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Introduccion

El impacto econdémico y social que tiene la produccién de hortalizas en el ambito
nacional e internacional hace de esta actividad una fuente importante en la generacion de
empleo y divisas. En la zona sur del Estado de Jalisco comprendida por los municipios de
Atoyac, Sayula, Teocuitatlan y Zacoalco de Torres, ha tenido un importante crecimiento en
la superficie de siembra destacando entre estos cultivos, jitomate, chile, ya que en el 2001
se sembraron 2,489 hectareas de Jitomate y 2,976 de Chile en el Estado de esta, el 50 % de
la superficie se sembrod en el municipio de Sayula. Sin embargo, en el 2003 la superficie de
siembra, se redujo a 834 has para Jitomate y 461 has para Chile en todo el Estado
(SAGARPA, 2002, 2004); desapareciendo practicamente esta region productora debido a
que la produccion tanto de jitomate como chile se han visto afectadas de forma severa por
enfermedades causadas por virus, estos se han convertido en el principal factor de
reduccion en la produccion de los cultivos antes sefialados, ya que son dificiles de controlar
provocando con ello grandes pérdidas econémicas; ademas su incidencia y severidad varian
entre estaciones debido a la interaccion compleja que existe entre el patdogeno, la planta, el
vector, la fuente del virus, y el ambiente; lo que resulta en pérdidas sustanciales del cultivo
(Jones, 2001). Con lo anteriormente sefialado los objetivos del presente proyecto incluyen:

1. Identificacion de geminivirus que inciden en chile y jitomate en los municipios de

Atoyac y Sayula.

2. Determinacion de la incidencia de los principales geminivirus en jitomate y chile en

los municipios de Atoyac y Sayula.

Materiales y métodos

Colecta de muestras: Se realizo una colecta de plantas enfermas, esta recoleccion se
llevdo a cabo mediante la representacion de diferentes sintomas, los cuales podian ser
representantes de geminivirus. Los sintomas de la infeccion por geminivirus varian de
acuerdo al virus y a la cepa, el cultivar, la edad de la planta al momento de la infeccion y
las condiciones ambientales. Los sintomas pueden ser combinaciones de: mosaico amarillo
brillante, moteados cloroticos, margenes foliares clordticos, rizado de las hojas,
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deformacion de las hojas, arrugas o pliegues en las hojas, reduccion en el tamano de las
hojas, crecimiento menor de las plantas infectadas, y abscision de la flor.

Diagnostico e identificacion por PCR: Para la separacion del virus, se tomaron
porciones de hojas, con sintomas del moteado amarillo, mosaico amarillo brillante,
moteados cloréticos, margenes foliares cloroticos, rizado de las hojas, deformacion de las
hojas, arrugas o pliegues en las hojas, reduccion en el tamafio de las hojas, crecimiento
menor de las plantas infectadas y dado que los sintomas de origen viral pueden ser
causados por geminivirus, virus cuyo genoma esta constituido de ADN, se prosigui6é a
realizar la extraccion de ADN. La prueba de la PCR se realizo tinicamente con el ADN de
las muestras que mostraron sintomas mencionados. La amplificacion del ADN viral por la
PCR se hizo con los oligonucledtidos CP/GUS amplifican un segmento de 650pb del
componente A de geminivirus y que incluye la region comun (RC) y parte del gen de la
proteina de la capside (CP). La mezcla final de reaccion de la PCR (50 1 volumen total)
contenia:

Buffer Taq pol 10x
MgClz

dNTP ‘s

Oligo A (Cp-Mot-Ban)
Oligo B (Ali-Mot-Gus)
Taq pol purificada
Aguamili Q

Muestra de ADN

La secuencia de los oligos utilizados son los siguientes:

e Oligo A (Cp-Mot-Ban):

5" CACGGATCCGATTGRACCTTACANGGNCCTTCACAACC 3°
e Oligo B (Ali-Mot-Gus):

5" GAGTCTAGATGGATANGTRAGGAAATARTTCTTGGC 3’

Después de transcurridos el tiempo de amplificacion, se realizaba una electroforesis, por
medio de geles de agarosa al 1.5%, estos geles se dejaban correr a un voltaje de 70v por un
tiempo aproximado de dos horas, al paso de estas dos horas se tifien con Bromuro de Etidio
por 30 minutos, al concluir el tiempo se observaban a través de luz ultravioleta.

Resultados

En los recorridos realizados se recolectaron un total de 46 plantas enfermas, de las
cuales 21 plantas fueron de jitomate y las 25 restantes fueron plantas de chile (jalapefio,
serrano, pimiento). Algunas de las plantas enfermas presentaban la combinacién de varios
sintomas causados por virosis. Los resultados del andlisis de geminivirus mostraron que no
todas las muestras dieron positivo para este grupo de virus (figura 1)
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Figura 1. Resultado de las pruebas de identificacion de geminivirus en un gel de poliacrilamida

DETECCION DE GEMINIVIRUS

CONTROL POSITIVO
MUESTRA No. 1Chile jalapeiio
MUESTRA No.2 Chile jalapefio
MUESTRA No. 3 Chile jalapefio
MUESTRA No. 4 Chile jalapefio
MUESTRA No. 5 Chile jalapeiio
MUESTRA No. 6 Chile jalapeiio
MUESTRA No. 7 Chile jalapefio

