales problemas limitantes para la
produccién de chile, ocasionando dafios econdmicos que fluctuaron entre un 20
y un 100%, estos factores propician que los cultivos sean muy costosos y de
alto riesgo (Pozo-Campodonico, 1994).

Estos problemas fitosanitarios se han acrecentado, debido en parte a la
falta de un diagnostico certero y oportuno, razén por la cual los productores no
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han podido manejar apropiadamente el impacto de las enfermedades.
Tradicionalmente la observacién de sintomas por el técnico de campo o el
productor es la estrategia para diagnosticar y tratar a las enfermedades, lo cual
no es lo mas apropiado, debido a que diferentes patégenos pueden provocar
enfermedades con sintomatologia muy similar, o bien, ésta puede deberse a la
conjuncién de un patdégeno con algun factor abidtico como toxicidad de
agroquimicos o deficiencia de ciertos minerales en el suelo, entre otros. En el
contexto de esta problematica de manejo de enfermedades, se requiere de un
diagnéstico preciso, para lo cual es fundamental el auxilio de técnicas
microbiologicas, bioquimicas y moleculares.

1.1. Principales enfermedades del jitomate y chile de importancia
econdémica.

1.1.1. Enfermedades bacterianas

1.1.1.1. Cancer bacteriano

El agente etioldgico de esta enfermedad fue conocido hasta 1983 como
Corynebacterium michiganense y denominado actualmente como Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Smith) (Gleason y col., 1993). La bacteria
es un bacilo Gram (+), no movil, aerdbico, con capsula. En agar nutritivo
desarrolla colonias de color amarillo claro, amarillo mucoide y blanco mucoide.
La temperatura Optima para su crecimiento in vitro es de 25 a 28°C (Schaad,
1988). Las plantas infectadas por esta bacteria expresan una amplia variedad
de sintomas y el desarrollo de éstos depender4d de que la infeccion sea
localizada o sistémica. La infeccion primaria se origina principalmente de semilla
infectada o contaminada. Las bacterias penetran a los tejidos vasculares
principalmente a través de heridas, aunque también penetran por estomas,
tricomas e hidatides de las hojas (Gleason y col., 1993). Los tizones foliares

marginales o el marchitamiento de los foliolos son los primeros sintomas en las
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plantas de todas las edades. Posteriormente aparecen unas estrias necroticas
gue se extienden desde la parte inferior del peciolo hasta el punto donde se une
con el tallo, estas estrias mas tarde se agrietan y forman los canceres en ramas
y tallos, éstos se deben a que la bacteria a pesar de ser un invasor primario de
los tejidos del floema, también invade la médula y la corteza. Finalmente todo el
follaje se necrosa y la planta se marchita. En los frutos se presentan manchas
necroticas con el centro rugoso de color pardo, rodeadas de un halo
blanquecino; éstas son conocidas como “ojo de pajaro”. La gama de
hospederos que presenta incluye al chile y a otros miembros de la familia
Solanacea (Gleason y col., 1993; Blancard, 1996).

El cancer bacteriano es una enfermedad que esta ampliamente distribuida
en todas las zonas productoras de jitomate y ocasiona cuantiosas pérdidas a
nivel mundial. Afecta las regiones de Estados Unidos, Canada, Europa,
Australia, Nueva Zelanda, Africa, China, costa mediterranea de Turquia y
Suramérica. Desde su aparicion en los invernaderos de Michigan en el siglo
pasado en el afio de 1909, ha causado epidemias con pérdidas economicas
considerables durante el siglo pasado en las décadas de los 30s, 60s, 80s y
90s. Las pérdidas pueden oscilar entre un 10 y un 80% (Gleasony col., 1993).

La bacteria sobrevive durante varios afios en el suelo y en restos vegetales
malezas, estructuras de invernadero, herramientas, estacas, etc. Se transmite
por transplantes y semilla, en la cual también sobrevive de uno a varios afos,
(Gleason y col., 1993). La diseminacién secundaria en el almacigo o en el
cultivo ocurre por la lluvia y riego por aspersion, ayudado por el viento, por la
maquinaria y las labores culturales; en hidroponia por la solucion nutritiva
circulante. Resulta especialmente peligrosa la poda generalizada en los
almacigos debido a que los instrumentos se contaminan con los patdgenos.
Todas las condiciones 6ptimas para la planta hospedera, lo son también para el
desarrollo de la enfermedad: temperatura de 28°C, humedad relativa de 80 a
90% vy una intensidad elevada de luz. Las plantas fertilizadas con exceso de

nitrdgeno son mas susceptibles (Ledn, 1988).
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1.1.1.2. Mancha bacteriana

El agente causal de la mancha bacteriana, también conocida como sarna o
rofia, es la bacteria Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, la cual es un
bacilo aerobio, Gram (-), movil con un flagelo polar; en medios con extracto de
levadura-dextrosa-carbonato de calcio, las colonias son amarillas, mucoides. La
clasificacion de estas bacterias se puede realizar a través de pruebas de ADN,
actividad amiololitica y pectolitica, composicién de acidos grasos y por serologia
(Schaad, 1988).

La Mancha bacteriana es una de las enfermedades mas importantes del
chile y del jitomate. Se presenta anualmente en regiones humedas y con
temperaturas altas. Es la enfermedad bacteriana que se presenta con mayor
frecuencia en Centroamérica y el Caribe desde 1912. También se localiza en las
regiones productoras de chile y jitomate de Estados Unidos de Norteameérica,
Francia, Inglaterra, Holanda, Sudafrica, India, Australia y México. Este problema
fitosanitario aparece generalmente después del trasplante, aunque en
ocasiones se observan dafos foliares en el semillero. La enfermedad se
generaliza e intensifica especialmente bajo lluvias continuas acompafiadas por
vientos fuertes. El principal dafio es la excesiva defoliacion y el manchado en
los frutos, que afecta su calidad comercial. Con esta enfermedad se asocian
otros problemas, como las quemaduras del sol en los frutos y su pudricion
debida a la intervencion organismos saprofitos secundarios, que penetran por
las lesiones que causa la bacteria.

La enfermedad reduce el crecimiento de la planta, la produccién y calidad
de la fruta. Las lesiones son a veces dificiles de distinguir de manchas foliares
causadas por otras bacterias patdgenas o desérdenes fisiologicos. Los dafios
oscilan entre el 3 al 18% pero puede ocasionar pérdidas totales. Los sintomas
iniciales sobre el follaje son manchas circulares verde claro o amarillas,
translicidas, de menos de 3 mm de diametro; posteriormente, las lesiones se
vuelven angulares y de color negro o marrén oscuro. Por lo general, la porcion

central de las manchas se desprende. Las manchas también se presentan
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sobre los tallos, peciolo y pedunculos florales, cuyo tamafio puede ser de 10
mm de longitud; este dafio destruye el follaje y causa defoliacién. Los ataques
severos ocasionan desprendimiento de flores. Los sintomas mas conspicuos
aparecen sobre los frutos jovenes, como manchas en relieve, diminutas, que
pueden alcanzar un didmetro de 36 mm de color verde oscuro, aceitosas; un
halo claro puede rodear las manchas, pero desaparece a medida que estas
envejecen. Luego, la epidermis se desgarra y la lesion se deprime,
presentandose en forma de crater irregular, con varios milimetros de didmetro,
de color castafo claro a negro, de aspecto costroso y corchoso. No se produce
infeccion en los frutos maduros (Pohronezny y Volin, 1983).

El ambiente humedo y la temperatura entre 25 y 30°C, con un éptimo de
27°C favorecen el desarrollo de la enfermedad. La época lluviosa o la de sequia
con riego por aspersion, son condiciones apropiadas para el desarrollo de la
mancha bacteriana. El patdogeno se disemina por el viento humedo y por
salpique de la lluvia; se introduce en las hojas a través de estomas y heridas, y
en los frutos por heridas provocadas por insectos picadores, granizo y arena
arrastrada por vientos fuertes (Jones y col., 1991; Gitaitis y col., 1992).

La bacteria sobrevive en el suelo asociada con residuos de cosecha por 3 o
6 meses y en plantas de chile o jitomate que persisten en los campos de cultivo
por mas de doce meses. También pueden sobrevivir como epifitos de las raices
o de las partes aéreas de las plantas remanentes de cosechas anteriores o en
hospederas secundarias, principalmente solanaceas y brasicaceas silvestres.
Como saprdfito del suelo, muere a los cinco meses. Una fuente importante de
inodculo primario es la semilla, ya que la bacteria puede persistir alli por periodos
de 10 afos, aun en semillas secas. Sin embargo, la importancia en la
epidemiologia de la semilla contaminada es relativamente desconocida (Jones y
col., 1991, Gitaitis y col., 1992).

El patdbgeno presenta una gran variacién en su poblacion bacterial, la cual
se expresa en términos de razas fisioldgicas, que tienen como fundamento la
interaccion entre los genes que confieren virulencia a X. campetris pv

vesicatoria y los genes que confieren resistencia en genotipos especificos de
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chile y tomate. En tomate se conocen tres razas no patogénicas al chile
denominadas T1, T2, T3, complementariamente las razas PO, P1, P2, P3, P4,
P5 y P6 atacan sélo al chile (Bustamante y Gamboa, 2003).

La bacteria X. vesicatoria también presenta en su poblacién razas
fisiolégicas virulentas tanto en chile como en tomate. Las razas se denominan
como POT1, POT2, P1T1, P1T2, P2T1, P2T2, P3T1, P3T2, P4T2, P5T2, P5T3,
P6T2 y P6T3 (Bustamante y Gamboa, 2003)

La mancha bacteriana es una de las enfermedades importantes
consideradas en el programa de certificacion de chile y jitomate en el sur de los
Estados Unidos, en donde las medidas de manejo estan dirigidas hacia la

produccion de plantulas libres de esta enfermedad (Gitaitis y col., 1992).

1.1.1.3. Mancha bacteriana (Peca)

El agente causal de la enfermedad Mancha bacteriana o peca, es la bacteia
Pseudomonas syringae pv. Tomato, la cual es un bacilo Gram (-), comunmente
asociado en cadenas, forma capsula, es mdvil a través de uno a siete flagelos
polares. En cultivo, desarrolla colonias blancas, circulares, planas y produce un
pigmento verde fluorescente. Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 23 a
25° C (Schaad, 1988). Al igual que la mancha bacteriana afecta la
comercializacion de los frutos pero es de menor importancia.

Esta bacteria produce manchas sobre hojas, tallos y frutos. En las hojas se
observan pequefos puntos negros que no sobrepasan los 2 mm, rodeados por
un halo amarillo bien marcado que pueden confluir; si aparecen sobre las
nervaduras éstas se tornan negras. Las hojas muy afectadas caen dejando
expuestos los frutos a escaldaduras por el sol. Es muy dificil diferenciar la peca
de la mancha por sus sintomas en hojas, tallos y sépalos. Los sintomas en
frutos por el contrario son muy caracteristicos: en la peca bacteriana, se forman
sobre los frutos verdes pequefias puntuaciones negras de 1 mm de didmetro
algo elevadas, rodeadas de un delgado halo amarillento. El tejido que rodea las
manchas madura lentamente, permaneciendo verde por mas tiempo. Las
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manchas se siguen observando en los frutos maduros (Vavrina, 2001; Blancard,
1996). Debido a su preferencia por bajas temperaturas, la peca normalmente se
presenta antes que la mancha bacteriana. En términos generales, la
epidemiologia es semejante a la de la mancha bacteriana (Vavrina, 2001).

1.1.1.4. Marchitamientos bacterianos

Los marchitamientos del jitomate y del chile de origen bacteriano
configuran enfermedades que han aumentado su incidencia en los ultimos afios,
ocasionan serios perjuicios econémicos, particularmente con la introduccion de
nuevos hibridos. En todos los casos, el sintoma final es el mismo
(marchitamiento). Los agentes etioldgicos son bacilos Gram (-) que pertenecen

a los géneros Pseudomonas y Ralstonia.

1.1.1.4.1. Necrosis de la médula

La enfermedad conocida como necrosis de la médula es provocada por la
bacteria Pseudomonas corrugata. Los primeros sintomas que desarrollan las
plantas son clorosis apical en las hojas jovenes, mientras que en el tallo y
peciolo, las lesiones externas son manchas necréticas de color marrén o negro.
Ademas, se presenta desprendimiento y pardeamiento de los tejidos corticales.
Agrietamiento del tallo y pudricién de la corteza, y finalmente marchitez. Afecta
a plantas adultas con frutos proximos a la maduracion. Las condiciones que
predisponen a la infeccién son temperaturas nocturnas bajas, humedad relativa
alta, escasa radiaciobn solar y excesiva fertilizacion nitrogenada
(Aggiehorticulture, 2004).

1.1.1.4.2. Marchitamiento bacteriano

La bacteria que provoca la enfermedad conocida como Marchitamiento

bacteriano actualmente se conoce como Ralstonia solanacearum, anteriormente
Pseudomonas solanacearum, es un bacilo Gram () que no produce capsula y

se desplaza con un flagelo polar. Las colonias que se obtienen en el laboratorio

10
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son inicialmente blancas y se tornan de color café claro, lisas y pequefias
(Schaad, 1988).

Las hojas inferiores de la planta presentan epinastia. En condiciones
ambientales favorables, la planta expresa marchitamiento en forma muy rapida
(a partir de 23 dias de los primeros sintomas). En estadios iniciales, el sistema
vascular del tallo aparece de color amarillento o castafio claro en secciones
transversales y longitudinales, a medida que la enfermedad avanza, se observa
castafio oscuro. Una infeccion masiva de la corteza resulta en la aparicion de
lesiones acuosas en la superficie externa del tallo. La raiz presenta una
podredumbre de color marron, dependiendo del grado de avance de la
enfermedad. Cuando la planta esta totalmente marchita, la médula aparece de
color castafilo oscuro y con cavidades (Blancard, 1996; Instituto
Centroamericano de Agricultura 2001 www.Cruzdelsuragro.com.ar.) El
desarrollo de raices adventicias, es particularmente notorio cuando las
condiciones ambientales no son favorables para el progreso de la enfermedad
la cual evoluciona en forma lenta. Las bajas temperaturas, la resistencia de los
hibridos y la baja virulencia de algunas cepas del patégeno son factores que
promueven la aparicion de raices adventicias. Las condiciones favorables para
el desarrollo de la enfermedad son: temperaturas de 30 a 35 °C y altos niveles
de humedad en el suelo y el aire (Hayward, 1991). Esta bacteriosis se
transmiten por semilla y persisten en el suelo como microorganismos libres y
sobre restos del cultivo, razon por la cual es altamente recomendable utilizar
semillas libres de bacterias y realizar una desinfeccion de suelo previo a la
siembra (Hayward, 1991). La enfermedad esta ampliamente distribuida en
zonas tropicales y subtropicales. Muestra gran severidad en el tabaco, tomate,

papay berenjena (Rodriguez, 1997).

1
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1.1.2. Enfermedades fungosas

1.1.2.1. Cenicilla

El agente etioldgico que provoca la enfermedad conocida como cenicilla, es
el hongo Leveillula taurica (fase sexual) y Oidiopsis taurica (fase asexual) y al
igual que otros hongos que causan cenicilla, es un parasito obligado, produce
micelio endofitico, forma conidi6éforos septados, generalmente simples que
salen a través de los estomas, aunque ocasionalmente se han detectado en
grupos de dos a tres; las conidias son unicelulares, hialinas, en forma de barril y
piriformes. Este hongo es muy peligroso debido a que es muy prolifico, el
indculo aumenta continuamente a partir de la lesion primaria, realiza varios
ciclos reproductivos en una misma estacibn, en una amplia gama de
condiciones ambientales. Los factores determinantes para el desarrollo del
patégeno son la humedad relativa entre 52 y 75%, con una temperatura de 15 a
25°C. El hongo se disemina principalmente por el viento (Correll y col., 1987).

Los primeros sintomas son manchas de color verde-amarillento en el haz,
la parte central de la lesién se deshidrata y se torna de color café, estas
lesiones se unen y las hojas se marchitan pero no hay defoliacion, éstas
permanecen adheridas a los tallos. En condiciones de ataque severo se puede
observar la esporulacion como vellosidades de color blanco-grisiceo en el
enves de las hojas, la deshidratacion parcial o completa de las hojas se
presenta en forma ascendente, lo que trae como consecuencia un
debilitamiento general de la planta, formacién de frutos pequefios y frutos
guemados por el sol (Sanchez-Castro, 1983).

La cenicilla es un viejo problema fitopatol6gico en las regiones calientes
aridas y semiaridas del Mediterraneo, Africa y Asia, de donde se origind la
mayoria de la informacion sobre la dréstica disminucion en la cosecha de
jitomate, chile, berenjena, papa, zanahoria, cebolla, alfalfa, alcachofa y otras

especies mas de leguminosas, malvaceas y euforbidceas (Correll y col.,1987).
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En Estados Unidos de Norteamérica se describié por primera vez en 1978.
La Cenicilla se detectdé por primera vez en México en el estado de Sinaloa,
durante el ciclo horticola 1979-1980; y caus6 severos dafios en el cultivo de
jitomate (Sanchez-Castro, 1983). Velasquez y Valle (1999) la refieren en
Chihuahua, Zacatecas y Aguascalientes, afectando cultivares de chile en el afo
de 1998, con una incidencia del 35 al 80%. Antes de los afios 80(s) no se
conocia en nuestro pais pero actualmente es una de las enfermedades que

ataca con gran severidad (Anaya y col., 1992).

1.1.2.2. Tizén tardio

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, es el agente causal del tizon tardio;
Phytophthora infestans es un hongo heterotalico que pertenece a los
oomycetes, y es uno de los patdogenos mas devastadores debido a su
capacidad reproductiva y a su elevada virulencia. Posee micelio hialino,
zoosporangioforos ramificados y zoosporangios ovales hialinos en forma de
limén con una papila apical (Romero-Cova, 1988). En México, este hongo se
reproduce sexualmente debido a que estan presentes los grupos de
compatibilidad A1 y A2 y en el ciclo sexual puede ocurrir recombinacion
genética, lo cual es un factor importante en la aparicion constante de nuevas
razas fisiolégicas del hongo.

La enfermedad es recurrente y agresiva en muchas regiones de EUA y
México, debido a las nuevas cepas virulentas y resistentes a los fungicidas. Los
sintomas caracteristicos de la enfermedad son manchas inicialmente de color
verde oscuro con los margenes claros, las cuales se necrosan e invaden la
lamina foliar, se desarrollan tizones en las hojas y en los peciolos, llegando a
destruir todo el follaje (Sanchez-Castro, 1990). El tizén tardio ha sido
histéricamente una enfermedad importante en todas las regiones productoras de
papa y jitomate, especialmente en las que son frias y himedas. En los Estados
Unidos y Canada, hasta antes de 1992, las epidemias de esta enfermedad eran
esporadicas, sin embargo, en 1992 y 1993 se presentaron éstas en forma muy
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severa y a partir de entonces se presentan anualmente (Fry y col., 1993). En el
norte de Sinaloa se produce papa y tomate de alta calidad, tanto para
exportacion como para el mercado y la industria nacional. Durante los ciclos
1967-1968,1978-1979 y 1980-1981; esta enfermedad provocéd pérdidas del
100% en la produccién (Retes-Cazares, 1982).

El patégeno sobrevive como micelio u oosporas en el tejido infectado, y
necesita condiciones muy especiales de temperatura y humedad para poder
prosperar, requiere presencia de rocio por cuatro horas como minimo, la
temperatura nocturna igual o superior a 10°C, cielo con un 80% o mas de
nublado al dia siguiente, y precipitacion igual o mayor a 0.1mm en las siguientes
24 horas; si alguna de estas condiciones no se cumple, no se desarrolla la
enfermedad, pero si persisten, puede desencadenar epidemias devastadoras. El

mecanismo efectivo de diseminacion es el viento (Retes-Cazares, 1982).

1.1.2.3. Marchitez del chile

De los fitopatdogenos del suelo que atacan al chile, el hongo Phytophthora
capsici Leo, puede considerarse como el enemigo principal de este cultivo. Este
hongo es un oomycete heterotalico con micelio hialino, los zoosporangioforos
pueden ser simples o ramificados, y de forma variable (oblongos, eliptico,
ovalados) con papila prominente o bipapilados y oosporas de paredes gruesas
de color amarillo castafio (Romero-Cova, 1988). El hongo puede provocar dafios
en cualquier parte de la planta y en cualquier estado de desarrollo. La
podredumbre del cuello y la subsiguiente marchitez son los sintomas
caracteristicos. Cuando el ataque es en la raiz, el sintoma mas comun es un
marchitamiento general de la planta, debido a que destruye el xilema y el floema
impidiendo el paso del agua y nutrimentos hacia el follaje. Si la infeccién es en
una rama, se presenta una marchitez parcial de las hojas. En plantulas causa
ahogamiento y en los frutos, areas decoloradas, y finalmente se momifican; el

hongo crece en el interior del hospedero cuando la humedad es alta (Ramirez-
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Villapudua y Rodriguez-Baez, 1990). Las condiciones ambientales favorables a
esta enfermedad son temperatura optima de 25 a 28°C, con un minimo de 11y
un maximo de 35°C, y alta humedad. En las condiciones 6ptimas es sumamente
agresivo, puede destruir campos enteros de chile en un tiempo muy corto,
debido a su gran velocidad de crecimiento y abundante esporulacion (Romero-
Cova, 1988).

Las oosporas son la Unica fuente de indculo primario y sobreviven en el
suelo mas de dos afios en ausencia de hospedero. El micelio no sobrevive mas
de siete dias en suelo seco y no actua como fuente de indculo primario, pero
puede jugar un papel importante como fuente de in6culo secundario, debido a
gue sobrevive en los frutos infectados y en suelos himedos aproximadamente
nueve semanas. El hongo viviendo saprofiticamente produce zoosporangios y
zoosporas que distribuidas por el agua, van dispersando la enfermedad. Dada
la exigencia de agua para el transporte de las zoosporas hasta la planta, los
ataques al cuello de la planta se producen en parcelas con excesivo riego o mal
drenadas. Las infecciones aéreas suelen estar asociadas con riego por
aspersion, lluvia y corrientes de aire muy humedo. En la semilla el hongo forma
solamente micelio y no sobrevive por mas de un mes (Ramirez-Villapudua y
Rodriguez-Baez, 1990). Esta especie de Phytophthora se encontrd por primera
vez en Nuevo México, afectando al cultivo del pimiento. En México se describio
en 1956 en las plantaciones de chile del Estado de México (Galindo, 1960). Se
calcula que aproximadamente el 40% de las plantas mueren a causa de esta
enfermedad (Ramirez-Villapudua y Rodriguez-Baez, 1990).

1.1.2.4. Marchitez vascular o Fusariosis

El agente causal de la Marchitez vascular o Fusariosis es provocada por
Fusarium oxysporum lycopersici (Fol), el hongo se caracteriza por producir tres

tipos de esporas asexuales: las microconidias (son las mas frecuentes en los

vasos conductores de las plantas afectadas), las macroconidias (comunmente

15



Diagnostico Molecular de Fitopatdgenos

se forman en la superficie de las plantas muertas) y las clamidosporas (son las
estructuras de sobrevivencia en el suelo). Gracias a estas esporas, el hongo
puede permanecer en la semilla o en el suelo por mas de cinco afos. Se
reconocen tres razas virulentas denominadas raza 1, raza 2 y raza 3, esta ultima
identificada en la alta California por analisis isoenzimatico (Gordon y Martyn,
1997).

Las plantas infectadas por Fol presentan un ligero aclaramiento de las
nervaduras de los foliolos mas joévenes. En el caso de las plantulas infectadas
es comun que éstas se marchiten y mueran. Las plantas jévenes expresan
epinastia, amarillamiento de las hojas inferiores, achaparramiento vy
ocasionalmente, formacion de raices adventicias; necrosis marginal de las
hojas, marchitamiento, defoliacion y necrosis café obscura del tejido vascular
(Agrios, 1996; Ramirez-Villapudua y Garcia-Estrada, 1990). El hongo Fusarium
oxysporum f. sp. Lycopersici (Fol), produce marchitez exclusivamente en
jitomate y es la enfermedad mas prevalente y dafiina en las regiones donde éste
se cultiva intensamente. La enfermedad es mas destructiva en lugares con
suelos célidos y arenosos; asi como para los cultivados en invernadero (Agrios,
1996). Es una enfermedad ampliamente distribuida en Europa, Africa, Asia, y
Ameérica (Katan y col, 1997). En México esta presente en Sinaloa, el Bajio y en
San Luis Potosi (Ramirez-Villapudua y Garcia-Estrada, 1990; Monreal-Vargas,
1992).

Este patdgeno coloniza el suelo por debajo de los 80 cm y se disemina a
largas distancias por la maquinaria agricola, el agua de riego y a través de
insectos. Las condiciones favorables para su desarrollo son temperatura entre
21 a 33°C, y suelos arenosos acidos con alta humedad (Ramirez-Villapudua y
Garcia-Estrada, 1990).

1.1.2.5. Pudriciéon de la coronay raiz

La pudricion de la corona y raiz del jitomate, es una de las enfermedades

de la raiz mas destructivas que ataca a casi todos los cultivares de jitomate
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resistentes a la marchitez causado por Fol raza 1 y 2. El patébgeno Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Forl) es morfolégicamente indistinguible de
otros aislados de Fol pero se diferencia de éste porque ademas de infectar los
cultivares de jitomate resistentes a la raza 1 y 2, también infecta a Solanum
melongena L., Capsicum frutescens L., Glycine max (L) Merr., Phaseolus
vulgaris, Pisum sativum L., y Arachys hypogea L. El dafio que causa en el tejido
vascular es de color café chocolate y Unicamente invade por arriba de la zona
de transicién raiz -tallo y el tejido vascular superior, por lo que solamente se
puede aislar cerca de la lesién y de partes superiores de las plantas marchitas
(Jarvis y Shoemaker citados por MendozaZamora, 1996).

En cultivos a campo abierto, los sintomas que presentan las plantas son
amarillamiento de los bordes de las hojas que progresa rapidamente y se torna
generalizado, para finalmente concluir con la muerte de las plantas. Algunas
plantas se marchitan rdpidamente y se secan al tiempo de la maduracion de los
primeros frutos, pero la mayoria se marchita lentamente. En invernadero, las
plantulas expresan sintomas similares a los de ahogamiento (Ramirez-
Villapudua, 1990). Las condiciones ambientales para el desarrollo de la
enfermedad son temperatura 6ptima de 15 a 20°C, el hongo sobrevive en el
suelo como clamidospora y puede dispersarse a grandes distancias por el
viento y la semilla. A distancias cortas puede diseminarse por el agua de riego,
zapatos, ropa y maquinaria agricola (Ramirez-Villapudua, 1990). La enfermedad
causada por este hongo provoca pérdidas superiores al 50% en Japon, Estados
Unidos, Canada, ltalia, Francia, Israel y los Paises Bajos. En México esta
presente en Sinaloa, San Luis Potosi y Baja California, en donde genera una

disminucion en el rendimiento del 50% (Ramirez-Villapudua, 1990).

1.1.2.6. Marchitez por Rhizoctonia solani

Este hongo provoca la muerte de plantulas, y ademdas causa el
debilitamiento y muerte de plantas mas desarrolladas, ademas afecta la

integridad de los frutos. Todas esas manifestaciones se presentan en
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invernadero y campo. Rhizoctonia solani se puede distinguir por su micelio de
color oscuro septado, con las ramificaciones inclinadas en un angulo de 45° de
la direccion de crecimiento de la hifa madre y siempre presenta una constriccion
en su punto de origen. Forma esclerosios de color café, aproximadamente de 3
mm de diametro. Este hongo no es una especie homogénea, debido a que esta
constituida por 12 grupos de anastomosis (AGs) y varian en morfologia

macroscoépica y patogenicidad (Sneh y col., 1991).

El dafio se pude manifestar como podredumbre de las raices, con lesiones
oscuras de las mismas, o bien cano cancros del tallo a nivel del suelo. Los
cancros son lesiones necréticas de color pardo que profundizan en el tejido y
pueden abarcar porciones mas o menos extendidas de la circunferencia del
cuello causando marchitamiento, debilitamiento, detencién de crecimiento y
muerte de la planta. Los frutos en contacto con el suelo o cercanos al mismo,
pueden desarrollar una podredumbre parda con bandas concéntricas mas
claras y mas oscuras alternadas. Estas lesiones se expanden y pueden
presentar hendiduras en forma de estrella; son primero firmes pero luego se
transforman en una podredumbre himeda por la actividad de otros
microorganismos. Los frutos verdes son mas resistentes que frutos maduros.
Infecciones incipientes en el momento de la cosecha pueden manifestarse

durante el transporte y la comercializacion.

El diagnéstico de las distintas manifestaciones descritas, requiere por lo
general de la confirmacion en el laboratorio, la que se basa en la presencia del
micelio caracteristico de R. solani. Este hongo es una especie con muchas
razas, algunas especificas y otras polifagas. Esta presente en todos los suelos,
y como tipico hongo del suelo sobrevive de distintas formas: como saprobio
sobre restos organicos, como parasito en raices y otros organos de plantas vy,
en forma pasiva, como esclerocios. El hongo puede infectar en muy distintas
condiciones de temperatura y humedad, pero como patdgeno relativamente
deébil ataca principalmente tejido estresado y debilitado del hospedero. El ataque
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en los frutos se produce en condiciones hiumedas y calurosas. Ocurre en frutos
gue tocan el suelo y que son invadidos en forma directa o en frutos mas o
menos distantes del suelo donde el indculo llega por el salpicado de la lluvia o
riego por aspersion (Instituto Centroamericano de Agricultura 2001

www.Cruzdelsuragro.com.ar.).
1.1.2.7. Marchitez por Verticillium

Es una enfermedad que causa dafios importantes, tiene una distribuciéon
geografica similar a la de Fusarium, no obstante, mas limitada a zonas de clima
frio. Puede matar plantas o debilitarlas reduciendo la produccion. Verticillium
albo-atrum se caracteriza por presentar un micelio hialino ramificado y septado,
produce condiéforos en racimo con terminales finas y conidias de esféricas a
ovales, hialinas, unicelulares y pequefas; éstas se pueden formar en cadenas o
agrupadas en gotas (Romero-Cova, 1988). Verticillium es un hongo habitante
del suelo asociado con las raices de las plantas sea como comensal sin
producir sintomas o como parasito que invade el sistema vascular. Como
especie tiene un rango de hospederos muy amplio pero existen razas mas o
menos especializadas para determinados hospederos.

El primer indicio de la enfermedad es un marchitamiento pasajero durante
las horas mas calurosas del dia y una recuperacion por la noche; este
marchitamiento mas tarde se hace permanente. Luego se detecta clorosis y
amarillamiento marginal e internerval de los foliolos dando una caracteristica
mancha en V cuya parte mas ancha queda en el borde del foliolo; luego este
tejido se necrosa tomando color pardo, pero siempre conservando un halo
amarillo (Blancard, 1996; Instituto Centroamericano de Agricultura 2001.

www.Cruzdelsuragro.com.ar.)

El amarillamiento de las hojas se debe, en parte, a la accién de las toxinas
gue produce el hongo. La enfermedad avanza de abajo hacia arriba. EI hongo

invade los vasos por ello los sintomas a menudo aparecen en forma sectorial,
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abarcando solo un lado de la planta o un lado de la hoja; es mas evidente
durante periodos secos. ElI marchitamiento foliar es seguido por necrosis y
enanismo. Si se corta el tallo afectado se ve un cambio de coloracion en los
vasos: gris amarillo o pardo claro. Aunque la mancha en V es bastante
caracteristica, sintomas de marchitez similares pueden ser causados por otros
hongos (Fusarium oxysporum lycopersici) o bacterias (Clavibacter
michiganensis) o bien por estrés hidrico. Por este motivo, el diagndstico

definitivo debe basarse en estudios de laboratorio.

El hongo sobrevive en el suelo en forma pasiva como microesclerocios que
se mantienen viables durante muchos afios (hasta ocho). Las malezas pueden
actuar como reservorios a menudo sin presentar sintomas. Las plantulas
infectadas y las semillas pueden portar la enfermedad a campos libres del
hongo. Los microesclerocios son transportados por el agua y el viento. Estos
germinan y las hifas penetran en las raices, pasando a los vasos; alli el hongo
esporula y las conidias son llevados por la corriente ascendente del xilema
llegando a distintas alturas en el tallo donde interrumpen el transporte de agua
por obstruccion y producen toxinas que causan marchitamiento. Al final del ciclo
de cultivo se forman los microesclerocios en los tallos invadidos que son
incorporados con los restos al suelo (Instituto Centroamericano de Agricultura
2001).

