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El presentc wstudiv se llevo a cabo en la region chilera de Ramos Arizpe, Coah..
UAAAN, CINVESTAV-IPN y Unive's dad de Davis California con los objetivos de
identificar la especic de mosquita blanca vector. el virus, periodo de incubacién del virus,
hospederos v su importincta en la ineidencia del sindrome chino del chile: ast como la

resistencia de aivanecs sepoupos de chile o esta enfermedad.



La especie vectora del virus mvolucrado en el sindrome chino del chile se
identificd como Bermisia iabaci Gennadius. El periodo de incubacién del TPGV-Coah. en
genotipos de chile en etapa de plantula vari6 de 10.43 a 12.4 dias, mientras que en etapa
de floracion varid de 10.5 a 27.3 dias. Mediante PCR se amplificaron dos fragmentos
virales que tuvieron el tamafo predicho de 0.8 Kb para el genoma A y 0.5 Kb para el
genoma B. que presentarons una homologia del 95 por ciento con el virus exano del chile
por lo que se considers una variante de @sie (TPGV var. Coahuila). En cuanto a
hospederos dei TPGV-Coah. fueron Nicotiana glauca. Datura  stramonium. D
quercifolia y Capsicum annuum (soca y comercial) mientras que para B. tabaci ademas
de las amenores Phvsalis phviadelphica,  Solanum  elaeagnifolium.  Parthenium
hysterophorus. Ambrosia confertiflora. Xanthium strumarium, Phaseolus vulgaris.
Acacia constricia y Prosopis sp. de éstas la principal fuente de inoculo del virus se

considera a V. glauca

L.a incidencia el TPGGV-Coah. en siembras tempranas de chile alcanzé el 77 por
ciento en etapa de tructificacion del cultivo y en siembra tardia alcanzo el 100 por ciento
en etapa de prefloracion 1.a resistencia o2 'os genotpos al TPGV-Coah. manifestaron
diferencias por 1a ctapa tenoiogica inoculada, por las condiciones ambientales en que se
establecieron las plantas \ la constitucion genética de cada uno: siendo los mas
prometedores cuando se mocularon en plantula Tampiquefio 74 v el criollo de la region,
cuando se mocularon en loracion fueron el criollo v las lineas 2 1,P-S-294 v 1.A-S-203
Enel ejido 1.a [eona 1o+ mas prometedores fueron las dos lineas y en el ejido La Gamusa

fueron ademas de las dos lincas el Tampiquefio 74,
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Genoadins The inoitan nnenod of TRGY var Conh pepper genvives 1 pdanuin
varied 10.43-12 4 v v Cowering 10.5-27.3 davs. By PCR amplification there were of
WO fragments i ol sive niwewn 0.8 Kb gerome A and 0.5 Kb genome B with 3 por
ciento homolowy with Texas Pepper Geminivirus by this situation is considered like a
vanant of this (TPG\ var. Coah.). The TPGV var. Coah. host found in this investigation
were Nicotiane glawce: Drra stramoicam, D, guercifolia v Capsicum annuum (soca
and commercial). the /. baci host besides were Physalis phyvladelphica. Solanum
elacagnifoliuni  Farthenim hysterophorus,  Ambrosia  confertiflora,  Nanthium
strumarium, Phaseolus vulgaris. Acacia constricia v Prosopis sp. The principal source of

mocuhim was v L

The incidence o1 dhsease in early fields empranas got was 77 por ciento in frui
age and old fields the range got was 100 por ciento in preﬂoweri.t'lg. The resistence varied
with plant age, enviromental conditians and genetic constitution. The QENOTVPES N
greenhouse condition in plantting were varieties Tampiquefio 74 and criollo. in flowering
were criollo and lines > §.P-8-294 v 1.A-8-293 In La T.eona were the two lines and La

Gamisa besides betore lines nientioned was the Tampiquefio 74
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INTRODUCCION

El chile (Capsicum spp) se considera de gran importancia por su valor econémico
ya que ocupa el quinto lugar entre los cultivos de exportacién (Gomez, et af 1991),
genera empleos y forma parte de la dieta alimentaria del mexicano. El cultivo de las
especies de Capsicum es afectado por diversos factores que limitan y/o afectan Ia
produccién, entre estos. <obresalen los de tipo fitosanitario, siendo las enfermedades

virales causantes de serias pérdidas en los ultimos afiov.

En México los primeros reportes de virus que afectaron el cultivo del chile datan
de 1971 (Rodriguez, 1971), actualmente las virosis son el factor mas importante que
afecta el rendimiento y calidad del fruto en todas las areas productoras del pais. Los virus
transmitidos por mosquita blanca Bemisia tabaci Gennadius son de particular
importancia ya que para el control de este vector, y de otras plagas y enfermedades se ha
recurrido al usointensivo e indiscminado de plr.ruinidas lo cual ha originado una fuerte
presién de seleccion, incrementando asi poblaciones de mosquita blanca resistentes a
plaguicidas y provocando severos desequilibrios ecoldgicos e incremento de los costos del

cultivo.

Debido a la situacion anterior, las enfermedades virales representan en la

actualidad uno de 1os retos mas serios e importantes en los sistemas de producciodn de los



diversos cultivos en el mundo y en especial en México,

La regiéu de Ramos Arizpe, Coahuila no escapa a esta problematica ya que las
estadisticas de los ultimos afios muestran un incremento de siniestros en el cultivo del
chile, a tal grado que muchos peotuctores se han vist »n la necesidad de emigrar a las

ciudades.

En virtud de la problematica m:e viven los productores y considerando que no
existen viricidas para el control de estas enfermedades solo queda como solucién viable el
Manejo Integrado del problema considerando al patogeno, el vector, los hospederos y su
ambiente. Esta investigacin se realizd para generar informacién basica que bien pudiera
formar parte de lag estrategias de un programa de manejo integrado y de esta manera

reducir las pérdidas causadas por la enfermedad a bajos costos y mejorar Ia calidad del
producto, asi como del medio ambiente, para lo cual se plantearon log siguientes

objetivos:

a) Identificar la egpecie de mosquita blanca vectora del sindrome chino del chile.

b) Determinar ¢ perfodo de incubacion del sindrome del chino del chile inoculado en

diferentes etapas fenologicas de C. annuum.

¢) Identificar el viras as.ciado al sindrome chino del chile.

d) Determinar fuentes de incculo del virus asociado a a enfermedad y su importancia pa -



(V2]

ra el desarrolle de 1a epidemia.

¢) Determinar la incidencia del sindrome del chino del chile en el ejido La Leona de

Ramos Arizpe Coahuila.

f) Determinar el grado de resistencia al sir.deome del chino del chile en cinco genotipos de

C. annuum.



REVISION DE LITERATURA
Aiiiecedentes

El chile (Capsicum anmuum L.) pertenece a la familia Solanaceae, su centro de
origen es América del Sur en la region sureste de Pert y Bolivia; puede encontrarse desde
¢l sureste de los Estados Unidos (chile piquin de Texas) hasta la Argentina central. Los
chiles son un alimento popular en muchos paises ya que son excelente fuente de
vitaminas A y C, v bajos en calorias, ademas de su valor medicinal (Villalén, 1981).

Las enfermedades ~onstituyen una gran limitante en la produccion del cultivo del
chile, ya que puede Ilegar a ocasionar pérdidas hasta del 100 por ciento. En la actualidad
existen regiones donde ha desaparecido el cultivo a causa de enfermedades virales

(Garzon, 1988)

Aunque las enfermedades transmitidas por mosquitas blancas son consideradas

econdmicamente importantes son muy pocos los informes acerca de pérdidas. Las
pérdidas por virus transmitidas por mosquita blanca sobre el cultivo del chile basicamente
son severas (60-100 por ciento de pérdidas en la produceién) cuando la infeccién ocurre
en etapas tempranas y limitadas (20 por ciento) cuando las infecciones ocurren en estados

tardios (Nene y Komal, 19811

Los dafios por catermedades virales en chile, han sido reportados en Arizona,

Califorma. Flonda fawao owa Lwsass, New Jersey v North Carolina v en vanos



5
paises donde se incluye a Brasil, Colombia, India, Israel, Jap6n, Corea, México y Puerto

Rico (Villalén, 1981).

Villalén (1981), menciona que son aproximadamente 36 diferentes enfermedades
de etiologia viral que atacan al chile, pero no todas han sido identificadas y
caracterizadas. Algunas son responsables de pérdidas que van Je moderadas a altas en la
produccion de chile. Algunos de estos virus son: virus mosaico del pepino (CMV), virus

moteado del chile (PMoV), virus Y de la papa (PVY), virus jaspeado del tabaco (TEV),
Virus mosaico del tabaco {TMV) y virus mancha anular del tabaco (TRSV).

Stenger, et al. (1990), observaron en Texas una nueva enfermedad del chile (C.
anmuum L) en Noviembre de 1987. Las plantas afectadas mostraron sintomas de rizado y
distorsion de hojas que sugiri6 una etiologia viral. La presencia de la enfermedad fue

asociada con altag poblaciones de mosquita wlanca Bemisia tabaci Genn, un insecto

vector de geminivirus (Duffus, 1987).

En México, Garzén, et al. (1993), mencionan que las enfermedades desconocidas

de origen viral han aparecido en casi todas las 4reas productoras agricolas en los ultimos
fres a cuatro afios, a pesar de que en algunos casos sus etiologias permanecen

desconocidas, comparten la caracteristica de ser transmitidas por mosquitas blancas (5.

tabaci Genn)).

Vega, er al. (1989) mencionan que los virus reportados en plantas de chile en
Meéxico son el mosaico del tabaco (TMV). mosaico dei pepino (CMV), el virus Y de la
papa (PVY), mancha anular del abaco (TRS\ 1. 4 slanta atigrada del chile o pepper mild
tigre (PMTV) y una enfermedad viral transmitible por mosquita blanca.
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En el periodo comprendido de 1986 a 1988, Pozo y Montelongo (1988) y Pozo y

Quintero (1988) observaron infestacion:s severas de geminivirus en chile dulce,
acompafiados de grandes densidades de B. abaci en la parte Este de la costa de
Tamaulipas, México y el Valle del Rio Grande de Texas, Estados Unidos, observando

también otras enfermedades no conocidas sobre variedades de chile dulce.

Por su parte en 1989, Brown y Nelson reportaron dos geminivirus transmitidos
por Bemisia tabaci atacando chile en Tamaulipas, uno de los cuales fue llamado
tentativamente virus atigrado del chile (PMTV). Este virus causa ligeros pero distintivos
sintomas en chile, tomate y otros hospederos, ademas de no trasmitirse mecanicamente; el
otro virus Wdo chino del toraste (CdTV) que afios atras ya habia sido identificado por
Brown y Hine (1984) y Brown y Nelson ( 1988), en cultivos de tomate de Sinaloa, causa
en chile sintomas ligeros, similares al PMTV, pero severos en tomate. Ademas se
comprob6 que no se desarrolla en cucurbitaceas y no se encontrd transmisién mecanica ni

por semilla.

En el mismo afio investigaciones realizadas por Pozo (1989), menciona que la
enfermedad conocida como "Rizado amarillo del chile” es producida por los dos
geminivirus reportados por Brown y Nelson (1988); sin embargo Garzon et al. (1993) y
Torres et al. (1993) clonaron y caracterizaron molecularmente uno de los dos virus
causantes de la enfermedad reportada por 770, ! cual nomisraron virus huasteco del
chile (PHV), que ocasiona sSintoMAs severos en comparacion del CdTV y PMTV que

producen sintomas ligeros ¢ chile. Un segundo geminivirus fue aislado del complejo
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viral por estos mismos autores nombraz dole virus jalapefio del chile. Ademas Brown y

Nelson (1988) reportaron que el CdTV el cual infecta a frijol, no presenta sintomas en
plantas de chile cuando trataron de inocular con mosquitas blancas viruliferas por lo cual

Garzén y colaboradores lo eliminan del complejo rizado amarillo del chile.

Brown, et al. (1993), mencionan que una enfermedad viral que afecté a tomate
(Lycopersicon esculentum Mill) y chile (C. anmuum L) en Sinaloa, México en 1989,
ahora est4 extendida por toda la region. Esta enfermedad ocasiond sintomas de rizado y
clorosis de hojas asi como color morado y errenudos cortos en tomate, mientras que en
hojas de chile provoco un moteado de manchas verdes. Al parecer estos sintomas, difieren
de otros virus de la regién anteriomente descritos; por lo que fue tentativamente

designado como virus chino del tomate de Sinaloa (STLCV). En el Cuadro 2.1 se resume

los virus que atacan aj chile en México, caracterizados y en proceso de caracterizacion.

Cuadro 2.1 Virus caracterizados y en proceso de caracterizacién que atacan al chile de

México.
Virus Mosaico del Tabaco Planta Atigrada del Chile
Virus Mosaico del Pepino Vaus Chino del Tomate de Sinaloa

Virus Y de la Papa

Virus Mancha Anular del Tabaco
Virus Chino del Tomate

Virus Huasteco del Chile

Virus Texano del Chile
0 Vu'us Jz_aiggeg_o del C}pic‘ _



Mosquitas Blancas

Caracteristicas de Mosquitas Blancas

Las mosquitas blancas pertenecen > ia Jamilia Aleyrodidae del orden Homoptera,
bajo condiciones favorables puede completar de 11 a 15 generaciones en un afio y las
hembras pueden depositar de 100 a 300 huevecillos durante tres a seis semanas. Cuatro
de los cinco instares son poco moéviles o completamente inméviles (sésiles) sobre planta
hospedera, por lo que el adulto es el tnico estado importante en la transmision de
enfermedades virales (Brown y Bird, 1992); no obstante Lastra y Galvez (1986),
mencionan que las pupas localizadas en tejidos infectados son capaces de transmitir

virus.

El adulto tiene alas blwicas, apénd:m:: y cuerpo de color amarillo, mide en
promedio 0 93 mm de longitud por 0.27 mm de ancho, presenta tarsos de dos artejos y

antenas de siete segmentos (Ortega y Gt "dlez, 1989).

La identificacion de la mosquita blanca se basa en el orificio basiforme y se
realiza en ninfas de cuarto instar, también denominadas "pupas”. Las pupas son de color
blanco, el cuerpo es elipsoidal, superficie dorsal convexa y el orificio vasiforme triangular

en B. wbaci (Martin, 1987)

Brown v Bird (1992), mencionan que la mosquita blanca se encuentra entre las
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principales plagas que afectan una gran diversidad de cultivos y vegetacién silvestre, y

que la alimentacion de ninfas y adultos causa detencion del crecimiento y marchitamiento
del follaje, aunque el dailo mas importante se debe a su capacidad para transmitir virus

fitopatogenos.

Por otra parte el numero de especies de mosquitas blancas reconocidos como
vectores de virus fitopatc.> 2nos esta reducido a solamente tres: Bemisia tabaci Gennadius,
Trialeurodes aburilonea (Haldeman) v Trialeurodcs vaporariorum (Westwood). Entre
estas especies, 5 tubaci es la especie mas significativa en cuanto a su habilidad para
transmitir virus fitopatogenos, ya que es la unica de las tres especies anteriormente
citadas capaz de diseminar geminivirus (Bird, 1986), por lo que se le reconoce como
vector de mas de 235 enfermedades diferentes que en muchos casos han sido reportados
como circulativos o transovarica negativa, con cierto grado de especificidad entre el

insecto y el agente causal (Costa, 1976).

Costa (1976). menciona que a altas temperaturas B. tabaci aceleran el ciclo
biologico. incrementando su densidad poblacional mas rapidamente v con ello la
dispersion de la enfermedad Sin embergo la dispersion depende mas de la migracion de
la mosquita blanca \ la existencia ae reservorios adecua jos Aunque no existen
evidencias documentadas de grandes migraciones de mosquitas blancas. como las que
ocurren en otros Homopteros, los grandes desplazamientos en general estan mediados por

las actividades humanas y por medio del viento (Byme. ez a/ 1991)
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Hospederos de B. tabaci

La mosquita blanca tiene un gran nimero de hospederos alternantes ya sea de tipo
ocasional, donde solo se alimenta y posiblemenie obtenga el virus; y hospederos

completos donde se reproducer. » incrementa sus poblaciones (Teran y Cruz, 1991).

B. 1abaci es un polifago que aiaca a 506 especies de plantas de 74 familias

(Dicotiledéneas y Monocotiledoneas) reportadas como hospederas. Por ejemplo, 96
especies hospeders han sido reportadas para la familia Fabaceae, 56 para Compositeae,
35 para Malvaceae, 33 para Solanaceae, 32 para Euphorbiaceae, 20 para Convolvulaceae
y 17 para Cucurbitaceae (Brown y Bird, 1992; Bird y Maramorosch, 1978). Al respecto
Goodman e Irwin (1981), mencionan que mas de 10 familias de plantas son afectadas,
pero las mas comtinmente involucradas son las Leguminoceae, Malvaceae y Solanaceae,

dentro de éstas, muchas especies no cultivadas juegan un papel muy importante en la

epidemiologia de muchos geminivirus en f¢:2a natural.

