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INTRODUCCION

Los agentes que causan enfermedades en las plantas se
caracterizan por ser infecciosos (bi6ticos o0 vivos) y no
infecciosos (abidticos o no vivos). Los agentes infecciosos
incluyen las bacterias, hongos, fitoplasmas, nematodos y virus.
Los no infecciosos consideran a los desbalances nutricionales,
estrés ambiental y toxicidad quimica (causada por agroquimicos

y contaminantes del aire).

Los patégenos mas comunes en las plantas son los hongos,
aungue las bacterias y los nematodos también son importantes.
Las enfermedades causadas por fitoplasmas y virus no se
registran frecuentemente ya que su deteccién y diagndstico es
complicado. Sin embargo, en los tltimos afios ha sido recurrente
la aparicion en los estados de Durango y Zacatecas de una
sintomatologia atribuida a una bacteria, la cual ha ido

incrementando de forma importante en diversos cultivos, entre

1 Investigadores de los programas de Sanidad Forestal y Vegetal y
Biotecnologia del Campo Experimental Zacatecas.

2 Investigador de la Unidad Académica de Agronomia de la
Universidad Auténoma de Zacatecas.



ellos los de la familia Solanaceae (chile, jitomate y papa)

destacan por la severidad de los dafios causados.

Esta bacteria es conocida como Candidatus Liberibacter
solanacearum, que provoca una serie de sintomas como
cambios de color en el follaje, especialmente de verde a varios
tonos de amarillo, deformacion de hojas y frutos, sustitucién de
6rganos 0 en casos severos, pérdida de estructuras
reproductivas (botones, flores y frutos). Las variantes de esta
bacteria son transmitidas por diferentes insectos vectores,
principalmente los psilidos Diaphorina citri Kuwayama, Trioza
erytreae (Del Guecio), Bactericera cockerelli Sulc. y Trioza
apicalis (Forst.).

Durante los ciclos de cultivo primavera—verano de 2014 a 2016
se han venido registrando en las parcelas comerciales del area
productora de chile para secado del estado de Durango la
aparicion de un grupo de sintomas caracteristicos producidos
por este fitopatégeno (enanismo, mosaicos, deformacién foliar y
de frutos, entre otros). En algunas parcelas la incidencia
(numero de plantas con sintomas) y la severidad (el grado de
dafio en cada planta) de la enfermedad fueron tan elevadas que
los productores decidieron destruir mecanicamente sus cultivos.

En Zacatecas se han observado los mismos sintomas con



mayor intensidad en la zona de Los Cafiones y en forma aislada

en el altiplano.

El Campo Experimental Zacatecas del INIFAP realizé en estos
afios muestreos de plantas enfermas, principalmente en los
municipios de Poanas y Villa Unién en Durango y Villa de Cos 'y
Jalpa en Zacatecas determinando la presencia de Candidatus
Liberibacter solanacearum como uno de los agentes asociados

con los sintomas observados.

En el presente folleto se da a conocer la informacién acerca de
este patdégeno, desde sus origenes como género bacteriano, de
sus posibles vectores y la sintomatologia observada en el cultivo
de chile a nivel regional y en otros cultivos de importancia
econdémica como papa Y jitomate en un contexto internacional;
adicionalmente se proporciona informacién sobre el principal
método de diagndstico del patdgeno y los avances en la

identificacion.

HISTORIA DEL GENERO LIBERIBACTER

La sintomatologia causada por este agente era conocida desde
el siglo XIX por citricultores de China donde se le denominaba
enfermedad de los brotes amarillos que provocaba la muerte de
citricos en corto tiempo (Zhao, 1981); después fue bautizada

como “Huanglongbing” que significa dragén amarillo;
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posteriormente se reportdé en el continente africano a finales
de 1920 (Van der Merwe y Andersen, 1937), aun sin reconocer

la identidad del patégeno.