Los fotoperiodos cortos, la baja luminosidad y el tiempo humedo y fresco
(20 a 24°C) favorecen el desarrollo de la enfermedad, la que es mas severa en
suelos neutros y alcalinos que en suelos acidos (a diferencia de F. oxysporum).
Una alta susceptibilidad a Verticillium ha sido correlacionada con altos niveles
de nitrégenop y bajos niveles de carbohidratos en hojas. La presencia de
nematodos como Pratylenchus penetrans puede incrementar la severidad de la
enfermedad (Rodriguez, 1997).
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1.1.2.8. Tiz6n temprano

Alternaria solani es el agente etiologico del tizén temprano. Su micelio es
oscuro, septado, ramificado; los conidiéforos son cortos, oscuros y también
septados. Las conidias son claviformes, oscuras, con septos transversales y

longitudinales (Romero-Cova, 1988).

El tizon temprano es una enfermedad frecuente en el cultivo del jitomate.
Se encuentra ampliamente distribuida en las zonas tropicales y templadas del
mundo en donde se cultiva esta hortaliza, causando dafios importantes.
Produce muerte de plantulas en pre y postemergencia; puede disminuir el
tamafio de fruto y el rendimiento en un 30%. Las lesiones en los frutos
disminuyen su valor comercial. En ocasiones la defoliacion es tan intensa que
deja los frutos expuestos al sol fomentando dafios por insolacion (Sanchez-
Castro, 1990). Ataca a jitomate, papa, berenjena y otras solanaceas cultivadas,
silvestres y malezas. Sobrevive de una estacion a otra y tal vez mas, en restos
de plantas enfermas. Se transmite por semilla pudiendo causar, en este caso, la

muerte de las plantulas (Sanchez- Castro, 1990).

Los sintomas caracteristicos de la enfermedad en hojas son: manchas
circulares de hasta %2 cm de diametro, de color pardo con anillos concéntricos
solitarias 0 en gran numero sobre las hojas. Las areas afectadas se tornan
amarillas, luego pardas y las hojas cuelgan. Este manchado comienza por las
hojas mas viejas y luego prospera hacia arriba, la planta entera puede defoliarse
y morir. En tallo y peciolo se producen lesiones negras alargadas, en las que se
pueden observar a veces anillos concéntricos. Los frutos son atacados a partir
de las cicatrices del caliz, provocando lesiones pardo-oscuras ligeramente
deprimidas y recubiertas de numerosas esporas del hongo. Los frutos expuestos
se calcinan por el sol (Sanchez- Castro, 1990). Adicionalmente, pueden
aparecer manchas tipicas en el area de unién entre el pedunculo y el céliz del

fruto y alcanzar hasta 2.5 cm de didmetro. Estas manchas son firmes, hundidas
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y a veces con anillos concéntricos, sobre estas lesiones se producen

abundantes fructificaciones (Sanchez- Castro, 1990).

Las conidias del hongo se forman con la humedad y se dispersan por el
viento y lluvia; también hay transmision por herramientas e implementos
agricolas y por labores manuales (Sanchez- Castro, 1990). Los primeros ciclos
de la enfermedad parecen iniciarse por nuevas conidias que se producen sobre
los restos de plantas enfermas u otra materia organica. Estas penetran por
estomas 0 directamente a través de la cuticula, cuando la hoja estd mojada. La

tasa de infeccion se incrementa con alta densidad de frutos y largos periodos de
tiempo nublado (Sanchez- Castro, 1990).

En condiciones de campo las manchas se hacen visibles 2 6 3 dias
después de la inoculacién y la esporulacion luego de 5 a 7 dias. La germinacion
y la penetracién pueden ocurrir bajo una amplia gama de temperaturas, entre 3°
y 35°C. Una lluvia ligera es suficiente para provocar la diseminacién y la
infeccion (Sanchez- Castro, 1990). ElI hongo esporula poco sobre manchas
foliares jovenes; esto aunado al hecho que la susceptibilidad se incrementa con
la edad, generando que las epidemias severas se manifiestan al final del ciclo
del cultivo. Las plantulas poco vigorosas o estresadas dan lugar a plantas mas
susceptibles a la enfermedad; también la falta de nutrientes, especialmente
nitrogeno, aumenta la susceptibilidad. La severidad de la enfermedad esta

positivamente correlacionada con la carga de frutos (Romero-Cova, 1988).

1.1.3. Enfermedades virales

1.1.3.1. Marchitez manchada (Tomato Spotted Wilt Virus)

El agente etiologico de la marchitez manchada es el tomato spotted wilt
vius (TSWV) y es la especie tipo del género tospovirus de la familia
Bunyaviridae. Los viriones son casi esféricos y con envoltura, ademas poseen

un genoma constituido por tres segmento de ARN de cadena sencilla
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denominado L, M y S. L es de polaridad negativa y codifica una posible RNA
polimerasa, la cual puede estar asociada con el complejo ribonucleoproteina.
Los otros dos tipos de ARN utilizan una estrategia de codificar en ambos
sentidos. M codifica una proteina no estructural en el sentido del virion y una
proteina que sirve como precursor de las glicoproteinas G1 y G2 en el sentido
complementario del virion (Goldbach y Kuo, 1996). La marchitez manchada es
una de las virosis mas devastadoras para los cultivos de jitomate y chile y puede
causar pérdidas hasta del 100%. Se encuentra presente en casi todas las areas
productoras del mundo, y afecta a una gran diversidad de hortalizas y plantas
ornamentales. El virus se distribuye preferentemente en el subtropico y en
regiones con clima templado calido, causa dafios muy elevados en cuanto a
produccién y calidad, en el jitomate asi como en muchos otros cultivos. Desde
1989 es un serio problema en Estados Unidos de América y Canada (Gitaitis y
col., 1998). La situacién se ha ido agravando en los ultimos afios debido a la
expansion del trips californiano, Frankliniella occidentalis, a casi todos los
continentes. Esta especie es mucho mas eficiente como vector de los tospovirus

gue los demés trips que los transmiten (Mumford y col., 1994).

Los sintomas varian de acuerdo con la variante del virus pero son
caracteristicas las manchas necréticas de color bronce. Plantulas con una
infeccion temprana originan después del transplante, plantas enanas, que
raramente mueren pero permanecen improductivas. El follaje se torna
bronceado o violdceo con aspecto marchito. Se detiene el crecimiento de las
hojas apicales y se produce un enrollamiento hacia abajo de las hojas
desarrolladas; puede morir el brote terminal. En las hojas jovenes se observan
manchitas pardo oscuras en mayor cantidad en la base de los foliolos, primero
en el haz y luego en el envés, es comun observar franjas obscuras en el peciolo
y tallo. La zona afectada no crece y a veces los foliolos quedan completamente
enanos (parte apical marchita). Si la infeccién se produce antes de la formacion
de los frutos hay una reduccién del tamafio y nimero de los mismos. Si los

frutos ya se estan formando, quedan irregulares en forma y color con marcas en
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relieve circulares y bandas que alternan el rojo con el amarillo. En frutos
maduros es frecuente observar manchas amarillas sobre el fondo rojo. Aunque
la sintomatologia descrita es bastante caracteristica, no siempre se presenta en
forma tan clara y es posible confundir esta enfermedad con otras que causan
marchitamiento (Fusarium, Clavibacter) o manchas necroéticas foliares
(Alternaria, Septoria) o bien mosaicos y deformaciones en hojas y frutos (tomato
mottle virus-ToMoV y otros virus) (Ramirez-Villapudua y col., 1990). Debido a la
cantidad de hospederas (Solanaceas, Umbeliferas, Compuestas, Leguminosas
y otras familias), el reservorio del virus es muy grande y las posibles fuentes de
indculo numerosas y Vvariadas, entre cultivos, ornamentales, malezas y
vegetacion silvestre. Son especialmente importantes en este aspecto las plantas
perennes como dalias o cultivos de invierno que constituyen un puente verde
(lechuga) (Instituto Centroamericano de Agricultura 2001

www.Cruzdelsuragro.com.ar.).

Los vectores para estos virus son Thysanopteros: Frankliniella occidentalis,
Thrips tabaci, F. schultzei y otros. El primero es el mas importante ya que es
muy eficiente como vector y dificil de combatir. Los virus son adquiridos por las
ninfas pero transmitidos solamente por los adultos, después de un prolongado
periodo de incubacién T. tabaci necesita por lo menos 15 min. para adquirir el
virus; la latencia es de cuatro a diez dias. Después de la incubacioén los insectos
permanecen infectivos durante 22 a 30 dias y en ocasiones toda la vida. El virus
no se transmite a la descendencia del vector. Los insectos vectores son
arrastrados por el viento hacia los campos de cultivo de jitomate y chile y
transmiten el virus a las plantas sanas (Gitaitis y col., 1998). El ambiente seco y
caliente, con vientos dominantes en una direccidén, asegura la reproduccién y
diseminacion del transmisor y son las mismas que favorecen a la marchitez
manchada. El virus también se transmite por semilla y se localiza en la testa
(Gitaitis y col., 1998).
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En el estado de Sinaloa el virus se present6 en la temporada agricola 1987-
1988 con la variante mas destructiva conocida con el nombre de "Tizén de las
Puntas” con una incidencia del 80 al 100% en jitomate “saladette”. En general
esta virosis puede disminuir el rendimiento hasta en un 50% tanto en cultivos de

jitomate como de chile (Ramirez-Villapudua y col., 1990).

1.1.3.2. Virus del mosaico del tabaco (TMV)

El TMV es la especie tipo del género Tobamovirus. Es un virion sin
envoltura, con morfologia de varilla rigida y simetria helicoida. EI genoma
consiste generalmente de una molécula 6 de tres segmentos de ARN de cadena
sencilla. EI ARN codifica dos proteina estructurales y cuatro proteinas no
estructurales entre las que se identificaron a una helicasa y a una replicasa
(International Committee on Taxonomy of Viruses, 2002 a).

El TMV es probablemente el virus de plantas mas estudiado, sobre todo,
por sus dafios en jitomates de invernadero. Puede causar severos dafios
cuando se lleva a cabo la infeccibn al momento del transplante. Se puede
presentar en cualquiera de las regiones productoras del pais. La infeccion de
una variedad susceptible con una raza altamente virulenta podria ocasionar
hasta el 50% de la reduccién en la cosecha. Su gama de hospederos es
bastante amplio, debido a que infecta a mas de 50 géneros y mas de 300
especies de plantas herbaceas y lefiosas, tales como la vid, papa, chile, frijol,
berenjena, etc. (Ledn, 1988).

Los sintomas mas evidentes se presentan en el follaje con un moteado que
varia de un verde claro a un verde oscuro y que va acompafiado de un
enrollamiento y malformacion de las hojas. Las plantas reducen su crecimiento
hasta en un 15% si se infectan antes de que se formen los primeros frutos. En
los frutos se pueden desarrollar estrias, costras y deformaciones. Ciertas razas
del virus causan amarillamiento, una deformacién de las hojas denominada

“hojas de helecho”, enanismo vy necrosis interna de los frutos (Ley-Flores,
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1990). Ademas, es uno de los virus que se transmite con mas facilidad en forma
mecanica durante las practicas culturales, principalmente en el manejo de
plantulas en invernaderos, en las podas, y en las hiladas de las varas y
estacones. No se le conoce un vector especifico pero puede ser transmitido
mecanicamente por ortopteros @rillos y chapulines). Se transmite también a
través de la semilla contaminada externamente (Ley-Flores, 1990). EI TMV
puede permanecer viable durante muchos meses en residuos vegetales, en el
suelo, en los instrumentos de labranza y en la infraestructura de los
invernaderos (Ley-Flores, 1990).

1.1.3.3. Virus del mosaico del pepino (CMV)

El CMV taxonOmicamente pertenece a la familia Bromoviridae y es la
especie tipo del género Cucumovirus. Es un viridn sin envoltura con morfologia
de tipo circular, y simetria icosahédrica. Contiene tres segmentos de ARN de
cadena sencilla y sentido positivo (ARN-1, ARN-2 y ARN-3), los cuales codifican
la proteina de la cépside y tres proteinas no estructurales (una replicasa, una

ARN polimerasa y una posible proteina de movimiento) (ICTV, 2002).

Las plantas enfermas presentan una gran variabilidad de sintomas, entre
ellos el enanismo, amarillamiento, mosaicismo, deformacién y reduccién del
limbo foliar (hojas filiformes). Ademas se observa necrosis en hojas, peciolos y
tallos, pudiendo llegar a causar la muerte de la planta, aunque en ocasiones las
plantas se recuperan parcialmente. Los frutos en maduracion presentan anillos
con cavidades anulares que permanecen amarillas al madurar. Otros virus,
como el virus del moteado del tomate (ToMoV), y otros agentes, como
herbicidas y fitohormonas, causan sintomas similares y pueden complicar el
diagnostico, por lo cual éste debe confirmarse por métodos serologicos
(Aggiehorticulture,2004).
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El indculo inicial proviene de cualquiera de los multiples hospederos, entre
Cruciferas, Solanaceas, Compuestas, Leguminosas, Cucurbitaceas y otras
familias. Se transmite en forma no persistentepor afidos: Myzus persicae, Aphis
craccivora, Aphis fabae y otros. Se puede transmitir por semilla en algunas
malezas (Stellaria media) y en poroto. No se transmite por semilla de tomate
(Instituto Centroamericano de Agricultura 2001 www.Cruzdelsuragro.com.ar.).
Los dafios ocasionados por CMV son importantes en cultivos al aire libre,
especialmente durante los meses de verano. Reduce el rendimiento y afecta la

calidad.

1.1.4. Fitoplasmosis

Los fitoplasmas son bacterias que carecen de pared celular, su genoma es
muy pequeiio (de 600 a 1,200 Kpb) comparado con el de dras bacterias, y
contiene una baja cantidad de G+C (25 a 30%) pero su estructura es similar a la
de otros procariotes (Berg y Seemiiller, 1999). Tienen una morfologia variable
gue incluye formas esferoidales, ovoides y en espiral. Su tamafio oscila entre
175 a 250 nm pero algunos pueden medir hasta 1um. Son parasitos obligados
intracelulares que infectan solamente las células del floema de una gran
cantidad de especies de plantas. Los principales sintomas expresados en las
plantas que se asocian a las fitoplasmosis son viriscencia, filodia, blastomania,
esterilidad de las flores, amarillamiento, crecimiento en forma de roseta y
metaplasia. La mayoria de los fitoplasmas en condiciones de campo son
transmitidos de una planta a otra por insectos como chicharritas y psilidos, pero
algunos de ellos son trasmitidos por periquitos (“treehoppers”) y fulgéridos. En

invernaderos y viveros se transmiten por injerto (Agrios, 1996).

1.1.4.1. Fitoplasmosis del Jitomate

Existen al menos tres enfermedades del tomate cuyos agentes causales
han sido asociados a fitoplasmas, dos de los cuales son transmitidos por
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chicharritas y solamente uno por un psilido. Se ha descrito al amarillamiento del

aster (Aster yellows), el cual se transmite por injerto y por cicadélidos como
chicharritas-aster (leafhoppers) (Instituto Centroamericano de Agricultura 2001).

Este fitoplasma puede invernar en plantas perennes, de ornato, hortalizas y
malezas tales como cardo, zanahoria silvestre, diente de le6n, margarita del
campo, margarita amarilla y llantén de hoja ancha. La sintomatologia se
caracteriza por manchas de apariencia gris-verde y de forma oval o
redondeada, posteriormente se observan estructuras huecas con forma de
espada, las cuales reemplaza a las flores. Las plantas afectadas no mueren y

su crecimiento es fusiforme. Esta enfermedad puede atacar solo una porcion de

la planta. Otro sintoma, es la formacion abundante de brotes (Instituto

Centroamericano de Agricultura, 2001; University Central Davis-IPM, 2001).

Ademas, caus a la malformacion de las partes florales.

La macro yema o yema grande del jitomate se caracteriza por la
proliferacion de las yemas axilares, acortamiento de entrenudos, hojas
pequefias y verde-amarillentas, hipertrofia del caliz y viriscencia; adem as,
provoca el desarrollo anormal de frutos. El fitoplasma también es transmitido por
otra especie conocida como chicharrita café (beet leafhopper) y el dafio es
dependiente de la poblacion del insecto vector y de los reservorios de los

fitoplasmas (Davis y col., 2003).

El tercer fitoplasma es el que en México causa la enfermedad llamada
“permanente del tomate”, el cual es transmitido por el psilido conocido
comunmente como pulgén saltador, cientificamente identificado como
Bactericerca (=Paratrioza) cockerelli (Sulc) (Homoptera: Psyllidae) (Liu y
Trumble, 2004). Este patdégeno se encontré por primera vez en el estado de
Guanajuato, donde provocd un 60% de dafios en la produccion de una

superficie sembrada de 13,000 ha, disminuyéndola a menos de 2,000 ha;
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ademas, los agricultores sustituyeron este cultivo por otros con menor riesgo
como el brocoli. La enfermedad se dispersdé y en la actualidad afecta las
principales regiones jitomateras del pais, en lugares como Yurécuaro, Mich.,
Villa de Arista, S.L.P., la regién de la Laguna en los estados de Durango y
Coahuila, y San Quintin, B.C.N., ademas de algunas regiones de Morelos y
Nayarit. Hasta el 2000 esta enfermedad afect6 30,000 ha y los dafios
correspondieron a pérdidas del 45%. Los sintomas caracteristicos son
enrollamiento de las hojas, las cuales son de color verde intenso y textura
guebradiza, necrosamiento y aborto de las flores, asi como reduccién en el

crecimiento de la planta (Garzon-Tiznado, 2002).

1.2. Diagnéstico de Fitopatégenos

Las enfermedades se pueden presentar en sindromes dependiendo de las
condiciones climaticas de la regién y el sistema de produccion, ademas, pueden
variar de un ciclo a otro. Por ejemplo, en la region de Arista, SLP (localizada
entre los 22°33’ y 22°55’ de latitud norte y entre los 100°49’ y 101° de longitud
oeste, la cual comprende Villa de Arista, Moctezuma, Bocas y Venado), el
sistema de produccion que se maneja ha generado un agroecosistema con un
alto grado de desequilibrio entre la planta cultivada y los microorganismos
patégenos, debido a que se caracteriza por ser un monocultivo intensivo,
extensivo y se basa en el uso constante de altas dosis de plaguicidas sistémicos
gue pueden inducir resistencia en los fitopatdgenos, originar razas mas
virulentas y eliminar las poblaciones microbiana benéficas, derivando asi en el
desarrollo de problemas fitosanitarios complejos constituidos por varias
enfermedades fungosas, bacterianas y virales que se presentan
simultdneamente. La mayoria de estas enfermedades (Cuadro 1), son
devastadoras por su comportamiento epidémico (Monreal-Vargas, 1994), lo cual
incluye a la enfermedad denominada “permanente del tomate” (Garzon Tiznado,
2002).
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En la actualidad, los sindromes constituidos por varias de las
enfermedades dtadas, las nuevas que surgen y las que son re-emergentes,
representan uno de los retos mas importantes en los sistemas de produccién de
las plantas cultivadas en nuestro pais, debido a que no se cuentan con
suficientes instituciones que realicen un diagnostico eficiente y oportuno.
Habitualmente las enfermedades de las plantas se han diagnosticado en base a
sintomatologia, y por métodos convencionales, que implican analisis
microbiolégico, bioquimico e inmunoldgico. Al respecto, se puede decir, que son
muchas las enfermedades cuya sintomatologia suele ser muy similar y no lo
suficientemente caracteristica para efectuar un diagnostico certero. El
diagnostico convencional de hongos y bacterias incluye el uso de medios de
cultivo selectivos para el aislamiento, la identificacion a través de morfologia
microscopica, pruebas bioquimicas, técnicas inmunoldgicas como la de ELISA y
pruebas de patogenicidad en diferentes hospederos y cultivares especificos.
Los fitoplasmas no se pueden cultivar in vitro y los métodos que se utilizan son
técnicas especificas de tincion para detectarlos en el floema de las plantas con
el microscopio de luz; estudios con el microscopio electronico en cortes de
tejido ultrafino y analisis inmunoldgico con la técnica de ELISA (Narayanasamy,
2001). Las desventajas del diagnostico convencional son multiples, e incluyen la
lentitud relativa del analisis microbioldgico, la imprecisiébn de algunas pruebas

bioguimicas, el uso limitado de los ensayos inmunoldgicos que pueden dar
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Cuadro 1. Enfermedades epidémicas del jitomate detectadas en la regién de

Arista, SLP (Tomado de Monreal-Vargas, 1994).

Marchitez Vascular Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici 1984
Yema Grande y Mal Azul Micoplasma 1985
Pudricion de la Corona 'y Raiz Fusarium oxysporum f. sp. radicis- 1986
lycopersici
Marchitez Bacteriana ~ Pseudomonas solanacearum 1986
Amarillamiento del Aster Micoplasma 1987
Geminivirus 1987
Céancer Bacteriano Clavibacter michiganensi subsp. michiganensis 1988

Cenicilla Oidiopsis taurica 1989
Pudricién de la raiz y parte basal del tallo Rhizoctoni asolani 1990
Mosaico del Tabaco -TMV y Mosaico del Pepino- CMV 1990
Marchitez Manchada Spotted Wilt Virus 1991
Mancha Bacteriana Xanthomona campestris p.v. vesicatoria 1992
Marchitez Manchada Spotted Wilt Virus variante Tomato Tip Blight 1993
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falsos positivos, debido al uso de de anticuerpos policlonales, o bien falsos
negativos por no ser tan sensibles para poder incluirse en los programas de
certificacidn fitosanitaria. La alternativa son los métodos moleculares que son
rapidos, precisos y altamente sensibles. Estos se basan en la amplificacion de
secuencias especificas del material genético de los patdogenos por medio de
técnicas como la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa). Esta técnica se
ha utilizado ampliamente para el diagnostico, diferenciacion y determinacion

cuantitativa de virus, hongos, bacterias y fitoplasmas que atacan a las plantas
(Ruey y col., 2003).

En el caso de virus también se utiliza para estudiar el movimiento y sitios de
replicaciéon en la planta y en el insecto transmisor. Se ha aplicado en el
diagnostico de poblaciones bajas de hongos causantes de marchitez vascular y
pudricién de la raiz, en los tejidos infectados y en el suelo. En relacién a las
bacterias se ha aprovechado en el diagndstico y cuantificacion de propagulos en
las semillas contaminadas. La PCR es muy util en el diagnéstico de fitoplasmas
y para desarrollar un sistema de clasificacion taxondmica filogenética de estos
microorganismos (Narayanasamy, 2001). Algunos patdégenos del jitomate que
se han identificado por medio de la PCR se indican en el Cuadro 2.

El diagnostico por PCR tiene muchas ventajas sobre los métodos
tradicionales de diagndéstico. El patdégeno no requiere ser cultivado para su
deteccién y no es necesario que la planta exprese sintomas, para ello, es
suficiente la extraccion del ADN de la planta hospedera. La reaccion es
altamente especifica debido a que puede detectar especies, razas o
subespecies, y también puede detectar a muchos miembros de un grupo de
patdégenos relacionados, partiendo de nanogramos de ADN. La modalidad de la
PCR multiplex (incluye juegos de oligos para varios patdgenos) permite
diagnosticar simultdneamente a un complejo de ftopatégenos en una misma
muestra, adicionalmente, los resultados se pueden obtener en un tiempo corto
(de uno a dos dias) (Martin y col., 2000).
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Cuadro 2. Patégenos del jitomate identificados por técnicas moleculares.

PATOGENO SECUENCIA/OLIGOS REFERENCIA

Tobacco Mosaic Virus Gen M/RS1 yRS2 Drygin y col., 1992; Cheny col.,
1996

Tomato Mosaic Virus Especifica del Virus Castelloy col., 1995

Tomato Ringspot Virus Especifica del Virus Chen et al., 1996

Tomato Spotted Wilt Virus [ LRNA/L1y L2 Mumford y col., 1994

Tomato Yellow Leaf Curl [ Especifica del DNA viral Navot et a., 1992

Virus

Phytophthora infestans IDNA/ITS4 e ITS5 Trout y col., 1997

Fusarium oxysporum rDNA/IGS Edel y col., 2001

Rhizoctonia solani IDNA/ITS Mazzolay col., 1996

Clavibacter michiganensis | Especifica del DNA/CM3 vy |Sousa Santos y col., 1997

michiganensis Cm4

Ralstonia solanacearum Cromosomal/PS96H y PS961 | Hartungy col., 1998

El contar con esta herramienta de deteccion, nos permite la identificacion
oportuna de los fitopatdgenos, para poder definir los métodos de manejo que
impliquen tanto los tratamientos en campo, en invernaderos, asi como los
tratamientos preventivos en ciclos posteriores, y que ademas impacten en los

programas de certificacion fitosanitaria.

Sin embargo, el éxito de las técnicas moleculares depende entre otros
factores, de la calidad y cantidad de ADN que se extraiga de los tejidos de las
plantas o de matrices complejas como el suelo y minerales. En particular, para
el estudio de los fitopatdgenos habitantes del suelo, ya sea para su deteccion, o
para investigaciones referentes a ecologia microbiana que permitan establecer
métodos de manejo biologico, es fundamental contar con un buen método de
extraccion de ADN de esta matriz. La eficiencia de la lisis celular, asi como la

cantidad y calidad del ADN son cruciales para las subsecuentes aplicaciones.
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Se han desarrollado numerosos métodos para la extraccion de ADN de
hongos y bacterias sin previo aislamiento del organismo (Miller y ol., 1997;
Orgram, 2000), no obstante, éstos se optimizan para un tipo de suelo
especifico, lo que implica que no se puede aplicar de manera general a todo los
suelos, debido a que éstos son altamente variables en sus propiedades fisicas y
guimicas, particularmente con respecto a la estructura y cantidad de materia
organica. Al respecto, un problema especifico es la co-purificacion de los acidos
hdmicos y fulvicos y es uno de los obstaculos durante la obtencion de un ADN
gue no contenga contaminantes, los cuales pueden afectar las técnicas
moleculares como la PCR, debido a que estos compuestos son inhibidores de la
Taq polimerasa (Zhou y col., 1996). Desarrollar un método Unico para la
extraccion de ADN de matrices complejas, con una eficiente lisis celular para
todos los grupos microbianos y que se realice en poco tiempo seria de gran
aplicabilidad para el andlisis de las comunidades microbianas de cualquier
suelo. Se han desarrollado varios métodos abordando los dos problemas
fundamentales que son la lisis celular y la pureza del ADN, los cuales se han
combinado tratamientos quimicos y fisico como son el uso de buffers de lisis
gue contienen alta concentracion de detergentes, arena, o perlas de vidrio y
enzimas como la lisozima, aplicando agitacion (Frostegard y col., 1999; Millar y
col.,, 1999). Vazquez-Marrufo y col (2002), desarrollaron un método para el
aislamiento de ADN de hongos de suelo forestal modificando en protocolo de
Bahnweg y col (1998). El aspecto fundamental para el éxito de este protocolo,
es el uso de cloruro de bencilo (BC) el cual promueve la lisis celular y la
extraccion de los acidos humicos y fllvicos, ademas de otros contaminantes
organicos. El protocolo basicamente se realiza en dos etapas: la primera se
lleva a cabo en un solo tubo la lisis celular, con el buffer de lisis, el tratamiento
con BC y la extraccion complementaria de compuestos organicos con fenol-
cloroformo. En la segunda se recupera el ADN por precipitacion con
isopropanol. Este método posee cualidades como las de ser rapido, econémico

y la calidad del ADN es apropiada para la técnica de la PCR.



Diagnostico Molecular de Fitopatdgenos

1.2.1. Diagnéstico molecular de hongos

En el caso de los hongos, se obtuvieron numerosas secuencias de los
genes del rRNA anteriormente al desarrollo de la PCR, por aislamiento y
secuenciacion de los genes clonados individualmente (Medlin y col., 1988). Sin
embargo, con el advenimiento de la PCR, la amplificacion del ADN con esta
técnica y la secuenciacion directa de estos productos ha sido utilizada de
manera preferencial por las ventajas que ofrece, que son las siguientes: 1) No
requiere de un ADN muy puro; 2) Se requieren cantidades muy pequefas (0.1 a
10ng) para lograr la amplificacion; 3) Ambas cadenas del gen se pueden
secuenciar lo cual reduce errores; y 4) el método es compatible con

instrumentos de secuenciacidon automatizada del ADN.

Los genes del RNA ribosomal (rDNA) poseen caracteristicas que son
apropiadas para la deteccion de hongos. Los rDNA son altamente estables y
exhiben una gama de regiones conservadas y variables dentro del genoma.
Estos generalmente existen en copias mdltiples, por arriba de 200 copias por
genoma haploide, arreglados en secuencias repetidas en tandem, en las que
cada secuencia consiste de los siguientes genes y regiones intergénicas:
subunidad pequefia 18S rRNA, region ITS1, 5.8S rRNA, ITS 2, y la subunidad
grande 28S rRNA (Figura 1). Las regiones espaciadoras transcripcionales
intergénicas (ITS), son regiones en las que se presenta mas variacion entre
diferentes especies de hongos y por consiguiente son un blanco muy atractivo
para estudios de taxonomia, filogenia y deteccion molecular de estos
microorganismos (Whitey col., 1990; Matsumoto y col., 1999). Esta region se ha
utilizado en diversas formas para el diagnéstico e identificacion de hongos, y en
relacion a hongos fitopatbgenos principalmente para el disefio de

oligonucledtidos (iniciadores) especificos para varios géneros y especies.

Konstantinova y col. (2002) desarrollaron oligonucledtidos especificos para
el diagnostico e identificacion de tres especies de Alternaria, las cuales infectan
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la semilla de zanahoria y son potencialmente toxigénicas. Primero amplificaron
por PCR la region ITS de 50 aislados de Alternaria con los oligos ITS1/ITS4 y
obtuvieron fragmentos de 520 a 550 pb. En base al analisis de estas secuencias
se disefiaron 15 juegos de oligos, de los cuales AAF2/AAR3 fue especifico para
Alternaria alternata, ARF2/ARR3 para A. radicina y ADF2/ADR1 para A. dauci
Estos oligos detectaron diferencialmente cada especie en un extracto de semilla
o de raiz. La sensibilidad fue de 0.5 a 1 ng del ADN del patdgeno en 20 ng de
ADN de la planta y ademas se pudo detectar una semilla infectada en el

analisis de 100 semillas.
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Figura 1. Regiones conservadas y variables del DNA ribosomal de hongos A)
Secuencias repetidas arregladas en tandem del ADN ribosomal de hongos.
Cada secuencia esta constituida por los genes de la subunidad pequefa 18S,
region ITS1, 5.8S rRNA, ITS 2, y la subunidad grande 28S. B) Regiones donde
se disefiaron los oligonucledtidos por White y col. (1990) para amplificar las
regiones ITS de los ARNr.
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El Tizén tardio de la papa y jitomate causado por P. infestans, es una
enfermedad devastadora que requiere un método rapido, seguro y especifico
para detectar a este hongo en los frutos infectados, hojas y tubérculos. La
region ITS del rDNA de cuatro aislamientos de P. infestans que representan los
cuatro genotipos principales, se amplific6 por PCR con los oligos universales
ITS5/ITS4. Los productos fueron secuenciados y las secuencias fueron
comparadas con las de otras especies de Phytophthora y se seleccioné una
region que fue Unica para P. infestans, la cual se us6 para disefiar el oligo
especifico denominado PINF. Este se utilizé con el ITS 5 y se amplificd un
fragmento de 600 pb aproximadamente solamente de papa y jitomate con P.
infestans , dando resultados negativos con un minimo de 13 géneros distintos de
hongos y bacterias, asi como 14 especies de Phytophthora, dando reaccion

cruzada Unicamente con P. mirabilis y P. cactarum (Trout y col., 1997).

Recientemente se introdujo la variante A2 de P. Infestans a Europa y
Norteamérica y conjuntamente la aparicion de razas tolerantes al metalaxil, lo
cual provocé la reemergencia de epidemias por este patdgeno. La técnica
molecular desarrollada por Trout y col. (1997) puede detectar a este hongo en
muestras de papa y jitomate en campo, y considerar los métodos apropiados de
manejo antes de que se desencaden una epidemia. La region ITS del género
Phytophthora se ha utilizado ampliamente para la diferenciacion de especies, tal
es el caso de un oligonucleétido sonda que en combinacién con el oligo
universal ITS1, amplific6 solamente el ADN de P. capsici, P. citricolay P.
citrophthora. En 2004, Tian y Babadoost utilizaron el oligo PCAP con el ITS 5y
amplificaron el ADN especificamente de P. capsici Con estos oligos
establecieron la gama de hospederos de este hongo en lllinois y encontraron

gue las cucurbitaceas y el chile son los hospederos mas susceptibles.
Abd-Elsalam y col. (2003), desarrollaron dos iniciadores selectivos a nivel

de taxon para identificar de una forma rapida hongos del género Fusarium.
Estos oligos denominados ITS-Fu-f e ITSFur se diseflaron en base a la
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secuencia de la region ITS de una gran variedad de especies del género
Fusarium, amplificadas con los oligos universales ITS1 /ITS4. Se evalud la
especificidad con otros hongos como Rhizoctonia solani y Macrophomina
phaseolina. Estos oligos se aplicaron para un diagnéstico temprano de la

marchitez por Fusarium oxysporum en plantulas de algodén.