. 9 MUESTRA No. 8 Chile jalapefio

. 10 MUESTRA No. 9 Chile jalapeiio

. 11 MUESTRA No. 10 Chile serrano
. 12 MUESTRA No. 11 Jitomate

. 13 MUESTRA No. 12 Jitomate

. 14 MARCADOR

.
[l B NV S

Mezcla maestra parala PCR~ -vol 50pul
Buffer taq pol 10x 5 ul

MgCl, 25mM) 3 pl

dNTPs (10mM) 1 nl

Oligo “A” (CP-Mot-Bam 1 pg/ul) 1.5 ul
Oligo “B” (Ali-Mot-Gus 1 pg/ul) 1.5 pl
Taq pol purificada  25ul

Agua “Q” 34.5ul

Muestra de AND 1 nul

Por otra parte en el cuadro 1 podemos observar que para las plantas de chile y jitomate
los sintomas con mayor porcentaje fueron clorosis y manchas tanto en Atoyac, como
Sayula.

Sin embargo cuando analizamos las muestras que fueron clasificadas por sintomas, al
asociar los sintomas al virus aun en el mismo cultivo este no corresponde (Cuadro 2) al
virus identificado Pepper huasteco virus (PHV) para jitomate y chile, cabe mencionar que
los sintomas encontrados en menor porcentaje o con menor incidencia como
acucharamiento, marchites, el geminivirus no fue identificado. Ascencio et al, (1999)
menciona el estudio de un modelo de interaccion entre geminivirus, virus huasteco del chile
(PHV) y del virus texano del chile (TPV), conocida como Rizado amarillo del chile en
Tamaulipas (México).
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Cuadro 1. Grupos de sintomas y porcentajes de plantas dentro de cada categoria de sintoma.

CULTIVO SINTOMA PORCENTAJE MUNICIPIO
Chile Clorosis 54.35% Atoyac, Sayula
Manchas 39.13% Atoyac, Sayula
Acucharamiento 4.35% Atoyac, Sayula
Marchitamiento 2.17% Atoyac
Jitomate Clorosis 42.86% Atoyac, Sayula
Acucharamiento 2.04% Atoyac
Manchas 38.78% Atoyac, Sayula
Quebradizas 2.04% Atoyac
Marchitamiento 6.12% Atoyac, Sayula
Enchinamiento 8.16% Atoyac, Sayula

Donde encontraron que el PHV produce sintomas mas leves que TPV, mientras que el
TPV solo, es un virus muy devastador. Inocularon juntos los dos virus y la presencia del
PVH redujo la severidad del TPV atenuando sus sintomas. También han observado en
varios casos que las muestras analizadas presentan hibridacion contra sondas especificas de
al menos dos geminivirus diferentes (PVH y TPV), hibridando también algunos de ellos
con una sonda general, sin mostrar sefal especifica de estos virus, lo cual indica la
presencia de geminivirus no identificados.

Adicionalmente también se han reportado Curtovirus especificamente el virus punta
rizada de la remolacha (Beet curly top virus) BCTV en Nuevo México, atacando al cultivo
de chile, este grupo es transmitido por chicharritas del género Circulifer tenellus
(Creamer, et al, 2005). Este insecto puede estar presente en la zona de estudio, por lo cual
existe la posibilidad de que aquellas muestras no positivas para geminivirus pertenezcan a
este grupo.

Cuadro 2. Grupos de sintomas y virus encontrados en el municipio de Atoyac

CULTIVO SINTOMA VIRUS No. PLANTAS
Chile Clorosis PHV Tamaulipas 3
Manchas PHYV Tamaulipas 2
Acucharamiento PHV Tamaulipas 1
Marchitamiento PHYV Tamaulipas 1
Chile Clorosis Geminivirus no especifico 2
Manchas Geminivirus no especifico 2
Jitomate Clorosis PHV Tamaulipas 2
Acucharamiento PHYV Tamaulipas 1
Marchites PHV Tamaulipas 1
Manchas PHV Tamaulipas 1
Jitomate Clorosis Geminivirus no especifico 2
Manchas Geminivirus no especifico 1
Marchites Geminivirus no especifico 1
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En el municipio de Sayula la mayoria de las plantas de jitomate y chile analizadas fueron
positivas para geminivirus no identificado.

Cuadro 3. Grupo de sintomas y virus encontrados en el municipio de Sayula

CULTIVO SINTOMA VIRUS No. PLANTAS
Chile Clorosis Geminivirus no identificado 3
Manchas Geminivirus no identificado 3
Chile Clorosis PHYV Sinaloa 3
Manchas PHYV Sinaloa 1
Acucharamiento PHYV Sinaloa 1
Chile Clorosis PHV Tamaulipas 1
Manchas PHV Tamaulipas 1
jitomate Clorosis Geminivirus no identificado 7
Manchas Geminivirus no identificado 6
Marchites Geminivirus no identificado 3
Enchinamiento Geminivirus no identificado 1

La especificacion de PHV Tamaulipas y PHV Sinaloa se logro a través de la enzima
Hinc II con la cual podemos distinguir uno de otro, ya que PHV Sinaloa tiene un sitio de
corte y PHV Tamaulipas no. Con las muestras restantes no se logro una especificacion ya
que no se contd con una buena concentracion de ADN para llevar a cabo la digestién con
dicha enzima por lo cual solo podemos concluir que dichas muestras son positivas para
geminivirus.
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