Fue en 1994 cuando Jagoueix y colaboradores trabajando con
extractos del floema de plantas de citricos infectadas
provenientes de Asia y Africa identificaron organismos parecidos
a bacterias (BLO), que no pudieron cultivar In Vitro. Por medio de
la técnica PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
amplificaron el gen 16S ribosomal de esos organismos para
poder comparar sus secuencias y determinaron que estos BLOs
formaban dos cepas bien diferenciadas aunque ambas
pertenecian a una subdivision de la clase Proteobacteria. Con
esta informacion se sugiri6 el nombre “Liberibacter” (del latin
Liber = corteza y bacter = bacteria) para este nuevo grupo de
bacterias. Dado a que pertenecian a organismos no cultivables
artificialmente, propusieron el término de “Candidatus”

conformando asi en ese momento dos especies:

“Candidatus Liberibacter asiaticus” (CalLas)

“Candidatus Liberibacter africanus” (CaLaf)

Posteriormente, en 2004 se le detectd por primera vez en el

continente Americano, especificamente en Brasil, (da Graca
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y Korsten, 2004); en el 2005 Teixeira y colaboradores
determinaron que se trataba de otra especie diferente a las ya

reportadas por lo que la propusieron como:

“Candidatus Liberibacter americanus” (CaLam)

En el mismo 2005 se reportd su presencia en el sur del
estado norteamericano de Florida, en la region de Homestead
(Brlansky et al., 2007), en 2006 en Cuba (da Graga, 2008;
Martinez et al., 2009), en 2008 en Lousiana, EUA (Jepson,
2008), en 2008 en Belice y Republica Dominicana y por
ultimo en México en el 2009 (SENASICA, 2009).

Como era natural, el “huanglongbin” recibié amplia atencién a
nivel mundial: en informes técnicos de fitopatologia es conocida
como HLB, un acrénimo para el nombre asiatico de la
enfermedad, y se ha detectado principalmente en plantas de la
familia Rutaceae, siendo un patégeno de la mayor relevancia

para la mayoria de los citricos (Cuadro 1).



Cuadro 1. Especies de citricos (familia Rutaceae) afectados por
HLB a nivel mundial (modificado de Halbert y Manjunath, 2004).

Citrus aurantifolia (Christm.) Lima
Citrug Véﬁr!éiﬁiihm L. Naranja agria
Citrus grandis (L.) Osbeck Pomelo
Citrus limon (L.) Burm Limon
Citrus paradisi Macf. Toronja
Citrus sinensis (L.) Osbeck Naranja dulce
Murraya paniculata (L.) Jack. Limonaria

Sin embargo, esta bacteria no ha infectado solamente plantas
de citricos. En enero de 2008 se observo una enfermedad en el
tomate (Solanum lycopersicum L.) en cultivos de invernadero en
Auckland, Nueva Zelanda. Los sintomas incluian, el crecimiento
clorético de punta apical, moteado general de las hojas,
engrosamiento de venas, retraso en el crecimiento general de
las plantas, y en algunos cultivares deformacién del fruto. En
abril del mismo afio sintomas similares aparecieron en plantas
de chile (Capsicum annuum L.) bajo condiciones de invernadero,
(Liefting et al., 2008; Liefting, 2009).



En mayo de 2008 se reportd una sintomatologia en tubérculos
de papa (Solanum tuberosum L.) cosechados en Auckland,
Nueva Zelanda (Liefting, 2009), que coincidia con lo reportado
por Muyaneza (2007). Los tubérculos presentaban un moteado
necrotico y rayas que se marcaban cuando las papas se freian,

por lo que la enfermedad recibié el nombre de "zebra chip".

Anteriormente los sintomas de esta enfermedad eran atribuidos
a otros patdgenos, como hongos, bacterias cultivables, virus y
fitoplasmas; no obstante los andlisis para detectar éstos
organismos fueron negativos (Fletcher y Wayadande, 2009).

Trabajos realizados con microscopia electronica de transmision
empleando muestras de tomate y chile (Liefting, 2009),
detectaron la presencia de organismos similares a bacterias
restringidos al floema de plantas sintomaticas. La estrategia
utilizada para identificar el tipo de bacteria implicé el uso de
cebadores especificos para PCR en combinacidon con cebadores
universales para 16S rRNA. El analisis revel6 que las bacterias
compartian alta identidad con especies ‘Candidatus
Liberibacter'. El andlisis filogenético posterior demostré que la
bacteria es distinta de las tres especies de Liberibacter que se
habian descrito anteriormente infectando citricos. De ésta

manera se determin6 una nueva especie de Liberibacter:



“Candidatus Liberibacter solanacearum” (CalLso)

En Texas y California, EUA se encontrd otra especie de esta
bacteria en poblaciones del psilido B. cockerelli, colectados por

Hansen et al. (2008) la cual fue denominada:

Candidatus Liberibacter psyllaurous (CaLps)

Estos psilidos fueron colectados en cultivos de papa vy jitomate
con sintomas de amarillamiento y confirmaron que B. cockerelli
es el vector de CalLps. Algunos autores mencionan que CalLps
esta muy relacionada con CalLso y que probablemente se trata
de la misma especie (Munyaneza et al., 2010; OEPP/EPPO,
2013).

Distribucion de Candidatus Liberibacter

La especie CalLas es un grave problema en citricos en paises
como China, Filipinas (Lee, 1921), India (Raychaudhuri et al.,
1974), Taiwan (Zhao, 1982), Indonesia (Aubert et al., 1996) y
Brasil (Teixeira et al., 2005). El HLB se report6 por primera vez
en México en Tizimin, Yucatan (Robles et al., 2009). Actualmente

se encuentra distribuida en los estados productores de citricos



como, Campeche, Colima, Nayarit, Jalisco, Sinaloa, Quintana
Roo y Yucatan (SENASICA, 2010).

Por otro lado, CalLaf se encuentra distribuida en la mayor parte
de Africa incluyendo Burundi, Camerun, Etiopia, Isla Mauricio,
Kenya, Madagascar, Malawi, Nigeria, Republica
Centroafricana, Isla Reunién, Ruanda, Somalia, Sudéfrica,
Suazilandia, Tanzania y Zimbaue (Le Roux et al., 2006).

Calam, por su parte, sélo se ha encontrado en Brasil en la regién
de Araraquara, Sao Paulo, donde se detect6 en el 2004.
Inicialmente se consideré que se trataba de la especie Calas,
pero dada la severidad de los sintomas observados en arboles
de citricos y los resultados de los andlisis moleculares, se
determiné que se trataba de una nueva especie clasificada como
CalLam y que resulté ser mas agresiva que la especie asiatica
(Teixeira et al., 2005).

De acuerdo con algunos reportes, CaLam pudiera estar presente
en pequefias areas productoras de citricos (limon persa, limoén
real, mandarina y naranja) en el sureste de Zacatecas (Ing. Arturo
Garcia, Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Zacatecas,

comunicacioén personal).



Para el altiplano del Centro Norte de México, donde no es usual
la plantacién de citricos con importancia econdémica; es de interés
Unicamente la especie “Candidatus Liberibacter solanacearum”

(CalLso), por su incidencia en cultivos horticolas.

En México estaba reportada la presencia de la enfermedad
conocida como punta morada de la papa (PMP) desde 1948;
posteriormente fueron consignadas las enfermedades Zebra chip
(Munyaneza et al., 2007) y permanente del tomate (Munyaneza
et al., 2009) las cuales hasta en afios recientes se asociaron con
Calso. Lo anterior sugiere que la enfermedad se encontraba
originalmente en papa y posteriormente con ayuda del psilido B.
cockerelli se transmiti6 a jitomate, chile y otras solanaceas
silvestres. Aunque en un principio estas enfermedades se
atribuyeron a fitoplasmas o virus, actualmente se ha logrado
establecer que tales sintomas se asocian con Calso. Muy
probablemente la bacteria ha estado presente desde hace
tiempo en los cultivos antes mencionados, pero no existian los
métodos adecuados para su deteccion (Hernandez-Deheza,
2013).

Esta especie se encuentra distribuida en Canada (Alberta, British
Columbia, Ontario, Quebec, Saskatchewan), México (Sinaloa,

Michoacan, Estado de México, Guanajuato, Nuevo Leo6n, San
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Luis Potosi, Durango y Zacatecas), Estados Unidos (Arizona,
California, Colorado, Idaho, Kansas, Minnesota, Montana,
Nebraska, Nevada, Nuevo México, Dakota del Norte, Oklahoma,
Dakota del Sur, Texas, Utah, Oregon, Washington y Wyoming),
Guatemala, Honduras, Finlandia, Espafia y Nueva Zelanda
(Camacho-Tapia et al., 2011; Crosslin et al., 2013; Liefting et al.,
2009b; Munyaneza et al.,, 2007a; Munyaneza et al, 2010;
Munyaneza et al., 2012; OEPP/EPPO, 2013; Ontiveros-Guerra,
2012; Teresani et al., 2014; Veladsquez-Valle et al., 2015).