Fusarium oxysporum f. sp. canariensis (FOC) es el agente etiolégico de la
marchitez que afecta a las palmas (Phoenix canariensis) de las Islas Canarias.
Para facilitar el manejo de la enfermedad, se desarroll6 un método de
diagnostico basado en la PCR. A partir de una biblioteca genémica de FOC, se
encontré un aislamiento que se aprovechd para identificar una secuencia del
ADN para el diagnostico de un inaje que contenga todos los aislamientos de
FOC. El par de oligos HK66/HK67 amplificO un producto de 567 pb con el
extracto de ADN de todos los aislamientos de FOC. Estos oligos dan una
reaccion cruzada con algunos aislamiento de F. oxysporum f.sp. cubense, las
cuales se pueden diferenciar con un analisis por patron de restriccion (RFLP)
(Plyler y col., 1999)

La identificacion de algunas especies de Pythium es muy dificil a pesar de
contar con medios selectivos para el aislamiento de muchas especies del suelo
y de los tejidos vegetales infectados. Los problemas de identificacion y
cuantificacion han limitado el estudio de la ecologia de las especies de Pythium
y el diagnostico de las especies responsables de la enfermedad. En un trabajo
de Kageyama y col. (1997), se amplificé la region ITS de P. ultimum y Pythium
grupo HS (variante asexual de P. ultimum) de acuerdo a las claves de
identificacion de Plaats-Niterink (1981). En base a esta secuencia se disefiaron
los oligos especificos K1/K3 para detectar por PCR a este hongo en plantulas
con damping-off. Con estos oligos ademéas se corroboré que el grupo HS de

Pythium corresponde a una variante asexual.
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En el periodo de 1994 a 1996, en Finlandia se informé de las grandes
pérdidas en Rubus arcticus originadas por una enfermedad que provocaba
manchas en las hojas y secaba el follaje. El patégeno probablemente asociados
con esta enfermedad era Peronospora esparsa, el cual es un parasito obligado
gue no puede crecer in vitro. Esta caracteristica hace dificil el diagnostico de
este hongo. Lindgvist y col., (1998) colectaron micelio y zoosporangios de
plantas enfermas e inocularon las variedades susceptibles Pima y Mespi, en
condiciones de invernadero. Después de que se manifestd la enfermedad,
realizaron la extraccion del ADN de estas plantas y amplificaron la region ITS
con lo oligos universales ITS1/ITS2 e ITS3/ITS4. La secuencia de la region ITS
de P. sparsase compardé con la de otros hongos que infectan a Rubus arcticus.
Se detecté una pequefia secuencia variable y caracteristica para P. sparsay
con ella se disefiaron dos juegos de oligos especificos el PR1/PR2 y PR3/PRA4.
El dltimo par de oligos amplificaron el ADN de plantas infectadas Unicamente
con P. sparsa y no el de plantas sanas ni el de otros hongos. Esta técnica se
puede utilizar para verificar la calidad fitosanitaria deque se distribuya a lo

agricultores, para propagacion por injerto y micropropagacion.

La técnica de PCR también se puede utilizar como procedimiento simple
para la identificacion de todos los miembros de especies complejas como el
hongo Lepthosphaeria maculans (etapa anamorfa Phoma lingam) que afecta a
las cruciferas, sin embargo, esta especie estd dividida en dos patotipos:
virulentos y avirulentos. Algunos autores las consideran dos especies distintas.
Por esta situacion se requiere de una herramienta molecular que permita la
definicion de subgrupos o subespecies. Balesdent y col. (1998) amplificaron la
region ITS con los oligos universales PN3/PN10 de una coleccién internacional
constituida por aislamientos de tres continentes (América del Norte, Europa y
Australia) y un aislamiento para comparaciéon de Phoma nigrificans. Se encontrd
polimorfismo en el tamafio de la regién ITS, que permitié distinguir tres grupos.
Posteriormente la digestion de la region ITS con 19 endonucleasas de
restriccion mostro cinco diferentes subgrupos y que el sitio de polimorfismo es
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conservado para cada subgrupo. Se logré la amplificacién directa de la regién
ITS, utilizando conidias intactas de cultivos axénicos o de hojas, con solamente
una etapa de desnaturalizacién a 95°C /4 min previa a la reaccién de PCR. Se
establecié un protocolo de rutina para la identificacion de subgrupos de L
maculans, el cual no requiere de la extracciéon de ADN y se fundamenta en la
simple caracterizacion de la region ITS.

Ademas de diagnosticar e identificar a los hongos fitopatdgenos en los
tejidos de las plantas enfermas, también es posible diagnosticarlos con la PCR
en suelo, en sustratos para propagacion en invernaderos y en agua. En estas
circunstancias, es frecuente que la cantidad de ADN del hongo se encuentre en
niveles bajos y por consiguiente lo adecuado es realizar una técnica de PCR
anidada. Una investigacion en este sentido fue realizada por Faggian y col
(1999), quienes desarrollaron una técnica de diagnéstico por PCR anidado para
detectar a Plasmodiophora brassicae en el suelo y el agua, con los oligos
especificos externos Pb ITS1/PbITS2 e internos PbITS6/PbITS7. Hongos
relacionados como Spongospora subterranea y otros que se ubican en las
raices de cruciferas no fueron detectados. Debido a que P. brassicae es
parasito obligado y habitante del suelo, los métodos de diagndstico implican
pruebas de patogenicidad que tardan alrededor de ocho semanas. Esta técnica
representa una forma rapida de revelar los suelos infestados por P. brassicaey

llevar a cabo las acciones conducentes para su tratamiento.

1.2.2. Diagndéstico molecular de bacterias

Diversas estrategias se han llevado a cabo para el disefio de oligos
especificos para la deteccion de bacterias fitopatogenas por PCR, una de ellas
implica las secuencias de ADN implicitas en los genes de patogenicidad (Leite y
col.,1994), Por ejemplo, las variantes de Agrobacterium parecen ser un
complejo de genotipos cromosomales capaces de estimular la enfermedad en

base a la presencia de un plasmido inductor de tumor (Ti; A. tumefaciens) o un

40



Diagnostico Molecular de Fitopatdgenos

plasmido inductor de la proliferacion de raices (Ri; A. rhizogenes). No obstante,
todas las variantes patogenas tienen genes de virulencia (vir) que intevienen en
la transferencia del ADN de la bacteria a la planta. El entendimiento de los
mecanismos de patogeniciadad ha permitido el disefio de humerosos juegos de
oligos que se derivan de los genes de patogenicidad. Haas y col. (1995) usaron
oligos para la porcion altamente conservada del gen virD2 con los cuales se
detectan cepas patogénicas de Agrobacterium. También se disefiaron oligos
para amplificar el segmento del oncogén ipt, asociado con la induccion de
agallas, los que permiten diferenciar las cepas inductoras de tumores de las que
no lo hacen. Darrase y col. (1994) disefiaron los oligos para amplificar un
fragmento de 434 pb del gen que codifica la enzima pectato liasa (gen pel), la
cual estd asociada al sintoma de pudricion blanda que provocan las cepas de
Erwinia carotovora. Estos iniciadores podrian identificar especificamente
subespecies pectoliticas incluyendo a wasabie, atroseptica y odorifera pero no a

betavasculorum y otras especies de Erwinia.

Varios iniciadores se han desarrollado para amplificar segmentos de genes
asociados a factores de virulencia, tales como el gen efe (enzima formadora de
etileno). La deteccion especifica de variantes virulentas permite la identificacion
rapida de éstas en una poblacion dada. Otra estrategia es la utilizacion de los
genes del rRNA (Bagsic y col., 1995; Maes y col., 1996). En las bacterias el
rDNA comprende tres genes evolutivamente conservados, el gene de la
subunidad pequefia 16S rRNA, el de la subunidad grande 23S rRNA y el gene
55 rRNA y dos interespacios diferentes que son la region espaciadora
trascripcional intergénica (ITS) y el pequefio espacio entre la 23S y 5S.
Estrategias mdultiples se han adoptado para caracterizar a las bacterias
basandose en el DNA ribosomal. Se han disefiado oligos para las regiones
altamente conservadas de estos genes, a los que se les denomina oligos
universales (Fig. 2). Dentro de las técnicas de secuenciacion para filogenias, se
han analizado las secuencias de 5S, 16S y 23S y al parecer el uso de la 16S es
la mas adecuada ya que los oligos universales flanquean una region mayor de
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Figura 2. Organizacion del DNA ribosomal en bacterias. Los genes del
rRNA poseen regiones conservadas y variables, ademas de la region ITS que
pueden ser aprovechadas por diversos métodos para el estudio filogenético y
deteccion de bacterias fitopatdgenas. Los oligonucleotidos universales para
amplificar el ADNr corresponden al juego 1-2; para la amplificacion de los ITS se
utilizaron los juegos de oligonucleétidos 5-6. Los juegos 3-4, 8-7, 5-7 y 86 para
el disefio de oligonucledtidos especificos

de oligonucledtidos especificos del000 pb lo cual hace més robusto el andlisis
filogenético comparado con regiones menores de 5S y 23 S. Su andlisis ha
permitido encontrar patrones de secuencias especificos para grupos, especies o
incluso serotipos bacterianos. Para estos casos se disefian oligos en regiones
variables del rRNA 16S, de tal forma que a partir de secuencias conservadas se
pueden generar oligos universales que amplifiquen un grupo bacteriano y en
regiones variables del mismo, se disefian oligos para seleccionar especies 0
serotipos (Louws y col., 1999). Las secuencias especificas en el 16S RNA a
nivel de género para las fitobacterias estdn bien documentadas (Deparasis y
Roth, 1990) y en base a ellas se han diseiiado oligos para las diversas especies
de Pseudomonas y Xanthomonas. Maes (1993) dedujo un juego de oligos por
combinacion de un oligo universal para el 16S rDNA con un primer reverso
especifico para Xanthomonas, que fueron capaces de amplificar un fragmento
especifico de 480 pb para bacterias de ese género en extractos de semillas de
trigo. Seal y col (1993,1992) desarrollaron “primers” con los que amplificaron un
fragmento del 16SrRNA de 287-288 pb especifico de Ralstonia solanacearum, a
partir de 1 a 10 UFC (unidades formadoras de colonias). Estos oligos fueron
Utiles para identificar razas y biovares, no obstante, dan reacciones cruzadas

con otras bacterias asociadas a la papa. También se han utilizado las
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secuencias del 23S rRNA de Erwinia amylovora amplificando con los oligos

especificos para este gen (oligos 3-4) (Louws y col., 1999).

En cuanto a los genes de la region espaciadora entre 16S y 23S rRNA
Takeuchi y col (1997), secuenciaron esta region para 6 especies de
Burkholderia y la de otras dos bacterias relacionadas. Con ellas pudieron
disefar oligos especificos dentro de la region ITS para detectar a B. plantariiy
B. glumae que se asocian a dafios en plantulas de arroz. La region ITS puede
incluir varios genes tRNA y regiones no codificantes y parece estar bajo menos
presion de seleccion y ademas ser mas variable que la 16S y 23S rRNA. La
secuencia del 16S rRNA se ha utilizado para estudios filogenéticos entre
especies de Erwinia carotovora, productoras de pudriciones blandas, sin
embargo, la identificacion de subespecies no es resuelta por este método. Las
multicopias de la region ITS exhiben mayor variabilidad por lo que ésta se
amplificé con oligos universales y la identificacion se realizé por polimorfismo en
la longitud de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLP) (Toth y col., 2001).

El ADN plasmidico y las secuencias especificas de funciones
desconocidas han servido como molde para el disefio de oligos especificos y
para el diagnéstico por PCR de varios patdégenos. Algunos genes de los
plasmidos estan relacionados con mecanismos de patogenicidad y con
funciones desconocidas. En varios casos los oligos para la amplificacion del
ADN plasmidico no han podido detectar a todas las variantes virulentas de un
grupo de patdégeno en cuestion. Por ejemplo, los oligos X4c y X4e no detectan a
todas las variantes de las Xanthomonas patdgenas del frijol que causan el Tizén
comun del frijol (Audy y col., 1994; Toth y col., 1998). En particular para
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), la alta homologia entre
las subespecies habia complicado el desarrollo de sondas especificas de ADN.
No obstante, Eichenlaub y col (1992); asi como Meletzus y col. (1993)
encontraron una cepa de esta bacteria con genes de patogenicidad pat.1 en un
plasmido pCM1 y un gen para una endocelulasa (cel A) en un plasmido pCM2.
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Dreier y col (1995) disefiaron un juego de oligos (CMM-5 y CMM-6) derivados
de la secuencia parcial del gen pat 1, los cuales resultaron ser especificos
solamente para cepas virulentas de Cmm y establecieron un método de
diagndstico por PCR para este patdégeno en tejidos vegetales y semillas.

El ADN plasmidico y las secuencias especificas de funciones
desconocidas han servido como molde para el disefio de oligos especificos y
para el diagnéstico por PCR de varios patdégenos. Algunos genes de los
plasmidos estdn relacionados con mecanismos de patogenicidad y con
funciones desconocidas. En varios casos los oligos para la amplificacion del
ADN plasmidico no han podido detectar a todas las variantes virulentas de un
grupo de patdégeno en cuestion. Por ejemplo, los oligos X4c y X4e no detectan a
todas las variantes de las Xanthomonas patdgenas del frijol que causan el Tizén
comun del frijol (Audy y col., 1994; Toth y col., 1998). En particular para
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), la alta homologia entre
las subespecies habia complicado el desarrollo de sondas especificas de ADN.
No obstante, Eichenlaub y col (1992); asi como Meletzus y col. (1993)
encontraron una cepa de esta bacteria con genes de patogenicidad pat.1 en un
plasmido pCM1 y un gen para una endocelulasa (cel A) en un plasmido pCM2.
Dreier y col (1995) disefiaron un juego de oligos (CMM-5 y CMM-6) derivados
de la secuencia parcial del gen pat 1, los cuales resultaron ser especificos
solamente para cepas virulentas de Cmm Yy establecieron un método de

diagndstico por PCR para este patdgeno en tejidos vegetales y semillas.

Sousa Santos y col (1997) desarrollaron un a técnica para la deteccion
especifica por PCR de Cmm en semillas de jitomate. Para ello disefiaron los
oligos especificos CM; y CM, a partir de un fragmento de ADN Unico en Cmm,
el cual se selecciono6 del DNA total de una cepa patogénica hungara no 3613
aportada por Ib Dinesen, Stattens Planteavesforsog, Lyngby, Denmark, que fue
clonado por la técnica “shot-gun cloning” (una gran cantidad de diversos
fragmentos de restriccion se insertaron al azar en un plasmido). Los oligos
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disefiados amplificaron un fragmento de 645 pb de cinco cepas de Cmm pero
no de otras bacterias patdgenas y saprofitas incluyendo a las subespecies C. m.
subsp. sepedonicum, y C. msubsp. insidiosus. La banda del tamafio esperado
también se obtuvo con los extractos de semilla infestadas artificialmente (en
algunas ocasiones la amplificacién fue negativa, probablemente por la presencia

de compuestos inhibidores en los extractos).

Alvarez (s/f), evalué los oligos CMM-5/CMM-6 y los oligos CMg/CM, con
una coleccion aproximadamente de 231 aislamientos de Cmm y sus resultados
indicaron que con los oligos CMM-5/CMM-6, existi6 una concordancia entre el
resultado de la PCR con las pruebas de patogenicidad del 75% de los
aislamientos. A diferencia con los obtenidos con los oligos CMs/CM, que fue del
90%, llegando a la conclusién que estos Ultimos son mejores para el diagndstico

e identificacion de Cmm.

1.2.3. Diagnoéstico molecular de fitoplasmas

En lo que se refiere a bs fitoplasmas, la PCR es la técnica mas versétil
para su deteccion en la planta hospedera y en su vector, y se basa
principalmente en secuencias especificas para este grupo microbiano dentro del
gene 16S rRNA (Lee y col., 1993). Basicamente las secuencias del 16S rRNA y
su analisis por RFLP son el fundamento del sistema taxondémico actual de los
fitoplasmas, El andlisis molecular los ubica dentro de la clase Mollicutes y estan
subdivididos en 14 grupos principales y 46 subgrupos (Fig. 3) (Lee y col.,
1998).

Varios métodos se han desarrollado para la deteccion de fitoplasmas, los
cuales difieren practicamente en el tipo de iniciadores. Estos se han disefiado
en base a secuencias conservadas del 16S rRNA. La mayoria se han utilizado
para la diferenciacion de grupos de fitoplasmas, lo que significa que los
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productos de PCR son relativamente grandes, y por consiguiente disminuye la
sensibilidad. En el Cuadro 3, se resumen los juegos universales de oligos que
se han disefiado para la deteccion de fitoplasmas. Los oligos P1/P6 o P7 se han
aplicado ampliamente y con ellos se detectan todos los aislamientos de
fitoplasmas. El riesgo es que el ADN de otros procariotes puede interferir
especialmente con el P1/P6. El tamafio del producto de 1500 a 1800 pb
disminuye probablemente su sensibilidad. No obstante, Green y Thompson
(1999) ampilificaron con los oligos P1/P7 el rDNA de los siguientes fitoplasmas:
pear decline, western X, peach yellow leaf roll, peach rossette, apple
proliferation, Australian grapevine yellows y Vaccinium witches’broom. El
producto contiene la secuencia completa del gen 16SrRNA y la region

espaciadora entre el 16/23S.

En Australia, tres enfermedades que inciden en el cultivo del papayo
(Carica papaya) se han asociado con fitoplasmas y son dieback, yellow crinkle y
mosaic. La amplificacion del ADN (de muestras con los sintomas caracteristicos
de cada enfermedad) con los oligos P1/P7 y fU5 /AGY2 (oligos especificos a
nivel de grupo) permitié diferenciar solamente dos tipos de fitoplasmas y se
concluyd que yellow crinkle y mosaic son orignados por el mismo patégeno, no
asi dieback que es causado por un fitoplasma asociado al subgrupo stolbur del
aster yellows. Estos oligos facilitaron los estudios epidemiolégicos de las
enfermedades de la papaya (Guthrie y col., 1998).
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Fig. 3. Arbol filogenético de 42 especies diferentes de fitoplasmas construido

por el analisis de la secuencia completa del gen 16r RNA y seis miembros de la
clase Mollicutes. Figura tomada de http:www.uniud.it/phytoplasma/.
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Cuadro 3 Oligos universales disefiados para la deteccion e identificacion de
fitoplasmas (para consultar las secuencias de oligonucleétidos referirse a las
citas en el cuadro).

Oligos Tamafio del producto de | Método desarrollado por:
PCR-pb
SN910601/SN910502 | 1370 Namba y col.,1993
“Ahrens” 558 Ahrens y Seemidiller,1992
P1/P6 1500 Deng y Hiruki, 1991
P1/P7 1800 Deng y Hiruki, 1991 vy
Schneider y col., 1995
NGF/NGR 506 Andersen y col.,1998
fU5/rU3 865 Lorenz y col., 1995
R16mF2/R16mR1 1400 Gundersen y Lee, 1996
R16F2n/R16R2 1248

La secuencia del ADN ribosomal y no ribosomal de fitoplasmas que causan
las enfermedades “apple proliferation” y “pear decline” fueron analizadas para
disefiar un par de oligos para la deteccion e identificacion de estos fitoplasmas.
El juego de oligo fU5/rU3 derivados del rDNA amplific6 el ADN de 42 muestras
de perales infectados con “pear decline” y 36 arboles de manzano con “apple
proliferation”. Estos oligos también amplificaron el rDNA de diferentes
fitoplasmas probados. Ademas se disefiaron un par de oligos especificos
(fO1/rO1) para el grupo de fitoplasmas que incluye a los dos anteriores y a otros
fitoplasmas asociados como el “European stone fruit yellows”. La deteccion de
los fitoplasmas “apple proliferation” y “pear decline” con los oligos fU5/rU3 y

fO1/rO1 fue mas sensible (Lorenz y col., 1995).

Normalmente, los fitoplasmas se encuentran en concentraciones muy

bajas, ademas de estar localizados en tejidos muy especificos por lo que es
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dificil detectarlos. La metodologia alterna ha sido la aplicacion de la PCR
anidado, con la combinacion de los diferentes juegos de oligos universales.
Waterworth y Mock (1999), establecieron una técnica de PCR anidada para
evaluar en forma rutinaria fitoplasmas en yemas invernantes de arboles frutales.
Los juegos de oligos universales R16mF2/R16mR1 se utilizaron para la primera
amplificacion, en tanto que R16F2n/R16R2 para la segunda (oligos disefiados
por Gundersen y Lee, 1996). En todas las muestras infectadas que se
analizaron, se detectaron fitoplasmas asociados con las enfermedades “peach
yellow leaf roll”, “Western X", “apricot chlorotic leaf roll”, “plum leptonecrosis” y
“apple proliferation”. Rapidamente se detectaron fitoplasmas tanto en yemas
invernantes como en tejido internodal de Prunus spp. Esta técnica reemplaza al
método de deteccion por injerto en plantas indicadoras, la cual puede dar
resultado en tres afios. En Colombia también se utilizé esta PCR anidada, con
los mismo oligos de Gundersen y Lee (1996) para esclarecer la etiologia de una
enfermedad en la yuca Manihot esculenta Crantz), la que se conoce como
“Frogskin disease” y causa pérdidas aproximadamente del 90%, y que
correspondié a un fitoplasma (CIAT, 2002). Saumtally y col., (s/f) probaron los
pares de oligos P1/P7, SN 9106601/P6, R16mF2/R16mR1 y R16F2n/R16R2
para detectar por PCR al fitoplasma causante de la “sugar yellows
phytoplasma”. Estos investigadores llegaron a la conclusion que los mejores
iniciadores fueron R16mF2/R16mR1 y R16F2n/R16R2. En afios recientes, en
México, el cultivo de la papa ha sido afectado por dos enfermedades llamadas
“potato purple top” (PPT) y “potato hair sprout” (PHS). Existen evidencias de que
los agentes etioldgicos son fitoplasmas. Se realizé una técnica de PCR anidada
con los juegos de oligos P1/Tint y R16F/R16RR2. Los productos de PCR se
analizaron por RFLP y éstos revelaron coinfecciones por dos fitoplasmas que
infectan al cultivo de la papa; el causante de PPT corresponde al grupo 16Srl y
el PHS al 16Srll (Leyva-Lopez y col., 2002)

Luna-Esquivel y col. (2003) lograron identificar un fitoplasma en plantas de
gandu (Cajanus cajan) y frijol lima (Phaseolus lunatus), con sintomas de escoba
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de bruja y lamina foliar reducida. Las muestras se colectaron en el municipio de
Altamirano estado de Guerrero, México, con el fin de determinar la presencia de
fitoplasmas mediante PCR con el par de iniciadores P1/Tint; el fragmento se
sometié a una segunda reaccion con los iniciadores R16F2/R16R2. El producto
amplificado en la segunda reaccion fue digerido con las enzimas de restriccion
Alul, Kpnl, Msel, Hpall, Hhal, y Tsp509l. Los patrones de restriccion y
secuenciacion del fragmento 16S ADNr (Acceso AY247417, AY248753),
indicaron similitud con el grupo 16SrIX del fitoplasma pigeon pea witches broom.
Por primera vez se informa de la presencia de este fitoplasma en el estado de

Guerrero en México.

La secuencia del gen 16S rRNA de fitoplasmas es muy similar, lo cual
dificulta el disefio de oligos especificos. Todos los fitoplasmas examinados a la
fecha contienen dos operones rRNA, los cuales parecen ser idénticos. Smart y
col., 1996 analizaron la region espaciadora entre el 16S y 23S y encontraron
gue presenta mayor variabilidad que la 16S. Ellos disefiaron 10 iniciadores a
partir de la region espaciadora, los cuales amplificaron especificamente el ADN
de algunos grupos de fitoplasmas como el “elm yellows”, “ash yellows” y “pear
decline”. También se han disefiado oligos especificos en el caso de la
enfermedad del amarillamiento letal (Letal Yellowing, LY) del cocotero (Cocos
nucifera. L) que esta presente en Cuba desde finales del siglo XIX ocasionando
dafos severos en diferentes regiones del pais; se realizo el diagnostico por la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) empleando los oligos especificos
LYC24F y LYC24R. Los resultados positivos obtenidos por PCR al utilizar
dichos oligos confirman la presencia del LY en Cuba. Se determiné una gran
similitud entre las secuencias de los clones cubanos y las de los fitoplasmas
causantes de esta enfermedad en México (Llauger y col., 2001; Harrison y col.,
1996) desarrollaron una técnica de PCR capaz de detectar especificamente al
fitoplasma asociado con la enfermedad “maize bushy stunt” del maiz. Estos
investigadores disefiaron los oligos MBS-F1/MBS-R1, de una secuencia parcial
de un fragmento del ADN del fitoplasma MBS clonado.
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Finalmente nuevas tecnologias para el diagnostico de enfermedades de
plantas se estan desarrollando con el objetivo de incrementar la sensibilidad, la
especificidad y la rapidez para obtener los resultados, a través de la
combinacion de las técnicas tradicionales con la nuevas técnicas basadas en
los acidos nucleicos, y dichas innovaciones haran que los procedimientos

complejos sean mas simples y aplicables a un gran nimero de muestras.

5l
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OBJETIVOS

Objetivo general

Establecer las técnicas moleculares basadas en la PCR que permitan
diagnosticar certera y oportunamente algunas de las enfermedades de

importancia econémica del jitomate y del chile, en el altiplano potosino.

Objetivos especificos

1.- Identificar por métodos moleculares al agente causal del cancer bacteriano
en semilla, suelo y plantas establecidas en invernadero y campo, utilizando los
oligonucledtidos CMz y CM, especificos para Clavibacter michiganensis subsp.

Michiganensis.

2.- Diagnosticar la presencia de hongos fitopatdgenos en semilla, suelo y
plantas establecidas en invernadero y campo mediante la amplificacion de las
regiones ITS (internal transcribed spacer) de los genes RNA ribosomales.

3.- Detectar por técnicas moleculares a las bacterias causantes de la

fitoplasmosis en base a las secuencias cons ervadas de los genes ribosomales
(16S rDNA) de estas bacterias.
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Il MATERIALES Y METODOS

2.1. Colecta de muestras

Se realizaron inspecciones de campo en diferentes predios de la regién de
Arista, la cual comprende a Villa de Arista, Moctezuma, Bocas y Venado;
ademas en Villa de Guadalupe (predios del Huizache), Cedral y Vanegas. Se
registré la sintomatologia en plantas de jitomate y chile, se determind la
incidencia, el patrén de distribucion de cada enfermedad y se colectaron
muestras de plantas con sintomas caracteristicos para las diferentes

enfermedades bacterianas, fungosas y virales.

2.2. Cepas de referencia de microorganismos fitopatdégenos.

Se adquirieron las cepas de Clavibacter michiganensis michiganensis,
(Cmm) Xanthomonas campestris pv vesicatoria, Fusarium oxysporum,
Verticillium dalhie, V. albo-atrum y Alternaria solani del cepario del Institute of
Fermentation of Osaka, Japan. Las cepas Phytophthora capsiciy P. Infestans
fueron proporcionadas por la Dra Silvia Gonzalez Pavia de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, y la de Rhizoctonia solani se aislé de

plantas enfermas de la region.

2.3. Reactivos y medios de cultivo

En general, los reactivos que se utlizaon en la preparacion de la
soluciones fueron de alta pureza y provenian de compafiias como Sigma
Aldrich, J. T. Baker, Biochemics y Shelton Scientific-IN. Los medios de cultivo
fueron de Bioxon, Beckton Dickinson, y Merck. Las enzimas de restriccion y la
T4 DNA ligasa fueron de New England BioLabs, Invitrogen, Inc. y Promega. La

Taq DNA-polimerasa de Roche Diagnostic.
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2.4. Extraccién de ADN

Se ensayaron diferentes protocolos de extraccion de ADN total de tejidos
vegetales, asi como para los cultivos de los hongos y bacterias de referencia.
Sin embargo, considerando que los métodos de diagnéstico deben ser rapidos y
practicos, es fundamental para esto contar con un solo método de extraccion, y
de acuerdo a Sharma y col (2003) una caracteristica deseable del mismo,
cuando es aplicado rutinariamente a un gran numero de muestras, es no
depender del uso de nitrégeno liquido. En base a lo expuesto, se establecié un
solo método de extraccion de ADN para todas las cepas microbianas, asi como
para las dferentes muestras de tejido vegetal y semilla. Este se fundamento6 en
el método utilizado por Green y Thompson (1999) que no utiliza nitrégeno
liquido y consiste en moler 0.5 g de tejido vegetal, o la biomasa microbiana de
una caja petri con medio de cultivo, con 2 ml del buffer de extraccion CTAB
(bromuro de hexadeciltrimetilamonio) compuesto por 100 mM de Tris-HCl a pH
8.0, 1.4M de NaCl, 50mM de EDTA a pH 8.0, 25% de CTAB, 1%
polivinilpirrolidona y 0.2% 2-mercaptoetanol. El protocolo se llevdo a cabo de
acuerdo a lo indicado en el Cuadro 4.

Tomando en cuenta que la enfermedad denominada “cancer bacteriano”
tiene también al suelo como fuente de inéculo importante, es vital disponer de
un meéetodo de extraccibn de ADN de las bacterias (Cmm) que infestan los
suelos y con ello poder detectar al patbgeno en esta matriz compleja. EI método
debe de cumplir con ciertas caracteristicas, como ser eficiente en la lisis de las
células inmersas en el suelo, en la obtencién de ADN en cantidad suficiente, y
eliminar ademas los elementos inhibidores de la Taq polimerasa como &cidos
hamicos y fllvicos. Se eligi6 el protocolo de extraccibon de ADN de
microorganismo del suelo propuesto por Vazquez-Marrufo y col. (2002), el cual
se distingue por usar cloruro de bencilo para eliminar a los acidos humicos y
fulvicos. El protocolo fue modificado para su optimizacion ya que no funcion6
con una sola etapa liquida de transferencia como proponen los autores, se

utilizé ademas un buffer de lisis diferente, y las cantidades de buffer de lisis,
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cloruro de bencilo y fenolcloroformo-alcohol isoamilico se redujeron a la mitad
de las indicadas en la referencia original (Cuadro 5). Este protocolo se probo
con suelo infestado tanto de modo artificial como naturalmente (procedente de
Villa de Arista, SLP), y con suelos no infestados de otros sitios.

Cuadro 4. Protocolo de extraccion de ADN a partir de tejidos vegetales
infectados, y de cepas microbianas de referencia

1. Pesar 0.5 g de tejido infectado y agregar 500 ml de buffer de
extraccién, para posteriormente triturar por maceracién en un
mortero.

2. Incubar el homogeneizado (vegetal o microbiano) a 65°C por 30 min

3. Centrifugar a 13,000 rpm por 5 min
Pasar el sobrenadante a un tubo eppendorff limpio, adicionar un
volumen de fenol:.cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) vy
centrifugar a 13,000 rpm por 10 min

5. Separar la fase acuosa y volver a adicionar un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y centrifugar a 13,000
rpom por 10 min

6. Pasar la fase acuosa aun tubo eppendorff limpio y agregar 2 m de
RNAasa 25 mM e incubar a 37°C por 30 min

7. Precipitar el ADN con un volumen igual de alcohol isoamilico e
incubar en hielo por 5 min

8. Centrifugar a 13,000 rpm por 10 min y eliminar el sobrenadante

9. Lavar la pastilla con 450 m de etanol al 70%

10. Centrifugar a 13,000 rpm 2 min y eliminar el sobrenadante

10. Secar al aire y resuspender en 40 m de TE (Tris.HCI 10 mM y EDTA
1 mM) pH 8.0




Diagnostico Molecular de Fitopatdgenos

Cuadro 5. Protocolo extraccion de ADN para microorganismos del sueloy de
cepas microbianas de referencia

1. Disolver 5 g de suelo previamente pulverizado en 2 ml (si el suelo estd himedo) o con 5 ml

(suelo seco) del buffer de extraccion CTAB (bromuro de hexadeciltrimetil-amonio) compuesto
100 mM de Tris_HCIl a pH 8.0, 1.4 M NaCl, 50 mM de EDTA a pH 8.0, 2.5% de CTAB, 1%

polivinilpirrolidonay 0.2% de 2-mercaptoetanol.