Terdn y Cruz (1991), en un estudio realizado, en el sur de Tamaulipas,
determinaron quc la mosquita blanca se hospeda en diversas plantas cultivadas y no

cultivadas que postenormente migran a las plantaciones de chile transmitiendo la

enfermedad rizado amarillo del chile.

Por otra parte Costa (1976), menciona que la soya, la planta de noche buena, papa

Y otros cultivares y malezas han sia- reportadas co.ao ox, «lentes hospederas de alimenta-
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cién de B. tabaci. Estas especies bajo condiciones de cultivo incrementan la densidad

poblacional de mosquitas blancas sobre hospederos de vegetacion patural. Asi estos

cultivares anuales o perennes aumentan la conservaciéon de los insectos en malezas entre

periodo de cultivos sucesivos por lo tanto 1ma zlta incidencia de enfermedades incidira en
nuevas plantaciones aun para cultivos que no son buenos hospederos para el insecto

vector.
Geminivirus

Caracteristicas de Geminivirus

Goodman (1981), menciona que !:s geminiviiv . fueron reconocidos en 1978 por
el International Committee on the Taxonomy of Viruses en base a su morfologia unica del

virién y por poseer ADN de cadena sencilla en su material genoémico.

Los geminivirus son un grupo de virus de plantas que contiene cadenas simples de
ADN (ADNss), durante la infeccién se sintetiza un intermediario de la replicacién de
doble cadena (ADNds) o (RF ADN) y esta caracteristica ha facilitado la caracterizacién
molecular. Muchos geminivirus han sido clasificados dentro de tres subgrupos, de
acuerdo a su rango de hospederos, insecto vector y organizacién del genoma. El primer
subgrupo estd comprendide por geminivirus que infectan monocotiledoneas, son

transmitidos por chicharritas y poseen solamente una molécula de ADN de cadena

sencilla (ADNss - Monopartita) El segundc = +rupo son los geminivirus que infectan
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Dicotiledéneas y g0 transmitides por chicharriins y 3~ monopartita. El tercer subgrupo

incluye geminiviryg Que son transmitidos por mosquitas blancas, infecta Dicotiledéneas y
tienen un genoma dividido en dos moléculas de ADNss (bipartita) (Martelli, 1992 v

Davies y Stanley, 1989,

Los geminivirus tienen capsides icosahédricas (Duffus, 1987, Goodman, et al.,
1977) de 18 nm, las cuales estén en pares. Muchas poseen una simple proteina mayor
con un peso molecular en el rango de 2.7 a 3.4 x 104. El 4cido nucléico es de una o dos
molécula(s) circular(es) de cadena sencilla de ADN con peso molecular alrededor de 8.0
x 103 (Duffus, 1987) y un tamafio de 2.6 Kb para geminivirus monopartitas y alrededor
de 5.2 Kb pam bipartitas (Brown y Bird, 1992). Los genomas se replican via doble
cadena, la forma replicativa supercoloidal (RF) del ADN no es encapsidada y puede ser
aislada de plantas infectadas (Sunter, et al., 1985). La forma replicativa (RF) de ADN de
geminivirus, ha sido clonado en plasmidos vectores de Escherichia coli (Morinaga, et al.,
1988), y los genomas clonados pueden ser infecciosos cuando son inoculados
mecénicamente a plantas hospederas (Hamilton, e al, 1983) o cuando son

bombardeados con microparticulas (Balistica) (Rivera, 1995).

Sintomas Causados por Geminivirus

Los efectos o manifestaciones patologicas producidos por los virus, son de gran

importancia dentro de la fitopatologia debido a: por medio de sintomas se reconocen las

plantas enfermas de las sanas para deter-~inar la incidencia de estas enfermedades a ni -
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vel de campo, valorar alynnos efectos de severidad de la enfermedad, para el combate de

estas enfermedades, los sintomas auxilian a la eli:uinacién de 1;15 plantas enfermas que
actuan como iuente o reservorio de indculo y en las pruebas de caracterizacion o
identificacion de estos patogenos a través de sintomatologias tipicas en plantas
indicadoras o diferenciales. A pesar de la importancia de los sintomas. en muchos de 1os
¢asos, son contundibles. va que un virus puede manifestarse con sintomas muy diferentes
en una misma planta. Jependiendo de la variedad de la planta. efecto de la temperatura.
edad de la plania al momento de la infeccion, fertilizacion, riegos, fotoperiodo, etc.

(SARH. 1992)

Como en otros grupos de virus, los geminivirus inducen efectos fitopatologicos en
tejidos infectados, come un resultado de la multiplicacion viral. La replicacion viral se
lleva a cabo en celulas jovenes del floetaa, lo que da lugar a los primeros sintomas de la
infeccion, come hiperplasia v la presencia de bandas fibnlares en el nucleo de celulas

mtectadas (Lastea v Galver, 1986).

El grup. seminivirus provoca sintomas de variegacion o tipo rizado de hojas
sobre plantas susceptibles v son persistentes en sus vectores (Duftus, 1987). Por otro lado
Maramorosch y Munivappa 11581), observaron que la enfermedad hoja rizada del chile
transmitida por mosqui'.. blanca presento rizado de hojas, acompafiado por éreas
intervenales fugosas v wplobosas, un aumenio y lovantamiento de las venas. los brotes

auxiliares ramificados v reducidos de tamafio

RS ‘ o e s i icias e piaatas Je childe con mzade aoaciilo
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principalmente y en menor grado con ot.os virus en los que identificé al virus jaspeado

del tabaco fueron: achaparramiento de la planta debido a una recuccién del 41 por ciento

en la longitud de los entrenudcs, distorsién foliar caracterizada por hojas pequefias en
forma redondeada y hojas en forma de cuchara con 1a nervadura central distorsionada en

forma sinuosa del dpice basta la mitad de la hoja, asi como mosaico de follaje que va del

amarillo al palido intenso y ademas aborto de flores.

En la enfermedad "nzado amanllo del chile", los sintomas. caracteristicos descritos

por Garzon, et al. (1991), son aclaramientos de las nervaduras, mosaico amarillo,

enchinamiento de las hojas y achaparramiento de i planta.

Hospederos de Geminivirus

Los hospederos son importantes: a) como fuentes de inéculo viral primario, b)

reservorios de ciertas especies de insectos potencialmente vectoras y c)como fuente de

alimentacién (SARH, 1992)

Costa (1976), menciona que las enfermedades transmitidas por mosquita blanca
han sido reportadas principalmente sobre plamas herbaceas y muy raro en arbustos y

arboles.

Bird y Sanchez (1971) y Costa (1976) por su parte mencionan que las

plantaciones viejas asi como plantas voluntarias y principalmente malezas susceptibles,
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son generalmente la fuente de indeulo de donde las mosquitas blancas vectores adquieren

el virus y lo introducen a nuevas plantaciones.

Costa (1976) menciona que particulas virales, que son facilmente adquiridos por
B. tabaci de cultivos infectados, oueden ser ampliamente diseminados por el vector a
plantaciones sanas ¥ pueden inducir grandes pérdidas. Sin embargo los cultivos pueden
variar ampliamente en su eficiencia como reservorios de 1a enfermedad y en la

susceptibilidad a la infeccion.

Stenger, er al. (1990), determinaron que el rango de hospederos pam el Virus
Texano del cmle (TPGV) esta restringido a especies de la familia de SolanAceas
(Capsicum. annuum L., Datura stramonium 1., Lycopersicon. esculentum Mill, I.

peruviano (L.) Mill, Nicotiana benthamiana Domin, N. clevelandii Gray, N. rustica L.,

N. tabacum L.y Physalis wrightii Gray).

En Sonora, México fue aislado de plantes de tomate un virus semejante al chino
del tcmate de Sinaloa, de parﬂculas gemunadas 3 Cansmitido por mosquita blanca.
Resultados preliminares del estudio de rango de hospederos indican que el virus infecta
principalmente especies de Leguminoceae y Solanaceae (Brown, y Hine, 1984). Brown, et
al., (1993) publicaron que el virus chino del tomate de Sinaloa es experimentalmente
transmisible de tomate a: iomate, chile, berenjena (Solanun melongena 1) y Malva
parviflora L por 1a mosquita blanca B. tabaci Genn_ y por medio mecanico de tomate a

tabaco.
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En malezas encontradas deniro de cultivos de chile en el Noroeste de Georgia,

Benner, et al. (1985), detectaron plantas con sinfomas de virosis. Entre los virus presentes

se detectd el virus jaspeado del tabaco en cuatro especies de Solanaceae Solarmum

carolinense, S. nigrum, *%candra physalodes v Datura stramontum:, el virus mosaico del
pepino en N. physalodes: y los virus moteado &} chile, virus Y de la papa y el virus
mosaico del tabaco no fueron detectados en las muestras. Ademas las especies S.
carolinense y S. nigrum con sintomas de virosis se encontraban dentro y periferia de

cultivos de chile.

Relacién Entre Geminivirus

Stenger, et al. (1990), reportaron que el geminivirus texano del chile (TPGV) es
semejante a TGMV (virus mosaico dorado del tomate) en el rango de hospederos, el cual
estd restringido a especies Solauaceas, y ademas ambos se transmiten mecénicamente;
aunque el ADN A de ambos virus presentan alta bomologia en la secuencia de
nucledtidos. En el ADN B, encontraron ' ferencias detectables rar Jo que indicaron que

TPGY y TGMV 'son virus diferentes.

Relaciones similares entre los genomas de diferentes geminivirus han sido
descritas por Roberts, er al. (1984), quienes realizaron hibridaciones del ADN B
unicamente entre cepas del mismo virus. Diferencias entre el TPGV y otros geminivirus
ransmitidos por mosquita blanca como: virus rizado del tabaco (Stenger, 1990), chino del

tomate (Brown y Nelson, '988), rizado amarillo del tomate (Czosnek, et al., 1988)y ati-
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grado del chile (Brown, ez al, 19%9) estan basados eu ¢l rango de hospederog que a

de que todos comparten especies solanaceas, ¢! TPGV no puede infectar otrag especies no
solanéceas, las cuales si pueden ser infectadas por los virus anteriormente mencionados y

ademas de que aparentemente estos se .ansmifen mecanicamente.

Rivera, (1995) mostré por analisis de secuenciacion del ADN que el virs
jalapefio del chile (PJV) y el geminivirus texano del chile (TPGV), son el mismo virus y
quewte\dmsjlmioconelvinmhmstecodelchﬂe(PHV)&ﬂﬁninvolumdosenel

complejo rizado amarillo de] chile.

Garzon, et al. (1993), mencionan que el virus huasteco del chile (PHV) difiere de
otros virus que pudieran estar involucrados e el complejo rizado amarillo del chile de
Tamaulipas, como el virus mosaico dorado serrano (SGMYV) (Brown y Poulos, 1990), el
geminivirus texano del chile (TPGV) (Stenger, et al. 1990) y el chino del tomate (CdTV)
por la falta de transmision mecanica. Ademas los mapas de restriccion con el TPGY son
diferentes y la severidad inducidas por PHV difieren del virus del chino del tomate
(CATV) y el virus atigrado del chile (PMTV) (Brown y Nelson, 1988 y Brown, et al,
1989), ya que ambos producen sintomas ligeros en chile. Se ha determinado que tanto el
PHV y el TPGV variante Tamaulipas (Rivera, 1995) estan involucrados en el complejo

rizado amarillo del chile

Sin embargo Brown. y Poulos (1990) en pruebas de hibridacién molecular de

plantas de tomate ¥ chile con sintomas de . -_ado, mosaico amarillo brillante o clorosis in-
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tervensl, obtuvieron par. *omate hibridacione: +.on sondas de ADN para el componente A

del virus mosaico dorado del frijol (BGMYV), chino del tomate (CdTV) y mosaico dorado
del tomate (TGMV), y en chile resultaron positivas en estudios citologicos y de
hibridacién con sondas del BGMV y el CdTV, aunque esta informacion no es suficiente

para concluir que ambos estén involucrados en el complejo viral.

El virus mosaico dorado serrano (SGMV) se diferencia del virus moteado del
tomate (TMoV) por la capacidad de atacar chile (Capsicum ammum), tomate
(Lycopersicon esculentum) y la waleza Datura stramonium L. mientras que TMoV solo
a tomate (Polston, es al., 1993). En el Cuadro 2.2 se resume las relaciones entre

geminivirus.
Relacién Vector-Agente Causal
Transmisién

Watson y Roberts (1939), propusieron una clasificacion de la forma de
transmisién dependiendo del tiempo de sobrevivencia del virus en el insecto, llamandoles
Do persistentes y persistentes. En el primer caso la sobrevivencia del virus en el insecto es
corta, la capacidad virulit.ra se pierde en el proceso de alimentacion y el virus es
acarreado en la parte externa del estilete En el Sega"nio caso la sobrevivencia es mas
prolongada (dias, semanay o meses), el virus pasa a la parte interior del insecto Yy Do se

pierde en el proceso de alientacion. En algunos casos, las transmisiones vectoriales
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SINTOMAS
VIRUS HOSPEDEROS TRANSMISION EN CHILE
Virus Texano del Solanaceae B. tabaci y Meca- Severo
Chile nica
Virus  Mosaico Solanaceae B. tabaci y Meca- Ligero
Dorado del Toma nica
te.
Virus Rizado del Solanaceae y otras B. tabaci y Meca- s
Tabaco. no Solaneceae nica
Virus Chino del Solanaceae y otms. B. tabaci y Mecs- Ligero
Tomate no Solanaceae pica
Virus Rizado A- Solanaceae y otras B. tabaci y Mec4- ¢
marillo del Toma no Solanaceae nica
te.
Virus Atigrado Solanaceae y otras B. tabaci y Mecé- Ligero
del Chile. no Solanaceae nica
Virus Huasteco Chile y tomate B. tabaci Severo
del Chile
Virus Mosaico Tomate, Chile y B. tabaci Severo
Dorado Serrano Datura stramonium
Vin.s Moteado Tomate, no Chile y B. mbaci ——
...... del Tomate D. Stramoniutm
e
— No hay sintomag

comparten caracteristicas de ambos k*upos por lo que reciben el nombre de
semipersistentes, cuyas caracteristicas son de que el insecto deja de transmitir al virus
después de varios dias y un incremento de minutos u horas en el periodo de adquisicion

comresponde a un incrermnend: en el porcentaje de transmision y a un periodo de retencion
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ma4s prolongado.

Para evitar los riesgos de error que conlleva el catalogar las formas de transmisién
enbasealpeﬂododeretenciényalavezsermésprecisosenelmcanismode
transmisién, la mayoria de los investigadores han optado por clasificar estos en

circulativos (persistente) v no circulativos (no persistente o de estilete).

En el caso del circulativo, Duffus (1987), menciona que en el proceso de
transmisién, el virus es adquirido por alimentacién del insecto sobre una planta enferma y
generalmente del floema. El virus al ser ingerido pasa por el tracto digestivo a la
hemolinfa, posteriormente atraviesa la membrana de las glandulas salivales y es
inyectado junto con la saliva. Algunos virus muestran una mayor asociacién con su vector
Y antes de ser inyectados pasan a un tejido del insecto donde se replican, denominandose
propagativos; dentro de estos existen algunos capaces de infectar células embrionarias de

donde son transmitidos transovaricamente a la descendencia (Sylvéster, 1980).

En el caso de Ia transmisién no circulativa, las particulas virales no pasan al tracto

digestivo y hemolinfa del insecto, sino que se adhieren en forma especifica a ciertos sitios

de la cuticula que reviste el estilete, la faringe o el eséfago (Berger y Pirone, 1986).

El grupo geminivirus es transmitido en forma natural por chicharritas o por B.
tabaci (Gamez, 1971 la transmision por ambos vectores eg por un mecanismo circulativo

O persistente (Nitzany . »; .z/ 1964, Duffus, 1987 y Brown y Bird, 1992).
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Como grupo estas enfermedades se transmiten con dificultad en forma mecénica o

1o lo hacen, sin embargo el virus mosaico de Euphorbia fue transmitido mecanicamente a
E. pnumifolia y Datura stramonium. Es facil entender 1a dificultad en la transmisién
mecénica de enfermedades de enchinamientos o amarillamientos, asociados con
mosquitas blancas, ya que el agente causzl mede estar restringido a tejido interno del
floema (Lazarowitz, 1992). En enfermedades de mosaicos, donde el tejido superficial del

parénquima es afectado, la transmisién mecanica es mas factible (Costa y Bennett, 1950).

Por otra parte la transmisién por semilla de geminivirus ba sido reportada en muy

pocos casos y estos resultados no se han confirmado (Keur, 1933).

Periodos de Adquisicién, Latencia, Inoculacién y Persistencia en B. tabaci

Para que se lleve a cabo la transmision vectorial, es necesario que se cumplan
diversos periodos como son: Periodo de adquisicién, periodo de latencia, periodo de

transmision y el periodo de persistencia o rctencién.

el proceso de "prueba" o alimentacion para lograr adquirir al virus del bospedero enfermo.

