PATOGENOS ASOCIADOS CON
LA VIROSIS DEL CHILE EN EL
ESTADO DE DURANGO

Dr. Rodolfo Velasquez Valle
MC. Maihualy Martinez Fernandez
Dr. Luis Roberto Reveles Torres

Centro de Investigaciéon Regional Norte Centro
Campo Experimental Zacatecas

Calera de V.R., Zac.

Folleto técnico Num. 107

Diciembre 2020

ISBN: 978-607-37-1268-2

35 Atos Traruforminds el Camps




SECRETARIA DE AGRICULTURA Y DESARROLLO RURAL
DR. VICTOR MANUEL VILLALOBOS ARAMBULA
Secretario

ING. VICTOR SUAREZ CARRERA
Subsecretario de Alimentacién y Competitividad
LIC. DAVID MONREAL AVILA
Coordinador General de Ganaderia
DR. SALVADOR FERNANDEZ RIVERA
Coordinador General de Desarrollo Rural
LIC. IGNACIO OVALLE FERNANDEZ
Director General de Seguridad Alimentaria

INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES
FORESTALES, AGRICOLAS Y PECUARIAS
DR. LUIS ANGEL RODRIGUEZ DEL BOSQUE

Encargado del Despacho de los Asuntos de la Direccion

General del INIFAP
DR. JOSE ANTONIO CUETO WONG

Coordinador de Investigacion, Innovacién y Vinculacion

DR. LUIS ORTEGA REYES
Coordinador de Planeacién y Desarrollo

LIC. JOSE HUMBERTO CORONA MERCADO
Coordinador de Administraciéon y Sistemas

CENTRO DE INVESTIGACION REGIONAL NORTE-CENTRO

DR. ARTURO DANIEL TIJERINA CHAVEZ
Director Regional

DR. FRANCISCO JAVIER PASTOR LOPEZ
Director de Investigacion

ING. RICARDO CARRILLO MONSIVAIS
Director de Administracién

CAMPO EXPERIMENTAL ZACATECAS
DR. LUIS ROBERTO REVELES TORRES
Director de Coordinacién y Vinculacion



PATOGENOS ASOCIADOS CON LA VIROSIS DEL
CHILE EN EL ESTADO DE DURANGO

Dr. Rodolfo Velasquez Valle
Investigador del Programa de Sanidad
Forestal y Agricola
Campo Experimental Pabellén

MC. Maihualy Martinez Fernandez
Investigador del Programa de Hortalizas
Campo Experimental Valle del Guadiana

Dr. Luis Roberto Reveles Torres
Investigador del Programa de Biologia Molecular
Campo Experimental Zacatecas

Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias
Centro de Investigacion Regional Norte Centro
Campo Experimental Zacatecas
Calera de Victor Rosales, Zac., México
Diciembre 2020



Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias
Progreso No. 5, Barrio de Santa Catarina
Delegaciéon Coyoacan, C. P. 04010 México, D.F.
Teléfono (55) 3871-8700

Folleto Técnico 107

PATOGENOS ASOCIADOS CON LA VIROSIS DEL
CHILE EN EL ESTADO DE DURANGO

ISBN: 978-607-37-1268-2
Primera Edicion 2020

No esta permitida la reproduccion total o parcial de
esta publicacién, ni la transmisién de ninguna forma o
por cualquier medio, ya sea electrénico, mecanico,
fotocopia, por registro u otros métodos, sin el
permiso previo y por escrito de la institucion.

Hecho en México



Contenido

1. INErOAUCCION ... 1
2. Metodologia......cccocveeiiiiiiiiiiiieiiiieenneeeee, 5
2.1 Colecta de muestras......cccoeeeeeeeeeeeecccccccccccccccccennnene 5
2.2 Extraccion de DNA........cccoiirirrrrrereeeeeeeeeececenneeeeeens 6
2.3 Cuantificacion de DNA .........cccovvreeeeieeeeeccccnneeeeeen. 8
2.7 Electroforesis en geles de agarosa...............uee..... n
3. Resultados........cooooiiiiiiiiiiiiieenccceneeeeeeee, 12
3.1Incidencia de patdgenos ........ueeeeeeeiieeccccinneneeenen. 12
3.2 Principales sintomatologias asociadas a la virosis
del chile en DUrango.......ceciieiieeccivineeeeeeeeeeeeeeceveeeeee 16
3.3 BEGOMOVIIUS ...cuuuurrrrrreeeeeeeeneerenreeeeeeeeeeesssssnnseeseees 24
3.4 Candidatus Liberibacter solanacearum.............. 25
3.5 Candidatus Phytoplasma trifolii .......................... 26
4, CoONCIUSIONES.....cciiiiiiiiiiiiiccccccccccccceeeeeeceeece e, 27