2. Transferir la muestra a un tubo de polipropileno de 50 ml e incubar a 65°C por 15
min con agitacion.

3. Adicionar 5 ml de cloruro de bencilo y mezclar con vortex por 3 min. Incubar a
65°C por 15 min con agitacion.

4. Centrifugar a 13,000 rpm por 10 min. Pasar el sobrenadante a un tubo limpio

5. Agregar 5 ml de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y mezclar con vortex por 1
min. Incubar en hielo por 10 min.

6. Centrifugar a 13,000 rpm por 15 min. Obtener la fase acuosa y adicionar un
volumen igual de isopropanol frio.

7.Incubar a -20 °C por 15 min y centrifugar a 13,000 rpm por 15 min.
8. Eliminar la fase acuosa y lavar la pastilla con etanol al 70% para eliminar las sales.

9. Secar la pastilla al aire y disolver en 50 yl de TE (10mM de TrisHCI y 1mM de EDTA a
pH 8.0)

2.5. Diagnéstico de enfermedades basadas en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)

Considerando la sintomatologia observada en campo, se realizd6 el
diagndstico presuntivo de la o las enfermedades presentes en las plantas, y en
base a ello, se defini6 la composicion de la mezcla maestra de reaccion, las
condiciones para la amplificacién del ADN y los oligonucleétidos a utilizar.

Se eligieron los iniciadores apropiados de acuerdo a estudios publicados y
a la enfermedad o enfermedades diagnosticadas por una evaluacion preliminar.

Para el cancer bacteriano (Cmm) se eligieron los oligos CM3 y CM4 reportados
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por Sousa-Santos y col (1999) (ver cuadro 6). En relaciébn a los hongos, se
ensayaron los juegos de oligos ITS1/ITS2, ITS1/ITS4 e ITS5/ITS4, reportados
por White y col (1990) (ver cuadro 6); siendo los mas eficaces ITS1/ITS4, los
cuales fueron flanqueados por los sitios de restriccion EcoRl y Xba | con la
finalidad de clonar los productos de PCR obtenidos en el vector pBlueScript-KS

(Stratagene, Inc).

Para la deteccidén y amplificacion de los fitoplasmas se optd por una técnica
de PCR anidado y para ello se dispuso de dos juegos de oligos universales que

amplifican la secuencia del 16S rRNA (ver cuadro 6).

Para los ensayos de PCR, se utilizd el termociclador TouchGene (Techne-
Inglaterra). Los oligonucleotidos fueron sintetizados por Invitrogen (AccesolLab
de México). Los productos de PCR (alicuotas de 5 a 8 m) se analizaron por
electroforesis en geles de agarosa 1.5% vy tefiidos con bromuro de etidio
(Lng/ml).

2.6 Identificacion de hongos por secuenciacién de las clonas

Para la identificacion de los hongos patégenos se clonaron los productos de
PCR amplificados con los oligonucle6tidos ITS1/ITS4, cuyo tamafio fuera similar
a la de los hongos fitopatbgenos que se utilizaron como referencias, y
estuviesen relacionados con la sintomatologia previamente observada. Estos
productos se purificaron con el kit comercial QIAquick PCR purification kit de
QIAGEN, o con el kit Wizard® PCR Clean-Up System de Promega; en ambas
situaciones se siguieron las indicaciones del proveedor. Para efectuar la ligacion
en el plasmido pBSK (pBluescript Il SK +, vector de clonacion de Stratagene,
Inc), cada producto purificado se digirié con 1.5 m (15 Unidades) de las enzimas
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Cuadro 6. Condiciones utilizadas para la amplific acién por la técnica de la PCR
de fragmentos de ADN indicadores de enfermedades provocadas por bacterias

y hongos.

Marchitamientos

Fungosos

5'CCACGGTGGTTGATGCTCGCG
AGAT-3

Tamafio del producto de PCR
645pb

ITS1-1ITS4 (EcoRl) (Whitey col.
1990).

ITS 1 (Xba I):
5'GAGTCTAGATCCGTAGGTGAA
CCTGCGG-3

ITS 4 (EcoRl):
5’AAGCACTTCCTCCGCTTATTGA
TATGC-3

Tamafio del producto variable, de

acuerdo ala especie del hongo

Iniciadores 1nM
Taq polimerasa 2.5
UTDNA 1y

Enfermedad Iniciadores Mezcla Maestra Condiciones
Céancer CM3-CM4 (Sousa Santosy col., Buffer Taq Desnaturalizacion inicial
Bacteriano 1999) polimerasa 1X, 94°C/2min

5'CCTCGTGAGTGCCGGGAACGT | MgCl; 1.5 mM, 35 ciclos :
ATCC-3 dNTPs 0.2mM Desnaturalizacion:

94°C/1min
Alineamiento: 55°C/1min
Extensién: 72°C/1min

Extensidn final: 72°C/7min

Fitoplasmas

PCR anidado

R16mF2/R16mR1 como
oligonucleétidos externos:
5'CATGCAAGTCGAACGGA-3’
5'CTTAACCCCAATCATCGAC-3
R16F2n/R16R2
5'GAAACGGCGGTGTGTACAAAC
CCCG-3’

5 TGACGGGCGGTGTGTACACCG
-3

(Gundersen y Lee, 1996)

Tamafio del primer producto de
PCR: 1400pb

Tamafio del segundo producto de
PCR: 1248pb

Buffer Taq
polimerasa 1X
MgClz 3.0 mM
DNTPs 0.8mM
Iniciadores 0.1mM
Taq polimerasa 1 UT
DNA 120ng
Segundo PCR:
Mismas
caracteristicas

De la mezcla de
reaccion, excepto
que el primer
producto de PCR se
diluye 1:106 1:30y
se toma 1m como
DNA molde

Desnaturalizacion inicial
94°C/2min

35 ciclos :
Desnaturalizacion:
HA°C/Imin
Alineamiento: 55°C/2 min
Extensién: 72°C/3 min
Extensién final: 72°C/10
min

Segundo PCR:

Mismas condiciones
excepto parael
alineamiento que es:
50°C/2 min
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EcoRIly Xba I, y 5 m del buffer 10X para Xba I, y se incubaron durante 2 horas a
37°C. El plasmido se digirié con las mismas enzimas. Los productos digeridos se
volvieron a purificar como se describié anteriormente. La ligacion de los
productos de PCR digeridos con pBSK se llevé a cabo en un volumen de 15 m
de acuerdo a protocolos estandares (la relaciéon vector-inserto fue de 1:3), 1 m de
la enzima T4 ADN ligasa (1 unidad/m), y 3 m del buffer 5X para la T4 ADN

ligasa).

2.7 Preparacion de células competentes de Escherichia coli Top 10 por el
meétodo de CaCl,.

Se crecié un precultivo de la bacteria toda la noche para posteriormente
inocular 100 ml de caldo Luria Bertani (LB) y se incub6 hasta alcanzar una
densidad éptica de 0.6, usando una luz de 600nm. El cultivo se distribuy6 en
alicuotas de 25 ml en tubos para centrifuga estériles. Se centrifugd a 3000
rpm/10 min, y el paquete bacteriano se resuspendié en 12 ml de MgChL 0.1M.
Se volvié a centrifugar con las mismas condiciones y el paquete bacteriano se
resuspendié nuevamente en 12 ml CaCl, 0.1M. Finalmente se repiti6 el
procedimiento del paso anterior, pero esta vez las bacterias se suspendieron en
5 ml de CaCl, 0.1 M méas 70 nhde dimetilsulféxido. Todo el proceso se realizé a
baja temperatura (en hielo). Se distribuyeron alicuotas de 200 nm en tubos
Eppendorff estériles y se congelaron de inmediato con nitrégeno liquido,

almacenandose a -70°C.
2.8 Transformacién de bacterias

Se descongelaron las células competentes en hielo y se les adicioné 5 ni de
la reaccion de ligacion, mezclando rapidamente e incubando en hielo por 10-15

min. Posteriormente se dio a las bacterias un choque térmico a 42°C/1.5 min,

seguido de incubacién en hielo por 5 a 10 min. Se les adicion6 500 m de medio
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LB y se incubaron a 37°C/45 min. Posteriormente se obtuvo el paquete
bacteriano por centrifugacion a 8000 rpm/2 min. Este se resuspendié con vortex
en 100 m de LB. Alicuotas de 20 a 50 nt se sembraron en medio LB/ ampicilina/
IPTG/X-gal. Las transformantes se seleccionaron por complementacion alfa, es
decir, las colonias que no presentaron actividad de b-galactosidasa
presumiblemente contenian inserto y las azules no. Para verificar la presencia
del inserto se llevd a cabo la extraccion de ADN plasmidico (miniprep) de
acuerdo a un procedimiento modificado de Birnboim (Sambrook y Russell,
2001). Finalmente se confirmo la clonacion del inserto mediante la digestion de
los plasmidos obtenidos con las enzimas de restriccion EcoRl y Xba |, y
subsecuente electroforesis en gel. De las clonas positivas se realizO una
maxiprep de acuerdo a protocolos estandar (Sambrook y Russell, 2001) para

obtener el ADN plasmidico en suficiente cantidad para la secuenciacion.

Los productos clonados fueron secuenciados por el método de Sanger en
la Unidad de Secuenciacion del CINVESTAV, Irapuato, y la secuencia
nucleotidica obtenida en cada caso se compard con secuencias disponibles en
la base de datos del GenBank, utilizando el programa BLAST y el método
Clustal (MegAlign, DNA Star software, Madison, WI).
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lll. RESULTADOS

3.1 Diagnodstico de enfermedades en jitomate por la técnica de la PCR

En la region de Arista, que comprende Villa de Arista, Moctezuma, Bocas y
Venado, se detectaron por sintomatologia en el cultivo del jitomate, tres
enfermedades que corresponden al cancer Bacteriano por Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), una fitoplasmosis, y el tizén
temprano por Alternaria solani (Figura 4). En los tres casos la incidencia fue del
100% vy los principales dafios fueron provocados en primera instancia por el
fitoplasma y la bacteria Cmm, las cuales ocasionaron la pérdida del 65% de las
450 ha sembradas en la primera etapa del ciclo de produccion. El patrén de
distribucion inicialmente fue heterogéneo y al final del ciclo fue homogéneo, lo
gue indica que el mecanismo de dispersion fue aéreo y efectivo, y que las
condiciones climaticas prevalecientes fueron propicias para el desarrollo de las
enfermedades mencionadas.

En lo referente al cancer bacteriano, los andlisis con la técnica de PCR
establecida se pudo detectar a Cmm por la amplificacion de un fragmento de
ADN especifico de aproximadamente 645 pb. Los extractos obtenidos de todos
los érganos de las plantas enfermas resultaron positivas para el producto de
amplificacion (Figura 5); de igual forma se obtuvieron amplificaciones de las
diversas muestras de semillas procedentes de esta region; para el caso de
suelos infestados artificialmente con una densidad de 10° y 10° ufc y en una
muestra de suelo colectada en Villa de Arista también se obtuvieron resultados
positivos (Figura 6). Se obtuvo también el producto de PCR caracteristico en
todas las muestras de plantas que se colectaron durante el ciclo 2004 (Figura
7).

En el caso de la Fitoplasmosis, ésta no solo se presenté en la region de
Arista, también afectd a la zona productora del Huizache del municipio Villa de

Guadalupe. En esta region la enfermedad fue devastadora, y causé pérdidas de

61



Diagnostico Molecular de Fitopatégenos

B) Fitoplasmosis: C) Tizén temprano:
Amarillamiento del Manchas necroticas
follaje y blastomania en ramas y hojas

Figura 4. Enfermedades que afectaron al jitomate en la regién de Arista en ciclo
de cultivo 2004. A) Cancer bacteriano por Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, B) Fitoplasmosis y C) Tizén temprano por Alternaria solani
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Figura 5. Deteccién por la técnica de la PCR de la bacteria C. michiganensis
michiganensis en extractos de diversos tejidos de una planta de jitomate con sintomas
de cancer bacteriano. C) Control IFO-Cmm; H) Hoja; T) Tallo; R) Raiz; F) Fruto; M)
Marcador molecular de 1Kb (Bandas de 1Kb a 250 pb).

1234505 M78910 11

Figura 6. Analisis por PCR de suelos colectados de diferentes parcelas e infestado

artificialmente con diferentes concentraciones de C. michiganensis michiganensis. 1)
10° ufc, 2) 10° ufc, 3) Suelo de jardin 4) Suelo del IPICYT, 5) Suelo del Cedral, C)
Control IFO Cmmlug/ul, 6) Suelo Villa de Arista, M) Marcador Molecular de 1Kb. 7)
Extracto fruto de jitomate con sintomas de Cancer bacteriano de Villa de Arista, 8)
Extracto de semillas obtenidas del fruto jitomate de Villa de Arista, 9, 10 y 11) Extracto
de diferentes semillas de jitomate proporcionadas por productores de Villa de Arista.
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Figura 7. Deteccion de C. michiganensis michiganensis en extractos de raiz de
muestras de jitomate con sintomas de Cancer bacteriano. 1, 2, 3 y 4) Muestras de Villa
de Arista; M) Marcador Molecular de 1Kb. 5 y 6) Muestras de Moctezuma, C) Control
IFO Cmm (1pg/ul).
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del100% de la produccion. Ademas de observar en las plantas los sintomas tipicos
que éstos patégenos provocan como el amarillamiento intenso del follaje, formacion
excesiva de yemas vegetativas (blastomania), pigmentacion rojizaviolacea y el
aborto de flores; se constatd la presencia de poblaciones altamente densas del
psilido Bactericerca (=Paratrioza) cockerelli), en todos sus estadios de desarrollo
(Figura 8), el cual ha sido identificado como el vector de este patdgeno (Garzén
Tiznado, 2002).

Con la técnica de PCR anidado, utilizando los oligos R16mF2/R16mR1 como
oligonucledtidos externos y R16F2n/R16R2 como internos, se detectd un fitoplasma
tanto en las muestras de la regiébn de Arista como en las del Huizache. En la
electroforesis de los productos de PCR directo (Fig. 9A carril 2 y 3) de algunas
muestras se pudo observar la amplificacion de un producto de PCR de
aproximadamente 1400 pb. La amplificacion directa es posible al encontrarse
cantidades suficientes de ADN del patéogeno en la hoja (nervaduras y peciolos).
Cuando la concentracién de ADN es muy baja, en ocasiones no es posible observar
la amplificacion del producto de PCR por lo cual existe la necesidad de realizar una
segunda amplificacidén con iniciadores que tienen su sitio complementario dentro del
primer producto de PCR (PCR anidada). Con la PCR anidada el tamafio de los
productos es aproximadamente de 1250 pb. En la Figura 9, se observa para la
muestra del carril 1 la banda obtenida en la primera reaccién (1400 pb banda tenue)
y el producto de la PCR anidada (1250 pb). Algunas muestras (2 y 3) amplifican con
el primer par de oligos (PCR directo) y dan un barrido con el segundo, o bien algunas
presentan bandas inespecificas (4 y 5) con la PCR directa y en el anidado
amplifican especificamente. En otras (6) se observa un barrido con la PCR directa y
una amplificacién especifica después de diluir el producto de PCR.

La etiologia fitoplasmica para algunas muestras de jitomate colectadas en el
Huizache y en la region de Arista, fueron confirmadas por la Dra. Norma Elena Leyva
Lépez del Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral

Regional, IPN. Unidad Sinaloa, quien obtuvo por PCR los productos esperados para
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la enfermedad diagnosticada (Figura 10). Los iniciadores empleados en este trabajo

han sido ampliamente utilizados por Leyva-Lopez y col. (2002) para diagnosticar la

A

Figura 8. Estadios del psilido relacionado con la fitoplasmosis. A) Adulto del
psilido Bactericerca (=Paratrioza) cockerelliy B) estadios ninfales en muestras
colectadas en el Huizache, Villa de Guadalupe

163rRNA 23SrRNA

R16mF2 R16mRA1
< —

R16F2n

1 a 4)Extractos de hoja-Muestras del Huizache, Villa de
Guadalupe

5 y 6) Extractos de follaje-Muestras de Villa de Arista
M) Marcador Molecular de 1Kb.

Figura 9. Deteccion de fitoplasmas en extractos de jitomate con sintomas
caracteristicos, por PCR convencional y anidada. A) Primera reaccion con los

oligos universales R16mF2/R16mR1, para extractos de hoja-muestras del
Huizache y Villa de Guadalupe; B) PCR anidada con los oligos R16F2n/R16R2

de las muestras de la primera reaccién mostradas en el panel A.
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Figura 10. Productos de la segunda reaccion del PCR anidado especifico para

fitoplasmas con los oligos R16mF2/R16mR1 y R16F2n/R16R2. Extractos de
muestras de jitomate de: 1) Huizache, 2) Cedral, 3) Vanegas, 4) Control Positivo
clona de Vinca rosea, 5) Control negativo, 6) Region de Arista (Resultados de

la Dra. Norma Leyva-Lépez).

presencia de fitoplasmas en papa. De modo similar, se constaté la ausencia de
este patdgeno en cultivos de Cedral y Vanegas por los resultados negativos en

muestras procedentes de esas localidades (Fig. 10).

En el caso de Cedral y Vanegas la situacion fue diferente y la Unica
enfermedad que se diagnosticé fue el tizon temprano causado por Alternaria
solani, para esto se tomo6 en cuenta la sintomatologia caracteristica como es la
presencia de manchas conformadas por anillos concéntricos de color café claro
con bordes obscuros. En estas localidades la severidad fue menor debido a que
los tallos, ramas y frutos no fueron afectados. Se corroboré la etiologia por la
observacién al microscopio (en cortes manuales de tejido de hojas), de las
conidias obclaviformes, oscuras, con septos transversales y longitudinales; asi
como por el tamafio de la banda de ADN, aproximadamente de 600 pb obtenido
por PCR con los oligos ITS1/ITS4 (Fig. 11). La incidencia fue del 10% vy el

patron de distribucion heterogéneo.



Diagnostico Molecular de Fitopatégenos

C Conidias

Figura 11. Diagnéstico de Tizén temprano. A y B) Manchas necréticas, foliares
y en fruto caracteristicas del Tizon temprano del jitomate presente en dos
localidades del Altiplano Potosino; C) Conidias oblongas septadas de Alternaria
solani en cortes directos de las manchas foliares de las muestras colectadas; D)
Producto de amplificacion por PCR obtenida con los oilgos ITS1-1TS4, a partir
de extracto de hoja.
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3.2. Diagnéstico de enfermedades en chile por PCR

En general, en el cultivo de chile, en las regiones de Arista, (el Cedral, Villa
de Guadalupe y Vanegas), predomind el marchitamiento causado por hongos.
En la mayoria de los predios la enfermedad se presentd principalmente con un
patron localizado debido a que esa zona del campo de cultivo se caracteriza por
una alta humedad en el suelo, no obstante, en otros sitios la distribucion fue
localizada como manchones dispersos en el campo.

Los sintomas observados fueron amarillamiento, marchites, defoliacion,
caida de flores y en algunos casos frutos momificados. La incidencia encontrada
varié entre un 5y un 10%. En todas las muestreas analizadas por PCR, se
detecto la presencia del hongo Rhizoctonia solani por la presencia del producto
de PCR esperado de aproximado 700 pb (Figura 12). En una localidad de Villa
de Arista se identific6 a Phytophthora capsici, cuyos sintomas caracteristicos
son un necrosamiento muy marcado de los tejidos externos e internos del tallo y
raiz. En los frutos se encontraron manchas acuosas hundidas, momificacion de
los mismos y crecimiento interno y externo del hongo. Al microscopio se
observo la presencia de oosporas esféricas de pared gruesa y lisa, ademas, al
realizar la reaccion de PCR se observé un producto de PCR de 900 pb,

aproximadamente (Figura 13).
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1-4 muestras-Yilla de Arista
8-6 muestras-vanegas

C- cepa control Ehizoctonia

Micelio v Basidiosporas-
v g sofani

etapa sexual de
Rhizoctonia solani M. Marcador Molecular 1

kh.

Figura 12. Diagnéstico de la Marchitez por Rhizoctonia solani. A) Clorosis y
marchitez causada B) Morfologia microscépica de la etapa sexual de R. solani
(Thanatephorus cucumeris), C) Productos de PCR de 700pb, obtenidos con los
oligos ITS1-ITS4 a partir de extractos de raiz de chiles con marchitez.
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S00ph

) Cepa control (+) Phyvtophthora capsicl
2.4y 6) Extractos con sintomas
similares alos causados por F. capsic
pero suU etiologia correspodid a una
bacterosis.
51 Extracto de Villa de Arista con
, sintomas caracteristicos de P capsici
. - 2y 7) Extractos con sintomas de
marchitez causados por otros hongos,
B M) Marcador molecular 1Kb

Figura 13. Diagoéstico de la Marchitez por Phytophthora capsici A) Frutos
momificados de chile-dafio ocasionado por P. capsici, B) Morfologia
microscoépica de la estructura de resisitencia de P. capsici-Oospora C) Extractos
de chile con marchitez, analizados con los oligos ITS1-ITS4 para deteccion de
P. capsici. Solamente en la muestra de Villa de Arista se obtuvo la banda de
900 pb, de tamafio similar al control.
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En Cedral y Vanegas se encontraron plantas con un marchitamiento
originado por el complejo de los hongos Rhizoctonia solani y Fusarium sp. Estos
hongos se identificaron por PCR en extractos de raiz, los productos obtenidos
fueron de 700 pb y 600 pb. Se constatd que estas bandas correspondian a los
géneros respectivos al inducir su desarrollo en las raices de las plantas
enfermas y hacer cortes de tejido y observar la morfologia al microscopio.
Rhizoctonia se caracteriza por presentar un micelio de color oscuro septado,
con las ramificaciones inclinadas en un angulo de 45° de la direccién de
crecimiento de la hifa madre y siempre presenta una constriccién en su punto de

origen; en tanto que Fusarium se reconoce por las macroconidias que

comunmente se forman en la superficie de las plantas muertas (Figura 14).

Micelio maduro
de Rhizoctoniz

A I i
2, 7) Extractos de raiz de e
chile, procedentes de -
Cedral

D B
Macroconidiasde Fusarum . %-r.'-.

Figura 14. Marchitez del chile por Rhizoctonia solani y Fusarium sp. A)
Sintomatologia B) amplificacion conjunta del ADN de 700 y 600 pb, con los oligos

ITS1-ITS4 a partir de extractos de raiz,C) Micelio caracteristicos de la etapa asexual
de R. solani, D) Micelio y macroconidias tipicas de Fusarium.
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3.3. Identificacion de hongos por clonacidon y secuenciaciéon

Se clonaron y se secuenciaron tres productos de PCR obtenidos con los
oligos ITS1-ITS4 de extractos de chile y jitomate. El analisis de la secuencias
obtenidas (Cuadro 7) de los fragmentos clonados, revel6 que en los
marchitamientos que afectan al chile, efectivamente estan involucrados los
hongos Phythopthora capsiciy Rhizoctonia solani; y en el caso del jitomate una
de las clonas (Jit 20) correspondié a Alternaria arborescens, el producto de PCR
se obtuvo de un extracto de raiz de plantas con una enfermedad que se
presenté en el ciclo 2003, con una incidencia hasta del 50%, y que se
caracterizé por sintomas de marchitamiento, cancer y pudricion basal de color
casi negro en el tallo (Fig 15 A) (Simmons, 1999).

La secuencia de la clona Jit 20-a, tiene una similitud de 99.78% con
Alternaria arborescens (GenBank No.Acceso AY154706). La clona Jit-10a,
resultd también ser Alternaria arborescens pero solo el fragmento hasta 365 pb,
el resto tiene similitud con el ADN ribosomal del jitomate. La clona 28 a resulté
ser también el rDNA del jitomate (secuencia no mostrada) por lo que dedujimos
gue los oligos ITS1/ITS4 pueden amplificar el rADN vegetal bajo ciertas
condiciones. La relacion filogenética entre las diferentes especies de Alternaria

asi como con P. capsici y R. solani se puede observar en la Figura 15 B.

La secuencia de la clona Ch 16- a por un andlisis de Blast, fue similar a P.
capsici Australia (Gen Bank no. acc AF266787); y a un aislamiento de P. capsici
de Tlacotepec, Puebla (Gen Bank no. acc AY726623), con 98.7% y 95.3%
respectivamente. El arbol filogenético de comparacion de la secuencia obtenida
con tres aislamiento de P. capsici y con otras especies de Phythopthora se

muestra en la Figura 16.

La secuencia de la clona Ch 27-a analizada por Blast, indicO que ésta tiene una
alta similitud con las secuencias depositadas en el Gen Bank de algunos
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aislamientos de Thanatephorus cucumeris, que corresponde a la etapa sexual
(teleomorfa) de Rhizoctonia solani. El % de similitud con T. cucumeris de Brasil
fue de 97.0, y se puede observar en el arbol filogénetico su relacion con otros
aislamientos de T. cucumeris (Fig. 17), con alto grado de similitud.

Cuadro 7. Secuencias del ADN amplificado con los oligos ITS1-ITS4 de los
hongos fotopatdgenos y el resultado del analisis tipo Blast de las secuencias
obtenidas.

CLONA: Ch16a, pR, pBS-SK, CD, 03 DE JUNIO DEL 2004
SITIO: Xbal, TCTAGA, POSICION: 1-6

TCTAGATCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCACACCTAAAAAACTTTCCACGTGAACCGTATCAACCCTTTTAGTT
GGGGGTCTTGTACCCTATCATGGCGAATGTTTGGACTTCGGTCCGGGCGAGTAGCTTTTTGTTTTAAACCCATTTCACAATTC
TGATTATACTGTGGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAGATAGCAACTTTCAGCAGTGGATGTCTAGGCTCGCACATCGATG
AAGAACGCTGCGGACTGCGATACGTAATGCGAATTGCAGGATTCAGTGAGTCATCGAAATTTTGAACGCATATTGCACTTCCG
GGTTAGTCCTGGGAGTATGCCTGTATCAGTGTCCGTACATCAAACTTGGCTTTCTTCCTTCCGTGTAGTCGGTGGAGGATGTG
CCAGATATGAAGTGTCTTGCGTGTTGTCCTTCGGGTCGGCTGCGAGTCCTTTTAAATGTACTGAACTGTACTTCTCTTTGCTC
GAAAAGCGTGGTGTTGCTGGTTGTGGAGGCTGCCTGCGTGGCCAGTCGGCGACCGGTTTGTCTGCTGCGGCGTTTAAAGGA
GGAGTGTTCGATTCGCGGTATGGTTGGCTTCGGCTGAACAGGCGCTTATTGAATGCTTTTCCTGCTGTGGCGTGATGGGCTG
GTGAACCGTAGCTGTGTTTGGCTTGGCTTTTGAATCGGCTTTGCTGTTGCGAAGTAGGGTGGCGGCTTCGGCTGTCGAGGGT
CGA

Sequences produci ng significant alignnents: (Bits) Value N
gi | 62147397| enb| AJ854285. 1] Phytophthora capsici 18S rRNA gen... 554 3e-155 -1
Qi | 62147396| enb| AJ854284. 1| Phytopht hora capsici 18S rRNA gen. .. 554 3e-155 -1
gi | 38707329| enb| AJ555612. 1| PCA555612 Phyt opht hora capsici par... 554 3e-155 -1
gi | 62147398| enb| AJ854286. 1 Phyt opht hora capsici 18S rRNA gen... 551 le-154 -1
gi | 62147399| enb| AJ854287. 1 Phyt opht hora capsici 18S rRNA gen... 546 6e-153 -1
gi | 13160061| enb| AJ299733. 1| PTR299733 Phytophthora tropicalis ... 533 3e-149 -1
gi | 51814037| gb] AY726623. 1] Phyt opht hora capsici 18S ribosomal . .. 533 4e-149 -1

CLONA: Ch27a, pR, pBS-SK, CD, 03 DE JUNIO DEL 2004
SITIO: Xbal, TCTAGA, POSICION: 1-6
SITIO FINAL: EcoRI, GAATTC, POSICION: 644-649

TCTAGATCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAATTAATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCCCTAATTAACTTGG
GGGCATGTGCACACCTTTCTCTTTCATCCCATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGATGTTTTCTAGAGGGGAAGGAACTTT
ATTGGACCTACTCTTCTTGGACTCTGTCTACTTAATCTATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATC
TAATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
GAATTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTTGGTGCCGCCGAAGCGGA
CTTGTGGGGGGTTTAGAGGCAGGACGCCGAGGACTCCCAATGCGAGGCGAATGCTACTGCGCAAAGGAGAGGGCCCTTCG
GGTCCGCCACTGGTTTTAGGGGCCTGCCGTGGCAGATCCCCAACGCCGGGCCACAGGGGCTCGAGGGTTGAAACGACGCT
CGGACAGGCATGCCTCCCAGGATACTGGAAGGCGCCATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTC

Sequences producing significant alignments: (Bits) Value N
gi | 51872666] gb| AY684924. 1] Thanat ephorus cucuneris strain Rol... 256 7e-66 -1
gi | 47934216| gb| AY615882. 1] Uncul tured ascomnycete clone 7.5 in... 253 9e-65 -1
gi | 21702251| enb| AJ492873. 1| PCU492873 Pl ect osphaerel | a cucuner. .. 251 2e-64 -1
gi | 66096656] gb| DQ021450. 1| Thanat ephorus cucuneris i solate Rh... 249 8e-64 -1
gi | 47934214| gb] AY615880. 1 Uncul tured Hypocreales clone 5.1 i... 249 8e-64 -1
gi | 52182437] gb| AY726622. 2 Thanat ephorus cucuneris 18S ri boso... 244 3e-62 -1
gi | 30266093 gb| AY152703. 1] Thanat ephorus cucuneris isolate TO. .. 236 le-59 -1
gi | 30266092| gb| AY152702. 1 Thanat ephorus cucuneris isolate TO. .. 236 le-59 -1
gi | 33641500] gb| AY270001. 1 Thanat ephorus cucuneris isolate SJ... 234 3e
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Continuacién Cuadro 7. Secuencias del ADN amplificado con los oligos
ITS1-1TS4 de los hongos fotopatdgenos y el resultado del andlisis tipo Blast de
las secuencias obtenidas.

CLONA: Jit10a, pU, pBS-SK, CD, 03 DE JUNIO DEL 2004
SITIO: EcoRI, GAATTC, POSICION: 1-6

GAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGT.

CCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTGTCTCTAGCTTTGCTGGAGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACT

GTTTCGGAGCGCAGCACAAGTCGCACTCTCTATCAGCAAAGGTCTAGCATCCATTAAGCCTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGA
CAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAATTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAACTCAGCGGGT
ATCCCGCCTGACCTGGGGTCGCGGTCGGAGCGCCTGGTGAGGCGCGGTGAGGGTCGGGGAGTCCGGACGCGCGACGGG(
GTAGCCGCGACAACAAGAGAGAGTTGAGTTTCAACCACCACTTGCCGCGACGTCCGTCGACGTGGACTCGCATTTAGGCCG
CCGCGCGCTCGGGGCGCACGGGAGGCCAGCTTCCGCCCCCGCGCTAAAGCCTTGCGGCGTGCGAGGGGGCGACGCGAT(
GTGACGCCCAGGCAGACGTGCCCTCGGCCAAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTCACGGGGATT(
GCMAWTCACACCAAGTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATA

Score E
Sequences produci ng significant alignnents: (Bits) Value N
gi | 45385106] gb| AY552528. 1| Lycopersi con escul entum 18S ri boso. .. 327 5e-87 -1
gi | 19153 enb| X52265. 1| LE17S25S Tonmato 17S 25S ri bosonal DNA spac 212 2e-79 2
gi | 11182339| enb| AJ300201. 1| LES300201 Lycopersicon escul entum... 292 le-76 -1
gi | 7533167] gb| AF244747. 1| Lycopersi con escul entuminternal tr... 282 le-73 -1
gi | 11182344| enb| AJ300208. 1| LPE300208 Lycopersi con peruvi anum. .. 270 6e-70 -1
gi [11191820| enb| AJ300202. 1| LCH300202 Lycopersicon cheesmanii ... 269 le-69 -1
gi[11140028| enb| AJ300196. 1| LPI1 300196 Lycopersicon pinpinellif... 252 2e-69 2
gi | 11322494| enb| AJ300206. 1| LCH300206 Lycopersi con chm el ewski . .. 146 6e-62 2
gi | 11182338 enb| AJ300200. 1| LES300200 Lycopersicon escul entum... 242 2e-61 -1
gi | 24528214| enb| AJ492429. 1| NM 492429 Nicotiana mersii 5.8Sr... 137 3e-44 5

CLONA: Jit20a, pU, pBS-SK, CD, 03 DE JUNIO DEL 2004
SITIO: EcoRI, GAATTC, POSICION: 1-6

SITIO FINAL: EcoRI, GAATTC, POSICION: 297-302

GAATTCAGTGAATCATCGAATCTTCGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGT.

CCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTGTCTCTAGCTTTGCTGGAGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACT!