Rango de hospederos

CalLso infecta cultivos econdmicamente relevantes a nivel
mundial como papa jitomate y chile pero también ha sido
reportada en zanahoria (Daucus carota L.) y apio (Apium
graveolens L.) asi como en malas hierbas como el trompillo
(Solanum elaeagnifolium Cav.), considerado como un reservorio

putativo de CalLso en el cultivo de papa (Thinakaran et al., 2015).

Taxonomia y morfologia de Candidatus Liberibacter

Candidatus Liberibacter es una bacteria filamentosa, Gram
negativa, que se desarrolla en el floema de las plantas
hospederas y en el sistema digestivo del insecto vector.
TaxonOomicamente pertenece al grupo a de la subdivision

Proteobacteria. Al cotejar la secuencia de sus nucle6tidos con
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otras bacterias registradas en el GenBank, se plante6 como
miembro de las Eubacteria. Por otro lado, el analisis
filogenético del gen 16S rRNA haindicado que estas bacterias
pertenecen al grupo de las Alphaproteobacterias donde se
encuentran otros miembros como Agrobacterium, Bartonella y

Bradyrhizobium, por citar algunos (Jagoueix et al., 1994).

Morfol6gicamente CalLso puede ser redonda con un diametro
promedio entre 0.2 — 0.3 pum, sin sobrepasar los 0.5 um. Esta
bacteria carece de una membrana externa pero posee una pared
de peptidoglicanos apenas visible, sin evidencias de flagelos o
pilis. Posee tres capas de células sobre la pared de la
membrana exterior y en la membrana citoplasmatica interna.
Su citoplasma es menos denso con respecto a otras bacterias
fitopatdégenas y con frecuencia muestran plasmolisis (Garnier et
al., 1984; Garnier et al., 2000; Jagoueix et al., 1994).

Caracterizacion bioquimica de Candidatus Liberibacter
A la fecha, la caracterizacion bioquimica de Candidatus
Liberibacter es casi nula, dada la dificultad para aislarla en
medio de cultivo, y de alli que esta ubicada dentro de los
organismos Candidatus. Sin embargo, Wulff et al., (2014) han
reportado por un lado que CaLam y Calso parecen tener mayor

capacidad metabdlica para algunos aminoacidos y vitaminas, y
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por el otro que CalLso es capaz de producir arginina, glutamina y

ornitina.

Respuesta bioquimica a la infeccion por Candidatus
Liberibacter

En el floema de las plantas infectadas por CalLso entre la
tercera y la quinta semana después de la infeccidn,
aparecen agregaciones de componentes fendlicos,
peroxidasas, oxidasas, polifenoles, quitinasas,
aminoacidos y azUcares libres (sacarosa, glucosa y
fructuosa) (Rashed et al., 2013). En el caso de la
sintomatologia de ZC, el aumento del tono café al freir las
papas puede deberse al incremento de la actividad
reductiva de azlUcares y aminoacidos, porque la formacion
de acrilamida ocurre con el empleo de esos componentes
como sustratos a temperatura de freido, mediante la
reaccion de Maillard (Wallis et al., 2014). Navarre et al.
(2009) realizaron analisis de tubérculos de papa y mostraron
gue los extractos metabdlicos de las plantas sintomaticas
infectadas con Calso, tuvieron una alteracién importante
en los aminoacidos aromaticos y compuestos fendlicos,
ademads, las concentraciones de tirosina se incrementaron

hasta ocho veces, en algunos tubérculos sintomaticos. Se ha

13



determinado que ZC es una enfermedad que afecta la
composiciéon mineral del tubérculo, lo que ocasiona a nivel
bioguimico la producciéon de manchas necroéticas internas en el
mismo, tanto en la pulpa como en la cuticula, por los altos
niveles de P, K y Ca en el tejido del floema; mientras que en
otros tubérculos infectados, se han expresado niveles
mayores de los minerales Mg, Cu, Zn y B (Miles et al., 2009).