5. Bibliografia....cccceeeeeeivreieiiieiercccceeeeeeeeeeeccee 28



1. Introduccion

La produccién de chile para consumo en fresco y en
seco en el estado de Durango se enfrenta a diversas
limitantes bidticas, sin embargo, a partir del ciclo de
cultivo primavera verano de 2014 se registro la
presencia de una nueva enfermedad (Veldasquez-Valle
et al, 2014) a la que pronto se le confirié el nombre
comun de virosis del chile y cuya severidad obligd a un
numero de productores de esta hortaliza a destruir sus
cultivos a pocos dias de iniciado el ciclo.

En el norte centro de México el cultivo de chile es
infectado por un elevado numero de agentes virales;
un miembro del género Curtovirus denominado Beet
mild curly top virus (BMCTV) fue identificado en
plantas de chile ancho y mirasol en Aguascalientes y
Zacatecas en las que provocaba sintomas como
clorosis, enanismo, deformaciéon de hojas y escasa
fructificacion; una de las principales caracteristicas de
este género es que se disemina por medio de la
chicharrita del betabel, Circulifer tenellus Baker
(Veldasquez-Valle et al, 2008). En Chihuahua se
encontraron plantas de chile jalapefio que mostraban

clorosis intervenal, enanismo y deformacién de hojas y
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donde se identificé al Beet severe curly top virus
(BSCTV), otro miembro del género Curtovirus (Robles-
Hernandez et al/, 2011). En el trabajo realizado por
Swisher et al (2018) se reportd la presencia de una
cepa de Curtovirus denominada BCTV-SpCT (US-Sp3-
96) previamente identificada como Spinach curly top
virus en una muestra de chile colectada en Zacatecas;
ademas, otras secuencias obtenidas de muestras de
chile en Poanas, Dgo y Sombrerete, Zac., compartian
91% de identidad con la cepa BCTV-PeCT (US-Ca-BV3-
Pep-09) antes conocida como Pepper curly top virus.

Dentro de los virus de ARN en Aguascalientes, San Luis
Potosiy Zacatecas se identifico a los virus del mosaico
del pepino (Cucumber mosaic virus: CMV), del
jaspeado del tabaco (7Tobacco etch virus: TEV), del
mosaico del tabaco (Tobacco mosaic virus: TMV), Y de
la papa (Potato virus Y: PVY) y del moteado del chile
(Pepper mottle virus: PepMV) asociados con sintomas
como enanismo, clorosis y deformacién de hojas
(Velasquez-Valle et al., 2012). Adicionalmente el virus
de la marchitez manchada del jitomate (7omato
spotted wilt virus: TSWV) se encontré en Zacatecas en
plantas de chile ancho (Velasquez-Valle et al/., 2009).

Un estudio realizado en parcelas de chile en Chihuahua
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(Gonzalez-Franco et al., 2014) reveld la presencia de
nuevos patdégenos virales de ARN para esa region,
entre los cuales se encontraron CMV, TEV, TMV, TSWV,
PVY, PepMV, virus del mosaico de la alfalfa (A/falfa
mosaic virus: AMV), virus de la mancha anillada del
tabaco (Tobacco ring spot virus: TRSV), virus de la
mancha anillada del tomate (Tomato ring spot virus:
ToRSV), virus del enanismo arbustivo del tomate
(Tomato bushy stunt virus: TBSV), virus del moteado
moderado del chile (Pepper mild mottle virus: PMMoV)
y virus de la mancha necrética del Impatien (/mpatien
necrotic spot virus: INSV).

Otro género viral importante es el de los Begomovirus
que son transmitidos por un grupo de biotipos de la
mosquita blanca, Bemisia tabaci Genn. (Inoue-Nagata
et al,, 2016); Reveles-Torres et al. (2012) mencionaron
la infeccién mixta de los virus del mosaico dorado del
chile (Pepper golden mosaic virus: PepGMV) y del
huasteco de la vena amarilla del chile (Pepper
Huasteco yellow vein virus: PHYVV), ambos
pertenecientes al género Begomovirus, con el BMCTV
en plantas de chile mirasol que mostraban sintomas de

amarillamiento.