El Periodo de laiencia, es el tiempo que dura el virus en recorrer la parte interna del

biotransmisor, incluyendo algunos casos, el tiempo necesario para multiplicarse dentro

del vector y tener la capacidad de ser transmitido. E] Periodo de transmisién o

inoculacién, es el tiempo que ocupa el biotransmisor para depositar las particulas virales
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en el hospedero, fenémeno que se da en el proceso de "prueba” o alimentacién. El Periodo

de persistencia o retencion, es el tiempo que dura el vector con la capacidad de transmitir

enfermedad (SARH, 1992).

Después de numerosos trabajo: 3e ha observado que estos periodos son muy
variables, pues depende del virus, tiempo de transmisién, fuente de inéculo, temperatura a
la cual se lleva a cabo la transmisién, edad de la planta a inocular, variedad, entre otros.
Por ejemplo Brown y Bird (1992) observaron que para el periodo de adquisicién de
muchos geminivirus, se requiere que el insecto se alimente de la planta enferma por un
perfodo de 2 a 24 horas. Para la transmisién se requiere que el insecto se alimente en la
planta hospedera del virus por dos o tres dias. Usualmente la transmisién ocurre después
de un periodo latente de 4 a 10 horas, después de la adquisicion la mosquita blanca puede

transmitir virus por 5 a 20 dias, con la périide gradual en la eficiencia de transmisién a

través del tiempo.

Por su parte Duffus (1987) menciona que los virus son adquiridos por mosquitas
blanc:s en un periodo corto de 10 minutos, pero la eficiencia de transmisién se
incrementa con periodos de alimentaciéon arriba de 24 horas, asi mismo el periodo de
inoculacién de 10 minutos son adecuados para la infeccién. No obstante la eficiencia de
transmision se incrementa con periodos de inoculacién mas largos y que los periodos

latentes entre la adquisicién del vicus y la habil.dad cde los insectos para transmitir a

varias plantas varia de 4 a 21 horss.

Rom, et al (1993), sefiala que ;-7 transmitir el virus nzado amarnillo del tomate
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(TYLCYV) utilizaron hembras de B. tabaci a las cuales dieron un periodo de adquisicion

de 48 horas sobre Datura stramonium infectadas con TYLCV y posteriormente un
periodo de inoculacién de 48 horas sobre plantas de tomate en el estado de plantula con
dos hojas verdaderas, utilizando 40 mosquitas blancas por planta, como lo describieron

Pilowsky y Cohen (1990).

El empleo de 50 insectos con un periodo de adquisicién de 48 horas y de
inoculaciéon de 24 hom:. es suficiente para garantizar excelenies porceniajes de

transmision con cualquiera de los virus propagados pot mosquitas blancas (Bird, 1986).

Stenger, etal. (1990), utilizaron poblaciones de B. tabaci, las cuales transmitieron
la enfermedad TPGV, ios primeros cuatro dias después de la adquisicién. Después de este
periodo fueron pocas las poblaciones que siguieron transmitiendo €l TPGV, ya que a los
11 dias después de 1a adquisicién solamente el 10 por ciento de las poblaciones

transmitieron e] viryg

Uzcategui y | astra (1978), determinaron que es necesario un periodo de dos horas
como minimo para que B. rabaci rdquiera el viruy mosaico amarillo del tomate. A su vez
requiere un periodo de latencia de 20 horas para transmitir la enfermedad a plantas sanas
manteniéndose infectivas siete dias cop:0 mAximo y posterionmente disminuye su
eficiencia en los siguientes dias. También mostraron que la eficiencia de la mosquita
blanca para transmitir la enfermedad fue de 93 por ciento cuando las colocaron a una

temperatura de 30 a 34° C' v el 75 por ciento cuando se colocaron de 20 a 30° C.
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El adulto de mosquita blanca gereralmente requiere wr periodo minimo de 10 a

15 minutos o més para adquirit el virus de plantas enfermas. Esto es probablemente
porque lo adquieren pnincipaimente del floema y el insecto necesita un minimo de 10-30
minutos para alcanzar la region del meséfilo con su estilete y seguir el curso intercelular
(Costa, 1976). En el caso de la enfermedad amarillamiento venal del pepino B. tabaci
requirié 20 minutos para la adquisicién del virus el cual es semipersistente y 60 minutos
enire la adquisicién y la transmisién. Esto indica que el vector tiene un mecanismo

circulativo rapido o que e! virus lo lleva en el estilete (Costa, 1976).

Duffus (1987), determiné el tiempo de retencién de los virus mosaico de
Euphorbia, mosaico dorado del frijol, rizado del tabaco, rizado del pepino y otros

geminivirus transmitidos por mosquitas blancas, fue de 20 0 mas dias.

La importancia que tiene reconocer los mecanismos de transmisién, su
clasificacion y otras caracteristicas propias, radica en que es la base de los principios de
manejo integral de éstas enfermedades. Por ejemplo en la lucha quimica contra el vector
es importante determinar los diferentes periodos, puesto que en los virus no persistentes o
de estilete no existe un perfodo de 1atencia o incabacién y la lucha mediante agroquimicos
resulta practicamente imposible. Mieniras que en algunos virus cﬁcﬂaﬁvos, persistentes
o transovaricos, podriamos tener oportunicd«d de romper los ciclos de estas enfermedades
si combatimos oportunaraente al vector. Por oiro lado, la lucha mediante el mejoramiento

genético puede establecerse tanto dirigida al viras como el vector (SARH, 1992).
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Factores que Afectan la Transmisién

Costa (1976), menciona que el perfodo de alimentacién que requieren las -
mosquitas blancas para transmitir las enfermedades Bhendi yellow vein mosaic virus y
yellow vein mosaic virus of Abelmosvhus esculentus (L) Moench es mas corto que el que
se requiere para la adquisicion. Interpretando esto al parecer depende mas del tiempo que
tarde el estilete del vector en llegar al floerna o al tejido superficial infectado. Otra
interpretacién que dieron fue que para ser infectivo, el vector tiene que alimentarse por un
periodo largo, para adquirir suficiente agente causal para incrementar la probabilidad de

transmisién cuando se alimenta de una planta sana.

Durante la alimentacién para la infeccion, una o pocas particulas virales
colocadas en el iejido de la hoja podrian ser suficiente para iniciar la infeccion. Sin
embargo la transmision eficiente por vectores individuales varia con la enfermedad

concemiente, fuente de inoculo y planta a inocular (Costa, 1976).

La infectividad dei vector B. tabaci es atribuido a la formacién periddica en el
cuerpo del insecto de factores inhibidores que afectan directa o indirectamente al virus
rizado amarillo del tomate. Otro trabajo realizado, de esta misma enfermedad en el cual
lograron transmitir el virus mecénicamente, cuando el inéeulo provenia de plantas
enfermas de Nicotiana glutinosa, Physalis sp. y Datura stramonium pero no se transmitia

cuando la fuente de inoculo provenia de tomate (Costa, 1976).

Se ha demostad. - jue en muchas ocasiones la mosquita blanca como vector es
i S
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eficiente en la transmisién del agente causal cuando lo adquiere de ciertas plantas

silvestres como reservorio, pero transmite errdticamente dentro del cultivo (Costa, 1976).

Costa y Bennett (1950), mencionan que en pruebas de resistencia del tomate a los
virus mosaico Euphorbia y mosaico dorado del tomate en Brasil los agentes causales
fueron mejor transmitidos por B. tabaci slimentados de hojas jovenes que cuando se
alimentaron de cotiledones. En cuanto a inoculacién mecénica, las hojas jévenes fueron

mas susceptibles a la infecciéon que los cotiledones.

Periodo de Incubacién de las Enfermedades Causadas por Geminivirus

Stenger, et al. (1990), inocularon con TPGV a las especies Lycopersicon
esculentum, L. peruvianum, Nicotiana benthamiana, N. clevelandii, N. rustica, N.
tabacum, Physalis wrightii, Datura stramonium v Capsicum annuum los cuales

desarrollaron sintomas sistémicos de dos a tres semanas después de la inoculacion.

Por su parte, Polston, et al. (1993), inocularon el virus moteado del tomate a
Lycopersicon cheesmanii, L. chilense, L. esculentum var escucentum, L. hirsutum f.
glabratum, L. pennellii, L. peruvianum, L. pimpinellifolium, Nicothiana benthamiana, N.
edwarsonii, N. tabacum, Physalis wrightii, P. alkekengi 'y P. ixocarpa, apareciendo los

sintomas a las cuatro semanas.

Morales, et a/ (1990) transmitieron mecanicamente el virus mosaico enanismo
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del frijol (BDMV) a plantas de frijol con un 100 por ciento de eficiencia desarrollando

sintomas caracteristicos de enanismo y mosaico ocho dias después de la inoculacién. Sin
embargo cuando la inoculacién con B. tabaci de plantas de frijol a Sida spinosa, y de S.
spinosa a Phaseolus vulgaris y S. rhombifolia, un mes después de la inoculacién las

plantas de Sida spp desarrollaron sintomas de mosaico dorado brillante y 10 dias después

de la inoculacién P. vulgaris mostré sintomas de enanismo y mosaico.

Resistencia Genética

Mejoramiento

Villalén (1981), menciona que pueden ser incorporados genes de resistencia e
inmunidad a pat6genos, de plantas silvestres a cultivares cuando existe compatibilidad,
ya que la resistencia mediante el mejoramiento genético, es la solucion mas factible para

controlar enfermedades de virus de chile.

Meétados de Fvaluacién

En la region sur de Tamaulipas, Pozo (1989), ha evaluado bajo presion natural de
enfermedades virales que se encuentran en la region, gran cantidad de variedades de chile
y han observado que la niayoria de los materiales, presentan susceptibilidad al complejo
viral existente, dentro de los cuales ha sido identificado un geminivirus. Sin embargo la

selecciéon de materniales con algun grado de resistencia a través de varios ciclos les ha
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permitido obtener variedades con cierta resistencia e incluso inmunes y con caracteristicas

agronémicas deseables. Esta misma metodologia fue utilizada por Benner, ez al., (1985),
en Georgia, Estados Unidos para detectar resistencia a virus presentes como el TEV,

CMV vy PVY en lineas de chile.

Por su parte Rom, et al. (1993), mencionan que el mejoramiento para resistencia
a virus rizado smarillo del tomate (TYLCV) parece ser una propuesta mas promisoria
para el control de la enfermedad. Para este fin inocularon el virus por medio de B. tabaci
viruliferas a genotipos de Lycopersicon esculentum que en base a la severidad y pruebas
de hibridacién molecular seleccionaron el material tolerante, encontrando una correlacion
positiva entre los sintomas de severidad del TYLCV y el nivel de ADN viral. Esto
corresponde al conceplo general que la titulacion mas alta de virus promedio ocasiona
mas dafio en las plantas (Ponz y Bruening, 1986). Los resultados y observaciones
indicaron que la tolerancia contra TYLCV es caracterizada por baja acumulacién de ADN
viral, presentando sintomas ligeros y retmso de aparicién de ellos. El mecanismo de
tolerancia en las lineas de tomate es hasta ahora desconocido, pero los bajos niveles de
acumiacién de ADN viral puede reflejar una reduccion en la capacidad del virus para
replicarse y por lo tanto difundirse en el tejido infectado. Este estudio muestra que la
acumulacién relativa de ADN del TYLCV en plantas de tomate bajo condiciones
estandar puede servir como una herramienta segura para complementar la observacién de

los diferentes grados de severidad en la seleccion de genotipos tolerantes de tomate.
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Relacién Edad-Resistencia

Uzcategui y Lastra (1978), mmm el virus mosaico amarillo del tomate, en
plantas de tomate de diferente edad (10, 12, 14, 15, 17, 20, 22, 25 y 27 dias de edad),
detectando que las plantas més jévenes son mas susceptibles a la enfermedad. La
susceptibilidad disminuye gradualmente con la edad, ya que de 10 a 12 dias de edad el
90-100 por ciento de las plantas inoculadas se infectaron mientras que a los 26 dias solo

el 10 por ciento fue infectado.

Costa (1976), compard las pérdidas en el cultivo del frijol, ocasionadas por el
virus mosaico dorado del frijol, en dos fechas de siembra. A los 17 dias después de la
siembra se produjeron pérdidas cercanas al 57 por ciento, mientras que a los 32 dias

después de la siembra las pérdidas fueron de 25 31 ento.

Factores que Afectan la Susceptibilidad

Uzcategui y Lastra (1978), determinaron el efecto de temperatura en la
susceptibilidad del tomate inoculados con el virus mosaico amarillo del tomate.' Sus
resultados indican que plantas colocadas de 20 a 30° C la susceptibilidad varia de 55 a 63
por ciento mientras que a temperaturas de 30-34° C esta susceptibilidad se incrementa
considerablemente de 92 a 96 por ciento de plantas enfermas. En otro experimento
colocaron plantas de tomate inoculadas con es 1uisno virus bajo oscuridad durante 24 y

48 horas y otras plantas bajo uz (1,200 lux) durante 24 y 48 horas; el 52 por ciento de las
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plantas en oscuridad fueron infectadas por ¢! virus mosaico aariflo del tomate y 80 por

ciento de plantas infectadas cuando se colocaron en huz.

Wyatt y Kuhn (1979), en un estudio de inoculaciéon del virus moteado clordtico
del chicharo (CCMYV) a través del uso de plantas jévenes (siete a nueve dias de edad) y de
un periodo de sombreado antes de la inoculacién, detectaron que fueron factores benéficos
para la infeccién. Sin embargo el factor mas importante fue la concentracion del inéculo.
Cuando el in6culo fue de 0.1 mg/ml o mAs alto se obtuvo el niimero maximo de infeccion
(100 por ciento) y una alta acumulacién de virus (axslado por ultracentrifugacién). Pero
- cuando el indculo fue de 0.001 mg/ml 0 menos no todas las plantas quedaron infectadas,
la acumulacién de virus fue reducida significativamente y la primer aparicion de virus fue

retrasada.

Diagnéstico de Virus Fitopatégenos

La creciente importancia de los geminivirus transmitidos por mosquita blanca
hace necesaria la disponibilidad de métodos rapidos y precisos para la deteccion y

subsecuentemente identificacion de geminivirus. Estos métodos podrian facilitar estudios
de epidemiologia y diversidad genética de estos virus. Esta informacién podra tener
importantes implicaciones en designar estraiegias para resistencia y control de la

enfermedad (Rojas, er al., 1993).

Ensayo de Inmunoadsorcién de Enzimas Ligadas (KLISA)
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Este método es rapido y seguro parma el diagnéstico de enfermedades virales, a
pesar de la sensibilidad, ELISA detecta solamente antigenos virales y no mide la
infectividad, registra la presencia del complejo antigeno - anticuerpo por un rapido

desarrollo enzimatico de un producto que colorea (Hampton, et al., 1990).

De acuerdo a Sequeira y Harrison (1982), para los miembros del grupo de los

geminivirus, las relaciones serolégicas no son claras ni estables.

Inclusiones Virales

Otra metodologia es la de Christie y Edwarson (1977), que mediante inclusiones

intercelulares (que pueden contener particulas de virus y/u otros productos del genoma
viral), producidos por plantas enfermas, en muchos casos pueden ser usadas para la

identificacion de virus especificos (Christie, et al., 1986).

Reaccién de la Polimerasa en Cadena (PCR)

Rojas, et al (1993), mencionan que la ..:cccién de la polimerisa en cadena es una
técnica extremadamente sensitiva y especifica para la deteccion e identificaciéon de
patégenos en plantas. Puede ser usado *ara investigar cuestiones precisas acerca de la
composicion de poblaciones de patoégenos y la diversidad genética de virus (Gilbertson, ez
al., 1991). La especificidad de PCR es basada en el uso de oligonucleotidos que son

complementarios a las regiones flanqueadas de la secuencia de la cadena del acido desoxi
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rribonucléico (ADN) al ser amplificada (Rojas, et al., 1993).

Hibridacién Molecular

La tecnologia de sondas de ADN est4 baseda sobre ADN:ADN hibridado el cual
involucra la seleccién apareada de nucledtidos enire dos cadenas simples de ADNs
(ADNss) para formar una molécula de doble cadena de ADN (ADNds) la cual es
detectado mediante un film de rayus X, cuando las sondas son marcadas con
radiactividad o visualizados por métodos coloriméiricos cu«nno son no radiactivas

(DeLong, et al., 1989).

Las sondas de ADN son extremadamente adaptables y ofrece varias ventajas
sobre técnicas existentes tales como métodos serolégicos donde a) la estructura del ADN
es relativamente consistente durante todos los estados femolégicos y condiciones
ambientales. Este no es el caso para otras macromoléculas que son usadas en otros
ensayos de deteccién por semplo proteinas, carbohidratos y lipidos. b) Las muestras

pueden ser facilmente preparados y son muy estables. ¢) Porque los patogenos son
destruidos en la preparacién de la muestra y estas pueden ser enviadas por cofreo y no

presenta riesgos biologicos. d) Pueden desarrollarse sondas generales como también

especificas (DeLong, et al.. 1989).