GITTCGGAGCGCAGCACAAGTCGCACTCTCTATCAGCAAAGGTCTAGCATCCATTAAGCCTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGA|
CAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAATTC

Score E
Sequences produci ng significant alignnments: (Bits) Value N
gi | 54300523] gb] AY762944.1] Alternaria gaisen strain EGS90-051... 233 2e-59 -1
gi | 32394884| gb| AY154706.1] Alternaria arborescens 18S ri bosom .. 233 2e-59 -1
gi | 32394883| gb| AY154705. 1] Alternaria citri 18S ribosomal RNA. .. 233 2e-59 -1
gi | 32394877] gb] AY154699.1] Alternaria sp. |1A249 18S ri bosomal ... 233 2e-59 -1
gi | 32394876] gb] AY154698.1] Alternaria sp. |1A248 18S ribosomal ... 233 2e-59 -1
gi | 32394872 gb| AY154694. 1] Alternaria sp. |A244 18S ribosonal . .. 233 2e-59 -1
gi | 32394860 gb| AY154682. 1] Alternaria alternata 18S ribosonal... 233 2e-59 -1
gi | 15209133] gb] AF314581. 1| AF314581 Alternaria gaisen strain A .. 233 2e-59 -1
gi | 54111961| gb] AY751455. 1 Alternaria tenuissim strain EGS34... 188 le-58 2
gi | 54111962| gb]| AY751456. 1 Alternaria alternata strain EGS34-. .. 188 2e-58 2

G
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A. Lesion cancerosa de color oscuro en la parte basal del tallo

14,

1 Atemaria aborescens AY 154706.SEQ

§ Atemaria jt 20.SEQ

" 3 Memania oti AY154705.SEQ

18 by 4 Avemara gaisen AY762044,SEQ

) L 6 Atemaria Inl ALY17071,$EQ

0 bissnsmnsnnsnnsnsnssssnsesssnes § Atomania tenuissima AY 148444 SEQ
s | Momag dtemata AF220461,SEQ

A e sss s 1 Mtomaria mall AF314575,SEQ

1F; 9 Phytophthora eapsici 162, SEQ

' 10 Rhizoctonia solani clonaCh2fa SEQ

Figura 15.Sintomatologia del Cancer del tallo y relacién filogenética de las
cepas de Alternaria A) Cancer del tallo por Alternaria arborescens. B) Relacion
filogenética de las cepa de Alternaria del jitomate, detectadas en la region de
Arista, SLP con diferentes especies de Alternaria.
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Phytophthora capsici 16a.5EC
Phytophthora capsicd fus SEQ
Phyytophthara capsici Puebla 2.5EQ
Phitophthora ghowera tab 2.5EQ

L Phiytophthora capsicd talia 2. 5EQ
Phitophthora tropicals alem 2 5EQ
Phytophthora caricola b 2.5EQ
Phytophthora carophthora 2, SEQ
Phytophthora meadi 2.5E0
Phytophthora colocasiae 2.5E0

0

Figura 16. Relacion filogenética de Phytophthora capsicide la muestra de chile
de Villa de Arista, con otros aislamientos de P. capsici y otras especies de
Phythophthora

I | octon st chraCha €0

1 hartaghns eumrs Bl SE0
10 hanateghons cupumens il 210, 4E0
J T hnctghens cumes et SE(
1§ actghorsconmts S e 0
I e { Nutghs B 80
I | 4 aratghs oo Ton €0

f hntepons ueumens Japn SE(
Mt comes P Eala 80
 hnateptons cumes ATER44 SE0

Figura 17. Relacion filogenética del aislamiento de Rhizoctonia solani de la

muestra de chile del Altiplano Potosino (R. solani 27a) con diferentes
aislamientos de Thanathephorus cucumeris.
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IV. DISCUSION Y PERSPECTIVAS

En este trabajo se corroboré que en el Altiplano Potosino inciden diversos
problemas fitosanitarios en los cultivos de jitomate y chile, los cuales dependen,
en buena medida, de las condiciones climaticas que prevalezcan durante el ciclo
de cultivo. La superficie de esta region que esta en riesgo de ser afectada por
las enfermedades epidémicas es aproximadamente de 2500 ha. Para el ciclo
2005 se tiene prevista la siembra de aproximadamente 1700 ha con jitomate,
gue es una superficie mucho menor que la sembrada en el ciclo 2000. La
reduccion del area cultivada se debe al impacto que tuvieron las enfermedades
de este cultivo en los ciclos anteriores, lo que también ha inducido a los
productores a sembrar ahora un mayor nimero de hectareas con chile, el cual
es menos susceptible que el tomate a las enfermedades (comunicacion
personal de la Junta Local de Sanidad Vegetal-Zona Altiplano de San Luis
Potosi).

Durante el ciclo 2004 los problemas fitosanitarios generados por el cancer
bacteriano, el tizon temprano y fitoplasmas, provocaron pérdidas globales del
65%, y en algunos predios hasta del 95%, en la produccion de jitomate. Esta
situacion no es privativa del estado de San Luis Potosi, ya que en otras
regiones productoras de hortalizas como las del estado de Guanajuato, la
superficie dafiada por problemas fitosanitarios actualmente oscila entre un 40 %
y un 50 % de la superficie sembrada. Los problemas son diversos, desde los
causados por hongos y bacterias, hasta los originados por virus y fitoplasmas
(Comisiébn  Estatal de Sanidad Vegetal de Guanajuato, A. C.;

www.cesavegorg/scv html).

4.1. Cancer bacteriano

En la region de Arista se observaron en los campos de cultivo de jitomate

sintomas caracteristicos, indicadores tanto de infecciones locales (tizones
marginaes y manchas en los foliolos), como de infecciones sistémicas (cancer

en las ramas y tallo, y marchitez) por Cmm, lo que define el comportamiento
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epidémico del cancer bacteriano en la region. También se logré detectar a la
bacteria por PCR en el suelo de cultivo de esta localidad y en semillas que los
productores utilizaron durante el ciclo 2003. Esta situacién es alarmante debido
a que la bacteria se transmite por semilla y plantulas y sobrevive en el suelo por
dos a tres afos, por lo cual se considera una fuente de in6culo importante.

El cancer bacteriano es una enfermedad muy destructiva que en
condiciones climaticas favorables causa pérdidas economicas hasta del 80%.
Es uno de los principales problemas fitosanitarios en todas las regiones
productoras de jitomate del mundo, debido a que no se cuenta todavia con
variedades resistentes ni métodos de manejo efectivos. EI manejo de la
enfermedad esta enfocado principalmente a evitar la introduccién del patdgeno
a los campos de cultivo y asegurar la poducciéon de plantulas sanas en los
invernaderos (de acuerdo al Ing. Juan José Cortéz, de la empresa Certiz, se
necesité de un plan con diversas medidas aplicadas a lo largo de dos afios para
erradicar problemas por Cmm en sus invernaderos). Boudyach y col. (2001)
identificaron cepas bacterianas antagonistas de Cmm y la mayoria de éstas
redujeron la infeccion cuando se aplicaron como tratamiento a semilla y a la raiz
de las plantulas antes del transplante. En 2002, Cmm se aisl6 de lotes de
semillas de jitomate producidos comercialmente en Java, Indonesia (Anwar y
col., 2004). Durante el ciclo 2003, en el sistema de produccion de jitomate en
invernadero, se detectd por primera vez a Cmm en la region Mediterranea de
Turquia causando pérdidas hasta del 65% (Basim y col., 2004). Para evitar el
surgimiento de epidemias por Cmm a nivel mundial, existen normas
internacionales de regulacion cuarentenaria, las cuales restringen la importacion
y exportacion a tolerancia cero para Canada, Estados Unidos de América y la
Unién Europea (Bach y col., 2003). En relacion con esto, hay dos aspectos de
suma importancia que deben de abordarse: uno es la certificacion de las
semillas y las plantulas, ya que a través de experimentos de campo se
determin6 que una proporcion tan pequefia como el 0.01% de transmision de la
bacteria por semilla puede originar una severa epidemia. Por ejemplo, una
semilla infestada en 10,000 podria dar como resultado 100 + 25 focos de
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infeccibn en una siembra directa, 0 que después se traduciria en miles de
plantas con infeccion sistémica latente. Por otro lado los residuos de cosecha
infectados que permanecen en el suelo, pueden iniciar epidemias en los
subsecuentes ciclos de cultivo (Gitaitis y col.,, 1991). En lowa se produjeron
pérdidas economicas hasta del 27% por una epidemia originada a partir de
residuos de cosecha (Gleason y col., 1991). En la regién de Arista, SLP, varios
productores no tienen la practica de eliminar los residuos vegetales enfermos, lo
gue nos podria explicar el incremento en la propagacion y presencia de Cmm en
esta region. Esto pone de manifiesto la importancia de contar con técnicas de
diagnostico que evallen la calidad fitosanitaria de las semillas y plantulas, que
sean una herramienta para la valoracién de los métodos que se utlicen para el
saneamiento de los suelo infestados, como los de la regiéon de Arista, SLP, los
de la costa Mediterrdnea de Turquia, y en éareas productoras de Palestina
(Tokgonul y Cinar, 2003; Sansour y col., 2003)

Normalmente Cmm se identifica por aislamiento de la bacteria en medios
semiselectivos, pruebas de patogenicidad en la planta hospedera, reaccion de
hipersensibilidad en Mirabilis jalapa, ademas de FAME (fatty acid methyl ester),
y técnicas de inmunodiagndstico como microscopia de inmunofluorescencia y
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Estas técnicas consumen mucho
tiempo y son inadecuadas para evaluar la fitosanidad de la semilla y de las
plantulas a gran escala (Dreier y col., 1995). Ademas de que pueden dar falsos
negativos alinicio de la infeccion por su baja sensibilidad.

Durante el desarrollo de este trabajo se montd una técnica basada en la
PCR, con la cual pudimos detectar a Cmm en todos los tejidos de la planta, en
semilla, en suelos infestados natural y artificialmente, sin aislamiento previo ni
enriquecimiento del patégeno en los tejidos de la planta. Los iniciadores que
utilizamos fueron el CM3 y CM4 desarrollados en el Instituto de Biotecnologia
de Lyngby, Dinamarca, los cuales amplifican selectivamente una regién Unica
del ADN de Cmm, y fueron evaluados rigurosamente en investigaciones
realizadas por Alvarez y Kaneshiro (1999), quienes encontraron que tienen un
mayor grado de confiabilidad que otros iniciadores como CM5 y CM6 (Dreier y
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col., 1994), para detectar tanto cepas Vvirulentas, hipovirulentas, como
avirulentas. Independientemente del tipo de cepa que se detecte, la presencia
de Cmm resulta ser un problema potencial grave, debido a que los factores de
patogenicidad pueden ser transferidos de una cepa virulenta a una hipovirulenta
o avirulenta y desencadenar posteriormente una epidemia (Kaneshiro y Alvarez,
2003).

En cuanto a la sensibilidad para la deteccién de la enfermedad, nuestros
resultados son acordes con lo sefialado por Alvarez y Kaneshio (1999), asi
como con los de Dreier y col. (1995), en relacion a que los limites de deteccion
por PCR son de 10° a 10* ufc/ml en extractos de semilla y de tejidos vegetales
infectados artificialmente, y nuestro limite fue de 10° ufc/m, lo cual es aceptable,
considerando que nosotros detectamos a Cmm en extractos de una matriz
compleja como el suelo y que muchas bacterias pueden quedar adsorbidas en
los coloides del suelo. Sin embargo, la sensibilidad de nuestro procedimiento
difiere significativamente de la reportada por Sousa-Santos y col. (1997), que
lograron amplificar el ADN obtenido de semillas infestadas artificialmente en la
gama de 4x10® hasta 4x10' células mI'. Los métodos no son directamente
comparables ya que el procedimiento de infestacion artificial y de extraccion de
ADN usado por estos investigadores difieren mucho de los que nosotros
utilizamos. En primera instancia ellos utilizaron un método altamente artificial de
“infestacion” en el que preparan primero los extractos de las semillas y
posteriormente adicionan la suspensién de bacterias que contiene 2.5% de
PVP. Se obtiene la pastilla bacteriana por centrifugacion y ésta se resuspende
en 150 pl de NaOH al 0.05 M, calentando luego la suspension a ebullicién por
10 min. Obviamente de esta manera las bacterias no se adhieren a ningun
componente del tejido vegetal y probablemente con este método la lisis
bacteriana sea mas efectiva, lo cual se refleja en la mayor sensibilidad. Sin
embargo, en investigaciones referentes a la deteccion de bacterias en suelo
como la de Yung-An y Chi-Chung (2000) para Ralstonia solanacearum, los

resultados son similares a los nuestros ya que amplificaron el ADN en
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suspensiones bacterianas de 10* a 10° ufc/ml, y en suelo infestados
artificialmente con el mismo tipo de suspensiones, la deteccién fue en el rango
de 10° y 1° ufc/ml. También es importante mencionar que con esta técnica se
detectd a Cmm en muestras de jitomate que resultaron negativas por la técnica
de ELISA (resultados no mostrados), que pone de relieve la mayor sensibilidad
de los métodos moleculares.

En otro aspecto, la modificacion del método de extraccion de ADN de
Vazquez-Marrufo y col. (2002) que se utilizé para la deteccion de Cmm en
suelo, dio buenos resultados con suelos de la region que tienen las propiedades
caracteristicas de los terrenos de zonas semiaridas. Vazquez-Marrufo y col.
(2002) utilizaron su método para la extraccion de ADN de hongos a partir de
suelo forestal. El punto fundamental es el uso del cloruro de bencilo (BC) en la
primera etapa del protocolo, que actia promoviendo la lisis celular y extrayendo
los acidos humicos y otros contaminantes organicos que pueden inhibir la PCR.
BC interactia con los radicales hidroxilos de los carbohidratos de las paredes
celulares de hongos, bacteria y plantas, razon por la cual también se utiliza para
la extraccion de ADN de hongos con alto contenido de polisacaridos.

La técnica mostré ser altamente consistente, produciendo resultados
positivos en todas las muestras provenientes de plantas con sintomas
caracteristicos de cancer bacteriano. No obstante su baja sensibilidad
comparada con la técnica de PCR-Taq Man tiempo real (Bach y col., 2003), que
es también mucho més costosa, la técnica modificada que hemos establecido
se puede utilizar como herramienta rutinaria para el diagndstico de cancer

bacteriano.

4.2. Fitoplasmosis

Otra enfermedad del jitomate que se diagnostico por sintomatologia y PCR
anidado en la regién de Arista y el Huizache, fue de etiologia fitoplasmica. La
técnica de PCR anidado y los oligos universales externos R16MF2/R16MR1 e

internos R16F2N/R16R2 que utilizamos, probablemente han sido los mas
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ampliamente usados para la deteccidn de fitoplasmas en diversos cultivos y en
diferentes regiones geograficas (Bertaccini y col., 1996; Lee y col., 1997; Martini
y col., 1999; Waterworth y Mock, 1999; Stanilius y col.,, 2000; Leyva-Lopez y
col., 2002). Resultados analogos a los que nosotros obtuvimos, en relacion a
gue algunas muestras producen con el primer par de oligos (PCR directo) una
banda de 1400 pb, y otras en cambio dan un barrido o bien presentan bandas
inespecificas, han sido obtenidos por los investigadores del Centro Internacional
de Agricultura Tropical, al detectar e identificar a un fitoplasma que afecta a la
yuca en Colombia (CIAT, 2002), y por Saumatally y col.(s/f) del Instituto de
Investigaciones de la Industria del Azucar, en Mauritania, quienes identificaron
un fitoplasma que causa severas pérdidas en el cultivo de la cafia de azlcar.
Leyva-Lépez (comunicacion personal) sefiala que se pueden presentar
amplificaciones inespecificas por temperaturas de alineamiento menores a los
55°C y que si esto sucede es conveniente incrementarlas a un maximo de 60
65°C. En el cultivo del jitomate solamente se han identificado dos
enfermedades causadas por fitoplasmas, una es la “yema grande” o “Big bud”
(Schneider y col., 1999) vy la otra el amarillamiento del Aster-Aster Yellow. Estos
patégenos son miembros del grupo Aster Yellow y tienen una extensa gama de
hospederos que incluyen al chile, soya, zanahoria, etc (Jones y col., 1993). Los
sintomas de estas enfermedades son muy similares a los observados en las
regiones de Villa de Arista y El Huizache, sin embargo, los insectos
transmisores (Circullifer tenellus y Macrosteles fascifrons) no estaban presentes,
por lo que se puede inferir que se trata de un fitoplasma diferente. En contraste,
en estas regiones se observaron grandes poblaciones de un insecto cuyas
caracteristicas corresponden a la del psilido de la papa y el tomate Bactericerca
(=Paratrioza) cockerelli (Sulc.) (Homoptera: Psyllidae) (Liu y Trumble, 2004). La
mayoria de los investigadores coinciden en sefalar que las ninfas, pero no los
adultos, de este insecto inyectan una toxina cuando se alimentan ce la hoja.
Esta toxina causa muerte de plantulas, y en plantas en prefloracién origina un
enrollamiento de las hojas, acortamiento de entrenudos, hojas pequefias en las

yemas axilares, apariencia de roseta, frutos muy pequefios y en ocasiones
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achaparramiento. Este dafio se conoce como amarillamiento por psilidos (psyllid
yellows), y para producir los sintomas descritos se requiere la presencia de al
menos 30 ninfas por planta. El psilido tiene una amplia gama de hospederos
pero las solanaceas son sus preferidas. Daniels (1945) citado por Liu y Trumble
(2004), reporta que también los adultos pueden inyectar la toxina. La
sintomatologia del amarillamiento por el psilido es muy similar a la originada por
los fitoplasmas, y en relacion a ésto Garzon-Tiznado (2002) refiere que en
México el psilido es el agente transmisor de un fitoplasma y que este Ultimo es
el que ha diezmado la produccion de jitomate en un 45%, lo cual coincide con
los resultados que se obtuvieron en este trabajo. En San Luis Potosi, México,
este es el primer reporte de deteccion del patégeno por PCR, ademas, esta
enfermedad no ha sido estudiada ampliamente y es importante dilucidar el
efecto de la toxina entomogena y el dafio que realmente origina el fitoplasma,
por lo que se plantea como perspectiva establecer una colonia de psilidos libres
de fitoplasmas, y realizar transmisiones seriadas de fitoplasmas de plantas
infectadas a plantas sanas por injerto y en ausencia de insectos; y por otro lado
alimentar los psilidos libres de fitoplasmas en plantas sanas de jitomate. Esto
nos permitiria corroborar el efecto directo de la toxina y la severidad de los
sintomas asociados, y de igual forma se confirmaria la etiologia fitoplasmica y
los sintomas exclusivos que este patdgeno induce. Actualmente, de acuerdo a
las referencias citadas, se podria decir que en la regién de Villa de Arista y el
Huizache, la enfermedad que destruyo6 el 90% de la superficie cultivada se pudo
deber tanto al fitoplasma como al efecto de la toxina entomogénica, ya que las
poblaciones del psilido eran muy grandes. El patron de distribucion de la
enfermedad apoya la nocion de que el psilido puede ser el transmisor del
fitoplasma detectado por PCR anidado. Una perspectiva importante de este
trabajo es detectar por técnicas moleculares al fitoplasma en el insecto
transmisor, determinar el tipo de transmision e identificar el fitoplasma por
secuenciacion y patrén de restriccion, para definir a que grupo taxondmico

corresponde.
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4.3. Diagnostico de hongos fitopatégenos por PCR con los
oligonucleodtidos ITS1-ITS4

Los iniciadores disefiados por White y col. (1990), han sido los mas
utilizados para la amplificacién de la region ITS de hongos fitopatdbgenos. Maes
y col. (1998) citados por Martin y col. (2000), clasificaron un namero limitado de
especies de oomicetos y de ascomicetos basandose en el tamafio de los
productos de PCR obtenidos con los ITS1/ITS4. La variabilidad de la region ITS
también se ha aprovechado para diferenciar especies de un mismo género,
Cooke y Dunca (1997) analizaron la regién ITS de 18 especies de Phytophthora,
la cual se amplificd con los oligos ITS1/ITS4 y posteriormente se obtuvieron los
patrones de restriccion con enzimas especificas. Ademas la secuenciacion de la
region ITS de diversas especies de hongos ha permitido el disefio de oligos
especificos a nivel de género y a nivel de especie. La region ITS de Pythium 'y
Phytophthora amplificada con los ITS1/ITS4 tiene el mismo tamafo, por lo que
para diferenciar a estos géneros se ha disefiado un iniciador especifico para
Phytophhtora, el cual se combina con el universal ITS 1. En el presente trabajo
se detectaron hongos fitopatdgenos en los tejidos de plantas de jitomate y chile
por la amplificacion de la region ITS1, 5.8S, ITS2 y una porcién del gen 18S,
con los oligos universales ITS1-ITS4. Se realizd la identificacion por
comparacion del tamafio del ADN amplificado y separado en un gel de agarosa,
respecto a productos analogos derivados de cepas control, y por clonacion y
subsecuente secuenciacion del ADN amplificado. Aunque se puede considerar
gue esta metodologia tiene la ventaja de detectar a cualquier hongo
fitopatbgeno porque utiliza oligos universales, no permite en todos los casos
diferenciar aquellos géneros cuyos productos de PCR migran a una distancia
similar en el gel de agarosa. Se puede distinguir claramente por el tamaifio del
producto de PCR a Rhizoctonia, Phytophthoray Fusarium (Figura 18), siendo
mas dificil distinguir a Fusarium (550 a 570 pb) de Alternariay Verticillium cuyos

productos de PCR tienen un tamafio aproximado de 600 pb.
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506 pb

Figura 18. Movilidad electroforética diferencial de los productos de PCR
obtenidos con los oligos ITS1/ITS4 para algunos hongos fitopatbgenos. 1)
Marcador molecular 1Kb, 2) Fusarium oxyporum, 3) Rhizoctonia solani,
Marcador molecular 1Kb, 2) Fusarium oxyporum, 3) Rhizoctonia solani, 4)
Phytophthora capsici.

Una limitante del uso de oligos universales es que pueden amplificar bajo
ciertas condiciones el ADN ribosomal de origen vegetal, tal como acontecid en
este trabajo, en el que se amplificd en un caso el 18S rRNA del jitomate. Existen
situaciones contrarias, como el resultado de Muir y Schlotterer (1999), que
utilizaron oligos universales para amplificar la regién ITS de la hoja & roble
(Quercus petrea Matt.) y amplificaron de manera preferencial la secuencias ITS
de endosimbiontes y endoparasitos. Al parecer existen secuencias cortas
comunes en las regiones ITS del rDNA en las plantas y en organismos
eucariotes inferiores como los hongos, que son reconocidas y amplificadas por
los oligos universales de ambos origenes. Una revisidbn mas exhaustiva de la
literatura nos permiti6 conocer que se han disefiado nuevos iniciadores

universales para la deteccion de hongos en tejidos vegetales, como ITS5/ITS4B
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de Salazar y col. (2000), que demostraron no amplifican DNAr de tomate bajo

condiciones de PCR muy diversas.

Es importante recalcar que las caracteristicas principales a considerar en el
desarrollo de los protocolos de diagndstico con PCR son la especificidad, la
sensibilidad y la rapidez. En cuanto a la especificidad, este requisito se puede
cumplir disefiando iniciadores complementarios a secuencias que divergen
entre géneros o especies de hongos. Las regiones ITS son variables en
composicion nucledtidica por lo cual se han utilizado con éxito para generar
oligonucleotidos especificos que amplifican selectivamente el ADN entre y
dentro de las especies de hongos fitopatégenos. La secuencia de la region
amplificada con los oligos ITS1/ITS4 ha sido base para el desarrollo de una gran
cantidad de iniciadores especificos. Bryan y col. (1995), desarrollaron oligos
especificos que diferenciaron a los géneros Gaeumannomyces Yy Phialophora
Abd-Elsalam y col. (2003) amplificaron con los ITSVITS4 la region ITS y
obtuvieron la secuencia de varios aislamientos de F. oxysporum f. sp.
vasinfectum, F. oxysporum, F. moniliforme, F. solani, la cual utilizaron para
disefar los oligos ITS-Fu-f and ITS-Fu-r altamente especificos para el género
Fusarium. En mudltiples trabajos también se han identificado y diferenciado
especies de hongos, algunas intimamente relacionadas. Por ejemplo, Nazar y
col. (1991), asi como Moukhamedov y col. (1994) diferenciaron especies de
Verticillium. Schilling y col. (1996) distinguieron a las especies Fusarium
culmorum, F. graminearum y F. avenaceum. Moricca y col. (1998), disefiaron
oligos para identificar especificamente a F. oxysporum f. sp. vasinfectum, Moller
y col. (1999) diferenciaron a F moniliforme de F. subglutinans; y O’Donnell
(1992) encontré que los productos de PCR obtenidos con el uso de iniciadores
especiales a partir de aislamientos de F. sambucinum mostraron alta

divergencia en secuencia.

La perspectiva de este trabajo es enfocarse en la secuencia de la region

ITS de hongos de la region, para el disefio de iniciadores especificos que
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puedan usarse para identificar los hongos mas importantes que inciden en el
altiplano potosino. La amplificacion selectiva de un taxdn sin reacciones
cruzadas, es la mejor forma de aprovechar al maximo esta estrategia de
identificacion molecular de hongos. Un ejemplo de lo citado es el trabajo
realizado por Trout y col.,, (1997), en el que se amplific6 un ADN blanco a través
de PCR con cebadores especificos para Phytophthora infestans. También es
importante considerar que el disefio de oligos especificos es fundamental para
la identificacion de especies con una alta similitud en la region ITS, como es el
caso de las especies de Alternaria (Konstantinova y col.,, 2002; Pryor y
Michailides, 2002).

Los productos de PCR que se obtuvieron a partir de extractos de raices de
plantas de jitomate y chile colectadas en el altiplano potosino, se clonaron y
secuenciaron tomando en cuenta el tamafio antes referido para los hongos
Fusarium, Rhizoctonia y Phytophthora (obtenido con las cepas control del IFO).
Nosotros identificamos a los hongos Rhizoctonia solaniy Phytophthora capsici
por comparacion de las secuencias obtenidas con las secuencias disponibles en
la base de datos del GenBank, utilizando el programa BLAST y el método
Clustal (MegAlign, DNA Star software, Madsison, WI); encontrando una
concordancia entre el tamafio del producto y el género. Esto también es factible
para Alternaria arborescens que fue el otro hongo identificado, con la salvedad
de que hay una similitud entre los tamafios de los productos de PCR de

Fusarium y Alternaria

4.3.1. Hongos involucrados en la Marchitez del chile

En el Altiplano Potosino se diagnostico por PCR y se identificd por
secuenciacion a tres hongos, los cuales estan involucrados en la enfermedad
conocida como marchitez del chile. Estos hongos son Rhizoctonia solani,
Fusarium spy Phythophthora capsici, e infectan la raiz solos o en complejos.

Este hallazgo coincide con otros estudios que muestran que esta enfermedad
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es causada principalmente por un complejo de hongos que incluyen a Fusarium
sp. ¥ Rhizoctonia solani (Duran-Ortiz y col., 2001; Guigbn y Gonzalez, 2001,
Rico-Guerrero y col.,, 2001; LOpez-Vazquez y col., 2002), o bien a
Phythophthora capsici y Fusarium sp (Gonzalez-Chavira y col., 2002). Esta
enfermedad se encuentra presente en todo el mundo, y en México esta
ampliamente distribuida en los estados productores de chile donde las
condiciones ambientales favorecen su desarrollo, particularmente en
Aguascalientes, Guanajuato, Zacatecas, Durango, Sinaloa, Querétaro, Hidalgo,
Michoacan, Sonora, Chihuahua y San Luis Potosi.

El agente etiologico dominante en esta region fue Rhizoctonia solani
Existen algunas discrepancias respecto a la patogenicidad de este hongo como
causante de marchitez. Gonzalez-Chavira y col. (2002), concluyen que R. solani
es solo un hongo oportunista que se alimenta de tejido muerto. Este resultado
puede ser un caso particular del aislamiento con el que trabajaron estos
autores, debido a la complejidad de R. solani, en la cual existe una gran
variabilidad genética entre los aislados. Dicha variabilidad se manifiesta en la
existencia de cepas patdgenas, no patdgenas, asi como Vvirulentas e
hipovirulentas (Vilgalys y Cubeta, 1994). Veldsquez-Valle y Medina Aguilar
(2003) probaron la patogenicidad de 21 aislamientos de Rhizoctonia sp
procedentes de Aguascalientes, Chihuahua, Durango, San Luis Potosi y
Zacatecas. Con la excepcion de un aislamiento, las cepas resultaron patdégenas
y exhibieron diferentes grados de severidad que oscilan entre 1.2 y 5.0, de
acuerdo a la escala de Abawai y Pastor-Corrales (1990). Otros aspectos que
deben considerarse son la reduccién de la susceptibilidad a R. solani a medida
gue la planta se desarrolla (Benson y Baker, 1974) y las observaciones que
indican que el desarrollo de sintomas moderados o severos pueden depender
tanto de la temperatura de crecimiento del hongo, como del patosistema del que
se trate (Mazzola y col., 1996). Estos criterios apoyan los resultados obtenidos,
en relacion a que en el Altiplano Potosino, R. solani es el agente causal principal
de la marchitez del chile. Elias-Medina y col. (1997) encontraron que los
aislamientos de R. solani obtenidos de muestras de chile procedentes de San
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Luis Potosi se ubicaron en el grupo de anastomosis AG-4, y corresponden a
patégenos virulentos que causan pudricibn en semillas, por lo que se
consideraria probable que algunos aislamientos identificados en este trabajo
pertenezcan a este grupo. En otras regiones productoras de chile como la del
Bajio, también han diagnosticado a los hongos Rhizoctonia, P. capsici y
Fusarium, solos o en complejos de ellos, como causantes de la marchitez del
chile. Rhizoctonia fue el hongo que se aislé en todas las muestras y todas las
localidades en una proporcion del 75%, Fusarium en 29% y P. capsici en 9%
(Pérez-Moreno y col.,, 2002). Estos resultados son similares a los que se
obtuvieron en este trabajo. Vasquez-Lopez y col. (2002), aportaron resultados
analogos al determinar la etiologia y proporcion de patégenos que afectan al
chile en el Valle Central de Oaxaca. Rhizoctonia estuvo presente en todas las
localidades muestreadas y con el mayor porcentaje de 57.89%, después
Fusarium con 27.10% y P. capsici no se detectd en todas las localidades y el
porcentaje fue de 17.38%. Gonzalez-Chavira y col. (2002), encontraron que el
complejo Fusarium-Rhizoctonia provoca en el chile amarillamiento, defoliacion,
caida de flores y finalmente la muerte a los 60 dias de expresar los primeros
sintomas, lo cual coincide con el diagnéstico establecido por PCR vy
microbiolégico del patosistema Fusarium-Rhizoctonia-Chile en Cedral.

Durante la realizacion de este trabajo se identificé inicialmente a R. solani
por el tamafio de la banda del producto de PCR (aproximadamente de 700pb)
obtenido con los oligos ITS1/ITS4, lo cual concuerda con los resultados de
Mazzola y col. (1996), que realizaron una investigacion sobre la virulencia de R.
solani AG-8 y R. orizae en trigo. Ellos primero amplificaron la region ITS con los
oligos ITS1/ITS4 y el tamafio de los productos obtenidos para todos los
aislamientos de nueve grupos de anastomosis de R. solani fue de 680 pb. El
tamafo para R. oryzae fue de 650 pb. Esta diferencia no es suficiente para
distinguir ambas especies por lo que se obtuvieron las secuencias de esta
region y en base a ella se disefiaron los oligos especificos para R. oryzae
denominados RO1/R0O2. De igual forma para los aislamientos dentro de un

mismo grupo de anastomosis importante por sus caracteristicas de
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patogenicidad (AG-4), los fragmentos amplificados con los oligos ITS1/ITS4
variaron de 650 a 750 pb, los cuales se caracterizaron por el patron de
restriccion, encontrando que la virulencia de 16 aislamientos se puede
relacionar con el tamafio de la banda y el patron de restriccion Huang vy

Tschen, s/f). Esto confirma la variabilidad de la region ITS para subespecies.