Los sintomas de amarillamiento y debilitamiento, que
frecuentemente se confunden con deficiencias nutrimentales, se
deben a la acumulacién de almidén, que indica una alteracion del

transporte en el floema (Nelson et al., 2013).

Se ha demostrado que durante la infeccion por Calso las
células presentan una sobreproduccion de especies reactivas
de oxigeno, lo que ocasiona un estrés oxidativo y dafio
fisiol6gico. Las plantas aprovechan éstas moléculas reactivas
para desarrollar estrategias que conducen a la autoprotecciéon

contra el patégeno atacante (Sanchez-Rojo et al., 2011).

Vectores de Candidatus Liberibacter
Ca. Liberibacter es una bacteria persistente que se transmite a
través de insectos, reproduciéndose dentro de estos y es capaz

de transferirse de generacion en generacion de forma
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transovarica (Pelz-Stelinski et al., 2010). Como se mencioné
previamente, la transmision de la bacteria se lleva a cabo por los
insectos psilidos D. citri, T. erytrae, B. cockerelliy T. apicalis, por
el fenébmeno de adquisiciébn e inoculacion por alimentacién
(Garnier et al., 2000; Hansen et al., 2008; Liefting et al., 2008;
Liefting et al., 2009a).

La dispersion de las bacterias causantes del HLB tienen lugar
principalmente a través de dos vectores: D. citri para las especies
asiatica y americana (CalLas y CaLam) y T. erytreae para la
especie africana (CaLaf) (Garnier et al., 2000; Meyer et al., 2007;
Hall, 2008) y puede ser adquirida en periodos de alimentacion
de 30 minutos; presenta un periodo de latencia de 7-10 dias (da
Graca, 2008), lo que sugiere que el patdégeno se multiplica

dentro del vector.

Sin embargo, otros investigadores reportan que el tiempo
minimo de alimentacién es de 5-7 horas para adquirir y transmitir
el patdgeno (Xu et al., 1988), pero no se conoce si los dos
psilidos pueden ser infectados simultdneamente con las
especies Calas y CalLaf (Garnier et al.,, 2000). También se
conoce que tanto los adultos, como el cuarto y quinto instar ninfal
son capaces de transmitir al patégeno en la secrecion salival

después de un periodo de latencia que varia desde 1 a 25 dias,

15



y que las ninfas del primer al tercer instar no transmiten el

patégeno.

El vector de CalLso

Las especies CalLsy y Calso son trasmitidas por el psilido B.
cockerelli, (Figura 1) insecto polifago que se alimenta del floema
de una amplia variedad de plantas, entre las que se encuentran
principalmente el tomate, la papa y el chile (Hansen et al., 2008).
Cuando el insecto se alimenta de las plantas infectadas, adquiere
a la bacteria que pasa a través de la barrera intestinal, se
multiplica dentro del individuo y una vez que llega a las glandulas
salivales es transmitida a otra planta durante la alimentacién
(Liefting et al., 2009).