Una sonda general puede detectar todos los patégenos procariéticos mientras que

una sonda especifica pudiera hibridizar solamente con unas especies en articular
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(DeLong, et al., 1989). Esto es posible porque los patégenos contienen secuencias de

ADN aliamente conservadas, como también secuencias divergentes. Cuanto mas
relacionados estén dos organismos mas dificil es el desarrollo de una sonda especifica. €)
El nivel de sensibilidad =z mucho mas grande que la técnica rdpida de serologia. f) Una
vez que la sonda de ADN ha sido desamollada, una cantidad ilimitable pueden
reproducirse. g) Las técnicas radiactivas y no radiactivas est4n disponibles. h) Las sondas
de acidos nucléicos han sido desarrolladas para organismos que no pueden ser cultivados

(Kirkpatrick, et al., 1987).

Las sondas de acidos nucléicos, pueden ser usados en estudios de ecologia y
epidemiologia, en el desarrollo de germoplasma resistente y en cuarentena, entre otros

(Gilbertson, et al. 1989).
Métodos de Control de la Enfermedad.

El control de enfermedades transi tidas por mosquita blanra ha sido planteado de
muchns aspectos, tales como exclusion, evitando la enfermedad por seleccion de edad de
plantulas o lugar, eliminacién de reservorios del virus, produccién de variedades
resistentes, control del vector por quimicos o repelentes y otros. Una alta prioridad es
tratar de prevenir la introduccién de la enfermedad en Areas no infestadas. Algunas
enfermedades transmitidas por mosquita blanca pueden ser controladas evitando el
traslape de cultivos o teniendo un periodo libre del cultivo anterior a del cultivo principal

(Costa, 1976).
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Sin embargo estas técnicas por si solo no son eficientes, por 1o que se considera

que el control de plagas y enfermedacie en la agricultura mexicana debe cambiar de
enfoque si es que se quiere mantener la relacién beneficio costo a niveles razonables y sin
menos cabo de la calidad de los productos agricolas y del ambiente. Fl continuo
incremento de los p@ios de los plaguicidas hacen cada dia mas dificil de considerar el
control quimico como la Unica estrategia valida para manejar una plaga, por lo que una
integracién de todas las tacticas de control, incluyendo el bioldgico y quimmco, es la Ynica
alternativa practica para alcanzar los objetivos del productor en el mercado y brindar

protecci6n al sistema (SARH, 1992).



MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizé durante los afios de 1993 y 1994 en el Departamento
de Parasitologia Agricola de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro
(UAAAN), en el Laboratorio de Virologia del Centro de Investigaciones de Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico i "acional Unidad Irapuato, Gto. (CINVESTAV-
IPN), en la Universidad de Davis California y en los ejidoc “a Leona y La Gamusa
pertenecientes al municipio de Ramos Arizpe, Coahuila. El ejido La Leona se encuentra a
una altura de 850 msnm y con coordenadas dé 25° 597 24’ latitud norte y 101° 08 02
longitud oeste. El clima varia de secos semicalidos a secos templados. La temperatura
media anual es de 14 a 18° C. La precipitacion media anual varia de 300 a 500 ml, con
un régimen de lluvia durante los meses de mayo a octubre y escasas en noviembre y
diciembre. Los vientos prevalecientes tienen direccién norte con una velocidad de 22.5

km/hr.

Identificacién de ia Especie de Mosquita Blanca Vectora del Virus Involucrada en

¢l Sindrome Chino del Chile

Se colectaron mosquitas blancas de un lote enfermo de chile serrano variedad
Tampiquefio 74, las cuales se confinaron en jaulas de madera cubsiertas con tela organza,

posteriormente se irasladaron v liberaron sobre plantas sanas de chile serrano confinadas
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en jaulas y colocadas bajo condiciones de invernadero. Las planias se examinaron cada

tercer dia en busca de sintomas de la enfermedad para verificar si dicha especie es el
vector del virus. Ademas se colectaron hojas con pupas de mosquita blanca, mismas que

se montaron (APENDICE A) e identificaron siguiendo las claves de Martin (1987).

Periodo de Incabacién del Virus

El periodo de incubacién se considert al tiempo transcurrido entre la alimentacién
de mosquitas viruliferas sobre plantas sanas a la fecha de aparicién de los primeros
sintomas de virosis en las mismas. Este periodo fue determinado en dos etapas
fenologicas del cultivo: plantula y floracién, para lo cual se colectaron en una jaula
cubierta con tela de organza adultos de mosquita blanca de un lote de chile con sintomas
de virosis del ejido La Leona. Estas se liberaron sobre plantas sanas de chile confinadas
en una jaula cubierta con tela de organza. Después Jc tres dias, las mosquitas fueron
eliminados con aspersion de Cvpermetrina (3 mvlf). Esta operacién se realizo en dos
etapas de desarrollo de la planta (plantula y floracién) con los cinco genotipos enlistados

a coriinuacion:

Tratamiento 1 = Tampiquefio 74

Tratamiento 2 = Linea ,A-S-293

Tratamiento 3 = Linea 2 LP-5-294
Tratamiento 4 = Variedad LR-88-14-9-4-SI-SL

Tratamiento 5 = Crollo
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La variedad Tampiquefio 74 y el criollo tite-o.» proporcionados por un productor

cooperante del ejido La Leona, mientras «ue las restantes por el Departamento de

Horticultura de la UAAAN.
Para cada tratamiento se utilizaron 10 plantas que se revisaron cada tercer dia en
busca de sintomas, registrindose el dia de la primera aparicién lo cual corresponde al

periodo de incubacion. El periodo de incubacién de cada genotipo se determiné en base

al porciento de infeccidn.

La temperatura promedio diario que se registr6 en el invernadero de la UAAAN,

donde se realiz6 este trabajo fue de 26°C + 8.

Diagnéstico del Virus Asociado al Sindrome Chino del Chile

Hibridacién de Acidos Nucléicos por Maceracion (NASH)

Obtuncién de la Sonda
Las sondas usadas para este método se obtuvieron a partir del virus presente en C.
annuum de Ramos Arizpe, Coaly.ila; las especies cclectadas estaban infectadas con el

virus que produce la enfermedad llamada regionalmente "Chino del Chile".

Extraccion del ADN Viral. De las p'untas colectadas se realizé 1a extraccion del ADN
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viral de doble cadena por el método Dellaporta, et al. (1983) (APENDICE B).

Reaccién _de la Polimerasa en Cadena (PCR). La forma replicativa del ADN viral

extraido de las plantas fueron amplificadas por PCR (APENDICE C) con iniciadores del
genoma A y B (PCRcl-PALIv 1978 y PBLlv - PCRel 2040, respectivamente)
disefiados por Rojas, er al. (1993) (Fig. 3.1) en presencia de la enzima Taq polimerasa.

Los fragmentos amplificados fueron separados por electroforesis (APENDICE D).

Elusién del Fragmento Viral .4 mplificade (Cene Clean). Esta éenica (APENDICE E)

tuvo como funcién extraer del gel, los fragmentos de ADN separados por electroforesis.

Clonacién. Los fragmentos amplificados fueron clonados en el plasmido Bluescript™*y
con el que se transformaron células competentes TA y se sembraron en cajas petri con
agar LB con antibi6tico (50 mg/ml de kanamicin o 50 mg/ml de ampicilina) e incubados

a 37°C (APENDICE F).

Minipreparacién de Sondas (Midi Prep). Esta etapa se llevé a cabo en el

CINVESTAV-IPN, Irapuato, Gto. Las bacteriag transformadas con los fragmentos
clonados del genoma A y B del virus invMouadg o o] sinorome chino del chile se
incrementaron y posteriormente se separaron log fragmentos A y B del plasmido
mediante digestiones con la endonucleasa EcoR) por el método de Midi Prep
(APENDICE G). Estos se comieron por electroforesis en gel de agarosa y por gene clean

se obtuvieron los frigmentos. para guardarlos en refrigeracion a 4° C y posteriormente
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PALIviD7B  ff

: AR1
ALY

GEMINIVIRUS

Figura 3.1 Representacién diagramética de un tipo de geminivirus bipartita. Los
fragmentos de lectura abierta (AR1, BR1, AL1, AL2, AL3 y BL1) estan
representados con flechas y la regién comin (CR) por una barra sélida. Se
muestra la region del ADN viral amplificado por PCR con el par de
iniciadores para ADN-A (PAL1v 1978 y PCRcl) y con par de iniciadores
para el ADN-B (PBL1v 2040 y PCRel).

utilizarlos como ondas en la hibridacién de acidos nucleicos sobre membranas de nylon.

Marcaje de la Sonda. FEste proceso consistié en marcar las sondas A y B con

radiactividad (*°P) para detectar a través del un film de rayos X, las hibridaciones

(APENDICE H).

Protocole de NASH

Preparacién de Membranas. Las muestras colectadas de maleza, cultivos y soca fueron

maceradas y colocadas en membranas de nylon (APENDICE 1), el ADN contenido en las
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muestras fueron fijadas con luz uliravioleta para evitar el desprendimiento de los 4cidos

nucléicos durante la hibridacién (APENDICE J).

Hibridacién. Después de tener las membranas y sondas preparadas se realizd la

hibridacién por el método de NASH (APENDICE K).
Deteccién. Para la deteccion, una pelicula de rayos X se coloc6 sobre la membrana, se
incubd por 48 hry sc reveld. 1.as muestras positivas al virus se detectaron como mancha

en la pelicula revelada.

Ensayo de Inmunozdsorcién con Enzimas Ligadas (ELISA)

Las muestras colectadas se procesaron con antisueros: Potyvirus Y de la Papa
(PVY), Potexvirus X de la Papa (PVX), Carlavirus S de la Papa (PVS), Tombusvirus
Arbustivo del Tomate (IBSV), Potyvirus jevpeado del tabaco (TBEV), Nepovirus
mancha anular del tabaco (TbRSV), Tobamovirus mosaico del tabaco (TbMVc),

Cucumaovirus mosaico del pepino (CMV), mediante la técnica de ELISA siguiendo el

procedimiento de Hampton, et al. (1990) (APENDICE L), asi como también anticuerpos
monoclonales gentilmente proporcionados por el Dr. Purcifull de la Universidad de

Florida, para detectar al virus involucrado en el sindrome chino del chile.
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Fuentes de Inéculo

Haospederos del Virus

Se colectaron en el ejido hojas jueicrentemente jévenes de malezas, cultivos y soca
(cultivo de chile del ciclo anterior) con sintomas de virosis (clorosis, mosaico dorado o
verde, manchas anulares, malformacién de hojas: nizadas, curveadas, vena central
distorsionada y otras distorsiones), asi como hojas sin sintomas. Se colocaron en bolsas
de plastico de | kg y se identificaron con fecha de colecta y nombre de la muestra y se

trasladaron al laboratorio. Las especies de malezas con sinfomas y que resultaron

positivas por NASH y ELISA se identificaron en base a las claves de Villarreal (1985).

Hospederos. de Mosquita Blanca

Las malezas, cultivos y soca que se colectaron para diagnéstico del virus, se
examinaron tanto en hojas y tallos para la deteccion de ninfas; si éstas estaban presentes
se le considerd a la planta cémo hospedera completa (tanto para ciclo biolégico como
alimentacién). La identificacion de mosquitas blancas se realiz6 con claves de Martin

(1987) y para las malezas detectadas como hospederas con claves de Villarreal (1985).
Importancia de Fuentes de \.>§culo.
Para deterturnar ia anportancia que tienen las fuentes de indculo se selecciond

07383
BANCO DE TES!S
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un lote de chile serrano Tampiquefio 74 rodeado de malezas, soca y de otros cultivos; en

la etapa de floracion se 'narcaron en un croquis (Fig. 3.2) las plantas que presentaron
sintomas de virosis (mosaico, enchinamientos, achaparramientos y vena principal
truncado). Los datos se agruparon de Norte a Sur y Este a Oeste para analizarlos por el

Sistema de Analisis Estadistico SAS ver 6.04 utilizando los modelos de dispersién y

gradientes de la enfermedad descritos por Campbell y Madden (1990).

Modelo de Ley de Potencia

Y=Yo D™ Linealizada LnY=LaYo-rLnD
Ln Y=Logaritmo natural de la enfermedad
Yo =Y cuando D=]

r =Pendiente del gradiente

D =Distancia de la fuente de ;nsculo
Modelo Exponencial-Invertido

Y=Yo0 E*° Linealizada LnY=LnYo-rD
Yo=Y cuando D=0

E =Exponente

1 =Pendiente del gradiente

D =Distancia de la fuente de inéculo
Modelo de Berger

Y=1-Yo D' Linealizads Logit Y=LogitYo-rLaD

Logit=Ln Y 6 Yo_
I-Y6 Yo

r =Pendiente del gradiente
LnD=Logaritmo natura| de la distancia



Figura 3.2 Croquis del loie elegido para determinar la importancia de las fuentes de

inéculo.
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Incidencia del Sindrame Chine del Chile.

Se seleccionaron 15 loes de chile del Ejido La Leona de siembra intermediay 1
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lote de siembra tarclia, la seleccidn se realizé en base a la zona que en el ciclo anterior

tuvo problemas de virosis este nimero represent6 el 70 por ciento de lotes sembrados en

el ejido.

Se realizaron cuatro muestreos en la siembra temprana, en las etapas fenologicas
del cultivo de plantula, prefloracién, floracién y fructificacién y dos muestreos en un lote
de siembra tardia (plantula y prefloracién). La incidencia de plantas enfermas se

determiné considerando el porcentaje que estas representaron en el total de 25 plantas al

azar observadas por cada lote.
Resistencia a la Enfermedad

La resistencia fue evaluada en los mismos materiales en los que se determiné el
periodo de incubacion, para lo cual se realizaron inoculaciones del virus con B. wbaci

infectivas bajo condiciones de invernadero y en campo bajo presién natural.

Bajo Condiciones de Invernadero

El disefio empleado fue Completamente al Azar con 10 repeticiones. Los
parémetros evaluados para resistencia fueron: altura de planta, incidencia, severidad y
etapa fenoldgica inoculada. Para evaluar la severidad se utilizé una escala arbitraria que

segun los sintonas jwescntes se asignod un pumero, como se muestra en el Cuadre 3.1



45

Cuadro 3.1 Escala de severidad utilizada para evaluar resistencia en chile a la

enfermedad presente en el ejido La Leona, Ramos Arizpe, Coah.

GRADOS DE

DESCRIPCION DE SINTOMAS

1

o

Enchinamiento en hojas primarias o brotes nuevos, planta de
tamafio normal

Enchinamiento hasta hojas secundanas ubicadas en la parte
apical de la planta. Planta de tamafio normal.

Enchinamiento hasta hojas terciarias ubicadas en la parte apical
de la planta, tamafio normal.

Enchinamiento hasta hojas secundarias en toda la planta. Planta
de tamafio normal.

Enchinamiento hasta hojas secundarias en toda la planta. Planta
achaparrada, aborto de flores.

Enchinamiento hasta hojas terciarias en toda la planta, planta
¢ haparrada, aborto de flores, frutos pequefios y malformados.

Bajo Presién Natural de Campo.

Los genotipos se establecieron en los ejidos La Leona y La Gamusa, el primero

presenté en el ciclo anterior problemas de virosis, mientras que el segundo fue casi nula

la presencia de ésta. Los materiales se sembraron en parcelas dos surcos de 2.5 m de

longitud a una distancia entre plantas de 45 cm. El disefio utilizado fue de Bloques al

Azar con seis repeticiones para La Leona y cinco repeticiones para La Gamusa. Los

parametros evaluados fueron: severidad (Cuadro 3.1) e mncidencia en ambos ejidos.



RESULTADOS

Identificacién de la Especie de Mosquita Blanca Vectora del Virus Involucrado en el

Sindrome Chineo del Chile

La especie de mosquita blanca vectora del sindrome chino del chile se identifico
como Bemisic tabaci Gennadius cuyas caracteristicas observables fueron: margen
irregularmente crenulado, pliegues traqueales tordcicas presentes, orificio vasiforme
triangular siendo este mas largo que ancho en la base, setas caudales fuertes y largas

como el orificio vasiforme, sutura cavAal presente y pronunciado, orificio vasiforme mas

largo que la sutura caudal y papilas presentes.
Periodo de Incubacién del Virus

El porcentaje de infeccion por virosis que se registré en los genotipos inoculados
con B. tabaci viruliferas en etapa de plantula, como se observa en el Cuadro 4.1 fue de
100 por ciento para la variedad LR-88-14-9-4-SI-SL, 80 por ciento para las lineas 2 LP-

8294 y LA-S-293:y 70 [ .- ciento para la variedad Tampiquefio 74 y criollo de la region.

Mientras que en la etapa de floracién (Cuadro 4. 1), el mas alto porcentaje de

infeccidn por virosis tue de 70 por ciento para la variedad Tampiquefio 74, siguiendo con
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Cuadre 4.1 Por cieplo de infeceién del irus involucrado en el sindrome chino del chile
inoculado con 5. tabaci en genotipos en etapa de plantula y floracion.

GENOTIPO % DE INFECCION % DE INFECCION
PLANTULA FLORACION
Tampiquefioc 74 70 70
2 LP-S-294 80 40
LA-S-293 80 60
LR-88-14-9-4-S1-8I, 100 50
Criollo = 70 20

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

60 por ciento para la linea 1A-S-293, 50 por ciento para la variedad LR-88-14-9-4-SI-SL,

40 por ciento para la linea 2 I,P-S-294 y 20 por ciento para el criollo.