Ademas de los virus, otros patégenos como las
bacterias también infectan las plantas de chile en esta
region. Un estudio revelé que para el otoino de 2014
entre el 5y 75% de las parcelas de chile en los estados
de Durango, Michoacan y Zacatecas presentaban
sintomas como hojas pequenas, cloréticas, con
mosaico, rizadas, entrenudos cortos, enanismo, filodia
y roseteado de brotes (Swisher et al., 2018); en 2015 se
dio a conocer la presencia en plantas de chile mirasol
provenientes de Zacatecas de una bacteria llamada
Candidatus Phytoplasma trifolii 16SrVI, la cual ocasiona
un sobrecrecimiento de los sépalos conocido como
yema grande (Mauricio-Castillo et a/, 2015).

El objetivo del folleto consiste en dar a conocer los
avances de investigacion obtenidos en los Campos
Experimentales Valle de Guadiana y Zacatecas del
INIFAP en relacién con la identificacion molecular de
los patégenos asociados con la enfermedad

denominada virosis del chile en Durango.



2. Metodologia

2.1 Colecta de muestras
Se realizaron recorridos por el area productora de chile

en el municipio de Poanas y en el area de Rodeo, Dgo.
durante el afno 2018. Se localizaron parcelas
comerciales pertenecientes a tipos de chile (consumo
en fresco y en seco) Ancho, Puya, Mirasol, Anaheim,
Jalapeno y Tornachile. Se colectaron plantas con
sintomas asociados a la infecciéon por fitoplasmas
(clorosis, deformacion foliar, yema grande,
sobrecrecimiento, enanismo, etc) (Figura 1). De cada
planta colectada se tomé una submuestra de follaje
joven que se entregé al laboratorio de Diagndstico
Molecular en Sanidad Vegetal del CEZAC para la
deteccion e identificacion de posibles bacterias como
Fitoplasmas y Liberibacter, y de virus especificamente
Begomovirus y Curtovirus. Se registraron los sintomas

presentes en cada muestra.



Patégenos asociados con la virosis del chile en el estado de Durango

Figura 1. Parcela comercial de chile en Poanas, Dgo., mostrando
plantas con la sintomatologia utilizada para la identificacion de
patégenos en el presente trabajo.

2.2 Extraccion de DNA

La preparacion de los extractos a partir de las plantas
colectadas se realizé por el método de Dellaporta et al.
(1983), con algunas modificaciones de Weising et al.
(1995) y adecuaciones propias, quedando de la
siguiente manera: Primeramente, se macerd un gramo
de tejido vegetal con nitrégeno liquido, en un mortero
de porcelana frio, posteriormente, el tejido
pulverizado se colocé en un tubo eppendorf de 1.5 ml,
previamente etiquetado, al cual se le adicionaron 800
Ml de buffer de extraccion (200 mM, Tris-base, pH. 8.5;
250 mM NaCl; 25mM EDTA; 0.5%SDS) y 40 ul de SDS

20%, la muestra se agité hasta homogenizarla. En
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seguida, los tubos se incuban a 65°C, durante 10
minutos, realizando agitaciones cada 2 minutos.
Después de la incubacion, se anadié 200 ul de acetato
de potasio 5 M y la muestra se mezclé hasta
homogenizar.

Los tubos se centrifugaron a 14,000 rpm, por 20
minutos. Después, el sobrenadante se transfirid a un
nuevo tubo, y se agrego la cantidad equivalente de PCI
(250 pl de fenol, 250 pl de la mezcla de Cloroformo-
Isoamilalcohol), la muestra se mezclé hasta
homogenizar, y enseguida, se centrifugé a 14,000 rpm,
por 10 minutos. Posteriormente, se transfirid el
sobrenadante a un nuevo tubo y se adiciond, por las
paredes del tubo, 500 pl de isopropanol frio, seguido
de agitaciones, suaves, hasta observar el precipitado
blanco, en forma de un conglomerado (DNA). Para una
precipitacion optima, se colocaron los tubos a -20 °C
durante 10 minutos. Después de esto, se centrifugo a
14,000 rpm por 5 minutos. La pastilla obtenida se lavo,
dos veces, con 600 pl de etanol frio al 70%. El
sobrenadante se descartd, y los tubos se invirtieron
para secar la pastilla de DNA. Posteriormente, la
pastilla se disolvié en 40 pl de buffer TE (tris- EDTA 0.01

Mm ph 8.0). Finalmente se adiciond, alas muestras con
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el DNA disuelto, 0.2 pyl de enzima RNAsa, continuando

con una incubacién a 37°C por 30 minutos.