Figura 1. B. cockerelli vector de Ca. L. syllaurus (CaLsy) y Ca. L.
solanacearum (CaLso).
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Una caracteristica comun de los vectores de Candidatus
Liberibacter es que se alimentan de dietas que contienen un
exceso de una sola clase de compuestos (carbohidratos) y una
deficiencia en nutrientes esenciales, por lo que requieren la
presencia de simbiontes intracelulares  procarioticos
(endosimbiontes) que ayudan a proporcionar los nutrientes
esenciales que faltan en la dieta del vector (Moran y Telang,
1998). Varios estudios reportan que B. cockerelli, contiene tres
de estos simbiontes procaritticos; uno de estos es Carsonella
rudii, un simbionte obligado es requerido para la sobrevivencia
del vector (Thao et al., 2000). Los otros dos, son simbiontes
facultativos de dos cepas diferentes de Wolbachia spp., los
cuales participan en la manipulacion de la aptitud del insecto,
proveyendo a estos de una ventaja reproductiva principalmente
en las hembras que los portan (Nachappa et al., 2011). Esto
incrementa la dispersién de Wolbachia aumentando el nimero
de vectores infectivos y por ende, la transmision de CalLso. Sin
embargo, existen evidencias que la presencia de CalLso en el
interior del insecto, reduce significativamente los dias de
fecundacion de la hembra y el porcentaje de supervivencia de
las ninfas; hechos que afectan negativamente tanto la tasa de
crecimiento de la poblacion como la aptitud del vector
(Nachappa et al., 2012).
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En 1947 se documento la presencia de B. cockerelli en México
afectando solanaceas en los estados de Durango, Guanajuato,
México, Michoacan y Tamaulipas (Plesch, 1947); a partir de 1970
se le consider6 como una plaga primaria en los cultivos de chile,
jitomate y papa, la cual persiste actualmente (Garzén, 2002).
Este insecto tiene un amplio nimero de plantas hospederas,
entre las que se encuentran,; la hierba mora (Solanum nigrum L.),
toloache (Datura stramonium L.), jara o jarilla (Senecio salignus
DC), mala mujer o duraznillo (Solanum rostratum Dunal), hojasén
(Flourensia cernua DC), correhuela (Convolvulos arvensis L.) y
cilindrillo (Lycium berlandieri Dunal), entre otras (Galaviz et al.,
2010; Goolsby et al., 2008).

Distribucion espacial de CalLso dentro de sus hospederos

Referente a los patrones de desplazamiento de CalLso a través
del floema de plantas de tomate y papa, Levy et al. (2011)
encontraron que la frecuencia y/o direccion de desplazamiento
varian entre los dos hospederos y entre variedades de papa. En
ambas especies hospedantes se detecté a CalLso en las hojas
del nivel superior y medio, tres semanas después de la
infestacion con el vector; las tasas de movimiento fueron
similares entre las variedades de papa y los sintomas fueron
mas severos en las variedades susceptibles. Los patrones de

traslado, la direccion de desplazamiento y la velocidad de
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movilidad de la bacteria en tomate y papa, fueron parecidos a
los patrones de movimiento de virus ya que estos pueden pasar
del sitio de infeccion al tallo principal en tan solo siete dias. Por
otro lado la direccion de translocacién del patégeno fue similar
en tomate y entre las diferentes variedades de papa, la bacteria
parece seguir el movimiento de los carbohidratos hacia las hojas
jovenes. La manifestacion de sintomas siguioé el mismo patrén
gue el movimiento del patdégeno y éste se pudo detectar en el
mismo tejido por varias semanas. La velocidad de desarrollo de
sintomas fue diferente en tomate, papa y entre las variedades
de papas susceptibles y potencialmente tolerantes; en tomate
los sintomas fueron menos severos y el desarrollo de los mismos

fue mas lento (Levy et al., 2011).

Sintomatologia causada por Candidatus Liberibacter
asiaticus
El HLB causa defoliacion de los arboles, amarillamiento,

reduccion del tamafio de los frutos, moteado del follaje y
amarillamiento de las venas (Ahmad et al., 2008). Otro sintoma
caracteristico de la enfermedad es la presencia de ramas
terminales del arbol con apariencia clorética, que contrasta con
el color verde de las hojas de las ramas no afectadas, ademas
las plantas enfermas presentan caida prematura, asimetria y
reduccion del niumero de frutos (Bové, 2006; Brlansky et al.,

2012).
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Sintomatologia causada por CalLso

En tomate (S. lycopersicum) los sintomas de la infeccién por
CaLso incluyen enrollamiento y amarillamiento de las hojas,
achaparramiento de la planta y deformacién del fruto en algunas
variedades (Liefting et al., 2008; Liefting et al., 2009a; Liefting et
al., 2009b), sintomatologia denominada por Munyaneza (2009)
como permanente del tomate. En México se han observado
plantas de tomate que muestran un grupo de sintomas como
clorosis de brotes apicales, hojas compuestas lanceoladas con
epinastia y margenes con coloraciéon purpura, necrosis y aborto
de flores, hojas maduras fragiles y enrolladas hacia arriba,
entrenudos cortos y desarrollo reducido que han sido asociados
a la infeccién por CalLso (Rojas-Martinez et al., 2016).