Enla etapa de plantula los genotipos no presentaron ¢ :encias significativas en
el periodo de incubacion (Pr>Fa05=0.8668, R? =0.04 y C.V.=33.11). Mediante Ia
separacién de medias por la prueba de rango multiple de Duncan (Fig. 4.1) se observa
que los tratamientos con mayor periodo de incubacién fueron el Tampiquefio 74 y la linea
2 LP-5-294 con 12.4] dias, siguiéndole en menor tiempo la variedad LR -88-14-9-4-SI-SL

y la linea LA-S- 293 con 11 dias y por uiltimo el criollo con 10.43 dias.

v . ) g
En ia etapa de fic.acion los genc o8 30 preseniaron diferencias significativas
(Pr>Fapos=0 2012 . R- =0 28 v C.V =48.6 S) Al realizar 1a separacién de medias por la

prueba de range multiple de Duncan comoe se observa en la Fig. 4.2 que la linea LA-S-
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Figura 4.1. Medias del periodo de incubacién del virus involucrado en el sindrome
chino del chile en genotipos de C. annuum en etapa de plantula inoculados
con B. tabaci viruliferas.

I Medaus con la anama fetra no Jdificren estadisucamente de acuerdo a la prueba de Duncan (a=0 05)

Trat 1 Tampiquefio 74

Trat 2 Linea LA-S-293

Trat 3 Linea 2 LP-§-294

Trat 4 Variedad LR-88-14-9.4.51.S1.
Trat 5 Criolle

293 presenté el mas largo perioio de incubacina c! virus involucrado en el sindrome

chino del chile (27.3 dias) y esta difiere al menos del criollo que presents 10.5 dias.
En términos generales se observa que los genotipos inoculados con virus en etapa
de plantula, presentaron mas alto porcentaje de infeccidn y periodos de incubacién de

virus mas cortos que los genotipos en etapa de floracién.

Entre los genotipos el que mostro largo periodo de incubacion en ambas etapas
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Figura 4.2. Medias del periodo de incubacién del virus involucrado en el sindrome
chino del chile en genotipos de C. armuum en etapa de floracién inoculados

con B. tabaci viruliferas.

1 Medias con la misma letra no difieren estadist:camente de acuerdo a la prueba de Duncan (a=0.05)
Trat 1 Tampiquerio 74

Teat 2 Linea LA-S-203

Trat 3 Linea 2 LP-S.294

Trat 4 Variedad LR-88-14 9 4.81.SL

Trat 5 Criollo

fenolégicas fue la linea 2 LP-S-294. El criollo a pesar de que es uno de los genotipos que

present6 el mas corto periodo de incubacién en ambas etapas fenolégicas del cultivo,

mostr6 los mas bajos porcentajes de infeccion de virosis tanto en etapa de plantula como

floracion.



Diagnéstico del Virus Asociade al Sindrome Chino del Chile

NASH

En el diagnostico del virus asociado al sindrome chino del chile, por medio de
técnicas moleculares se logré amplificar dos fragmentos obtenidos con iniciadores para
geminivirus PAlL.lv 1978-PCRcl y PBL1v 2040-PCRcl (para el genoma A vy B
respectivamente) y que posteriormente se utilizaron como sondas, tuvieron el tamafio
predicho de aproximadamente 0.8 Kb para el genoma A y 0.5 Kb para el genoma B (Fig.
4.3). Posteriormente se secuenciaron en el CINVESTAV-IPN y en la Universidad de
California, presentando una homologia del 95 por ciento con el wrus texano del chile, por
lo que de aqui en adelante se mencionard al gevsini 11 asociado al sindrome chino del

chile como virus texano del chile variante Coakmila (TPGV-Coahuila).

ELISA

Las muestras de maleza, soca y cultivo que fueron procesadas por el método de
ELISA para detectar otros virus asociados al sindrome chino del chile, se muestran en el
Cuadro 4.2, en donde se observa que el unico virus asociado es el “Y” de la papa,
presente en plantas de (" annuum (cultivo y soca) con sintomas de enchinamiento y atn
en el testigo que no presentaba sintomas aparentemente; asf como en plantas de Nicotiana

glauca con sintomas de anillamiento y en ei testigo.



1.0Kb
0.8 Kb G

0.5Kb

Figura 43 Analisis electroforético en gel de agarosa de la amplificacién por PCR del
virus presente en Ramos Anzpe, Coah. Linea 1: Genoma A (0.8 Kb)
amplificado con el par de iniciadores PALlv 1978 y PCRcl;, linea 2:

Genoma B (0.5 Kb) amplificado con el par de iniciadores PBL1v 2040 y
PCRel: Hnea 3: Marcador de peso molecular.

En Datira stramonium, Acacia constricta y Amaranthus hybridus, aun cuando
presentaban sintomas de enchinamiento para Datura, y clorosis para las demas, no

resultaron positivas para PVY.

Los virus PVX, PVS, TBSV, TbEV, TBRSV. TbMVe y CMV no se detectaron en

las plantas procesadas por ELISA



Cuadro 4.2 Deteccién de virus por el método de ELISA en especies de maleza y cultivo
de chile colectadas del ejido La Leona, Ramos Arizpe, Coah.

ESPECIE-SINTOMAS PVY? PVX PVS TBSV TbEV TbRSV TbMVc CMV
Capsicum anmuum.Ch!  + - - - . - . .
C. annuum. S-Ch + - - - - - - .
C. anmuum. Ch-C] t - . - - - - -
C. anmuum. T + - . . - - . 3
Nicotiana glauca. An + . - - - - - -
N. glauca. Am - - - - - - - -
M. glauca T + . - - - - - .
Datura stramonium. Ch ~ ~ - - - - - - .
D. stramonium. T ) - - - - - - -
Acacia constricta. Cl ) - - - - - . -
A. constricta. T ) - - - . - . .
Amaranthus hybridus. C1  ~ - - - . - - -
A. hybridus. T i - - - - - - R

1 Ch= BEnchuinamiento
5~Ch= Soca-Enchmamuento
Ch-Cl= Chinc v clorotico
Ci= Clordtaco
An= An:llamuento
Am= Amarillamiento
T= Testigo (ain sintomas)

2 PVY="Potyvirus Y d¢ la papa
PVX= Potexvirus X dz la papa
PVS= Carlavirus S de la papa
TBSV= Tombusvinis arbustivo del tomate
TbEV= Potyvirus jaspeado del tabaco
TbRSV:= Nepovirus mancha anular del tabaco
ToMVes Tehamovirus mosaco del tabaco
CHV= 1 wanmovings moesaico del pepino
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Fuentes de In6culo

Hospederas del Virus

Las especies en las que se detecto la presencia de geminivirus por el método de

NASH con la sonda del genoma A (Cuadro 4.3) fueron: Capsicum annuum de campo, C.
annuum soca, C annuum inoculado con virus por medio de B. tabaci bajo condiciones de
mvernaderc. Damwra stramonium, D. quercifolia y Nicotiana glauca todas estas
pertenecientes & la lanulia Solanaceae. Con la sonda del genoma B, ademas de las
anteriores Cucurbita pepo perteneciente a la familia Cucurbitaceae, sin embargo esta
ultima especie no se enfermo cuando se puso en contacto con mosquitas blancas

infectivas.

Haospederos de Mosquita Blanca

La especie Gemisia tabaci se encontrd en malezas y cultivos de la familia
Solan-ceae, Asteraccae v Fabaceae, con w 3sencia o no de sintomas, siendo entre estas la
fanmha Solanaceac Jdonde mas poblacion  de mosquita blanca  se  encontrd: en
Papaveracese. Cucurbitaceae v Amaranthaceae no se localizd presencia de ninfas de 5.

tethaci (Cuadro 440

La especie Vricleurodes vaporariorum, aun cuando se encontré presente en

algunas Solanaceae, Asteraceae y Fabaceae generalmente fue muy baja su poblacion en



Cuadro 4.3 Deteccién de geminivirus por el método de hibridacién con sondas del
genoma A y B del TPGV-Coah. en plantas colectadas en el ejido La Leona

de Ramos Arizpe, Coah.

FAMILIA ESPLCIF, NASH'

>
N~
=,

SOLANACEAE Capsicum annuum Campo
C. armuum Soca
C. annuum Invernadero*
Datura st-om  ivm
D. quercifolohu
Nicoticna glauca
Physalis pryladelphica
Solanum eleaeagnifolium
Parthenium hysterophorus

+ 4+ + 4+ + o+
o+ + 4+ o+ o+

1 '
[ t

ASTERACEAE .urbrosia confertiflora - -
Xanthiym strumarium - -
Helianthus armus - -
FABACEAL Phaseolus vulgaris
: Acacia constricta -
Prosopis sp. - -
PAPAVERACEAE Argemone echinata - -
CUCURBITACEAE Cucurbita pepo - +

AMARANTHACEAE  Amaranthus hybridus - -

1 NASH= Hibridacmaén de Acdos Nucléicos por Maceracién
2 A= Sonda del ge. . a A
3 B= Sonda dei genoraa R
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Cuadro 4.4 Plantas hospederas de especies de mosquita blanca en el ejido La Leona,

Ramos Arizpe, Coah.
ESPECIE DE MOSQUITA
FAMILIA PLANTAS! BLANCA ?
SOLANACEAE Capsicum annuum campo  Bemisia tabaci
C. annuum Soca B. tabaci
C. annuum Invernadero* B. tabaci
Datura stramonium B. tabaci

D. quercifolia

Trialeurodes vaporariorum
B. tabaci

Nicotiana glauca B. tabaci
Physalis phyladeipiien B. tabaci
T. vaporariorum
Sin identificar
Solanum elaeagnifolium  B. 1abaci
Parthenium hysterophorus  B. tabaci
T. vaporariorum
ASTERACEAE Ambrosia confertiflora B. abaci
T. vaporariorum
Xanthium strumarium B. tabaci
T. vaporariorum
Helianthus annus -
FABACEAE Phaseolus vulgaris B. tabaci
T. vaporariorum
Acacia constricta 5. tabaci
T. vaporariorum
Pros wis sp B. tabaci
Sin identificar
PAPAVERACEAE Argemone ec... 1ata Aleyrodes proletella
CUCURBITACEAE Cucurdita pepo -
AMARANTHACEAE  dmaranthus hybridus =~ -------

1 Identificadas con claves de Villarreal (1989)
2 Identificadas con claves de Martin (1987}

* Planta moculada en nvernadero con mosquitas blancas wviruliferas del endo La Lecona

- --No se detectaron pupas de mosquita blanca
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comparacion de B. tabaci (Cuadro 4.4).

Ademas de las dos especies anteriormentie mencionadas, se detectaron también
Aleyrodes proletella en Argemone echinata y dos especies sin identificar, con poca

prevalencia en comparacién de B. tabaci.

Importancia de Fuentes de Indculo

Para el graciente de dispersit: de la enfermedad TPGV-Coahuila, los datos
obtenidos no se ajustaron a los modelos de dispersién y gradientes de enfermedad
descritos por Campbell y Madden (1990). Sin embargo a través de medias si se observan
gradientes, como se muestra en la Fig. 4.4, donde los datos fueron agrupados en secciones
de 25 por 45 m (1125 m®) que cuando se analizaron de Norte a Sur, presentaron dos
gradientes, uno de los cuales la dispersién de la enfermedad inici6 por el Norte y otro
gradiente por el Suroeste, ambos con respecto a la ubicacién del lote; cuando se
analizaron de Este a Oeste (Fig. 4.5), se observaron cuatro gradientes., dos de los cuales
la d*spersién inicia por el Norte y los otros dos por el Noreste, con respecto a la ubicacién

del lote.

Ambos analisis presentan gradientes localizados en el Norte y Noreste. el cual
coincide con la presencia de N. glauca; aun en el gradiente que inici6 por el Suroeste. La

distancia de esta maleza perenne al cultivo comercial fue de aproximadamente 20 m.
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1 Promedio de plantas enfermas por secaadn.
R Direccion de la dispersidn de enfermedad.

Figura 4.4 Croquis del lote fraccionado con datos analizados de Norte a Sur para el
gradiente de dispersion de la enfermedaa TPGV-Coah. en el ejido La Leona,

Ramos Arizpe, Coah.
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1 Pramedio de plantas enfermas por seccién.
= Direccitn de la dispersién de enfermedad.

Figura 4.5 Croquis del lote fraccionado, con datos analizados de Este a Oeste para el
gradiente de dispersion de la enfermedad TPGV-Coah. en el ejido La Leona,

Ramos Arizpe, Coah.
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Incidencia del Virus Tevans: del Chile var. Coahuila

La incidencia de la enfermedad virus texano del chile var. Coahuila en diferentes
etapas fenologicas del cultivo se muestra en el Cuadro 4.5, en el cual se observa que en
siembras tempranas, la aparicién de sintomas ocurre en 1a etapa de floracién con 25 por
ciento de incidencia alcanzando un 77 por ciento en etapa de fructificacién. Mientras que
en siembra tardia los sintomas aparecieron desde la etapa de plantula con 80 por ciento de
incidencia y 100 por ciento para la etapa de prefloracion, considerandose esta wltima

como siniestro total.

Resistencia de los Genotipos al Virus.

Bajo Candiciones de Invernadero

Etapa de Plintula

Los genotipos inoculados con el virus TPGV-Coah. con B. fabaci viruliferas,
mostraron mncms altamente significativas con respecto a la altura (Pr>Fy05=0.0001,
R? =0.57 y C.V.=37.37) que mediante la separacion de medias por la prueba de rango
muiltiple de Duncan se ovtuvo que las lineas LA-S-293, 2 LP-S-294 y la variedad LR-88-
14-9-4-SI-SL tuvieron los mas altos promedios dc altura con 36.5. 33.77 y 30.7em
respectivamente, v ¢éstos difieren significativamente del Tampiquefio 74 y el criollo que

presentaron 16 3em y 11 Tem de altura respectivamente (Fig. 4.6).
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Cuadro 4.5 Incidencia de la enfermedad TPGV-Coah. en diferentes etapas fenologicas
Y épocas de siembra de chile en el ejido La Leona, Ramos Arizpe, Coah.

..............................................

EPOCA DE ETAPA SUPERFICIE INCIDENCIA?
..SIEMBRA = FENOLOGICA MUESTREADA'
Temprana Plantula 30 0
(la ;!:“;m“ Prefloracion 30 0
i Floracién 30 25
Fructificacidén 30 80
Tardia

(1a. quincens Plantula 3 80
Junio) Prefloracién 3 100

1 Superﬁdc expresada en hectireas
2 Incidencia expresada en porcentaje

En la mncidencia del virus TPGV-Coah. existen diferencias significativas entre los
genotipos (Pr>Fu0:=0.0001. R%= 0.998 y C.V.=2.01) que mediante la separacién de
medias por la prueba de rango multiple de Duncan se obtuvo que la variedad LR-88-14-
9-4-3I-SL difiere de los demas senotipos por presentar el 100 por ciento de incidencia,
siguiéndole las lineas LA-S-293 y 2 LP-S-294 con 80 por ciento y por ultimo el

Tanipiquefio 74 y criollo con 70 por ciento (Fig. 4.7).

En cuanto a sevendad se retiere, los tratamiento: nifieren estadisticamente
(Pr>Fa005=0.048, R?= 0.217 y CV=59.039) que mediante la separacién de medias por la
prueba de rango multiple de Duncan se obtuvo que la variedad LR-88-14-9-4-SI-SL
presento el mas alto grado de severidad (5.11) y ésta difiere unicamente con el

Tampiquefio 7+, el cual presenté el mas bajo grado de severidad (2.2) (Fig. 4.8)
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Figura 4.6 Medias de altura de genotipos en etapa de plantula inoculados con TPGV-
Coah. medianie B. tabaci viruliferas.

1 Media de altura en base a S plantas

2 Media de altura en base a 10 plantas

3 Mediss con la misma letra no difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Duncan (¢¢=0.05).
Trat 1 Tampiquedio 74

Trat 2 Linea LA-S-293

Trat 3 Linea 2 LP-$-294

Trat 4 Variedad LR-88-14.9.4.S1-SL

Trat 5 Cnollo
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Figura 4.7 Medias de incidencia del TPGV-Coah. de genotipos de C. annuum en etapa
de plantula inoculados con B. tabaci viruliferas

1 Media de altura en bage 4 $ plantas

2 Media de altura en base a 10 plantas

3 Medsas con la misma letra no difieren estadisticamente de acuerdo a Ia prueba de Duncan (@=0.05).
T1 Tampiquefio 74

T2 Ltixa LA-S-293

T3 Linea 2 LP-5-294

T4 Variedad LR-88-14-9.4_§1.SL

TS Criollo
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Figura 4 8 Medias de severidad del TPGV-Coah. de genotipos de C. annuum en etapa
de plantula inoculados con B. tabaci viruliferas

1 Media de altura en base a > plantas

2 Media de altura en base a 10 plantas

3 Medias con la musma letra no difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Duncan (@=0.05).
T1 Tarupiquefio 74

T2 Linea LA-S-293

T3 Lineca 2 LP-S-294

T4 Variedad LR-88-14-9-4.S]-SL

TS Criollo




Etapa de Floracion

Los genotipos en stapa de floracién inoculados con el virus TPGV-Coah.
mediante B. tabaci viruliferas, mostraron diferencias altamente significativas con respecto
a la altura de planta (Pr>Fy5s=0.0001, R* =0.88 y C.V.=8.36); mediante la prueba de
rango multiple de Duncan (Fig. 4.9) la variedad LR-88-14-9-4-SI-SL tuvo el més alto
promedio de altura con 58.65 cm, signiéndole el Tampiquefio 74 y la linea 2 LP-S-294
con 50.15 cm y 48.75 cm respectivamente, mientras que la linea LA-S-293 con 42.24cm

y finalmente el criollo con 35.0 cm.