Si bien en la mayoria de las investigaciones citadas la marchitez del chile
por P. capsici fue la de menor incidencia, es indudable que este patdgeno es
muy importante para el cultivo del chile, desde que se diagnosticé por primera
vez en Nuevo México por Leonina (1922). En nuestro pais se informo de su
presencia en 1944, por el Servicio Cuarentenario de los Estados Unidos de
América, al detectar a este hongo en chiles procedentes de México. Galindo
(1960), confirma la presencia de esta enfermedad y sefiala que es causada por
P. capsici. Actualmente este hongo no solo es un serio problema para el chile,
sino también para cultivos como las cucurbiticeas y el jitomate (Tian y
Babadoost, 2004; Mendoza-Zamora, 1996; Romero-Cova, 1988). Este patdogeno
representa uno de los problemas potenciales mas graves debido a que en
condiciones favorables puede causar pérdidas devastadoras al afectar del 60 al
100% de la superficie cultivada. En relacion a las técnicas de diagndstico
Gonzélez-Chavira y col. (2002) identific6 a P. capsici mediante la técnica de
ELISA y por PCR. Con respecto a esta Ultima, ellos utilizaron una técnica
diferente a la utilizada en este trabajo, por que amplificaron especificamente un
fragmento del gen de la cutinasa de P. capsisi. No asi Tian y Babadoost (2004)
gue detectaron a P. capsici por amplificacion de la region ITS, modificando la
técnica desarrollada por Ristaino y col. (1998). Estos investigadores disefiaron
un oligo especifico, en base a la secuencia de la region amplificada con los
oligos ITS5/ITS4 de varias especies de Phytophthora, al cual denominaron
PCAP, y el cual combinan con el ITS5. Con esta técnica confirmaron los
hospederos de P. capsici y ademas establecieron nuevas especies infectadas
por este hongo como son Beta vulgaris, Phaseolus lunatus, Brassica rapa,
Spinacia oleracea y Abutilon theophrasti. Este método resultd ser réapido y
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sensible al detectar a P. capsici en las etapas tempranas de la infeccion. Existe
otro juego de iniciadores especificos para la deteccion de P. capsicien suelo y
en tejido vegetales, el cual se disefid de un fragmento de ADN de 2401 pb que
contiene una region especifica para la especie capsici, estos oligos se
identifican como PC22E3/PC22H3 y no amplifican otras especies de
Phytophthora (Song y Kim, 2000).

4.3.2. Cancer del tallo por Alternaria arborescens

El ADN del hongo identificado por secuenciacion como Alternaria
arborescens (Simmons, 1999), el cual también se conoce como Alternaria
alternataf. sp lycopersici(Grogan y col.,1975), se obtuvo de plantas de jitomate
colectadas en Villa de Arista, las cuales presentaban sintomas de
marchitamiento, cancer y pudricion basal de color casi negro en el tallo, asi
como marchitez. Estos sintomas son semejantes a los descritos para la
enfermedad denominada cancer del tallo por Alternaria arborescens, en
particular en los canceres café oscuros a negros cerca del nivel del suelo, y a lo
largo del tallo. Los sintomas foliares se caracterizaron por epinastia,
enrollamiento y manchas necréticas irregulares que llegan eventualmente a
necrosis total de la hoja, pero que a diferencia de A. dauci no produce circulos
concéntricos (Bruna, 1993). Esta enfermedad no es de las mas importantes
para el cultivo del jitomate, debido a que practicamente se ha confinado a
ciertas regiones productoras de Grecia (Smith y col., 1988), California, EUA
(Grogan y col., 1975) y Pakistan. Sin embargo, debe considerarse que cuando
llega a presentarse, los dafios que provoca son de importancia economica,
como lo sucedido en la region de Arista en SLP. El hongo sobrevive en el suelo
por incorporacion de los restos de tejidos infectados. La infeccion ocurre cuando
las esporas se diseminan por el viento y se depositan sobre las plantas, o
cuando éstas se ponen en contacto con el suelo infestado. Las condiciones que
se requieren para el desarrollo de esta enfermedad son agua libre sobre los
tejidos, lo cual es necesario para que las esporas germinen y se lleve a cabo la
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infeccion. La diseminacion se favorece por la lluvia, rocio y riegos pesados; asi
como temperatura aproximada de 25°C (Davis y col., 2003). En los campos de
cultivo en los que detectamos esta enfermedad, prevalecieron las condiciones
antes descritas por las lluvias intensas y la acumulacion de la humedad en la
parte basal del tallo debido al sistema de produccién con acolchado plastico.
Alternaria arborescens es uno de los hongos necrotréficos que producen
una toxina que se ha considerado especifica o selectiva del hospedero,
denominada AAL, la cual es el principal mecanismo de patogenicidad de este
hongo. La toxina AAL esta relacionada estructuralmente con otro grupo de
toxinas conocidas como fumonisinas. Las isoformas Ta y Tg son las mas
activas. Los sintomas originados involucran muerte celular programada
equivalente a la apoptosis, en respuesta a la toxina secretada por el hongo. La
toxina se produce desde que las esporas germinan sobre el tejido de la planta y
tienen un papel preponderante en la patogénesis inicial. La cantidad de Tay Ts
en las esporas después de 24 h de germinacion fue de 0.25 pg por espora. Esta
cantidad es suficiente para causar dafio a varias células adyacentes a la espora.
Ademas esta toxina parece ser importante en el establecimiento del patégeno
en los cultivares susceptibles (Kodama vy col., sf/f). Spassieva y col., (2002)
demostraron que la toxina AAL inhibe la biosintesis de esfingolipidos, que el
blanco de esta toxina es la esfinganina N-acetiltransferasa y que la
susceptibilidad de los cultivares (por ejemplo, Earlypak 7 y First) es el resultado
de una sefal o sefiales derivadas de la alteracién en la via metabdlica de la
biosintesis de la ceramida. Aun no se establece claramente la relacion entre el
metabolismo de la ceramida y la muerte celular programada en las plantas. La
susceptibilidad o resistencia del jitomate al hongo y la sensibilidad o
insensibilidad a la toxina AAL esta determinada por un solo locus Asc en el
cromosoma 3. Esta toxina no se comporté propiamente como una “Host-specific
toxin” (HST) por que no actud especificamente en los cultivares susceptibles de
jitomate, sino que también actia en otras especies de solanaceas como
Solanum lyratum, S. septemlobum and S. Scabrum, las cuales resultaron tan

sensibles como L. esculentum (asc/asc) (Mesbah y col., 2000).

92



Diagnostico Molecular de Fitopatdgenos

4.3.3. Tiz6n temprano

Practicamente al final del ciclo del cultivo del jitomate, en la region de Arista
y el Huizache, se present6 el tizon temprano por Alternaria solani. Las
condiciones climéticas favorables para el desarrollo de esta enfermedad con
caracter epidémico prevalecieron en las regiones afectadas (periodos humedos
cortos interrumpidos por otros secos, temperatura entre 25 a 30°C), asi como
otras condiciones como alta densidad de plantas sembradas, y sobre todo
plantas debilitadas por las enfermedades cancer bacteriano y Fitoplasmosis. El
hongo es un patégeno débil que solamente causa problemas cuando se
presentan las condiciones antes descritas (Sanchez-Castro, 1990). Es
importante considerar que en las circunstancias en las que se llevo a cabo la
produccién, los productores no aplicaron ningun tratamiento para esta
enfermedad y por la incidencia y severidad de dafios, la densidad de conidias
debi6 se muy alta. Las conidias son capaces de sobrevivir a condiciones
adversas y permanecer viables, de un afio para otro, constituyéndose en el
in6culo inicial de nuevas epidemias, especialmente donde se realiza el
monocultivo de la especie. El nUmero de esporas presentes en el aire, puede
servir para predecir los brotes epidémicos y racionalizar la proteccion en
cantidad y oportunidad. Herzog vy col. (s/f) demostraron la existencia de una alta
correlacion entre la cantidad de esporas atrapadas y la cantidad de sitios de
infeccion (enfermedad potencial). Podemos concluir que el monocultivo de
tomate favorece las posibilidades de epifitias de Alternaria solani y que la
cantidad de esporas se puede utilizar como parametro de prediccién y toma de
decisidn para la implementacion de estrategias preventivas de manejo.

Los trabajos de Pryor y Gilbertson (2000) fundamentan el uso del analisis
de la secuencia de la region ITS para resolver la clasificacion en especie-grupo
qgue correlacione la morfologia conidial y la diferenciacion entre especies
relacionadas dentro del mismo grupo. Se reconocen los principales grupos que
son alternata, tenuisima arborescens, porri e infectoria; sin embargo, la

divergencia entre los aislamientos de los cuatro primeros grupos es menor que
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la que exhiben los aislamientos del grupo de la especie A. porri. Con estos
resultados, alin no queda resuelta la relacion entre los aislamientos del taxén
Alternaria, por lo que se requiere una evaluacion mas completa de la utilidad de
la region ITS para resolver este taxon (Pryor y Michailides, 2002). El arbol
filogenético obtenido para nuestro aislamiento identificé claramente su relacion
con A. Arborescens, y mas alejada de A. alternata. Alternaria solani,

corresponde al grupo de A. porri.
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CONCLUSIONES

1. Con las modificaciones mencionadas a los métodos de extraccion de
ADN, se detect6 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)
mediante la técnica de PCR utilizando los oligos CMs y CM;y, en tejidos
vegetales infectados, semillas y suelo de regiones semiaridas infestados
naturalmente. Esta técnica resultdé ser mas sensible que la técnica de
diagnostico ELISA.

2. El porcentaje de incidencia del cancer bacteriano ocasionado por Cmm
en la region de Arista en el ciclo agricola 2004 fue de 100%, siendo esta
enfermedad una de las mas importantes respecto a pérdidas producidas
en el Estado de SLP.

3. Se detectd por primera vez en el estado de SLP, por medio de técnicas
moleculares, una fitoplasmosis del jitomate transmitida por el psilido
Bactericerca (= Paratrioza) cockerelli; en la region de Arista y el
Huizache, San Luis Potosi. Esta fue devastadora y su etiologia es
diferente al Big budy Aster yellow.

4, Basandose en el tamafio de banda del producto de amplificacion de la
region ITS del rDNA, y por su secuencia, se identificaron a los hongos
Phytophthora capsici y Rhizoctonia solani responsables de la marchitez
del chile, y al hongo Alternaria arborescens responsable del cancer del
tallo del jitomate.

5. Se detectaron por PCR con los oligos ITS1/ITS4 y por andlisis
microbioldgico, un sindrome de marchitez causado por un complejo
Rhizoctonia solani-Fusarium sp, y el Tizon temprano por Alternaria solani.
Este problema se presentd con mas frecuencia en regiones del Huizache

y Cedral causando pérdidas considerables.

Este es el primer trabajo de diagnostico molecular de enfermedades de

hortalizas desarrollado en un centro de investigacion de San Luis Potosi.
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CAPITULO 2

DESARROLLO DE UNA NUEVA METODOL’OGI'A
PARA EL DIAGNOSTICO E IDENTIFICACION

DE BEGOMOVIRUS

112



Diagnostico Molecular de Fitopatdgenos

RESUMEN

Los geminivirus son fitopatdgenos que ocasionan considerables dafios a
una gran variedad de cultivos en todas las regiones tropicales y subtropicales
del mundo. El género Begomovirus es el grupo mas diversificado y ampliamente
distribuido de la familia Geminiviridae; estos virus poseen un genoma de DNA
de cadena sencilla que usualmente esta compuesto de dos moléculas diferentes
(bipartita), son transmitidos por la mosquita blanca, Bemisia tabaci Genn., e
infectan exclusivamente plantas dicotiledéneas.

El descubrimiento de nuevas especies y cepas de begomovirus en los
agroecosistemas de Ameérica y otros continentes ha sido un proceso continuo y
creciente en la Ultima década. El frecuente desarrollo de enfermedades
epidémicas asociadas a begomovirus refleja la conjuncibn de factores
favorables, tales como la abundancia de plantas susceptibles, las densas
poblaciones del insecto vector, y una elevada eficiencia en el proceso de
transmision, asi como el surgimiento de variantes virales altamente virulentas
(recombinantes) que se originan por la coinfeccion de plantas con diferentes
begomovirus. Esta compleja problematica fitopatoldgica ha conducido a
reconocer la urgente necesidad de desarrollar nuevos y mejores métodos
moleculares de diagndstico e identificacion de begomovirus, basados en el uso
de iniciadores universales que amplifiquen secuencias gendmicas de estos virus
sin importar su origen geografico o filogenético; al mismo tiempo, dichos
métodos deben ser rapidos y de bajo costo, reduciendo la necesidad de
secuenciar todos los productos amplificados. Una caracteristica que seria
también muy deseable es que algunos de los productos de amplificacion
tuviesen alguna utilidad adicional, como el de constituir una fuente de
secuencias promotoras y terminadores para la biotecnologia vegetal.

En el curso del presente trabajo hemos desarrollado una nueva
metodologia para el diagnostico y descubrimiento de nuevas especies
begomovirales, la cual representa un adelanto tecnoldgico respecto a otros
meétodos utilizados hasta el presente. Se disefiaron ocho oligonucleotidos
degenerados presumiblemente “universales”, flanqueados por sitios de
restriccion. Estos iniciadores o “primers” amplificaron diferentes regiones del
genoma A de begomovirus representativos de América, Europa, y Africa. Con
los iniciadores Rep-Mot/ pCPc70 se amplificd una region gendmica que permite
distinguir, por la simple observacion de la movilidad electroforética relativa del
producto de PCR, a los begomovirus de América de aquellos que provienen del
Viejo Mundo, o alternativamente, a diferentes especies de un mismo continente.
Esta caracteristica hace factible una determinacién preliminar de la diversidad
de especies virales en una region geografica dada. Por otra parte, demostramos
gue la caracterizacion de los productos de PCR por digestion con las enzimas
Msply Hhal permite establecer, de modo tentativo, la identidad de los virus en
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diversas muestras, disminuyendo con ello la necesidad de clonar y secuenciar
todos los productos de amplificacion. Ademas, el uso de este método de PCR-
RFLP permiti6 detectar infecciones mdltiples en algunas muestras de campo y
permitié identificar variantes del virus huasteco de chile (PHV) en muestras de
jitomate y chile. Con la combinacion de iniciadores Rep-Mot/ CP-Xba I-GUS se
amplificd en forma consistente un fragmento de 400 pb. que contiene a dos
promotores divergentes, de tal forma que el producto de PCR resultante puede
tener un uso adicional en biotecnologia de plantas, como fuente de promotores
virales. Los métodos para el diagnéstico e identificacion de begomovirus
desarrollados en el presente trabajo han mostrado ser utiles, sencillos, rapidos,
de menor costo y mas versatiles que otros métodos publicados.
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|. INTRODUCCION

Los geminivirus son una familia de fitopatdgenos que ocasionan
considerables pérdidas y dafios en numerosos cultivos, distribuyéndose
principalmente en las zonas tropicales y subtropicales del planeta. Son
transmitidos por insectos del orden Homoptera a una gran variedad de plantas
dicotiledoneas y monocotiledoneas, y consecuentemente, la distribucion
geografica de estos virus es paralela a la de los insectos vectores (Brown y Bird,
1992; Brown, 1994)

El genoma de los geminivirus esta constituido por una o dos moléculas de
ADN circular de cadena sencilla (por ello denominados monopartitas y bipartitas,
respectivamente), las cuales se multiplican en el nucleo de las células vegetales
por un mecanismo de “circulo rodante” (Stenger y col.,, 1991). Su nombre
deriva de la morfologia de su particula, debido a que vista al microscopio
electronico, ésta se parece a dos poliedros regulares idénticos unidos por uno
de sus lados (gemini = gemelos), caracteristica que los distingue de todo los

demas virus conocidos (Zhang y col., 2001)

Aunque hay antecedentes muy antiguos de enfermedades causadas por
geminivirus, no fue sino hasta 1894 que se dio a conocer un estudio sobre el
mosaico de la yuca, enfermedad de importancia econémica en Africa causada
por el virus africano del mosaico de la yuca (ACMV). A principios del siglo XX se
informo sobre los virus del estriado del maiz (MSV), y del enchinamiento apical
del betabel (BCTV). Sin embargo la caracterizacion de algunos de estos virus se
logré hasta la década de los 70(s). Estos trabajos sirvieron para que se
reconociera oficialmente a los geminivirus como un grupo taxondmico
independiente (Goodman, 1977a, b). En México, el primer trabajo sobre
geminivirus describié una enfermedad en jitomate con enchinamiento de las
hojas, cuyo patégeno fue denominado virus del chino del tomate (CdTV)
(Gallegos, 1978).
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Taxonomicamente los geminivirus constituyen a la familia Geminiviridae, en
la que se distinguen cuatro géneros definidos en base al vector que los
transmite, al hospedero que infectan y a su estructura genémica (Fauquet y
col,, 2003) y son los siguientes: Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus Yy
Begomovirus (Cuadro 1). Los begomovirus constituyen el grupo mas
diversificado y ampliamente distribuido, infectan dicotiledéneas y son
transmitidos por la mosquita blanca (Bemisia tabaci), y su genoma es

generalmente bipartita (Lazarowitz, 1992; Brown, 1994).

Cuadro 1. Caracteristicas de los géneros de la familia Geminiviridae

Género Genoma Plantas que Insecto vector
infectan
Mastrevirus Monopartita Mono-y Chicharritas
dicotiledéneas (Cicadellidae)
Curtovirus Monopartita Dicotiledéneas Chicharritas
(Cicadellidae)
Topocuvirus Monopartita Dicotiledéneas Chicharritas
saltadoras
(Membracidae)
Begomovirus Mono-y Dicotiledéneas Mosquita
bipartitas blanca
(Aleyrodidae)

1.1. Organizacion del genoma de los begomovirus

En lo referente a los begomovirus bipartitas, entre los que se
encuentran todos los originarios del continente americano, su genoma se
compone de dos moléculas de ADN, designadas componentes A (ADN-A)
y B (ADN-B), cada una de las cuales miden entre 2.6 y 2.8 kb (Lazarowitz,
1992).

Ambos componentes estan organizados en unidades de transcripcion
divergentes separados por una region intergénica (IR), la cual contiene el origen
de replicacion del virus y dos promotores que dirigen la transcripcion génica en
direcciones opuestas (Hanley-Bowdoin y col.,, 2000). Con la excepcién de una

secuencia de la IR de agproximadamente 200 pb, que se encuentra en ambos
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ADNs virales y es denominada la “region comun” (RC), los dos componentes
gendmicos son completamente diferentes. EI componente A contiene toda la
informacion que se requiere para la replicacion y encapsidacion del virus,
mientras que el componente B codifica a las proteinas involucradas en el
movimiento viral de célula a célula, sistémico y del nucleo a citoplasma. El
componente A codifica cinco genes y el B solamente dos (Lazarowitz, 1992).

Las diferentes nomenclaturas para estos genes se indican en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Diversos nombres de los genes ubicados en los componentes Ay B
de los Begomovirus

Componente A Componente B
gen Rep: AC1, ALl gen NSP: BV1, BR1
gen Trap: AC2, AL2 gen MP: BC1, BL1

gen REn: AC3, AL3
gen CP: AV1l, AR1

gen C4. AC4,

El producto del gen Rep, es una proteina multifuncional que se une a
secuencias especificas de ADN, posee actividad de endonucleasa y ATPasa,
interactia con reguladores del ciclo celular, y es esencial para la replicacién de
ambos componentes genomicos (Gutiérrez, 2000). La proteina Trap (proteina
activadora de la transcripcion) es el producto del gen Trap o AC2, y esta
involucrada en la regulacion de los genes virales que se expresan en etapas
tardias de la infeccion (CP y NSP), y actia ademas como un supresor del
mecanismo del silenciamiento de plantas (Sunter y Bisaro, 1991; van Wezel y
col.,, 2002). El gen Ren o AC3 codifica la proteina potenciadora de la replicacion
(Ren), la cual interactia con Rep para hacer mas eficiente la replicacion
(Hanley-Bowdoin y col.,, 2000). El producto del gen CP es la proteina de la
capside y es indispensable para la transmisién por el insecto vector (Azzam y
col.,, 1994). El gen NSP o BV1 codifica la proteina de transporte nuclear, la cual
facilita el movimiento del ADN viral del nicleo hacia el citoplasma (Sanderfoot y

Lazarowits, 1996), en tanto que el producto del gen MP o BC1 es la proteina de
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movimiento, funciona como una proteina de movimiento clasica, promoviendo
un incremento en el limite de exclusion de los plasmodesmos (Ward y
Lazarowitz, 1999). En el caso de monopartitas, el gen C4 codifica una proteina
gue probablemente esté involucrada con el desarrollo de sintomas y con el

movimiento del virus pero en lo bipartitas se desconoce su funcion.

La organizacion gendmica del virus Huasteco del chile (PHV) ilustra las
caracteristicas tipicas de los begomovirus bipartitas, en tanto que la del virus del
enrollamiento amarillo de la hoja del tomate (TYLCV) ejemplifica a la de los

monopartitas (Figura 1).
1.2. Replicacién de los begomovirus

Los begomovirus replican su genoma en el nucleo de las células vegetales
a través de un mecanismo de circulo rodante (CR), usando las DNA
polimerasas celulares. La transcripcion se realiza por la RNA polimerasa Il a
partir de la forma replicativa (RF) de doble cadena que se genera por la accion

de la maguinaria molecular del hospedero (Gutiérrez, 2000).

La proteina Rep es la Unica proteina que es esencial para la replicacion.
Esta proteina inicia la replicacién por CR al introducir en la cadena +, un corte
(“nick”) dentro de la secuencia nonamérica TAATATT*AC, universalmente
presente en todos lo miembros de este género (Heyraus-Nitschke y col.,, 1995).
El corte genera un grupo 5'fosforil al que la proteina se une covalentemente, y
un grupo hidroxilo 3’ que presumiblemente sirve como cebador para la sintesis
de una nueva cadena viral. Una vez que una copia del genoma viral se ha
generado, ésta se libera en una reaccion catalizada por la propia proteina Rep,
en la que el extremo 5’ fijado a la misma se transfiere al nonamero de la cadena

recientemente sintetizada (Laufs ycol.,, 1995).
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PHV
Rep w | TAATATT*AC
MP /
4 NSP
DNA A CP DN y
TrAP ' |
\ 1 REn
TYLCV
TAATATTYAC

Rep

Figura 1. Organizacion gendmica de un begomovirus bipartita tipico como el
PHV y un monopartita como el TYLCV. Proteinas codificadas: Rep, proteina de
replicacion; TrAP, proteina activadora de la transcripcién; REn, proteina
potenciadora de la replicacion; CP proteina de la capside; MP, proteina de
movimiento y NSP, proteina de transporte nuclear; C4 proteina que puede ser
funcional en monopartitas pero no en bipartitas y CR, regién comudn. La
secuencia TAATATTAC es el sitio de inicio de la replicacion por circulo rodante.
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1.3. Dafos causados por begomovirus a cultivos de jitomate y chile, asi
como su distribucion en América.

Hasta inicios de los afios 80(s), los geminivirus transmitidos por la mosquita
blanca fueron un problema relativo para la produccion de leguminosas en el
hemisferio occidental, sin embargo, éstos se han convertido en el principal grupo
de patégenos de las hortalizas en el subtropico y tropico de dicho hemisferio. En
aquella época solo existian informes dispersos sobre problemas causados por
geminivirus en jitomate, pero actualmente la situacion es diferente, pues desde
los Ultimos afios de la década de los 80(s), la mayoria de las regiones
productoras (Florida, el Caribe, México, América Central, Venezuela y Brasil) de
jitomate, chile y cucurbitdceas han sido afectadas por elevadas incidencias de
enfermedades causadas por begomovirus y tienen un impacto devastador sobre
la produccién (Brown, y col.,, 1995 b).

Estudios completos sobre las pérdidas econémicas que originan estas virosis
se han realizado en la Republica Dominicana, en donde se han estimado
pérdidas de $50 millones de dolares en el periodo de 1988 a 1995 (Alvarez y
Antan, 1995). Los dafios causados por los begomovirus se consideran en las
diferentes regiones productoras de hortalizas como una limitante. En Venezuela
la superficie cultivada de jitomate se redujo a un 50% (Polston y Anderson,
1997).

1.3.1. Begomovirus en Estados Unidos de América

En Florida, los begomovirus no fueron considerados un problema para la
produccion agricola, hasta la aparicion del virus del moteado del tomate
(ToMoV) en 1989 (Kring y col.,, 1991). La produccion agricola en Horida fue
supervisada durante mas de 40 afios, por lo que es poco probable que no se
detectara un brote de enfermedades causadas por begomovirus. La mosquita

blanca B. tabaci ha estado presente en Florida, por lo menos, desde finales de
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1800 y se sabe ademas de la existencia de varias malezas con sintomas del
mosaico dorado, desde los afios 50(s), las cuales a inicios de 1980 se
reconocieron como hospederas de estos virus (Hiebert y col., 1995). Sin
embargo, los problemas se iniciaron en 1987, cuando se inform6 acerca de
plantaciones de tomate con altas poblaciones de mosquita blanca y con plantas
gue expresaban sintomas virales. Posteriormente, al suroeste de Florida, en los
cultivos de primavera de 1989, y en los de otofio de ese mismo afo, se registro
una incidencia elevada de este dafio (Kring y col., 1991). Pocos meses
después, el agente causal de la enfermedad se identific6 como un geminivirus
transmitido por moquita blanca, y en un afio, se determind la secuencia del
virus, la cual fue Unica y correspondio al ToMoV (Abouzid y col., 1992). Aunque
se realizaron estudios en un amplio ambito de hospederas, no se identificaron
malezas importantes (McGovern y col., 1994; Polston y col., 1993a). En algunas
plantaciones la incidencia de plantas infectadas con ToMoV llegd a 100%,
después de varios ciclos de cultivo (Polston y col., 1996; Polston ycol., 1993b).

Se considera que el ToMoV se origind en Florida; sin embargo, este virus
también se encontr6 en algunas plantas en Virginia, fue epidémico en Carolina
del Sur y Tennessee. Actualmente esta presente en forma endémica en Puerto
Rico (Brown y col., 1995a; Hiebert y col., 1995; Polston y col., 1995), y su
presencia en este pais puede ser resultado del traslado de plantulas de tomate
infectadas desde Florida.

Las epidemias causadas por el virus Texano del chile (TPV) en Estados
Unidos de América (EUA), ocurrieron por primera vez en Texas en 1987,
afectando tanto al jitomate como al chile. En contraste con otras regiones, las
epidemias por este virus en esta localidad perduraron pocos afios, lo cual no
acontecié en el caso del estado de Tamaulipas, al noroeste de México, en
donde las epidemias son comunes en las hortalizas antes mencionadas (Torres-
Pacheco y col., 1996).

El PHV se detectd afectando al chile en EUA, también desde 1987
(Stenger y col., 1990), y de la misma forma que el TPV, el PHV es capaz de

infectar jitomate. Posiblemente, estos virus se encuentren en este cultivo en
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Texas, aunque existen pocos informes acerca de epidemias. Una enfermedad
gue pudo ser causada por el TPV o PHV, se presentd en la primavera de 1997
en jitomate cultivado en invernadero, cerca de Davis, California. Una situacion
similar ocurri6 en Arizona, donde se detectd el TPV en chile. Aunque ambos
virus son capaces de afectar al jitomate, no se han informado de epidemias en

Arizona.

1.3.2. Begomovirus en América del Sur

Brasil fue el pais de América en el que se reconocié por primera vez a un
begomovirus como la causa de una enfermedad del jitomate transmitida por
mosquita blanca. Este virus, conocido como virus del mosaico dorado del
jitomate (TGMV), constituye un problema en la produccién de jitomate en ese
pais desde inicios de los afios 60 (Flores y col., 1960). En 1975, el TGMV se
purificé y se observaron particulas geminales (Matys y col., 1975); y fue uno de
los primeros geminivirus cuyo genoma completo fue secuenciado (Hamilton vy
col., 1984).

Desde 1994, en este pais han aparecido varios begomovirus que infectan al
jitomate, éstos han sido detectados en todas las localidades en que se
examinaron plantas con sintomas de mosaico y amarillamiento (Bezerra vy col.,
1996; Ribeiro y col., 1994; Zerbini y col., 1996). En el estado de Minas Gerais,
se identificaron dos begomovirus bipartitas asociados con los sintomas de
mosaico amarillo, su secuencia fue distinta y estan relacionados intimamente
con el virus mosaico dorado del frijol (BGMV) de Brasil y el TGMV.
Considerando a todos los estados productores donde se han detectado
begomovirus afectando al cultivo del jitomate, éstos representan mas del 75%
de las pérdidas en su produccion, tanto de los frutos para procesamiento como
para su venta como vegetal fresco.

En Venezuela se identificé por primera vez en la década de los 70(s), una
enfermedad del jitomate causada por el virus del mosaico amarillo del tomate
(TYMV) (Debrot y Dao, 1963; Lastra y Uzcétegui, 1975; Uzcategui y Lastra,
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1978). Este virus produce en el jitomate un mosaico amarillo brillante
caracteristico y constituyd una limitante para la produccion de ese cultivo en esa
década, debido a que casi el 100% de las plantas examinadas durante la
floracion mostraron los sintomas caracteristicos del TYMV (Lastra y Uzcategui,
1975).

En este mismo pais, en 1997, una cepa del virus del mosaico amarillo de la
papa (PYMV) se identificoO en plantas de jitomate con sintomas caracteristicos
de virosis (Guzman y col., 1997). La secuencia de este virus fue distinta a la del
PYMV caracterizado en papa en el decenio de los 80(s) (Roberts y col., 1988).
La distribucion del virus del mosaico amarillo de la papa (PYMV) en el cultivo del
jitomate, parece ser amplia y podria continuar expandiéndose. EI PYMV se
describié por primera vez en papa en 1986, en Venezuela (Coutts y col., 1991,
Roberts y col., 1988). En 1992, por primera ocasion, se observaron en la isla de
Martinica, en el cultivo del jitomate, plantas con sintomas semejantes a los del
virus moteado clorético (distorsion y rizado de la hoja); y en 1993, estos
sintomas aparecieron también en la isla de Guadalupe (Hostachy y Allex, 1993;
1994). En estas islas rapidamente se detectdé una alta incidencia de plantas de
jitomate sintomaticas y el andlisis de las secuencias de los virus detectados en
ambas islas reveld que éstas eran idénticas y estaba estrechamente
relacionado con el PYMV de Venezuela. EI PYMV, con una secuencia
practicamente idéntica a la del virus encontrado en Martinica y Guadalupe,
también fue determinado en jitomates sintomaticos en Puerto Rico, Trinidad y
Tobago, en donde, durante los Ultimos afios han ocurrido epidemias con alta
incidencia de plantas infectadas. No se conoce como el PYMV se propagé tan

ampliamente y en tantos lugares, y ademas con tan poca variacion del genoma.

1.3.3. Begomovirus en laregién del Caribe

En la Republica Dominicana, en 1992, se detectaron los sintomas
correspondientes al virus del enrollamiento foliar amarillo del tomate (TYLCV),
(Polston y col., 1994a). El TYLCV se describié por primera vez en 1964 en
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Israel, donde continla siendo el principal factor limitante de la produccion de
jitomate (Cohen y Antignus, 1994). Probablemente el TYLCV se introdujo, sin
saberlo, por un productor de jitomate de la regién noroeste de la Republica
Dominicana. Este productor de jitomate en invernadero utiliz6 un cultivar para
consumo fresco que solo estaba disponible para trasplante en Israel. En 1994,
el virus se identific6 como TYLCV-Is mediante una prueba de hibridacion, PCR y
secuenciacion parcial del genoma (Nakhla y col., 1994a; Polston y col., 1994a).
El TYLCV se identific6 mas tarde en Jamaica y Cuba (Gonzalez y Valdés, 1995;
McGlashan y col., 1994; Ramos y col., 1996). También se encontré en huertos
caseros y en malezas y parece haberse establecido en el agroecosistema del
Caribe (Gonzalez y Valdés 1995; Serra y col., 1995). De igual forma, el TYLCV
se disemina de regiones del Caribe al sur de México. Practicamente el TYLCV
es el unico ejemplo conocido de un begomovirus introducido del Mejo Mundo al
Nuevo Mundo. Todos los otros begomovirus que afectan jitomate y chile, tienen
su origen en el Nuevo Mundo.

Hasta 1992 todos los begomovirus que se encontraron infectando jitomate
en América eran bipartitas, pero con la introduccién del TYLCV al continente
esta situacion cambid. Este virus monopartita se ha diseminado en los cultivares

de jitomate de varios paises, incluyendo México (Ascensio-lbafiez y col., 1999).

1.3.4. Begomovirus en México

En México, desde 1970 (Ley-Flores,1975) se observaron plantas de
jitomate con sintomas causados por un virus transmitidos por mosquita blanca,
el cual posteriormente se identific6 como virus del chino del tomate (CdTV), en
el estado de Sinaloa, al noreste de México (Brown y Nelson 1988; Gallegos
1978). En esta regidon se presentaron epidemias entre 1970 y 1983, y
anualmente desde 1988; asociadas a la presencia de altas poblaciones de B.
tabaci (Brown y Nelson, 1988). Los sintomas del CdTV en jitomate son muy
severos comparados con los de la mayoria de los geminivirus y su ambito de

hospederas es amplio (Brown y Nelson 1988). En Sinaloa, el virus se puede
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detectar tanto en plantaciones de jitomate como de chile. Este virus también se
encontré en otras areas productoras del pais, por ejemplo en los estados de
Chiapas, Morelos y Tamaulipas (Torres-Pacheco y col., 1996). Posteriormente
se descubrié que el virus del chino del tomate coexiste, con al menos, otros dos
begomovirus, el PHV y el TPV.