En zanahoria los sintomas consisten en amarillamiento, clorosis
y deformacion de hojas, reduccion de tamafio de la planta y

proliferacién de raices secundarias (Munyaneza et al., 2010).

En papa la enfermedad se manifiesta por clorosis en hojas,
deformacion de tallos o desarrollo en zigzag, desarrollo de
tubérculos aéreos, oscurecimiento del sistema vascular y hojas
dobladas o marchitas. Sin embargo, sélo la presencia de rayas

necréticas en la médula del tubérculo se considera como sintoma
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tipico para la diagnosis de la enfermedad ZC o “rayado del

tubérculo” (Munyaneza et al., 2007b).

Otros sintomas como el de brotes finos han sido asociados con
la enfermedad; estudios realizados por Rubio et al., (2012) en el
cultivo de papa en Mecatepec, Estado de México, revelaron
que el 36% de los tubérculos con brotes finos presentaron
un color pardo interno y el 58% de los tubérculos sin brotes
presentaron el mismo sintoma. El 54% de los tubérculos con
brotacion anormal fue positivo a ‘Ca. L. psyllaurus’, estando
asociado esto también, con sintomas de la “punta morada” de
la papa en la region de Toluca, Estado de México. Otros dafios
colaterales de la enfermedad en el cultivo de la papa es que
esta bacteria afecta también la germinacion y la morfologia
del tubérculo (Henne et al., 2010).

Sintomatologia provocada por CalLso en plantas de chile

En plantas de diferentes cultivares de chile (C. annuum L.) los
sintomas se manifiestan como hojas deformes de color verde
pélido o amarillo, con tallos acortados, caida de flores y muerte
repentina de diferentes partes de la planta. (Liefting et al., 2009b).
En materiales de chile tipo serrano los sintomas inducidos por la
bacteria son: venas cloréticas, deformacion de la lamina foliar y

fruto, albinismo y variegado (Camacho-Tapia et al., 2011).
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En los ciclos de cultivo primavera verano 2014 y 2016 las
parcelas de chile para secado en el estado de Durango fueron
severamente afectadas por una sintomatologia que expresé un
rango de variacion muy amplio; en la aparente fase inicial de la
enfermedad, las plantas afectadas mostraban una marcada
coloracion amarilla que frecuentemente afectaba méas del 50%
de la ldmina foliar; la parte mas joven de esas plantas expresaba
clorosis y un moderado enrollamiento hacia arriba de sus hojas
asi como la formacién de ampollas en el haz de las hojas. En una
fase moderada de la enfermedad las plantas presentaban
sintomas en toda la planta; enanismo incipiente, clorosis
intervenal y deformacién de hojas y frutos. En la tercera etapa de
la enfermedad las plantas mostraban un enanismo marcado con
hojas pequefias, cloréticas y severamente deformes aunque
algunas de las hojas mas viejas podian no mostrar sintomas. Los
frutos situados debajo del presumible punto de infeccién no
mostraban sintomas de la enfermedad y la mayoria poseia
calidad comercial; por el contrario, los frutos por encima de éste
punto de infeccidn inicial eran pequefios y deformes sin valor
comercial (Figuras 2, 3 y 4). Una sintomatologia similar ha sido
observada en el sureste de Zacatecas afectando lineas de los

principales tipos de chile para secado (Mirasol, Ancho y Pasilla).
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Figura 2. Planta de chile mostrando sintomas iniciales de
infeccion por CaLso como amarillamiento basal, defomacion y
ampollamiento foliar.

Figura 3. Planta de chile con sintomas moderados de infeccion
por CalLso como clorosis intervenal generalizada.
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Figura 4. Planta de chile mostrando sintomas severos de
infeccion por CalLso como achaparramiento, clorosis
generalizada y deformacion foliar severa en la parte mas joven.