En cuanto a incidencia de la enfermedad TPGV-Coah. se refiere, se encontraron
diferencias significativas entre los genotipos de C. annuum, que mediante la comparacién
de medias por la prueba de rango multiple de Duncan se observa (Fig 4.10) que la
variedad Tampiquefio 74 presenta el mas alto promedio de incidencia (70 por ciento),
siguiéndole en forma descendente la linea LA-S-293 con 60 por ciento, variedad LR-88-
14-9-4-SI-SL mj)n 50 por ciento, linea 2 LP-S-294 con 40 por ciento y por ultimo el criollo

con ZJ por cienio.

En el analisis de varianza con respecto a severidad, los datos arrojan que no
existen diferencias significativas entre tratamientos (Pr>Fqp0s=0.1964, R%=0.14 y

C.V.=126.19). Mediante la separacién de medias por la prueba de rango multiple de

Duncan se observa (Fig. 4.11) que el Tampiquefio 74 fue el que presenté mas alto

promedio de severidad (2 1) mientras que el mas bajo fue el criollo con 0.77 de severidad.
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Figura 4.9 Medias de altura de genotipos en etapa de floracién inoculados con TPGV-
Coah. mediante B. tabaci viruliferas.

1 Media de altura en base a 5 plantas

2 Media de altura en base a 10 plantas

3 Meduus con la misma letra 1o difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Duncan (a=0 05)
Teat 1 Tampiquenio 74

Trat 2 Linea LA-S-203

Trat 3 Linea 2 LP-S-294

Trat 4 Variedad LR-88-14.9 4.5] SL

Trat S Cnollo
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Figura 4.10 Medias de incidencia del TPGV-Coah. de genotipos de C. annuum en
etapa-de floracién inoculados mediante B. tabaci viruliferas

1 Media de severidad en base a S plantas

2 Medsa de severidad en base 4 10 plantas

3 Medaas con la misma letra no difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Duncan (a=0.05).
Trat1 ;ampiquedio 74

Trat 2 Linea I.A-S-203

Trat 3 Linea 2 LP-S-294

Trat 4 Variedad LR-88-14.9.4.SI-SL

Trat 5 Criollo
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Figura 4.11 Medias de severidad del TPGV-Coah. de genotipos de C. annuum en etapa
de floracién inoculados mediante B. tabaci viruliferas.

1 Media de iﬂcidmmmbascﬁtSplm&S

2 Media de incidencia en base 2 10 plantas

3 Medias con la misma letra no difieren estadisticamente de acuerdo a la prusba de Duncan (a=0.05).
Trat1 _ampiquesio 74

Trat 2 Linea LA-S-203

Trat 3 Linea 2 LP-§.294

Trat 4 Variedad LR-88-14-94-SI.SL

Trat 5 Criollo



69
Bajo Presion Natural de Campo

Ejido La Leana

Los genotipos establecidos en el ejido bajo presién natural del virus TPGV en el
anélisis de vananza arroja diferencias significativas con respecto a la severidad de la
enfermedad (Pr<Fqu0s=0.0336, R*=0.57 y C.V.=45.18) que mediante comparacién de
medias por la prueba de rango multiple de Duncan (Fig 4.12) se observa que la variedad
LR-88-14-9-4-SI-SL present6 el mas alto promedio d2 severidad con 2.22 grados aun
cuando no difiere significativamente de la variedad Tampiquefio 74, el criollo y la linea
LA-S-293; mientras que la linea 2 LP-5-294 presenté el promedio de severidad mas bajo

(1.11) de todos los genotipos.

Con respecto a la incidencia de la enfermedad TPGV-Coah. en el analisis de
varianza no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
(Pr>Fop 05=0.3654, R* =0.37 y C.V.=18.58). En la Fig. 4.13 se observa que en la
separacién de medias por la prueba de rango multiple de Duncan, no existen diferencias

significativas.

Ejide La Gamusa

Los genotipos establecidos en el ejido La Gamusa, en el analisis de varianza con

respecto a la severidad presentaron diferencias significativas entre los tratamientos
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Figura 4.12. Medias de severidad de la enfermedad TPGV-Coah. en genotipos de C.
annuum establecidos en el ejido La Leona, Ramos Arizpe, Coah.

1 Meduas con la migma letra no difieren estadisticaraente de acuerdo a :a prucha de Duncan (=0 05).
Trat 1 Tampiqueno 74

Trat 2 Linea LA-S-263

Trat 3 Linea 2 LP-S5-294

Trat 4 Vanedad LR-88-14-5.4.51.SL.

Trat 5 Criollo
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Figura 4.13. Medias de incidencia de la enfermedad TPGV-Coah. en genotipos de C.
armnuum establecidos en el ejido La Leona, Ramos Arizpe, Coah.

! Meduaz con 1a misma letra no difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Duncan (=0 05)
Trat 1 Tampiquedlo 74

Trat 2 Linea LA-S-293

Trat 3 Linea 2 LP-S-294

Trat 4 Varnedad LR-88-14-9-4-SI-SL

Trat 5 Criollo
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(Pr>F 0 0s=0.0365, R*=0.65 y C.V.=70.67) que mediante comparacién de medias por la

prueba de rargc multiple de Duncan, se observa en la Fig. 4.14 que el criollo present6 el

mas alto promedio de severidad con 2.125 que difiere significamente de la linea 2 LP-S-

294 el cual mostro una severidad de 0.45.

En cuanto al analisis de varianza con respecto a la incidencia, estadisticamente no
existen diferencias significativas entre los genotipos (Pr>Fq005=0.1023, R? =0.569 y
C.V.=44.11). Mediante la comparacién de medias de rango multiple de Duncan (Fig.
4.15) se observan diferencias entre algunos tratamientos, siendo la variedad LR-88-14-9-
4-SI-SL la que presento el promedio de incidencia mas alto (76 por ciento) aun cuando no
difiere significativamente del criollo, de la variedad Tampiquefio 74 y la linea LA-S-293;

mientras que la linea 2 LP-S-294 al igual que en la severidad presenté el promedio mas

bajo de incidencia (29.5 por ciento)
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Figura 4.14. Medias de severidad de la enfermedad TPGV-Coah. en genotipos de C.
annuum establecidos en ¢l ejido La Gamusa, Ramos Arizpe, Coah.

1 Medias con 1a musma letra no difieren estadisticamente de acuerdo a la prusba de Duncan (@=0.05).
Trat 1 Tampiquefio 74

Trat2 Linea LA-S-293

Trat 3 Linea 2 LP-S-294

Trat 4 Variedad LR-88-14-9-4-SI-SL

Trat 5 Criollo
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Figura 4.15. Medias de incidencia de la enfermedad TPGV-Coah. en genotipos de C.
annuum establecidos en el ejido La Gamusa, Ramos Arizpe, Coah.

1 Medias con la misma letra no difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Duncan (2=0.05).
Trat 1 Tampsquefio 74

Trat 2 Linea LA-S-293

Trat 3 Linea 2 LP-S-294

Trat 4 Variedad LR-88-14-9-4-SI.SL

Trat 5 Criollo



DISCUSION
Vector del Virus Texano del Chile var. Coahuila

Indudablemente que la mosquita blanca, sigue siendo un problema primordial en
la agricultura mexicana por su capacidad de transmitir virus a una variedad amplia de
cultivos. La presencia de 2 izhaci en Ramos Arnizpe, Coah, region semiarida, nos sugiere
la gran capacidad de adaptacién de esta especie, aun en esta region donde la vegetacién
tipica lo constituye: Salsola iberica, Acacia constricta. Prosopis spp, Larrea tridentata,

etc. propios de estas zonas.

Los datos obtenidos en este trabajo demuestran que B. tabaci es vector del agente
causal del sindrome viral detectado en chile, siendo este el cultivo principal de la regién,
dada esta situacion es urgente aplicar acciones dirigidas dentro del contexto Manejo
Integrado. La Tireccion General de Sanidad Vegetal ha tomado cartas en esta
problematica nacional, al implementar una campafia a nivel nacional contra esta plaga
cuyo objetivo es aplicar medidas fitosanitarias a fin de prevenir, detectar, controlar y
disminuir la incidencia o presencia de mosquita blanca, con el objeto de reducir pérdidas

a la produccion.

Estas acciones se fundamentan en la aplicaciéon de la Normma Oficial Mexicana es
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NOM-EM-027, que se basan en el manejo integrado de diversas actividades, pata 1o cual

necesario realizar estudios en cada region ya que las condiciones biéticas como abidticas
influyen de forma diferente en el comportamiento de esta plaga, de tal manera que la
identifcacion de la mosquita blanca como B. tabaci constituye un factor elemental para su

control.

Periodo de Incubacién

La importancia de determinar este periodo, radica en que es la base de los
principios de manejo integrado de patégenos, este periodo permite aplicar acciones mas
dirigidas, como el realizar cambios de fecha de siembra que junto al conocimiento del
arribo del vector (Cortéz, 1992, Hemandez, 1993 y Rangel, 1995) se podra tener mejor
éxito; en los resultados obtenidos en este estudio el periodo de incubacion del virus en
cada genotipo es difereme, son varios los factores que pueden estar influyendo en esta

diferencia.

Entre los mas probables es la constitucién genética de cada genotipo; aun cuando
se desconoce los mecanismos de resistencia de las plantas a la presencia de particulas
virales, en algunos estudios han encontrado una correlacién positiva entre los sintomas de
severidad, el nivel de ADN viral y el movimiento del virus en la planta, de tal forma que a
bajos niveles de acumulacitn de ADN viral puede reflejar una reduccion en la capacidad
del virus para replicarse y difundirse en el tejido infectado y con ello presentar sintomas

ligeros v retraso en  la aparicion de ellos (Rom, et a/., 1993- Wyatt y Kuhn, 1979); de tal
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forma que los perfodos de incubacién mas largos pueden ser un indicativo de mayor

resistencia de ios genotipos hacia el virus.

Otro factor umportante es la etapa fenologica de infeccion, esto es debido a que
edades mas tempranas son mas susceptibles al ataque de patdgenos, por la suculencia de
tejidos que lo hacen atractivo a plagas y enferruedades, ademas la actividad metabolica en
estas etapas del cultivo se incrementa (Rojas, 1979) v con ello la facilidad en el
desplazamiento o movimiento del virus dentro de la planta presentando de esta manera
periodos de incubacién mas cortos. De ahi que este periodo de susceptibilidad se

considera como critica por las pérdidas que pueden ocasionar los virus.

Como cuarto factor que se pudiera considerar como limitante es el numero de
mosquitas blancas infectivas empleadas en la inoculacién, ya que aunque no se
cuantificaron individualmente se calcula que visualmente fueron mas de 1000 mosquitas
utilizadas en etapa de plantula y menos de 800 mosquitas en etapa de floracién; este
factor se ha evaluado para otros virus, encontrando que entre 20-50 mosquitas blancas
con un periodo de adquisicién de 48 hr y de inoculacién de 24 br es suficiente para
garantizar excelentes porcentajes de transmision (Bird, 1986; Pilowsky y Cohen, 1990).
Por lo que este factor no se puede considerar que haya influido en la diferencia del periodo

de incubacién

Un factor mas es el nimero de plantas que se considerd (por ciento de infeccién)

para determinar el periodo de incubaciu, que en algunos genotipos no es muy confiable,
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como en el caso del criollo que fueron dos plantas unicamente, pero si nos da una idea de

cual podria ser ese periodo, por lo cual se sugiere un nimero mayor.de plantas infectadas

Yy para ello se requiere asegurar la inoculacion del virus (por ejemplo por balistica).

Entre los genotipos que resultaron en este pardmetro mas prometedores para la
ctapa de plantula fueron e ‘Tampiquefio 74 y la linca 2 LP-2-294 y para la etapa de

floracion las lineas 1L A-S-293 y 2 LP-S-294.
Diagnéstico del Virus

La amplificaciébn de ADN por PCR es uno de los métodos mas precisos para
identificacién de geminivirus (Rojas, et al., 1993), esta metodologia permiti6 amplificar
dos fragmentos de ADN de 0.8 Kb para el genoma A y 0.5 Kb para el genoma B del virus
involucrado en ei sindrome chino del chile, utilizando iniciadores especificos para un
geminivirus bipartita lo cual determina que el virus presente en el ejido La Leona
pertenece a este grupo ademas, la secuenciacién parcial de nucledtidos de estas sondas
llevada a cabo en el Departamento de Fitopatologia de la Universidad de California y el
Laboratorio de Virologia del CINVESTAV-IPN-Irapuato, Gto. revelé un 95 por ciento de
homologia con el Texas Pepper Virus (Virus Texano del Chile) o Virus Chile Jalapefio,
por lo que se puede considerar como una variante de este virus (TPGV-Coah.), el cual se
ha reportado en Texas, E. U. (Stenger. ¢t al., 1990), en la Costa del Pacifico (Sinaloa) y
Tamaulipas (Rivera, 1995) y su presencia ahora en Coahuila, nos conduce a pensar que la

enfermedad virus texano del chile var. Coahuila tuvo su origen en Texas, avanzando hacia
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Meéxico por la parte Norte el cual estd muy relacionado con la variante Tamaulipas

mnvolucrada en el sindrome rizado amarillo del chile.

Por otro lado la presencia del Virus Y de la Papa no juega un papel importante en
el sindrome chino del chile ya que se encontr en plantas asintomaticas de C. anmmuum y
N. glauca (testigos negativos) y ausencia en malezas que resultaron positivas para TPGV-

Coah., por lo vue puede considerarse como un virus endémico.
Fuentes de Inéculo del Virus y Mosquita Blanca

Los resultados de estos estudios demuestran que las malezas Nicotiana glauca,
Datura stramonium y D. quercifolia juegan uh papel importante para el desarrollo de la
enfermedad TPGV-Coah. ya que de éstas B. tabaci adquiere el virus y lo introduce al
cultivo (Teran y Cruz, 199 1); siendo la familia Solanaceae de las mas importantes, ya que
S¢ encuentra ampliamente distribuida, dentro de esta familia N. glauca puede
considerarse la principal fuente de indculo tanto del virus como del vector pues resultd

positiva en NASH.

Otro hospedero en el cual pasa el virus de un cicio de cultivo a otro es el mismo C.
annuum del ciclo anterior (soca), ya que el agricultor no realiz:i ninguna labor cultural,

quedando el cultivo en pie y produciendo rebrotes de donde la mosquita blanca puede
adquinr el virus (Costa, 1976) o bien pam reproduccion del vector, como lo determiné

Cardona, (1995) en Ecuador y Colombia al calcular tasas de emergencia por ha de soca
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en pie, los resultados obtenidos indicaron que hasta 181 millones de adultos de mosquita

blanca pueden emerger en una semana de una ha de soca que no haya sido destruida

oportunamente.

En general la presencia de la vegetacion anual y bianual (rebrotes) son
dependientes de las primeras precipitaciones pluviales o de los canales de riego
(humedad), los cuales actuan como un disparador para activar la aparicion de estas
malezas, creando con ello refugio y alimentacion de B. tabaci. D. stramonium y D.
quercifolia son dos malezas anuales hospederas del virus y mosquita blanca, las cuales se
encuentran distribuidas en la periferia e interior de lotes comerciales, ademas de

localizarse en los margenes de los canales de riego.

El conocimiento de estas fuentes de inéculo tanto de virus como de mosquita
blanca nos permite plantear estrategias de control dirigidas, realizando labores de
limpieza en los mArgenes y canales de riego ya que en éstos se localiza abundantemente
N. glauca, sobre todo la eliminacién de malezas hospederas de virus y mosquita blanca
en la periferia del lote antes del inicio del trasplante (Caballero, 1995; Rangel, 1995) y

después de éste: =liminar ¢ incorporar el rastrojo después de la cosecha (Alvarez, A. P. y

Abud-Antin, J. A. 1995; Cardona, C. i¥55 y Reyes, et al , 1995).