Las epidemias del TPV ocurren rutinariamente en jitomate y chile en el
estado de Tamaulipas, en el noreste de México (Torres-Pacheco y col., 1996).
Una raza de este virus se detectd afectando al jitomate en Sinalog y al chile en
otros estados de México (Torres-Pacheco ycol., 1996). Las dos cepas varian en
distribucion geogréfica, expresion de sintomas y posiblemente, en el d&mbito de
hospederos (Stenger y col., 1990; Torres-Pacheco ycol., 1996).

El virus PHV tiene una distribucion amplia en México y ha sido detectado
tanto en chile como en jitomate en los estados de Guanajuato, Quintana Ro0o0,
Sinaloa y Tamaulipas. (Torres-Pacheco y col., 1996). Es el begomovirus de
mayor incidencia en la region del Golfo de México. Una nueva cepa del PHV se
encontro en Sinaloa en cultivos de jitomate (Hou y col., 1996; Torres-Pacheco y
col., 1996).

En resumen, los begomovirus que afectan los cultivos de jitomate y chile
en nuestro pais se encuentran a menudo en infecciones mixtas, y las

combinaciones virales cambian entre épocas de produccion y localidades.

1.3.5. Begomovirus y nuevo biotipo de Bemisia tabaci

A mediados de los afios 80(s), los Unicos begomovirus identificados como
causantes de infecciones en jitomate en América fueron TGMV, TYMV y CdTV,
pero justamente cuando aparecid6 un nuevo biotipo de mosquita blanca
identificado como biotipo B, comenzaron a surgir en los cultivos de jitomate
epidemias causadas por begomovirus en todas las zonas tropicales del

continente americano (Brown y col.,, 1996).
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Actualmente, se conoce que existen diferencias biologicas significativas entre
poblaciones de B. tabaci de diferentes regiones (Bedford y col., 1994; Brown y
col., 1995b; Byrne y col., 1990). Aunque no existe informacion especifica para la
mayoria de los paises de América, parece ser que hasta mediados de los afios
80, muchos biotipos de B. tabaci se alimentaron y reprodujeron en jitomate y
chile en forma muy limitada, minimizando la transmisién de begomovirus hacia y
desde plantas de estas hortalizas. No obstante, a mediados de los afios 80, un
nuevo biotipo o especie de mosquita blanca se introdujo en el hemisferio
Occidental, proveniente del Mediterraneo, posiblemente por el traslado de
plantas ornamentales infestadas. Aunque esta mosquita no muestra diferencias
morfologicas con respecto a los biotipos de B. tabaci ya existentes, hay
diferencias biologicas significativas. Una de ellas es que la nueva mosquita
blanca se alimenta muy bien y se reproduce abundantemente en jitomate y chile
(Schuster y col., 1990), y es menos selectiva en sus hospederos. Esta mosquita
blanca se designdé como el biotipo B, para distinguirla del biotipo A, el cual ya
estaba presente en el suroeste de los Estados Unidos antes de la introduccion
del biotipo B (Brown y col., 1995b).

Después de su introduccion, se ha considerado que el biotipo B se ha
dispersado en América por el traslado de plantas ornamentales (Brown y col.,
1995b). Para finales de los afos 80, este biotipo se habia establecido y
desplazado a las poblaciones nativas de B. tabaci en Texas y Florida (Brown y
col., 1995b; Schuster y col., 1990). En 1990, una situacion similar ocurrié en
Arizona y California. El biotipo B fue identificado posteriormente en Antigua,
Barbados, Republica Dominicana, Granada, Guadalupe, Puerto Rico, Trinidad y
Tobago, St. Kitts y Nevis; y en 1990 6 1991 en México (estado de Quintana
Roo) (Brown, 1994). En 1992, éste biotipo se encontré al oeste de México, en
Sonora, ademés en Belice y Nicaragua (Brown, 1995b). En 1993, también se
informé de su presencia en casi toda América Central y ademas se habia
desplazado a Brasil (Brown y col.,, 1995b). En 1994, el biotipo B se encontré en
Venezuela, y en el norte de México (estados de Sinaloa y Tamaulipas) (Brown,
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1994); y recientemente se identificé en Colombia. Esta especie de mosca blanca
se dispers6 a lo largo del hemisferio y continda invadiendo nuevas areas,
principalmente en América del Sur. Después de un periodo de 2 a 5 afios de la
aparicion de este biotipo, surgieron uno o mas begomovirus que no se habian
registrado anteriormente, lo cual se asocia a la aparicion de este transmisor
(Polston y Anderson, 1997)

1.4. Identificacién de Begomovirus

Aunque al presente se han depositado en el GenBank las secuencias de
cerca de 200 geminivirus, en su mayor parte begomovirus, el numero de los que
aun no se caracterizan se estima en varios cientos, y su diseminacion en los
campos agricolas es cada vez mas amplia. Esta se puede explicar por cambios
recientes en las condiciones agronémicas, entre ellos el incremento de las
poblaciones de insectos vectores, la introduccién al continente americano de un
nuevo biotipo de mosquita blanca, la aparicibn de vectores con resistencia a
insecticidas, cambios en el patron de cultivos que favorecen la presencia de
cultivos susceptibles durante todo el afio e impiden que se rompa el ciclo del
vector, etc. Sin embargo, una pregunta importante es: ¢de dénde provienen los
begomovirus que se estan descubriendo continuamente?.. Una posibilidad es
gue cada region tenga una poblacion endémica desconocida de begomovirus
restringidos principalmente a malezas, y solo recientemente han encontrado las
condiciones para invadir cultivos comerciales. La otra alternativa es la
introduccion interregional de begomovirus. Existen hallazgos que apoyan ambas
posibilidades, por un lado, se han caracterizado molecularmente varios
begomovirus y se ha verificado que éstos no estan presentes en ninguna otra
area del mundo. Sin embargo, también se ha observado que algunos de estos
begomovirus se han estado diseminando en diferentes areas, por ejemplo, en
nuestro pais se ha observado en algunos casos reemplazos en las poblaciones

locales de begomovirus. Por ejemplo, PHV fue primero detectado en

127



Diagnostico Molecular de Fitopatdgenos

Tamaulipas en cultivos de chile, mientras que en Sinaloa los cultivos de jitomate
eran afectados por otros virus (chino del tomate). Recientemente se ha
detectado a PHV en todas las regiones tomateras de Sinaloa como virus
principal en infecciones mixtas. Esto sugiere que PHV se ha adaptado a este
cultivo y ha ido desplazando o formando complejos con los virus previamente
identificados en Sinaloa. También se debe considerar el surgimiento de
variantes virales altamente virulentas (recombinantes) que se originan por la
coinfeccion de plantas con diferentes begomovirus. Esta dinamica compleja
torna necesaria la identificacion de los nuevos begomovirus presentes tanto en

los agroecosistemas como en los ecosistemas naturales.

Se han desarrollado diversos métodos para la identificacion de los
begomovirus. Una de las primeras y mas precisas es la prueba de identificacion
de cuerpos de inclusion (Christie y col., 1986). Los geminivirus producen
grandes inclusiones nucleares, las cuales se tifien de azul con el colorante Azur
A. Estas inclusiones, que son caracteristicas de los begomovirus, pueden
observarse mediante un microscopio de luz. El tejido de tomate es relativamente
facil de procesar, y se producen numerosas inclusiones en tejido foliar yflores
infectadas, no obstante, una limitante es que se requiere experiencia para su
reconocimiento. Se han producido anticuerpos policlonales y monoclonales
contra la proteina de la capside de diversos begomovirus, los cuales se utilizan
en pruebas de deteccion y diferenciacion de los mismos (Cancino y col., 1995;
Givord y col, 1994). La seleccion de anticuerpos puede determinar la
especificidad de la prueba y puede ser utilizado para detectar una amplia gama

de especies y variantes begomovirales.

Otros métodos comunmente usados se basan en la deteccion del acido
nucleico de los begomovirus mas que en la proteina de la capside. Los métodos
de hibridacion usan el ADN viral clonado y marcado con una sustancia
reveladora (i.e., biotina, 32 P, digoxigenina) que hibrida con el ADN viral “blanco”

gue se encuentra unido covalentemente a una membrana de nylon. La
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especificidad de estos métodos puede ser controlada mediante la selecciéon del
ADN utilizado como “sonda” y las condiciones de temperatura y fuerza ionica

utilizadas en el proceso de hibridacion y lavado de las membranas.

Una poderosa técnica desarrollada a fines de los 80(s), es la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Esta utiliza solo pequefias cantidades de tejido
infectado fresco, desecado o liofilizado, y es extremadamente sensible. Su
especificidad depende de oligonucledtidos sintéticos que funcionan como
“iniciadores” (“primers”) y de las condiciones de temperatura y concentracion de
iones Mg2+ utilizados en el proceso de amplificacion. La identificacion de las
especies virales se realiza principalmente por secuenciacion parcial o total del
genoma, pero se carece de un método general para la diferenciacion preliminar
de las variantes (“aislados” o “razas”) de un virus. Existen dos regiones del
genoma del componente A que son de interés particular para estudios de
taxonomia: el gen de la proteina de la capside (CP) y la region intergénica. Dos
son los métodos basados en PCR mas comunmente utilizados para el escrutinio
de multiples muestras. El primero consiste en la amplificacion de una region de
576 pb del gen que codifica la proteina de la capside (método de Wyatt y Brown,

1996) pero este método presenta las siguientes limitaciones:

- La region amplificada estd muy conservada entre los begomovirus y por

consiguiente no proporciona suficiente informacion sobre la identidad del
virus.

- El tamafo del producto de PCR es practicamente el mismo para todos los
begomovirus conocidos, sin importar su origen geografico. Por lo tanto, no
se obtiene informacion preliminar de la diversidad viral en muestras de una
region dada.

- Todos los productos de PCR deben ser secuenciados para la identificacion
preliminar del virus.

El segundo método de amplio uso fue establecido por Rojas y col., (1993),
quienes disefiaron un juego de iniciadores universales degenerados, basandose

en regiones altamente conservadas identificadas en el componente A. Estos
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oligos amplifican un fragmento que comprende parte del gen Rep, la IR y una
porcion del gen CP. Ademas, el uso del juego de iniciadores en antisentido
permite la amplificacién de dos grandes regiones gendémicas, que juntas cubren
la totalidad del genoma A de los begomovirus.

Las ventajas de este método son:

- Tiene una aplicacion general para la amplificacion del componente A de los
begomovirus originarios de ambos hemisferios, los cuales se pueden
distinguir porque los begomvirus del Nuevo Mundo amplifican un fragmento
de 1.1kb, en tanto que para los del Viejo Mundo el tamafio es de 1.3 kb.

- Los productos de PCR obtenidos se pueden someter a un andlisis de
restriccion enzimatica (RFLP), lo cual permite la caracterizacion de los
begomovirus y la demostracion de infecciones mixtas en una planta
sintomética. Sin embargo, los autores del método no definieron un conjunto
de enzimas de restriccidn apropiadas para obtener patrones caracteristicos
para cada begomovirus.

Algunas limitaciones del método son las siguientes:

- El tamafio de la regién amplificada no contribuye con informacion preliminar

sobre la variabilidad entre los begomovirus originarios de un mismo
hemisferio.

- La identidad viral solo se puede establecer por clonacion y secuenciacion
de la region o regiones amplificadas.

- Las dos grande regiones gendmicas amplificadas, no se sobrelapan, lo cual
puede dar origen a errores cuando coexisten dos 0 mas begomovirus en
una planta, ya que puede reconstruirse un genoma A inexistente a partir de
segmentos gendmicos de begomovirus distintos.

De lo expuesto en la seccion precedente, se hace evidente la necesidad de
desarrollar nuevos y mejores métodos moleculares de diagnéstico e
identificacibn de begomovirus, los cuales deberan reunir, idealmente,
caracteristicas como las siguientes:
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a) Que se basen en el uso de iniciadores universales, para hacer factible la
amplificacion de la mayor parte de los begomovirus conocidos, y también la

de muchos otros aun sin descubrir, diseminados en todos los continentes del
mundo.

b) Que el método haga posible un diagnéstico rapido y a bajo costo, y que
incluya estrategias que reduzcan la necesidad de secuenciar los productos
amplificados, lo cual es especialmente importante cuando se analiza un gran
namero de muestras.

c) Que las secuencias virales amplificadas proporcionen informacién suficiente

para la identificacion preliminar del virus presente en los tejidos infectados.

d) Que al menos algunos de los productos de PCR puedan ser utilizados para
otros fines, ademas de la identificacion del patdgeno; por ejemplo, como fuente
de secuencias con uso potencial en biotecnologia vegetal (v.gr. promotores,
terminadores transcripcionales, origenes de replicacion, etc.). De esta manera,
se le daria un valor cientifico agregado a los productos del método, que
usualmente tienen un valor restringido al diagnoéstico.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar una metodologia basada en la técnica de la PCR, que haga
posible la identificacibn rapida y precisa de begomovirus, asi como la
recuperacion del genoma A completo de cualquier begomovirus, sin importar su
origen geografico. Y como instrumento diagnéstico, el método debe superar a
otros ya existentes, en términos de sensibilidad, rapidez, precision, bajos costos

y economia de labor humana por muestra.

Objetivos especificos

1) Disefar oligonucleétidos sintéticos que funcionen como iniciadores
“universales” para la amplificacion de diferentes regiones genomicas de los
begomovirus.

2) Examinar experimentalmente la utilidad de los nuevos oligonucleétidos para
la amplificacion de una variedad de begomovirus, tanto de Ameérica como del

Viejo Mundo.
3) Establecer una estrategia para la identificacion preliminar de estos virus
basada en el tratamiento de productos de amplificacion con enzimas de

restriccion especificas (identificacion por PCR/ RFLPSs).

4) Realizar la amplificacion e identificacibn de begomovirus presentes en

muestras de campo por medio de la metodologia desarrollada.
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio de Oligonucle6tidos Universales

Los oligonucledtidos (“primers”) que se utilizaron en el presente trabajo
fueron disefiados en el laboratorio de Biologia Molecular de Plantas del IPICYT,
bajo la direccion del Dr. Arglello Astorga, con la excepcion de los denominados
‘RepWAR” y  “RepWAR rev’” denominados formalmente PAL1v1978 vy
PAR1c496 que corresponden a dos de los iniciadores de Rojas y col., (1993).
Para el disefio de los iniciadores universales se alinearon las secuencias del
genoma A de mas de 100 begomovirus, se identificaron bloques de secuencia
nucleotidica altamente conservadas, y se determiné la secuencia consenso de los
blogues mayores a 15 nt. para definir las caracteristicas de los oligonucleétidos
susceptibles de uso como “primers” universales. Se tomaron en cuenta
parametros como las temperaturas de alineamiento similares para evitar formar
dimeros o estructuras secundarias. A cada uno de ellos se le adicion6 un sitio de
restriccion para que los productos amplificados por PCR se pudiesen insertar en
vectores de clonacion convencionales. Todos los oligonucleétidos fueron

sintetizados por la compafia Invitrogen.

2.2. Begomovirus

Para el ensayo preliminar de todos los juegos de iniciadores, se empleod el
componente A (clonado en diversos plasmidos) de begomovirus de diferentes
origenes geograficos y representativos de América, Europa y Africa como: PHV
(virus Huasteco del chile), PYMV-Gpe (virus del mosaico amarillo de la papa),
TYLCV (irus del enchinamiento amarillo de la hoja del tomate), ACMV (virus
africano del mosaico de la yuca), ToMoV (virus del moteado del tomate) y
TToMoV {irus taino del moteado del tomate), y TPV (irus Texano del chile);

adicionalmente, se utiliz6 una regibn gendmica de dos begomovirus
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parcialmente caracterizados, IpoGV (geminivirus de Ipomoea) y OYMV (virus

del moteado amarillo de la okra),

2.3. Extracciéon de ADN

Se probaron diferentes protocolos de extraccion de ADN genomico y se
adopté finalmente un método Unico para las muestras de tejido vegetal
(principalmente chile y jitomate). Este se baso en el método utilizado por Green
y Thompson (1999) que no utiliza nitrdgeno liquido y consiste en moler 0.5 g de
tejido con 2ml del buffer de extraccibon CTAB (bromuro de
hexadeciltrimetilamonio) compuesto por Tris 100 mM pH 8.0, NaCl 1.4M,
EDTA 50mM pH8.0, CTAB 2.5%, polivinilpirrolidona 1% y 2-mercaptoetanol

0.2%. Se llevd a cabo el protocolo indicado en el Cuadro 3.

2.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para todos los juegos de oligonucleétidos, la composicién de la mezcla de
reaccion para PCR (50 ni volumen total) fue la misma y consistié en: Buffer Taq
DNA polimerasa 1X, MgCl, 1.5 mM, dNTPs 0.2mM, oligonucléotidos 1mM, Taq
polimerasa 2.5 UT, DNA 1ng. Con excepcion del juego de oligonucleétidos
YMAC For-YMAC Reyv, las condiciones para la amplificacion del ADN viral
fueron: desnaturalizacién inicial a 94°C/2min, y 35 ciclos conformados por
94°C/1min, 55°C/1min, 72°C/1min, con una extension final de 72°C/7min. Para
los YMAC For-YMAC Rev el Gnico cambio en las condiciones fue el tiempo de
extension (72°C/3min) debido a que los productos de PCR son mas largos. Los
productos amplificados fueron analizados por movilidad electroforetica en geles

de agarosa al 1- 1.5%.
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Cuadro 3. Protocolo de extracciéon de ADN-modificacion del método de
Green y Thompson (1999).

=

Incubar 500n1 del homogeneizado a 65 °C /30min

2. Centrifugar a 13,000 rpm/5 min

3. Pasar el sobrenadante a un tubo eppendorf limpio, adicionar un
volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico ( 25:24:1) y centrifugar
a 13,000 rpm / 10min

4. Separar la fase acuosa y volver a adicionar un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico ( 25:24:1) y centrifugar a 13,000
rpm / 10min

5. Pasar la fase acuosa a un tubo de eppendorf limpio y agregar 2 ni de
RNAasa 25mM e incubar a 37°C/30 min

6. Precipitar el ADN con un volumen igual de alcohol isoamilico e
incubar en hielo por 5min

7. Centrifugar a 13,000 rpm/10min y eliminar el sobrenadante

8. Lavar la pastilla con 450nt de etanol al 70%

9. Centrifugar a 13,000 rpm/2min y eliminar el sobrenadante

10. Secar al aire y resuspender en 40m deTE (Tris. HCI 10mM y EDTA

1mM ) pH 8.0

2.5. PCR anidado

Algunos de los juegos de oligonucleotidos llegan a amplificar una cantidad
baja de ADN viral, la cual se puede incrementar con una reaccion de PCR
anidado; dicha reaccion ademas asegura la especificidad para la region de ADN
amplificada. En nuestro trabajo los juegos de oligonucledtidos que se disefiaron
se pueden utlizar para realizar PCR(s) anidados. Con el juego de
oligonucleétidos denominados YMAC For-YMAC Rev se puede amplificar todo

el genoma del componente A de un begomovirus, ya sea en forma directa o por
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PCR anidado, en esta ultima situacion, estos oligonucleotidos fungen como
oligonucledtidos externos en combinacion con todos los juegos de
oligonucledtidos aqui utilizados.

Para analizar los diferentes tamafios del ADN de la region Rep Mot 1/
CPc70 para los diversos begomovirus, se amplific6 dicha region por PCR
anidado utilizando para la primera reaccion los oligonucleétido Rep
DGRSAR/pCP c70 y en la segunda Rep-Mot /pCP c70

2.6. Caracterizacion de la region Rep Mot 1/CPc70 por patron de
restriccion (RFLP)

Ademas de la diferenciacion de los begomovirus por el tamafio de la banda
de ADN correspondiente al fragmento Rep Mot 1/ CP-c70, éstos se pueden
distinguir e identificar también por el patron obtenido con enzimas de restriccion
especificas. Primero se analiz6 esta parte del genoma A para una gran cantidad
de begomovirus utilizando el programa Mapdraw (DNAstar), en relacién a sitios
de corte para enzimas de restriccibn que poseen sitios mdultiples de
reconocimiento dentro de esa region viral, y que por lo tanto pueden generar
patrones complejos y distintivos. Para ensayos preliminares se seleccionaron
las enzimas Sspl, EcoNI109, Mspl y Hhal Las enzimas seleccionadas,
tomando en cuenta también su menor costo fueron Mspl y Hha 1.
Considerando la amplia distribucion de PHV en México, y su variabilidad
genética, se eligieron también las enzimas Hind Ill y Hinc Il para caracterizar
algunas variantes de este virus. Los productos digeridos se analizaron por
electroforesis en geles de agarosa al 2.5%. Las enzimas fueron de New

England BioLabs.
2.7. Clonacion y secuenciacion

Los productos de PCR obtenidos de las muestras de campo se purificaron
con el kit comercial QIQquick PCR purification kit de QIAGEN, segun las

indicaciones del proveedor. La ligacion se efectué en pBS (pBluescript Il SK +,
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vector de clonacion de Stratagene, Inc). La transformacién de células
competentes de Escherichia coli Top 10 se realizé por choque térmico ylas
transformantes fueron seleccionadas en base al color de las colonias (blancas /
azules) en medio de LB/ampicilina/IPTG/X-gal. La extraccion del ADN
plasmidico se realiz6 de acuerdo al procedimiento modificado de Birnboin
(Sambrook y Russell, 2001). Los productos clonados fueron secuenciados en la
Unidad de Secuenciacion del CINVESTAYV, Irapuato, y la secuencia nucleotidica
obtenida en cada caso se compar6 con secuencias disponibles en la base de
datos del GenBank, utlizando el programa BLAST y el método Clustal
(MegAlign, DNA Star software, Madison, WI).
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lll. RESULTADOS

3.1. Disefio y sintesis de “iniciadores” universales.

Se disefiaron ocho oligonucleétidos degenerados flanqueados por distintos
sitios de restriccion. Estos se alinean en las diferentes regiones altamente
conservadas que se identificaron en el gen Rep y en el gen CP de una gran
cantidad de begomovirus originarios de varios continentes, incluyendo a
begomovirus representativos de América, de Asia, de Europa, de Africa y
Australia. Los iniciadores fueron designados, por lo general, por una secuencia
de aminoacidos corta y caracteristica que es codificada por la secuencia de
DNA correspondiente a los oligonucledtidos (v.gr: YMAC, DGRS, etc.), asi como
por el sentido del iniciador con respecto a la direccion de replicacion del virus,
gue se indica con los identificadores “For” y “Rev” (Cuadro 4). Los dominios
DGRSAR y WAR se ubican en el gen Rep y el YMAC en el gen que codifica la
proteina de la capside.

En la Figura 2 se muestra la region del genoma A que se puede amplificar
con las diversas combinaciones de los oligos disefiados; el tamafio indicado
corresponde al componente A del PHV, el cual se tomé como entidad de
referencia para predecir dicho tamafio. Como se puede apreciar, con estos
iniciadores sintéticos se amplifican regiones que incluyen en forma total o
parcial la secuencia de los genes Rep, Trap, REn, CP, la region intergénica (IR);
asi como la secuencia completa del componente A en un solo producto o en
varios fragmentos sobrelapados.

Los oligos Rep-Mot y pCPc70 son de gran importancia, debido a que
con ellos se amplifica la region del IRD-IR-CP70. Esta regién genomica es la
gue proporciona, en la menor extension de secuencia, la méaxima informacion
sobre la identidad de un begomovirus. La seleccion de esta region de
aproximadamente 630 pb para identificar a los begomovirus se bas6 también en
el andlisis que se realizé del componente A de mas de 100 virus pertenecientes

a este género, originarios de América y del Viejo Mundo. Dicha region
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comprende el segmento IRD del gen Rep, la region intergénica y un segmento

de 70 codones del gen CP. La region Rep-IRD es un segmento de 10 codones

Cuadro 4. Oligonucledtidos utilizados como iniciadores universales para
amplificar el ADN-A de Begomovirus.

Oligonucleotido orientacion

V (sentido del virion )

Secuencia

Rep-Mot (Xbal)

GAGTCTAGATGGATANGTDAGGAAATARTTCTTRGC

Rep-DGRSAR (Xbal)

GAGTCTAGATGCTGACCTCCTCTAGCWGATCTGCCGTC

Rep-WAR (Xhol)

AGAGCTCGAGCCCACATYGTCTTYCCNGT

YMAC-For (EcoRl)

CGTGAATTCTTATTGTAYATGGCRTGTACDCATGC

CP70-Rev (Hind Iif)

GCGAAGCTTGGTTGTGAAGGNCCNTGTAAGGTYCA

Oligonucleotido orientacién
C (sentido de la cadena

complementaria)

Secuencia

pCPc70-Eco RI

CGCGAATTCGATTGRACCTTACANGGNCCTTCACAACC

pCP-XbatGUS

GAGTCTAGAACGCCATGGRGCATCNCGCTTAGSCAT

Rep-DGRSAR-Rev
(Xbal)

GAGTCTAGACGGCAGATCWGCTAGAGGAGG

Rep-WAR -Rev (Xbal)

GAGTCTAGACNGGRAAGACRATGTGGGC

YMAC-Rev (Xbal)

GAGTCTAGAGGRTTAGARGCATGHGTACATGCCAT
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Figura 2 Oligonucleotidos universales degenerados y las diferentes regiones
del componente A de los begomovirus que se pueden amplificar con ellos. Para
cada juego se indica la posicién de alineamiento tomando como referencia al

PHV.
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altamente variable y se conocen al menos 30 variantes. La region intergénica

es la region del genoma viral mas variable en secuencia nucleétidica (Padidam
y col., 1995) y la region CP-c70 es el segmento del gen CP que presenta el
mayor nivel de variabilidad entre los begomovirus. En el caso de los
begomovirus de América dicha region tiene un tamafio que va de los 570 a los
610 pb, y para los del Viejo Mundo oscila entre 690 a 750 pb (Figura 3).

Con el juego de oligos Rep-MotGus /CP-X-Gus se amplifica la region
intergénica y por ende se obtiene un producto que contiene los dos promotores
divergentes, CP y Rep, los cuales pueden ser de gran utilidad en biotecnologia,
y con los oligonucleétidos YMAC-For e YMAC-Rev se puede amplificar todo el
genoma A de un begomovirus, ya sea en forma directa o por PCR anidado; en
este Ultimo caso, esos iniciadores funcionan como los mas externos, en
combinacion con los demas juegos de oligonucleétidos utilizados en este

trabajo (Figura 4).

3.2. Evaluacion de los juegos de iniciadores para la amplificacion de
diferentes regiones del ADN-A de los begomovirus

Los diferentes juegos de nuevos iniciadores se ensayaron con begomovirus
de diferentes regiones de América (PHV; PYMV-Gpe, ToMoV, ToMoTV,
IpoYMV), asi como con dos representativos del Viejo Mundo (TYLCV y ACMV).

Con excepcion del juego de oligonucledtidos YMAC-For/ YMAC-Reyv, todos
los juegos de oligonucledtidos probados (Cuadro 4) amplificaron la region del
ADN-A de los begomovirus con los que se efectud el ensayo, lo cual demostro
la versatilidad de los nuevos iniciadores, y se observo que el tamafio de cada
region varia dependiendo del tamafio del componente A de cada begomovirus,
(Figura 5). Los oligos que dieron los resultados mas consistentes fueron los
juegos Rep DGRSA/ pCp70 y RepMot-GUS/ pCP-GUS. En el caso de los
iniciadores YMAC For/'YMAC-Rev, a pesar de que la banda de ADN rara vez
llegb a ser visible en los geles, se constaté que hubo amplificacion al utilizar el
producto del PCR obtenido como templado para un segundo PCR (anidado) con
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diferentes juegos de oligonucledtidos y observar en gel la banda de ADN del

tamafo esperado (Figura 6).

Region Rep- Mot1/CP-c70

Begomovirus de America (§40-610 nt)

Geh Rep Gen CP

. Region Intergenica

Begomovirus del Viejo Mundo (690-750 nt)

Sen Rep _Gen CP

T,

. Region Imtergénica
.

y

IRD g

Figura 3 El tamafio variable amplificado por PCR de la region Rep-Motl/CP
c70, permite diferenciar a los begomovirus, distinguiéndose por su origen
geografico a dos grandes grupos: begomovirus del viejo mundo y begomovirus
de América. IRD (segmento de 10 codones en el extremo “N” del gen Rep). Gen
CP (segmento de 70 codones del gen de la proteina de la capside). Gen MP
(gen que codifica la proteina de movimiento en los begomovirus del viejo
mundo).
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Figura 4. Regiones del ADN-A que se pueden amplificar por PCR anidado. El
circulo grueso representa el ADN-A, la flecha el origen de replicacion y las
lineas delgadas la region amplificada por los juegos de oligonucledtidos
externos e internos: A) ab: YMAC-rev/YMAC -for; c-d: RepWAR-for/ YMAC-rev;
e-f. Rep DGRS/pCPc70; g-h: Rep-Mot/pCPc70; ij: RepMot/pCP-X-Gus. B) ab:
YMAC-rev/YMAC-for; k-I; DGRS -rev/CP70-rev; m-n: Rep WAR -rev/YMAC for.
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1245

Figura 5. Amplificacién de diversas regiones del ADN-A, con los diferentes
juegos de oligonucledtidos ensayados. A) 1 Marcador de peso molecular 1Kb,
2) Rep-MotGus/pCP-X-Gus (PHV), 3) Rep-MotGus/pCPc70 (IpoYMV), 4) Rep
WAR -for/ pCP c¢70-(PYMV), 5) Rep-DGRS/pCP c70- (PYMV), 6) Rep WAR
Rev/Cp70 Rev (TYLCV); 7) Rep DGRS Rev/CP70 Rev (TYLCV). B) 1 Marcador
Molecular 1Kb, 2) DGRS-rev/YMAC-for (PHV), 3) Rev DGRS/YMAC-for
(PYMV), 4) Rep WAR For/YMAC-rev (PHV), 5) Rep WAR-for/'YMAC-rev
(PYMV), § WAR-for/lYMAC-rev (TToMoV). C) 7 Rep DGRS/YMAC-rev (PHV),
8) Rep DGRS/YMAC-rev (TToMoV), 9) Marcador Molecular 1Kb
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YMAC For/! YMAC Hev
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YMAC Rev
t,’ 877

YMAC For

2570-2870
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Figura 6. Diferentes regiones del AD N-A de PHV amplificadas por PCR anidado

a partir del producto obtenido en la primera etapa de amplificaciéon con los
oligonucleétidos YMAC-for/fYMAC-rev ((los cuales amplifican el genoma
completo) con los siguientes juegos de iniciadores: 2) Rep-MotGus/pCPc70
(600 pb), 3) Rep-MotGus/pCP-X-Gus (400 pb), 4) RepDGRS/pCPc70 (900 pb),
6) Rep-WAR rev/ Cp70 rev (1400 pb). Carril 1: marcador de peso molecular
(1Kb).

De acuerdo a lo predicho para la region Rep Mot 1/ CP-70, los productos
de PCR derivados tanto de los begomovirus clonados, como de extractos de
plantas con sintomas virales, exhibieron variaciones en el tamafio de dicha
region, lo cuales fueron visualizados por su movilidad electroforética relativa.
Los begomovirus del Viejo Mundo fueron identificados facilmente porque la
banda de ADN para esta region es aproximadamente de 700 pb o mayor.
(Figura 7). Los tamafios calculados para dicha region, considerando el tamafio
del componente A de cada begomovirus, se presentan en el Cuadro 5. Como
se puede apreciar en la figura 7, éstos coincidieron con los amplificados con los
iniciadores Rep-Mot/ pCPc70.
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Cuadro 5. Tamafio de la region Rep Mot 1/ CP-c70 de los begomovirus que se
utilizaron en este trabajo

Begomovirus Tamafo (pb) regién Rep Mot 1/ CP70
PHV 616
PYMV-Gpe 580
TYLCV 754
ACMV 700
IpoYMV 595
ToMoTV 582
oYMV 593
ToMoV 586

Figura 7. Tamafo variable de los productos de amplificacion de la region Rep-
Mot 1/CP c70 de los siguientes begomovirus: 1. PHV; 2. PYMV-Gpe; 3.TYLCV;,
4. ACMV; 5. IpoYMV; 6. TToMoV: 7 y 8. Dos begomovirus (A y B) detectados
en una muestra de girasol.
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3.3. Caracterizacion de begomovirus por patrones de restriccion.