DIAGNOSTICO

Deteccion por PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)
La deteccion fiable de la bacteria requiere de técnicas
moleculares como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
(Karunasagar et al., 2004), en conjunto con clonacion y
secuenciacion (Hansen et al., 2008). La PCR es la mas usada
para la deteccion de esta bacteria, por ser una técnica muy
sensible y rapida. Para realizarla es necesario contar, para cada
una de las especies descritas de Candidatus Liberibacter con
oligonucledtidos especificos (Cuadro 2), cuyo disefio se basa en
la secuencia de nucleodtidos de la region 16S rDNA de su
genoma (Teixeira et al., 2005).
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Cuadro 2. Iniciadores especificos para Candidatus Liberibacter

Especie Oligonucledtido Frag Fuente
(1)
ol1 1,160 (Jagoueix
5 -GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA-3' et al.,

1994)

Ol2c

5-GCCTCGCGACTTCGCAACCAT-3'
Calafricanus [WeJ:\E 1,160 (Teixeira
5-GCGCGTATTTTATACGAGCGGCA-3' et al.,
2005)
Ol2c
5-GCCTCGCGACTTCGCAACCAT-3'

CalLamerican [Wej=hE 1,027 (Teixeira
us 5-AAGTCGAGCGAGTACGCAAGTACT- et al.,
3 2005)
GB3
5"-CTATATTTGCCATCATTAAGTTGG-3"
OA2 1,060 (Liefting et
5-GCGCTTATTTTTAATAGGAGCGGCA- al., 2009a)
3
GB3 (Teixeira
5"-CTATATTTGCCATCATTAAGTTGG-3" et al.,
2005)
Calsolanace [We[NeNz 1,070 (Secor et
arum 5"-TACGCCCTGAGAAGGGGAAAGATT- al., 2009)
3
5-GCCTCGCGACTTCGCAACCAT-3"

- LsoF 1,073 (Li et al,
5"-GTCGAGCGCTTATTTTTAATAGGA-3’ 2009)
ol2C

_ 5"-GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3"

OA2 1,168 (Munyane
5-GCGCTTATTTTTAATAGGAGCGGCA- za et al,
3 2015)
5-GCCTCGCGACTTCGCAACCAT-3"

_ CL514F 668  (Munyane
5-CTCTAAGATTTCGGTTGGTT- 3’ za et al,

- CL514R 2015)
5-TATATCTATCGTTGCACCAG-3'

I
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Jagoueix et al. (1994) disefaron el oligonucleétido universal:
Ol2c (5"- GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3)
gue se usa en combinacién con el resto de los oligos para la

deteccion de las diferentes especies de Ca. Liberibacter.

Para el analisis de deteccion de CalLso en plantas de chile para
secado, se lleva acabo el aislamiento del ADN total mediante el
protocolo CTAB 3%, y se prosigue a realizar la técnica de PCR
con los oligonucledtidos OA2 y Ol2c, con la finalidad de
amplificar el fragmento de 1,168 aproximadamente, que
corresponde a la regién del gen 16S rDNA. Las condiciones
empleadas para la PCR son las siguientes: desnaturalizacion a
95°C por 5 minutos, para los 35 ciclos de desnaturalizacion a
94°C por 1 minutos, alineamiento de oligonucledétidos a 60°C por
1 minuto y de extensién a 72°C por 2 minutos, y de extension
final a 72°C por 5 minutos. En la figura X, se observa muestras

positivas para CalLso en chile para secado.

RESULTADOS PRELIMINARES DEL DIAGNOSTICO

Muestreos realizados en las areas productores de chile para
secado en los estados de Durango y Zacatecas desde el 2014 a
la fecha, han mostrado incidencia de plantas enfermas con la

sintomatologia tipica de infeccion por CalLso.
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De un total de 70 muestras de chile para secado con
sintomatologia tipica de CalLso recolectadas en los municipios de
Puanas, Villa Unién y Vicente Guerrero del estado de Durango,
52 fueron positivas.

De la misma manera en el estado de Zacatecas, fueron
muestreados los municipios de Enrique Estrada y Villa de Cos,
encontrando 8 positivas de 30 muestras.

En lafigura 5, se pueden observar un gel de electroforesis donde
se aprecia los resultados positivos de muestras tanto de Durango
como de Zacatecas.

M 123456 78 91011121314 15

Figura 5. PCR de Candidatus Liberibacter en plantas de chile
con oligonucleotidos especificos OA2y Ol2c. MPM (Carril M),
Control positivo (Carril 1), Control negativo (Carril 2) y Muestras
de chile (muestras de Zacatecas carriles 3-7, muestras de
Durango carriles 8-15).
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