Importaucia de Fuenies de Tnéculo

La importancia que tiene determinar gradientes de enfermedad es entre otras
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conocer la habilidad de dispersién del patégeno, definir la posicién y/o importancia de las

fuentes de indculo y determinar-seleccionar las estrategias para eliminar las fuentes de
in6culo. Los datos obtenidos de las plantas enfermas en este estudio no se ajustaron a los
modelos de dispersion descritos Campbell y Madden (1990); sin embargo en el croquis,
se observd una tendencia de mayor numero de plantas enfermas en la parte Norte y
Noreste con respecto a la ubicacién del lote, que al determinar el promedio de plantas
enfermas por bloque indico que la maleza predominante en esa direccion fue N. glauca,
una maleza perenne muy bien adaptada al ecosistema semidesértico de la region,
condicion favorable para el desarrollo de la enfermedad, esta maleza se localiz6 entre 10y
20 m de distancia aproximadamente del lote en estudio, demostrandose la importancia de
ésta como fuente de indculo primario, por lo que la destruccion de esta maleza en el
cultivo y los alrededores es una estrategia primordial en el manejo de la enfermedad

TPGV-Coah.

Incidencia

Con respecto a la alta incidencia detectada en el ejido La Leona, esta dada en parte
por la fecha de siembra, que afecta a las poblaciones de mosquita blanca al dar
condiciones ambientales diferentes, favoreciendo el incremento de ésta, conforme las
siembras son mas tardiag ya que las condiciones ambientales son favorables para el
insecto como para la amplia gama de hospederos silvestres y cultivadas que permiten el
incremento de poblaciones de B. tabaci factor importante para la rapida diseminacién de
la enfermedad, y colateralrucnte el manejo deficiente y falta de sanidad, que en general el

agricultor sostiene al cultivo, estas acciones son tal vez v nsecuencia de lcs bajos recursos
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economicos en que vive el agricultor en la regién y al desconocimiento de los factores que

favorecen para la presencia de la enfermedad.

En estudios realizados anteriormente en la misma regién, se ha observado que en
fechas de transplante temprano (fines de marzo, principios de abril) se logra llegar a
produccion antes de que ocurra i 100 por ciemo de incidencia o que alcance el sﬁi&stm
total ya que el arribo del vector se realiza a fines de junio-principios de julio (HernAndez,
1993), en cambio en fecha de transplante tardio (fines de junio, principios de julio) puede
alcanzar el siniesro total al momento del primer corte (Cortez, 1992); en estos trabajos se
determin6 que la etapa critica del cultivo es de plantula a floracién (101 dias o 1003
unidades calor después del transplante, determinado por Cortez, 1992) la cual debe
permanecer con poblaciones bajas de B. rabaci y por ende del TPGV-Coah.,, para

garantizar la recuperacién econ6mica.

Resisicucia de Genotipos al Virus

La lucha de estrategias en forma aislada no alcanza a resolver la problematica
frente a enfermedades virales, ello corresponde a practicas de manejo integrado, donde la
utilizacién de genotipos resistentes ocupa un lugar fundamental. Este estudio aborda este
punto importante mediante la inoculacién del TPGV-Coah. en cinco genotipos tanto en
condiciones de invernadero como campo, los resultados obtenidos demuestran que existen
diferencias en los parametros evaluados, la cual estd dada primordialmente a la

constitucién genética de cada uno y colatemimente el grado de resistencia, que tambien es
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afectado por la etapa del cultivo a inocular y el ambiente del lugar establecidos. Cabe

hacer mencién que el criollo es resultado del mejoramiento genético tradicional del
agricultor al realizar una seleccion ciclo tras ciclo de frutos provenientes de plantas con
mejores caracteristicas agronémicas, con una amplia variacion genética y de alguna
manera con resistencia a virosis ya que elimina aquellas enfermas, esta actividad, la
realizan algunos agricultores para ahorrar la compra de semilla o simplemente completar

con semilla comprada.

De tal forma que los genotipos que presentaron mayor resistencia al TPGV-Coah
en etapa de plantula fueron el Tampiquefio 74 y el criollo tanto en incidencia como
severidad, mientras que en floracién para incidencia fueron el criollo y la linea 2 LP-S-

294 y para sevenidad el criollo y la linea LA-S-293.

Mientras que en campo en el ejido La Leona, los mas prometedores fueron las dos

lineas y para el ejido La Gamusa, las dos lineas en el pardmetro incidencia y en severidad

las que presentaron el menor grado fueron la linea 2 LP-S-294 y el Tampiquefio 74.

Estos resultados nos sugieren que los genotipos presentan diferente grado de
resistencia segun la constitucién genética, la etapa fenmoloégica y las condiciones
ambientales existentes en lag que se establecieron. Resulta interesante el comportamiento
de la linea 2 LP-S-294 ya que en el periodo de incubacién presentt el mas largo periodo
tanto en plantula como en floracion y en la evaluacion de resistencia bajo condiciones de

mvernadero resultt el mas prometedor en altura (etapa de pléntula) e incidencia (etapa de
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floracion), mientras que =a condiciones de campo resulté con mayor resistencia tanto en

severidad e incidencia en ambos €jidos.

Esta evaluacion, nos da la pauta de seguir realizando estudios sobre métodos de

mejoramiento genético a resistencia de TPGV-Coah.



CONCLUSIONES

La especie vectora del virus involucrado en el sindrome chino del chile se

identificd como Bemisia tabact Gennadius.

El periodo de incubacién del virus involucrado en el sindrome chino del chile de
los genotipos en etapa de plantula varié de 10.43 a 12.4 dias siendo los mas prometedores
el Tampiquefio 74 y la linea 2 LP-S-294, mientras que en la etapa de floracion vari6é de

10.5 a 27.3 dias siendo la linea LA-S-293 como la mas prometedora.

El virus asociado a! sindrome chino del chile se identificé como Virus Texano del

Chile variante Coahuila_

Los principales hospederos del virus del TPGV-Coah. fueron: Nicotiana glauca,

Datura stramonium. D. quercifolia y Capsicum annuum (comercial y soca).

Los principales hospederos de B. tabaci fueron: Nicotiana glauca, Datura

stramonium, D. quercifolia, Capsicum annuum (comercial y soca), Physalis
phyladelphica,  Solanum elaeagnifolium, Parthenium hysterophorus, Ambrosia
confertiflora, Xanthium strumarium, Phaseolus vulgaris. Acacia constricta y Prosopis

sp.
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La principal fuente de in6culo de acuerdo al gradiente de enfermedad es M.

glauca.

La incidencia del TPGV-Coab. en siembras tempranas alcanzé 77 por ciento en

etapa de fructificacion del cultivo y en siembra tardia alcanzo el 100 por ciento en la etapa

de pretloracion.

La resistencia de los geuotipos al TPGV-Coah. manifestaron diferencias por la
etapa fenologica inoculada, por las condiciones ambientales en el que se establecieron los
experimentos y por la constitucién genética de cada uno. Los genotipos més prometedores
cuando se inocularon en plantula fueron Tampiquefio 74 y el criollo, cuando se inocularon
en floracion fueron: el criollo y las lineas 2 LP-S-294 y LA-S-293. Los genotipos mas
prometedores en el ejido La Leona fueron, las lineas 2 Lp-S-294 y LA-S-293 y en el ejido

La Gamusa fueron las dos lineas y el Tampiquefio 74.



RESUMEN

El chile Capsicum annuum L se considera de gran importancia econémica para
Mexico, ya que ocupa el quinto lugar entre los cultivos de exportacién. En los ultimos
afios las enfermedadades virales son el factor importante que afecta el rendimiento y
calidad del fruto en todas las 4reas productoras del pais; en virtud de la problemética que
viven los productores, esta investifacion se realizd con el proposito de generar
informacién basica que bien pudiera formar parte de estrategias de un programa de
manejo integrado de la enfermedad conocida regionalmente chino del chile, considerando
aspectos del patégeno, vector, hospederos y su ambiente. Este trabajo se realizé durante
los affos de 1993 y 1994 en la UAAAN, CINVESTAV-IPN, Universidad de Davis
California y en los ejidos La Leona y La Gamusa pertenecientes al municipio de Ramos

Arizpe, Coah.

Para la identificacion de la especic de mosquita blanca (M. B.) vectora del virus

involucrado en el sindrome chino del chile, se colectaron adultos de M. B. de un lote de
chile serrano enfermo de virosis, éstas se liberaron en planias sanas para dejar que
ovipositaran, posteriormen. so colectaron pupas de M. B. mismas que se montaron e

identificaron como Bemisia tabaci Gennadius.

El periodo de incubacién del virus involucrado en el sindrome chino del chile se
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determino en dos etapas fenologicas de cinco genotipos, mediante inoculaciones del virus

con B. tabaci viruliteras. En la etapa de plantula este perfodo vari6 de 10.43 a 12.4 dias
siendo los genotipos mas prometedores la variedad Tampiquefio 74 y la linea 2 LP-S-294,
mientras que en la etapa de floracion vari6 de 10.5 a 27.3 dias siendo la linea LA-S-293

como la mas prometedora.

En el diagnostic s del virus asociado al sindrome chino del chile, por medio de
técnicas moleculares se logré amplificar dos fragmentos obtenidos con iniciados para
geminivirus PALlv 1978-PCRcl y PBLIv 2040-PCRcl (para el genoma A y B
respectivamente) y que posteriormente se utilizaron como sondas, tuvieron el tamafio
predicho de aproximadamente 0.8 Kb para el genoma A y 0.5 Kb para el genoma B.
Posteriormente se secuenciaron en el CINVESTAV-IPN y en la Universidad de Davis
California, presentando una homologia del 95 por ciento con el virus texano del chile por
lo que se considerd como una variante de éste (TPGV var. Coah.). Ademas por el método
de ELISA se identifict el virus Y de la papa tanto en plantas enfermas como sanas de

chile por lo que se considera un virus endémico.

Para determinar las fuentes de indculo del TPGV-Coah. se colectaron malezas,
soca y algunos cultivos de la regién de Ramos Arizpe, mismas que se procesaron por el
método de NASH, resultando como hospederas del virus: Nicotiana glauca, Datura
stramonium, D. quercifolia y Capsicum annuum (soca). Mientras que los hospederos de
B. tabaci, ademas de los anteriores Physalis phyladelphica, Solanum elaeagnifc;limn

Parthenium hysterophorus, Ambrosia onfertiflora, Xanthium strumarium, Phaseolus
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vulgaris, Acacia constricta y Prosopis sp. ya que se encontraron pupas de B. tabaci en

todas ellas

La importancia que tienen estas fuentes de inéculo para el desarrollo de la virosis
se realiz6 mediante gradientes de dispersién, de tal forma que la principal fuente de
indculo se identificd como N, glauca de donde la mosquita blanca adquiere el virus y lo

transmite al cultivo comercia!.

La incidencia de la enfermedad TPGV-Coah en el ejido La Leona de Ramos
Arizpe, Coah. en siembras tempranas alcanzé el 77 por ciento en etapa de fructificacién
del cultivo y en siembra tardia alcanzé el 100 por ciento en la etapa de prefloracion del

cultivo, lo cual coincide con investigaciones realizadas en la misma regién.

Un factor importante como estrategia en el manejo integrado, es el uso de
matenales resistentes, para lo cual en esie estudio se emplearon cinco genotipos que se
evaluaron para resistencia al virus TPGV-Coah. bajo condiciones de invernadero
mediante inoculaciones del viru~ con B. tabaci viruliferas y en dos regiones chileras de
Ramos Arizpe, Coah. bajo presion natural de la enfermedad. La resistencia de los
genotipos al TPGV-Coah. manifestaron diferencias por la etapa fenologica, por las
condiciones ambientales en el que se establecieron los experimentos y por la constituciéon
genetica de cada uno. Los genotipos mas prometedores cuando se inocularon en plantula

fueron Tampiquefio 74 y el criollo, cuando se inocularon en floracion fueron: el criollo y

las lneas 2 LLP-S-294 y 1L A-$-293. Los genotipos mas proretedores en el ejido La Leona
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fueron: las lineas 2 LP-8-294 y LA-S-293 y en el ¢jido L.a Gamusa ademas de las dos

lineas, el Tampiquefio 74.
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99



100

Aplicar un pinchazo en un extremo inferior de las pupas para permitir el aclareo de

las mismas.
Colocarlas en hidréxido de potasio (KOH) al 40 por ciento durante 2 hr.

Las pupas negras se colix aa 2n amonia sin diluir (de la marca ajax amonia) de 2 a 3

br hasta que se aclaren.

Lavar con agua durante 2 min y posteriormente secar el exceso con papel sanita.

Aplicar clorafenol durante 2 a 3 br para blanquear.

Para preparar clorafenol: Mezclar Hidrato de Cloral y Fenol a upa relaciéon de 1:1.

Dejar reposar de 1 a 2 dias hasta que se disuelva.
Colocar Balsamo de Canadé en un portaobjetos y después las pupas clarificadas

para su montaje e identificacion.
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APENDICE B

EXTRACCION DE ADN VIRAL DOBLE CADENA. DELLAPORTA, et al, 1983

07383
~ BANCO DE TESIS
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Macerar en un mortero estéril | gr de tejido (preferentemente joven) con nitrogeno
Hquido.
Afadir poco a poco mientras se continua con ia maceracion 15 ml de Buffer 1.
Bilffer 1:
TRIS 100 mM pH 8
EDTA 50 mM pH &
Na C1 500 mM
Mercaptoetanol 10 M.
Homogenizar en Vortex.
Adicionar 1 ml de Buffer 2 y colocar en bafio Marta a 65°C durante 10 min.
Buffer 2:
SDS al 20 por ciento 1 ml 6 SDS al 10 por ciento 1 mi
Agregar 5 ml de Buffer 3 y colocar en hielo por 20 mm
Buffer 3:
Acetato de Potasio SM.
Centrifugar a 18 000 rpm durante 20 min.
El sobrenadante filtrar en una manta y pasario a un tabo de centrifuga de 15 mi.
Afiadir Isopropanol al doble del sobrenadante (10 ml aproximadamente) e incubar
a -20°C durante 20 a 30 min.
Empastillar a 16 000 rpm durante 15 min, decantar y secar a 37°C por 30 a 60

min.

10.-  Resuspender la pastilla en 700 ! *» Buffer 4 6 en 1 mi de agua destilada egtéril en



11.-

12.-

13.-

14.-

15.-

16.-

103
tubo Eppendorf.
Buffer 4
TRIS 50 mM pH 8
EDTA 10 mM pH 8
Fenolizacion. Para eliminar la clorofila y desnaturalizar proteinas. Aplicar fenol en
proporcién 1:1 con la solucién (0.7 ml).
Fenol:
-Fundir el fenol en bafio Maria a 68°C
-Agregar 0.1 por ciento de hidroxiquinoleina (antioxidante, inhibidor parcial de
RNAsa y un agente quelato de iones metal).
-Agitar por 15 min con un volumen ignal de TRIS IM.
-Pasarlo por embudo de separacion y colectar el fenol
-Repetir la extraccién 2 veces mas, hasta que la fase fenolica tenga pH 7.8
-En la ultima extraccién utilizar TRIS 0.1M.
-Guardar en frasco ambar a temperatura de 4°C.

Vortexar por 30 seg y centrifugar & 13 000 rpm durante 3 min.

Al sobrenadante afiadir cloroformo (24 cloroformo: 1 alcohol isomilico) en
proporceion 1:1 con la solucion.

Colocar en vértex por 30 seg y centrifugar a 13 000 rpm durante 3 min.

Eliminar el sobrenadante y secar la pastilla a 37°C.

La pastilla resuspenderla en 75 pl de Buffer 5, mas 500 pl de isopropanol y colocar

a -20°C de 3 a 5 min.
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Buffer 5
Acetato de sodio 3M.
Centrifugar a 13 000 rpm durante 7 a 10 min.
Decantar y lavar la pastilla con etanol al 70 a 80 por ciento (500-8C0 pl)
Centrifugar a 13 000 rpm durante 5 a 10 min.
Decantar y secar a 37°C (30 a 60 min) para resuspenderio en 1 ml de TRIS-EDTA.
El ADN se guarda en refrigeracién a 4°C.
Una parte del ADN extraido fue analizado por electroforesis en gel de agarosa,

para separar las cadenas de ADN del virus del‘ADN de la planta.
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REACCION DE LA POLIMERISA EN CADENA (PCR).
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Colocar agua destilada estéril a la que se vaya a aforar en tubo eppendorf (Se afora
a 100 pulb)
Agregar Buffer de PCR 10X, 10 pl.
Buffer de PCR:
50 mM .de KCL
10 mM TRIS - ClI (pH 8.3 a temperatura de ambiente)
1.5 mM MgCl

Agregar 1 nul de los oligos (para este caso fueron PCRc1-PAL1vy PCRc1-PBL1v
2040).

Adicionar los ANTPS (Adenina-Tiamina-Citocina-Guanina) 2 pl de cada uno.

La enzima polinucleasa TAQ 0.5 unidades

Aplicar 700 pl de aceite mineral.

Centrifugar a 12 000 rpm por 30 seg.

Colocar » bafio Maria a 94°C, lo que permite abrir las cadenas de ADN.

Colocar inmediatamente a 37°C por 2 min para pegar las oligonucleasas
(iniciadores) a las cadenas de ADN.