Después de ensayar en forma preliminar la enzimas de restriccion Sspl,
Eco No109, Mspl y Hhal, y analizar tedrica y experimentalmente los patrones
de restriccion que se obtuvieron de la region Rep Mot 1/ CP-c70 de los
siguientes virus: PHV, PYMV-Gpe, TYLCV, ACMV, IpoYMV, TToMoV, OYMV y
ToMoV; se observd que los patrones generados con la combinacion de las
enzimas Msp 1y Hha 1, fueron caracteristicos y diferenciales para cada uno de
los begomovirus antes mencionados, por lo cual se adoptaron como modelo
para este ensayo (Figura 8).

El nimero de fragmentos y el tamafio de los mismos coincidieron con
los calculados tedricamente (Cuadro 6). La Figura 9 ilustra el tamafio de la
region Rep- Motl/ CP-c70 y el patrén de restriccion diferencial que distingue a
dos begomovirus representativos del Nuevo Mundo (PHV y PYMV), en
comparacion con los obtenidos para el TYLCV y el ACMV, que pertenecen al

Viejo Mundo.

Cuadro 6. Numero y tamafio de bandas obtenidas por digestion de la region

Rep Mot 1/ CP<70 de los diferentes begomovirus utilizados en este trabajo,
con las enzimas Msp |y Hha I.

Begomovirus Msp | Hha |
PHV 616 352, 195, 44, 25 No tiene sitio
PYMV-Gpe 580 317, 203, 60 271, 215, 94
TYLCV 754 536, 218 529, 230

ACMV 700 500, 200 400, 220, 80
IpoYMV 595 215, 203, 89, 88 287, 185, 100, 23
OYMV 593 343, 192, 53 306, 104, 100, 83
TToMoV 582 320, 202 214, 202, 166
ToMoV 282, 214, 90 360, 226
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oYMV PHV TYLCV IpoYMV

TToMoV ACMV ToMoV

Figura 8. Patron de restriccion de la region Rep-Mot1/CP c70 obtenido con las
enzimas de restriccion 1)Msp | y 2Hha |, el cual caracteriza la identidad de siete
begomovirus. OYMV (virus del mosaico y amarillamiento de la okra) PHV (virus
Huasteco del chile), TYLCV {irus del enchinamiento y amarillamiento de la
hoja del tomate), IpoYMV (virus del mosaico y amarillamiento de Ipomea),
TToMoV (virus taino del moteado del tomate), ACMV (virus africano del mosaico
de la yuca) y ToMoV (virus del moteado del tomate). 3) ADN sin digerir. M)
Marcador molecular de 100 pb
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PHV PYMV TYLCV ACMV

Figura 9. Patron de restriccion diferencial de dos begomovirus originarios de
América (PHV y PYMV) y dos begomovirus del Viejo Mundo (TYLCV y ACMV),
obtenido de la region Rep-Mot1l/CP c70 con las enzimas 2) Msp |, 3) Hhal, 1)
ADN sin digerir, M) Marcador molecular de 25 pb.

3.4. Identificacién de begomovirus en muestras vegetales por PCR-RFLP y
secuenciacion

El método de deteccién de begomovirus por PCR con los oligos Rep- Mot/
pCPc70 y diferenciacion por patrén de restriccion con las enzima Mspl y Hhal,
se aplicd a muestras de plantas de jitomate, chile y girasol que manifestaban
sintomas virales caracteristicos de begomovirus. La procedencia de estas
muestras fue: Jalisco (jitomate y chile), Campeche (chile), Sinaloa (girasol) y
San Luis Potosi (chile). En el caso de las muestras de Jalisco, éstas se
obtuvieron de las areas productoras de Atoyac y Sayula. En la Figura 10 se
puede apreciar que la sintomatologia es diferente para las plantas de jitomate y
chile. En el follaje del jitomate se expresa clorosis difusa, y clorosis intervenal,
en tanto que en chile se distingue clorosis difusa, ligero amarillamiento,
epinastia y enrollamiento. La incidencia en cada cultivo para esta localidad fue
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aproximadamente del 50% y las pérdidas econémicas también fueron de ese
orden. En relaciébn a las muestras de San Luis Potosi (SLP), Campeche y
Sinaloa, la incidencia y los dafios fueron menores.

Se obtuvo el patron de restriccion con las enzimas Mspl, Hhal, Hind Il y
Hinc Il, de la regibn Rep Motl/ CP-c70 amplificada para las muestras de
girasol y chile de SLP. Con este método, en la muestra de girasol se pudo
detectar una infeccion por dos begomovirus no identificados en este trabajo, los
cuales se pudieron diferenciar por sus patrones de restriccién disimiles (Figura
11). En la muestra de chile-SLP se identific6 a PHV en base al patron de
restriccion caracterizado por no poseer sitio de corte para Hha 1 y el nimero y
tamafio de las bandas obtenidas con Msp 1, y se puede inferir que puede
corresponder al PHV de la cepa “Tamaulipas” por la banda de 300 pb,
aproximadamente, obtenido por digestion con la enzima Hind lll, lo cual se debe
a la ubicacion caracteristica del sitio de corte para esta enzima (Figura 12).
Este método con fundamento en el patron de restriccion permite evaluar la
diversidad de begomovirus presentes en un agroecosistema, distinguir nuevos
begomovirus y diagnosticar infecciones multiples en una planta, de wa forma

rapida y simple.
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Figura 10. Sintomatologia caracteristica de begomovirus A) Clorosis difusa e

intervenal que expresan las plantas de jitomate. B) Planta de chile con clorosis
difusa, epinastia y enrollamiento. Ambas muestras procedentes de Jalisco.
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Figura 11. Diferenciacion de dos begomovirus (A y B) en una muestra de
girasol por el patron de restriccion de la region Rep-Motl/CP c¢70 con las
enzimas Msp | (carril 2), Hha | (3), Hind lll (4), Hinc Il (5). EI ADN sin digerir esta
en el carril 1. M= Marcador de peso molecular 25 pb.

Figura 12. Patron de restriccion obtenido con las enzimas Msp1l (carril 2), Hhal
(3), Hind 1l (4), Hinc 1l (5), que identifica a PHV originario de Tamaulipas. 1)
ADN sin digerir. M) Marcadores moleculares de 100 pb y 1Kb.
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Los productos de PCR de la region Rep Mot 1/ CP-c70 derivados de las
muestras de Jalisco y Campeche se clonaron y se secuenciaron. Las secuencias
respectivas se presentan en el Cuadro 7. La comparacion de estas secuencias con
las disponibles en la base de datos del GenBank revel6 que tanto la muestra de chile
de Campeche como las de chile y jitomate de Jalisco, son similares a la del Pepper
huasteco yellow vein virus, cepa Sinaloa (GenBank acc.no. AY044162), y el
porcentaje de similitud con este virus fue de 87.6%, 93.2% y 96% respectivamente.
Entre los virus del chile y jitomate de Jalisco el porcentaje de similitud fue de 95%.
Comparando el virus del chile de Campeche con el de Jalisco, el porcentaje de
similitud fue de 86.3%, en tanto que para el virus del jitomate, el resultado fue de
88.4%. Estos porcentajes de similitud y las diferencias evidentes encontradas entre
las secuencias de la IR, nos permiten sefialar que los virus identificados son
variantes del PHV. En el caso de la muestra de Campeche, ésta no posee el sitio
Hind lll que caracteriza al PHV de Tamaulipas, y en cambio tiene un sitio Hinc Il que
no existe en la variante mencionada. Esto se prob6 experimentalmente y se llegé a la
conclusibn de que tales secuencias se pueden considerar caracteristicas
diferenciales para las variantes de PHV. Las secuencias obtenidas en este trabajo

son nuevas y seran depositadas en el GenBank.

En el dendrograma de la Figura 13, se establece la relacion filogenética entre las
variantes de PHV, y su relacion con otros begomovirus. Debido al porcentaje de
similitud con el PHV de Sinaloa y con el PHV de Tamaulipas y como se aprecia en el
arbol filogenético, se puede considerar que las variantes de Campeche y Jalisco son
suficientemente divergente para considerarse “cepas” o “razas” del PHV, pero seria
necesario secuenciar el genoma A entero de los virus para establecer ésto de modo

definitivo.
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Cuadro 7. Secuencias de las clonas obtenidas de chile y jitomate

Clona Chile Campeche 6119

TCTAGAGGATAGGTAAGGAAATAGTTCTTGGCATTTAGGACGAAACCGTTTAGGCAATGGCATATTTGTAA
TAAGAAGGGGTGTACACCGAATTTGGAGCTCTTTTAACCTGGGGCTGATTGTAATCGGTGTAATTGGTAG
CCAATATATAGTATATGGGAGTTATCTAGGATCTTCGTACACGTGGAGGCCATCCGTTATAATATTACCGG
ATGGCCGACCGCTTACCTTATCTCTCCGTACCGCTTTATTTTGAATTAAAGATGTTACTTTTATGCCATCCA
ATGAGCGTGCGTCTGGCGAGCTTAGTTAACCGTTCCAGACGTGGGGACCAAGTAGTGGACGACCACTTT
ATTGACTGTCAGCTTTATAAATTCAAATTAAAACAAAGTGGTCCATGTACCTTTAATTCAAAATGCCTAAGC
GTGATGCTCCTTGGCGATTAACAGCGGGGACCGCAAAGATTAGCCGAACTGGCAACAGTTCAAGGGCTC
TTATCATGGGCCCGAGTACTAGCAGGGCCTCAGCTTGGGTTAATCGCCCAATGTACAGGAAGCCCCGGA
TTTATCGTATGTACAGATCTCCGGATGTGCCGAAAGGTTGTGAAGGCCCATGTAAGGTCCAGTCGAATTCT
CTA

Clona Chile 5-C1

TCTAGATGGATATGTGAGGAAATAGTTCTTGGCATTTAAACGAAATCGTTTAGGCAATGGCATCTTTGTAAT
AAGAGAGGTGTACACCGATTGGAGCTCTTTAACCTGTGCTTATGGTATTGGTGTATCGGTAGCCAATATAT
AGTATATGGGAGTTATCTAGGATCTTCGTACACGTGGAGGCCATCCGTTATAATATTACCGGATGGCCGA
CCGCTTCCCTTATCTTTCCGTACTGCTTTAATTTGAATTAAAGATGTTACTTTTATGCTATCCAATGAGCGT
GCGTCTGGCGAGCTTAGATAACCGTTCCAGACGTGGGGACCAAGTACTGTTTGACCACTTTATTGACTGG
CAGCTTTATAAATTCAAATTAAACCTAAGTGGTCCATATACCTTTAATTCAAAATGCCTAAGCGTGATGCTC
CTTGGCGATTAACGGCGGGGACCGCAAAGATTAGCCGAACTGGCAACAGTTCACGGGCTCTAATCATGG
GCCCGACTACCAGCAGGTCCTCAGCTTGGGTTAATCGCCCAATGTACAGGAAGCCCCGGATTTATCGTAT
GTACAGATCTCCGGATGTGCCGAAAGGTTGTGAAGGACCATGTAAGGTTCATCGGATCCTCTA

Clona Jitomate C 5

TCTAGATGGATAAGTGAGGAAATAGTTCTTGGCATTTAAACGAAATCGTTTAGGCAGTGGCATATTTGTAAT
AAGAGAGGTGTACACCGATTGGAGCTCTTTAACCTGGGCTGATTGTATCGGTGTATTGGTAGCCAATATAT
AGTATATGGGAGTTATCTAGGATCTTCGTACACGTGGAGGCCATCCGTTATAATATTACCGGATGGCCGA
CCGCTTATCTTATCTATCCGTACTGCTTTATTTTGAATTAAAGATGTTACTTTTATGCTATCCAATGAGCGTG
CGTCTGGCGAGCTTAGTTAACCGTTCCAGACGTGGGGACCAAGTTGTGTATGACCACTTTATTGACTGTC
AGCTTTATAAATTCAAATTAAAACATAAGTGGTCCATGTACCTTTAATTCAAAATGCCTAAGCGTGATGCTC
CTTGGCGATTAACGGCGGGGACCGCCAAGATTAGCCGAACTGGCAATAGTTCGCGGGCTCTTATCATGG
GCCCGACTACCAGCAGGGCCTCAGCTTGGGTTAATCGCCCAATGTACAGGAAGCCCCGGATTTATCGTAT
GTACAGATCTCCGGATGTGCCGAAAGGTTGTGAAGGCCCCTGTAAGGTTCAATCGGATCCTCTA

154



Diagnostico Molecular de Fitopatdgenos

PHY-CP-Mot s¢q
PHY Sin-CP-Mot seq
ChileCampeche119 seq
L TomateC4 seq
Chiled-C1.seq
— BOMVMEX SEQ
— BGMV P.Rico.SEQ
Tomato mottle Taino virus, SEQ
MaYMF SEQ
RGM\.SEQ
DiYMV.SEQ

834

Figura 13. Variantes divergentes de PHV identificadas en muestras de jitomate
y chile de Jalisco, y chile de Campeche Yy su relacion filogénetica con el PHV
de Sinaloa y PHV originario de Tamaulipas. Para la elaboracion del
dendrograma se comparé la regién gendmica Rep Mot 1/ CPc70 (600 pb).
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IV. DISCUSION

Los begomovirus constituyen un género muy numeroso y diverso dentro de
la familia Geminiviridae, y el nUmero de especies identificadas se incrementa
dia tras dia, gracias en buena medida al desarrollo de mas y mejores métodos
de deteccibn molecular. La emergencia de variantes mas virulentas de
begomovirus previamente conocidos ha sido también un fenomeno
relativamente frecuente. Por ejemplo, en el cultivo del frijol el virus mosaico
dorado del frijol (BGMV) era un patégeno de menor importancia para esta
leguminosa, sin embargo, en algunas regiones de América Latina, fue suficiente
una década para que éste junto con otros virus nuevos causaran severos dafios
en dicho cultivo. Actualmente son cinco los begomaovirus que infectan al frijol en
condiciones de campo, en nuestro continente, que son los siguientes: virus
mosaico dorado del frijol (BGMV), virus mosaico dorado amarillo del frijol
(BGYMYV), virus del mosaico calico del frijol (BCaMV), virus del mosaico y
achaparramiento del frijol, BDMV (Potter y col., 2003).

Un caso importante desde el punto de vista fitopatologico es el del TYLCV,
un begomovirus monopartita originario del Viejo Mundo, y que en 1994 aparecio
en el Caribe, expandiéndose desde entonces hacia otras regiones de América e
infectando nuevos grupos de plantas. En Cuba, ademas del jitomate (Martinez
Zubiaur y col., 2002) afectd también seriamente al chile (Quifiénez y col., 2001)
y a la calabaza, Cucurbita pepo (Martinez Zubiaur y col., 2004). En el verano del
2001 y 2002 se detectaron por primera vez plantas de jitomate con sintomas
caracteristicos de TYLCV en Carolina del Norte, EUA. La secuencia de este
virus fue idéntica al TYLCV de Cuba (Polston y col., 2002). En mayo del 2002 se
identifico al TYLCV afectando al cultivo del jitomate en la Isla de Guadalupe, con
una incidencia que oscilé de 80 a 100% (Urbino y Tassius, 2003).

Recientemente en México se informd de la presencia de un begomovirus
relacionado con el virus mosaico dorado del sida que provoca dafios en la okra,
el cual disminuy6 el rendimiento y la produccién en los estados de Morelos y
Guerrero (de la Torre-Almaraz y col., 2002). En Chiapas se identifico en plantas
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de tabaco al virus mosaico dorado de Rhynchosia (Ascensio-lbafiez y col.,,
2002). En el cultivo del jitomate, en las regiones productoras de Baja California
Sur se han identificado al virus del enrollamiento severo de la hoja del tomate
(TSLCV) y al PepGMV (Holguin-Pefiay col., 2003; Holguin-Pefay col., 2004).

Practicamente todos los begomovirus antes mencionados fueron
identificados bajo un esquema general que implica la deteccion del begomovirus
por técnicas de hibridacion del ADN, subsiguiente amplificacion por PCR de una
region del componente A, clonacion y secuenciacion del ADN amplificado, e
identificacion por comparacion de la secuencia obtenida con las existentes en la
base de datos NCBI.

En los trabajos antes citados, para la identificacion de varias especies de
begomovirus de América y del Viejo Mundo, se utilizaron primero los
oligonucledtidos degenerados universales disefiados por Rojas y col. (1993)
para este género, los cuales amplifican un fragmento de 1.1kb y 1.4 kb del ADN-
A, para los begomovirus de América y del Viejo Mundo respectivamente. Estos
fragmentos se secuencian y en base a la secuencia se pueden disefiar nuevos
oligonucledtidos especificos para amplificar el ADN-A completo.

Otro método comunmente utilizado es el de Wyatt y Brown (1996), cuyo
juego de digonucledtidos universales degenerados amplifican la region media
del gen de la proteina de la cépside. En este caso, la regién es altamente
conservada y el fragmento amplificado es de 570 pb para todos los
begomovirus, independientemente de su origen geogréafico, por lo que es
indispensable clonar y secuenciar este fragmento para establecer la identidad
viral.

Para algunos begomovirus se han disefiado oligonucledtidos especificos
con los cuales se amplifica un fragmento del ADN-A, o el componente A
completo. Por ejemplo los oligonucleétidos disefiados por Torres-Pacheco y col.
(1996) especificos para PHV, CdTV y TPV, y los disefiados para la identificacion
del TYLCV en la Isla de Guadalupe (Urbino y Tassius, 2003).
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En el presente trabajo hemos desarrollado una nueva metodologia que
presenta caracteristicas que la hacen mas apropiada para el diagnéstico y el
descubrimiento de nuevas especies virales que los métodos existentes.

En primera instancia, se diseflaron ocho diferentes “iniciadores”
degenerados flanqueados por sitios de restriccion, con los cuales se pueden
amplificar diferentes regiones del componente A de los miembros del género
Begomovirus, y clonarse en plasmidos de uso general como pUC19 o
pBlueScript. Con estos oligonuclettidos se puede amplificar el componente A
completo de cualquier begomovirus, independientemente de su origen
geografico. La versatilidad de los iniciadores se demostrdé experimentalmente
amplificando con éxito las regiones genomicas correspondientes de
begomovirus representativos de Ameérica, Europa y Africa. Algunos de los
oligonucleotidos permiten ademas aislar regiones del genoma A de interés
biotecnolégico, como el fragmento de 400 pb que contiene a dos promotores
divergentes, CP y Rep. En este caso, los productos de PCR se pueden clonar
en un vector especial que contenga un gen reportero, como el gen uidA (GUS)
de Escherichia coli, de tal modo que se generen dos cassettes de expresion
diferentes en un solo paso de clonacién. Este sencillo método, por lo tanto, se
puede utilizar para la generacion de construcciones Utiles para analizar la
funcionalidad de una gran variedad de promotores de begomovirus, algunos de
los cuales por sus caracteristicas podrian ser de gran valor como herramientas
moleculares en la biotecnologia de plantas.

Con los oligonucledtido Rep-Mot/pCPc70 se amplifica la regiéon Rep
Motl/CPc70 que se puede utilizar para diagnosticar e identificar tanto a virus
conocidos como a nuevos begomovirus. Se constatd experimentalmente que
esta regidon es muy variable tanto en tamafio como en secuencia nucleotidica.
Las diferencias en tamafio se pueden apreciar por la movilidad electroforética
relativa, 1o que permite distinguir facilmente a los begomovirus originarios de
América (540-610 pb) de los del Viejo Mundo (690-750 pb). Asi mismo se
exhibieron diferencias en los tamafios de los productos de PCR derivados de
diversas especies de begomovirus americanos, como entre las del Viejo Mundo,
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lo cual aporta una informacion preliminar acerca de la pluralidad de especies de
begomovirus presentes en una region determinada, sin requerir la clonacién y
secuenciacion de todos los fragmentos amplificados. Esto contrasta con los
resultados obtenidos por Wyatt y Brown (1996) cuyos oligonucleétidos AV
494/AC1048 amplifican el mismo tamafio de banda (570 pb) del gen de la
capside para los begomovirus de diferentes continentes, razén por la cual es
indispensable la clonacion y secuenciacion de dicha region para establecer la
identidad viral. Con el juego de oligonucleétido PAL1v1978 y PAR1c496
disefiados por Rojas col., (1993), se puede efectuar el diagnéstico de
begomovirus, pero en cuanto a la identificacion, en forma preliminar solo se
pueden distinguir dos grandes grupos, los de América (fragmento amplificado de
1.1 kb) y los del Viejo Mundo (1.4 kb). Sin embargo, para establecer la identidad
viral es necesario realizar la clonacion y la secuenciacion de los fragmentos
amplificados

Como ya se describié anteriormente, en la region Rep-Motl/ CPc70 esta
incluida la IR, en la cual esta inmersa el origen de replicacion del genoma y los
dos promotores divergentes. Los productos de PCR de esta region se pueden
clonar y utilizar para estudiar experimentalmente la organizacién funcional del
origen de replicacion en diversos begomovirus, el cual implica no solo
elementos involucrados de modo directo en la replicacion del ADN, sino también
elementos transcripcionales reguladores de la expresion de genes tempranos y
tardios. Dicha informacion se puede aprovechar en el desarrollo de vectores de
expresion en las plantas, y para establecer nuevas estrategias de resistencia
antiviral para una amplia gama de begomovirus, por ejemplo, las plantas de
jitomate resistentes al TYLCV por silenciamiento de genes, éstas se obtuvieron
utilizando la secuencia de la IR y una porcion (2/5) de Rep, para la construccion
de vectores de expresion que contenian a la secuencia rio arriba de la region
IR, en la que esta inmersa la secuencia de los iterones que son el sitio de
enlace de la poteina Rep durante la replicacién del virus por circulo rodante
(Yang y col.,, 2004). Ademas, con los segmentos gendémicos amplificados de

nuevos virus, que incluyen a la IR, se pueden realizar estudios evolutivos
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utilizando la secuencia de los iterones, debido a que el arreglo de estas
secuencias es conservado entre los grupos evolutivamente relacionados
(Arguello-Astorga y col., 1994), por lo que existe la posibilidad de reconocer
preliminarmente la existencia de nuevos linajes.

La variabilidad en la secuencia nucleotidica de la region Rep-Motl/ CPc70
permitié establecer patrones de restriccion caracteristicos con las enzimas Mspl
y Hhal para todos los begomovirus que se utilizaron en este ensayo, ademas
de diferenciar dos begomovirus en la muestra de girasol e identificar a PHV en
la muestra de chile de SLP. Haber y col. (1987) demostrd que el patrén de
restriccion es una herramienta util para diferenciar begomovirus y la aplicé para
distinguir begomovirus que infectan varias plantas colectadas en Puerto Rico.
De igual forma Rojas col. (1993) seleccion6 algunas enzimas de restriccion y
establecio un patron de restriccion para distinguir a los begomovirus conocidos
hasta ese momento, de los no caracterizados. Sin embargo, estos patrones de
restriccion no fueron de aplicacion general para diferenciar begomovirus. El
andlisis de las secuencias virales amplificadas con nuestros iniciadores por
medio de programas computacionales que predicen el patron de digestion con
enzimas de restriccion, nos permitid identificar enzimas de bajo costo que
producen patrones de restriccion caracteristicos y diferenciales de especies
virales, de tal forma que con ellos se puede constituir una base de datos que
sirva para una identificacion rapida de begomovirus, sin recurrir a la
secuenciacion. En base a esta informacion, se puede hacer una seleccion
preliminar de aquellos begomovirus para los cuales es importante la
identificacién por secuenciacion.

Con este método basado en el patron de restriccion con Mspl y Hhal se
puede evaluar rapidamente la diversidad de begomovirus presentes en un
agroecosistema, identificar a los begomovirus que participan en infecciones
multiples, y detectar nuevos begomovirus de una forma comparativamente
simple. La diferencia de nuestra técnica con la técnica de PCR multiplex, la cual
se aplica con la misma finalidad, es que esta ultima tiene el inconveniente de

gue requiere los oligonucledtidos especificos para el niumero de virus que se
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pretenden identificar. Por ejemplo, Potter col. (2003) identificaron con PCR
multiplex cinco begomovirus que infectan al frijol en América y el Caribe, en una
sola reaccién, utlizando cinco juegos de oligonucleétidos especificos (no
universales).

Nuestra técnica se puede aplicar amdultiples muestras y ser de gran valor
para realizar estudios epidemiolégicos, por ejemplo en investigaciones sobre las
interacciones de la mosquita blanca con mas de un begomovirus, las cuales se
pueden presentar cuando este insecto se alimenta de plantas infectadas con
varios virus de este género. También en la Identificacion y establecimiento de la
gama de hospederos de cada begomovirus presente en una region geogréfica,
asi como en la evaluacion de variedades resistentes y susceptibles a diversos
begomovirus en los programas de mejoramiento genético, evitando para ello el
uso de PCR multiplex con oligonucleotidos especificos. Por ejemplo, en el
programa de mejoramiento genético del cultivo del algodon en Pakistan, se
evaluaron por PCR multiplex los nuevos cultivares resistentes vy
extremadamente resistentes a begomovirus que afectan al algodon (Rahman y
col., 2002). Este método tiene el inconveniente de que solo detectara la
resistencia especifica para los begomovirus que se estén evaluando, a
diferencia del que nosotros proponemos, el cual podria detectar otros
begomovirus presentes. Otra aplicacidbn potencial del método es en la
evaluacion del material vegetal de importacion y el control de los begomovirus
por legislacion fitosanitaria; con esta técnica se puede saber que tipo de
begomovirus infectan dicho material vegetal, y evitar la introduccién de
patégenos a una region o pais, como lo acontecido en Francia, en donde se
encontro que el 50% de los frutos de jitomate procedentes de la region del
Mediterraneo estaban infectados con TYLCV, y ademas se demostré que el
fruto puede actuar como reservorio del virus (Delatte y col., 2003).

Por otro lado, con la combinacion de diferentes juegos de oligonucledtidos
(Figura 2 y 4) se puede amplificar el componente A completo de cualquier
begomovirus, pero a diferencia de las regiones obtenidas con los oligos de Roja
col. (1993), los segmentos gendmicos amplificados con nuestro oligos se
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sobrelapan y por consiguiente no existe la posibilidad de amplificar fragmentos
de dos begomovirus que infecten una planta y obtener una secuencia que
errbneamente se considere como un nuevo begomovirus. Un aspecto diferente
de nuestro método, al proceso de identificacion de nuevos begomovirus en el
cultivo de jitomate, que se llevaron a cabo en la India y Tailandia (Shih vy col.,
2003; Green y col., 2003) es que con nuestros iniciadores se evita la necesidad
de disefiar oligonucledtidos especificos para obtener el componente A completo
de cada begomovirus en estudio.

En relaciéon al PHV identificado por secuenciaciéon en las muestras de chile
de Campeche, asi como las de chile y jitomate de Jalisco, se puede considerar
gue este resultado concuerda con los datos obtenidos por Torres-Pacheco col.
(1996 y 2002) referentes a que el PHV es el begomovirus que infecta al jitomate
y chile de mas amplia distribucion en las diversas regiones productoras de
México. Por los porcentajes de similitud obtenidos (87.6%, 93.2% y 96%) al
comparar las secuencias de la region Rep Motl/ CP-c70 de los aislamientos de
chile-Campeche, chile-Jalisco y jitomate-Jalisco con la del Pepper Huasteco
Yellow Virus-Sinaloa (GenBank acc.No. AY044162) se estableci6 que estos
aislamientos correspondieron a variantes divergentes del PHV de Sinaloa. No
es sorprendente la identificacion de dichas variantes, debido a que en los
begomovirus existen tres mecanismos que pueden generar variacion genémica,
los cuales corresponden a la mutacién puntual, en segundo término a la llamada
pseudo-recombinacion, y finalmente a la recombinacidén intraespecifica e
interespecifica. Se tiene conocimiento que la mutacion puntual puede ser una
de las causas de aislamientos divergentes de un virus determinado, ademas,
otros cambios que incluyen inversiones y duplicaciones probablemente originan
la divergencia en la evolucion y propicien la emergencia de variantes y nuevas
especies (Harrison y Robinson, 1999). En general la pseudo-recombinacion se
lleva acabo por rearreglo del ADN del componente A y B de aislamientos del
mismo begomovirus pero no en especies de distintos begomovirus, lo cual se
debe probablemente a que los componentes B heterdlogos no se replican. La
pseudo-recombinacion claramente aporta una forma de rearreglo de genes
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equivalentes de diferentes variantes de un begomovirus, aunque su frecuencia
de ocurrencia en condiciones de campo se desconoce. La recombinacion,
especialmente la recombinacion interespecifica es el mecanismo clave para la
generaciéon de nuevas formas de virus, para incrementar la adaptabilidad
biolégica de pseudorecombinantes derivadas de especies intimamente
relacionadas y para mantener el flujo de material genético entre diferentes
begomovirus que estan presentes en una misma region geografica. Ademas se
considera que las recombinantes estdn asociadas con la emergencia de
enfermedades epidémicas. Este tipo de enfermedades refleja la conjuncion de
factores favorables para su desarrollo como son las plantas susceptibles, la
presencia del vector y la eficiencia de la transmision; asi como las variantes
virales altamente virulentas (emergencia de recombinantes). Un factor que
favorece la recombinacion y el surgimiento de las variantes virales, es la
coinfeccion de las plantas con diferentes begomovirus, lo cual acontece en las

zonas productoras de jitomate y chile de nuestro pais.

El método de diagnéstico e identificacion de begomovirus que
desarrollamos, posee varias caracteristicas que superan algunas de las
limitaciones de los métodos de Rojas col. (1993) y de White y Brown (1996); y
son las siguientes:

= Cuenta con varios juegos de oligonucleétidos universales
degenerados con los que se pueden amplificar a la mayoria de los
begomovirus conocidos, independientemente de su origen
geografico. En particular con los iniciadores Rep-MotGus y pCPc70
se pueden distinguir a los begomovirus del Nuevo Mundo de los del
Viejo Mundo, y detectar la diversidad de especies en una region
geografica, identificar a las plantas hospederas, diagnosticar
infecciones mudltiples en las plantas sintométicas y asintomaticas, asi
como en el vector Bemisia tabaci.
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» Para establecer la identidad viral de forma preliminar, no es

fundamental la clonacién y la secuenciacion.

= Las regiones amplificadas tienen un valor adicional debido a que
pueden ser utilizadas, con unas cuantas manipulaciones enzimaticas
adicionales, en la biotecnologia de plantas o para estudiar los

mecanismos de replicacion del ADN viral.

Por todas esas caracteristicas de la metodologia desarrollada a lo largo de
este trabajo es valido concluir que ésta constituye una herramienta poderosa,
sencilla, rapida y de bajo costo para el diagnostico e identificacion de

begomovirus.
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CONCLUSIONES
Diferentes regiones del genoma A de numerosos begomovirus originarios del
continente americano (México, EUA, Venezuela, Cuba), Africa y Asia, se
pudieron amplificar con la combinacién de ocho nuevos iniciadores universales

disefiados y experimentalmente probados en el curso del presente trabajo.

Los nuevos iniciadores estan dirigidos contra secuencias distribuidas a lo largo
del genoma A de los begomovirus, lo que crea amplias posibilidades para el
desarrollo de PCR anidado, aumentando asi la sensibilidad y especificidad del

diagndstico molecular. Esto fue comprobado experimentalmente en este trabajo.

La deteccién de infecciones virales mixtas, que rara vez se logra con las
técnicas basadas en uno o dos juegos de iniciadores, se torna muy factible con
la nueva metodologia, basada en el uso de mudltiples iniciadores universales.

Esto fue confirmado en el caso de una planta de girasol proveniente de Sinaloa.

Puesto que las regiones virales amplificadas por los nuevos iniciadores se
sobrelapan extensamente, se hace posible obtener la secuencia completa del
componente A de cualquier begomovirus a partir de 2 o 3 productos de PCR, sin
incurrir en los errores asociados a la presencia inadvertida de dos o mas

geminivirus en una misma planta.

- Se establecié un nuevo método para diagnosticar e identificar rapidamente

begomovirus de cualquier origen geografico, basado en la amplificacion por
PCR de la region Rep Motl/CP c70 (la mas informativa del genoma viral)
seguida de su caracterizacion por RFLPs. Este método posee mayor resolucion
e involucra menores costos y labor técnica que otros previamente publicados,
particularmente cuando el volumen de muestras es grande, porgue la clonacion
y secuenciacion de todos los productos de PCR no es necesaria para establecer

la identidad de los virus que infectan un cultivo determinado.

165



Diagnostico Molecular de Fitopatdgenos

6.- El nuevo método de PCR-RFLP se utilizé para analizar muestras de plantas
infectadas naturalmente y por medio del mismo se diagnosticaron infecciones

multiples y se identificaron variantes divergentes del PHV en muestras de jitomate y
chile procedentes de Jalisco y Campeche.
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