Colocar inmediatamente a 72°C por 2 miu para que se realice la polimerizacién.
Del numero 8 al 19 e realiza 1 ciclo, es conveniente que se realicen de 25 a 30
ciclos para asegurar la complementacién, si después de estos ciclos se realizan
mas, pueden formarse cadenas incompletas ya que, o puede que no alcancen los

nucledtidos a formar mas cadenas, o la enzima eg insuficiente.
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APENDICE D

TE.CNICA DE ELECTROFORESIS.
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Preparar el gel con Agarosa al 1 9 0.9 por ciento en 100 ml de TAE 1X, se hierbe
hasta que se disuelva (si después de la herbir baja el nivel de la mezcla, entonces
aforar a 100 ml).
Solucién stock TAE 50X:
TRIS base 242 gr
Acido acético glacial 57.1 ml
EDTA 0.5M pH 8 100 ml 6 18.612 gr de EDTA en polvo.
Aforado a 1 litro.
Vaciar la agarosa licuada (caliente) en el portagel a un grosor de 3 a 4 mm
aproximadamente, posteriormente se deja enfriar para poder quitar el peine.
Agregar el Buffer de electroforesis (TAE 1X), sobrepasando el nivel del gel.
En una placa de EL::+. = roloca 3 ml de buffer de carga (colorante azul de
bromofenol) mas 5 a 10 pl de la resuspensién ac la pastilla de ADN (la cantidad
dependera de la concentracion de ADN) y se coloca en los orificios realizados por el
peine; para el marcador de peso molecular se mezclan 3 pl del colorante mas 1 pl de
marcador.
Colorante: 0.25 por ciento Azul de bromofenol

0.25 por ciento Xylene cyanol

El cable de carga (-) del aparato de electroforesis se conecta en el extremo donde se
coloca el ADN debido a que es *: igual carga y pueda correr a 100 Voltios en
camaras grandes y 70 Voltios en cAmaras pequefias, hasta que haya corrido 3/4

partes del gel.
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Se saca el gel y se coloca en Bromuro de Etidio, el cual se introduce entre las
cadenas de ADN y proyecta upa refraccion en la luz uliravioleta lo que permite
observar mejor las bandas.
Preparacién stock de Bromuro de Etidio:
Enfriar la solucion a 60°C, y si se desea todo el bromuro de etidio (de una solucién
stock de 10 mg/ml en agua) a una concentracién final de 0.5 mg/ml y mezclar
perfectamente.

Tomar fotografia.
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ELUSION DEL FX;AGMENTOQ VIRAJ, AMPLIFICADO (GENE CLEAN)
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Con espatula o bisturi flameado se cortan la (s) bandas de las sondas especificas
colocandose en un tubo eppendorf de 1500 ul.

Adicionar al gel fragmentado 2 o 3 volimenes de Ioduro de Potasio
(aproximadameni= 700 yul).

Colocarlo en un termoblok a 55°C para disolver el gel.

Afadir 10 pl de "glassmilk" (esto es de acuerdo a la concentracién de ADN).
Incubar a temperatura ambiente de 5 a 10 min, mezclando ocasionalmente por
inversio;a

Centrifugar 5 seg y descartar el sobrenadante.

Lavar la pastilla con 500 ul de "New wash".

Centrifugar durante 5 seg y descartar el sobrenadante.

Dar 3 lavados mas.

Secar la pastilla a 27°C.

Resuspender la pastilla en 10 pl de agua desionizada estéril.

Calentar a 55°C durante 3 a 5 min.

Centrifugar 30 seg a 3 000 rpm y el sobrenadante (suspension de ADN) pasarlo a
otro tubo.

Lavar nuevamente la pastilla (paso 11) y el sobrenadante unirlo con la anterior

extraccidi.
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CLONACION
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Para la ligacion. colocar en un tubo eppendorf de 1500 ul lo siguiente:
SN dugama leetihadea vak T ) )
1 1l 10X buffer de ligacién (vial TA2)
2 pl vector pPCRTM II resuspendido (vial TA3, 25 ng/pl)
2y producto de PCR (ADNdc)
1 pl TaADN ligasa (vial TA3)
Incubar la reaccién a 14-15°C por 4 hr (preferentemente toda la noche).
NOTA: La ligacion a altas o bajas temperaturas puede disminuir la eficiencia de la
ligacion.
Equuilibrar el bes e Maria a 42°C.
Mantener un tubo de medio SOC a medio ambiente.
Colocar un niimero apropiado de placas con medio agar LB con antibiético a 37°C
para eliminar el exceso de humedad (utilizar dos placas por cada TA clonado
ligacion/transformacién). Para el primer paso de la transformacién se sugiere
utilizar el plasmido pUC18.
Colocar todos los tubos de transformacién a bafio Maria (42°C) al mismo tiempo.
Girar suavemente los tubos que contienen la reaccion de ligacién y colocarlas sobre
hielo.
Derretir sobre el hielo 0.5M de B Mercaptoetanol (vial TA11) y 50 ul del vial de
celulas competentes por cada ligacién/transformacion.
Pipetear 2 pl de 0.5M B Mercaptoetanol dentro de cada vial de las células

Competentes y mezclar por agitacion con una pipeta. NOTA: No mezclar por
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18.-
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pipetacion hacia arriba y hacia abajo.
Pipetear 1 pl de cada TA clonado reaccion de ligacion (0.1 pl del plasmido pUC18
diluido para el control) directamente dentro de las células competentes y golpear
suavemente. Aimscenar el resto de la mezcla de ligacién a 20°C.
Incubar el tubo sobre hielo por 30 min.
Transferir el tubo a bafio Maria e incubar por 30 seg. exactamente. No mezclar.
Remover el tubo del bafio Maria e inmediatamente colocar sobre hielo durante 2
min.
Adicionar 450 pl de medio SOC precalentado a cada tubo.
Colocar el tubo en una termocentrifuga, asegurando los tubos con tela adhesiva
para evitar que se gaiga el tubo. Agitar a 37°C, durante 1 hr a 225 rpm.
Mientras los tubos estdn en agitacién, flamesr una varilla de vidrio y darle una
forma de "L". Preparar las placas con medio LB agar conteniendo Kanamycina (50
Hl/ml) para extender 25 pl de X Gal (40 mg/ml stock en dimetilformamida) en la
parte superior del agar con la varilla de vidrio. Dejar que el X Gal se difunda

dentro del agar aproximadamente 1 hr.

Colocar el tubo con las células transformadas sobre hielo.

Extender 25 pl y 100 pl de cada tubo de transformacion por separado, etiquetar las
Placas coi agar LB conteniendo antibidtico y X Gal.

Invertir las placas y colocarlas a incubacién a 37°C toda la noche.

NOTA: En algunas ocasirnes, la incubacién es mas larga (arriba de 40 hr), es

requerido para deiar que el azil se desarrolle en colonias de formacion.

e e ——— e e _
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20.-  Seleccionar las colonias blancas para de ahi aislar el plasmido y realizar analisis de

restriceidén, PCR o secuenciacion.
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MINIPREPARACION DE SONDAS (MIDI PREP). SAMBROOK,; et al., 1989



I.-

117
Para esta investigaciér se prepararon 2 matracescon 50 ml de Medio Terrific Broth
(TB) y antibidtico (Ampicilina 75 pl)
Ternfic Broth para 1 It

En 200 ml de agua desionizada agregar.

Bacto - triptona 12 gr
Bacto - Extracto de Levadura 24 gr
Glicerol 4 ml

Agitar basta disolver los solutos y esterilizar en autoclave por 20 min a 15 1b/ in2.
Dejar la solucién enfriar hasta 60°C o menos y entonces agregar 100 ml de
solucion estéril de ¥4, PO, 0.17M, K; HPO,4 0.72M (Esta solucién se realiza
disolviendo 2.31 gr de KH; PO4 y 12.54 gr de K, HPO,; en 90 ml de agua
desionizada. Después de que las sales han sido disueltas, se ajusta el volumen de
la solucién a 100 ml con agua desionizada y se esteriliza en autoclave por 20 min a
15 Ib/in?).

Se inoculan las cepas bacterianas con los plasmidos que se desea purificar, en cada
matraz y se incuba a 37°C, durante 24 a 72 hr.

En dos tubos de 30 ml con tapa de rosca vaciar 25 ml de cada una de las cepas
incubadas y centrifugar a 12 000 1pm por 2 a 3 min, eliminar el sobrenadante y
dejar escurrir la pastilla durante 5 min.

A cada tubo agregar 3 ra! de Solucién I de Birboin ¥y Doly, agitando hasta lograr la
resuspensidn completa.

Solucion 1.
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Glucoéa 50 mM
TRIS-C1 (pH 8) 25 mM
EDTA (pH 8) 10 mM
La solucién I puede ser preparada en matraz de aproximadamente 100 ml,
esterilizando en autoclave por 15 min a 10 Ib/in® y almacenar a 4°C.
Colocar en hielo.
Afiadir a cada tubo 6 ml de solucién II, agitar por inversién e incubar en hielo por
5 min.
Solucién 10
NaOH 0.2 N(recientemente diluido en sol. stock 10 N).
SDS 1 por ciento
Adicionar 6 ml de la solucion ili y agitar por inversion unas 50 veces. Incubar en
hielo por 10 min.
Solucién III.
Acetato de pota: 5 60.0ml -
Acido acético glacial 11.5ml
Agua 28.5 ml
La solucién resultante es de 3 M con respecto a potasio y SM con respecto a
acetato.
A cada tubo aftadir 1.25 ml de acetato de potasio de pH 4.8, agitar por inversién y
se deja 20 min en hielo.
Centrifugar a 8 000 rpm a 4°C.

El sobrenandante pasarlo » wbos PA.
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11.- Afiadir una parte de isopropanol y agitar por 10 min a temperatura ambiente.
12.- Centrifugar a 10 000 rpm por 10 min y eliminar el sobrenadante.
13.-  Lavar la pastilla en 5 ml de etanol al 70 por ciento, centrifugar y secar la pastilla.
14.-  Resuspender la pastilla en 200 ml de TE 2X (agua estéril) y pasarlo a un tubo
eppendorf.
15 - Hacer digestiones con RNAsa, 10 m! por tubo durante 45 min a 37°C. '
16.-  Fenolizar (Fenol-cloroformo) 2X.
17.-  Concentrar con 2-butanol.
18.-  Afiadir 40 ml de Acetato de Sodio 3M mas 2 a 2.5X de etanol y dejar durante 10 a
20 min a 10°C; centrifugar y lavar la pastilla con etanol al 70 por ciento, para

posteriormente centrifugar y secar la pastilla (se dejo toda la noche).
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MARCAJE DE SONDA

120



1)
"y

121

En un tubo eppendorf de 1 pl colocar 15 pl de agua desionizada estérily 5 pl de la
sonda linealizada preparada, colocar a 95°C durante 5 min para inmediatamente
colocarlo en hielo para abrir las cadenas.

Aplicar los nucleétidos 6 pl (2 uml de cada uno: Adenina, Tiamina y Guanina), el
buffer 5X y la enzima Klinow para polimerizar.

Posteriormente aplicar de 2 a 3 pl del nucledtido radiactivo (Citocina + fosforo
radiactivo) en cuarto especial de 1adiactividad.

Colocar a 37°C durante 1 br.

Por separado en un tubo eppendorf perforado (con una aguja de jeringa de insulina)
colocar perlita y haio éste otro tubo eppendort sin perforar.

En el tubo eppendorf con perlita vaciar el tubo con la sonda radiactivo, centrifugar a

3 00O rpm durante 5 min para atrapar en la perlita el sobrante radiactivo.
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APENDICE I

PREPARACION DE MEMBRANAS



Realizar cortes (discos) de hojas jovenes con sacabocado flameado.

Macerar las muestras sobre las membranas con un tubo de ensaye flameado; con
unas pinzas estériles remover los residuos d: fibra procurando no tocar las
membranas con las manos.

Duplicar las muestras sobre la membrana y agregar un testigo positivo y negativo.
Anotar el arreglo de los discos con respecto al corte de la membrana con nombre y
fecha.

Dejar secar al aire libre

Almacenar a temperatura ambiente dentro de bolsas de nylon.
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APENDICE J

FIJACION DE ADN A MEMBRANAS (BLOTTING)
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En una charola colocar papel filtro e impregnar con NaOH 0.5 N, colocar las
membranas durante 5 min.

Cambiar las membranas a otra charola con papel filtro impregnadas con TRIS 1M
pH 7.4, durante 5 min, agitando ocasionalmente.

Transferir las membranas a otra charola con solucién SSC 2X, durante 5 min,
agitando ocasionalmente.

Transferir nuevamente las membranas a etanol al 95 por ciento, durante 5 min
agitando ocasionalmente.

Secar sobre papel filtro.

Colocar en bolsas de plastico y exponer por 12 seg a luz ultravioleta con la finalidad

de fijar el acido nucléico a las membranas.
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APENDICE K

HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS POR MACERACION (NASH)
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Colocar las membranas por separado en una bolsa de nylon selladas y con solucién
de prehibridacién (permite cubrir todos los espacios vacios de la membrana).
Solucién de Prehibridaciou:
6X SSC
5X Denhardt's reactivo
0.5 por ciento SDS
100 mg/mi de ADN de esperma de salmén fragmentado y dmmralizado

Reactivo de Denhardt’s 50X:

Sgr Ficoll (Tipo 400 farmaceitico)

52x Polivinilpirrolidona

5gr Suero de albumina de bovino

Adforar a 500 ml y filtrar a través de un filtro de acetato de celulosa y
conservar a -20°C
Colocar a 55°C con agitacién durante 3 a 6 hr.
En un tubo eppendorf colocar 15 ul de H,0 desionizada estéril ¥y 5 pl de la sonda
linealizada preparada, colocar a 95°C durante 5 min para inmediatamente colocarlo
en hielo, posteriormente aplicarlo a las membranas ya lizadas, dejandolo a 37°C
durante toda la noche, agitindose constantemente para hibridar.
Preparar la radiografia en film Kodak X-Omat a a -70°C.

Dejar de 24 a 48 hr para el revelado.
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ENSAYO DE INMUNOADSORCION CON ENZIMAS LIGADAS (ELISA)
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Sensibilizacién de la placé. Adicionar 100 pl de anticuerpo (gammaglobulina)
diluida en Buffer de cobertura a cada orificio e incubar de 2 a 4 hr a 37°C o toda la
noche a 4°C.
Butfer de Cobertura.
1.59 gr Na,CO:
2.93 gr NaHCO;
0.2 gr NaNO;
pH 9.6
Aforar a 1 It de agua destilada.
Lavar la placa. Llenar los orificios con PBS-Tween y dejar reposar durante 3-5
min. Vaciar la placa. Repetir el proceso tres veces, al final eliminar los restos de la
solucién de lavado.
PBS-Tween.
8.0 gr NaCl
0.2 gr NHPO,
2.9 gr NayHPO,
0.2 gr KCl
0.2 gr NalN;
0.5 ml Tween 20
pH 7.4

Aforar a 1 It con agua destilada.

Bloqueo. Cubrir los orificios con buffer de bloqueo aplicando 300 il en cada uno.
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Dejar 2 hr a 37°C.
Buffer de Bloqueo.
Albumina de huevo 1 por ciento

PBS
Colocacion de l» muestra (conteniendo el antigeno). Afiadir a cada orificio 100 pl

de la muesira prueba (maceradas y diluidas a una relacién de 1:10 en buffer de

extraccion). Incubar por 4 hra 37°C o toda la noche a 4°C.

Buffer de Maceracion.

1.65 gr General Extrac Buffer

1.0m! Tween 20

S0ml Agua destilada o 1.39 gr Sulfito de sodio

20 gr  PVP MW 24-40 000

0.2 gr NaNj3

2.0gr Albimina de huevo

20gr Tween 20

pH 7.4

Diluir en 1 It de PBS-Tween y almacenar a 4°C

Lavar con PBS-Tween.

Adicién del conjugado enzimético. Aplicar 100 pl del conjugado enzimatico
previamente diluido en Buffer de Conjugado. Dejar de 3 a 6 hr a 37°C o toda la
noche a 4°C.

Buffer de Conjugado.
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0.1 gr Albumina de huevo

1.0gr PVP

0.01 gr NaNj

pH 7.4

Diluir en 50 ml de PBS-Tween.

Lavar con PBS-Tween.

Adicion del sustratc Adicionar 100 i del sustrato apropiado a cada orificio e
incubar a temperatura ambiente por el tiempo necesario para observar la reaccién
(15 min a 1 hr).

Buffer de Sustrato.

97 ml Diethanolamina

0.2 gr NaN3

pH 9.8

Alorar a 1 It con agua destilada.

Sustrato.

5 ml Buffer de sustrato

1 pastillas PNP

Reacci6n positiva. Si esta presente el virus se tornara de transparente a amarillo.

Parar la reaccién con una solucién apropiada (NaOH 3M o HSO,4 3M).
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APENDICE M

UNIDADES DE MEDIDA Y SUS ABREVIACIONES
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Unidad Abreviacién
Milimetro () mm
Nanometro ' nm
Molar M
' Normal N

Minimolar mM
Litro (s) It
mililitro () ml
Microlitro (8) ul
Gramo (s) gr
Miligramo (s) mg
Nanogramo (s) ng
Hora (8) hr
Minuto (s) min
Segundos (8) seg
Revoluciones por minuto pm
Libras por pulgada cuadrada Lb/inZ
Celcius o Centigrado oC
Potencial Hidrégeno

pH

Kilobase (s) b
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