2.3 Cuantificacion de DNA
El DNA resultante se cuantificé utilizando un

espectrofotometro de UV-Visible, marca Jenway
modelo 3365, usando celdas de cuarzo. La absorbancia
se midié a longitudes de onda de 260 y 280 nm; la
relacién entre ambos valores es un indicador de la
pureza del material extraido, ya que las proteinas
absorben luz UV a 280 nm. Posteriormente, se
procedid a calcular la cantidad de DNA por gramo de
tejido mediante la siguiente férmula:
ng. yl -1 de DNA = Factor de dilucién x Absorbancia
260 nm x K

Donde K es 50 ng. pl -1, la concentraciéon de DNA con
absorbancia a 260 nm igual a 1. Luego, se calculé el
DNA total, al considerar el volumen total resultante de
cada extraccion, y éste se relacioné con la cantidad de

masa original.

2.4 Deteccion de Liberibacter
Para el diagnédstico de Candidatus Liberibacter
solanacearum se utilizaron los iniciadores especificos:

OA2 / Oi2c (Liefting et al., 2008; Liefting et al., 2009).
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El ensayo de PCR se realizé conteniendo 1 yL de ADN,
1 uL de buffer 10X, 0.4 de MgCl, 50mM, 0.2 ul de
nucledtidos trifosfatados (dANTP’s), 0.2 uL de Tag DNA
polimerasa, 0.2 ul de cada oligonucleétido y 6.8 yL de
agua. Enseguida se realizaron las reacciones de
amplificacion por PCR, donde las condiciones
consistieron en una desnaturalizacidon inicial a 95°C por
5 minutos, seguido de 35 ciclos con temperatura de
desnaturalizacion de 94°C/min, temperatura de
hibridaciéon de 60°C/min y temperatura de elongacién
de 72°C/1.30 minutos. Posteriormente se efectio un
calentamiento de 72°C/min para después mantenerse
a temperatura de 15°C. Para la electroforesis se
prepard un gel de agarosa al 1.2% y se cargaron 7 pyL del
producto de PCR junto con 2 pl de buffer de carga LB

1X, de marcador se utilizaron 6 pl de 1Kb.

2.5 Deteccion de Fitoplasmas

El fitoplasma se detecté por PCR anidada utilizando
los iniciadores especificos P1 (5 -AAG AGT TTG ATC
CTG GCT CAG GAT T-3 " y Tint (5 -TCA GGC GTG TGC
TCT AACCAGC-3 ") (Smart et al, 1996), y después una
re amplificacion anidada a partir de un fragmento de

1,250 pb aproximadamente con los oligonucleétidos
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R16F2n (5 " -GAA ACG ACT GCT AAGACTGG-3 " y5 7 -
TGA CGG GCG GTG TGT ACA AAC CCC G-37)
(Gunderseny Lee, 1996).

Los programas del termociclador fueron 94°C/5
minutos, 35 ciclos (94°C/Iminuto,
56°C/Iminuto,72°C/2 minutos), y de extensién final a
72°C /5 minutos. El programa para la reamplificacién
fue a 94°C/5 minutos, 35 ciclos (94°C/Iminuto,
55°C/Iminuto, 72°C/2 minutos), y extensiéon final a
72°C /5 minutos. Los productos de PCR fueron

separados por electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

2.6 Deteccién de virus

El diagnéstico de BCTV fue realizado por medio de
PCR usando los primers universales BCTV CP4f (5'-CAG
TAT CGA CCA GTT GTT T-3') y BCTV CP6r (5'-CTC TTC
GAA TAC GAT AAG TAG-3'). Para la reaccion se
utilizaron 5-10 ng de ADN y 20 pl de una reaccién
compuesta por 0,250 uM de cada cebador, 3 unidades
de Taq DNA polimerasa (Promega, Madison, USA), 250
MM de dNTPs, 2 pyl de tampdn para Taq 10X (15 mM
Cl2Mg; 100 mM Tris-HCI (pH 9); 500 mM KCI; 1,1% de
gelatina) y 3 mM Cl;Mg. El programa utilizado de la
PCR fue: 35 ciclos consistentes de 94°C por 30
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segundos, 59°C por 60 segundos y 72°C por 90
segundos y una extension final de 72°C por 5 minutos.
La amplificacion de los productos fue separada por
electroforesis El diagnostico de BCTV fue determinado
por la presencia de un fragmento de 576 pb en geles

de agarosa al 2%.

2.7 Electroforesis en geles de agarosa

Los productos de PCR resultantes de los analisis de los
tres patégenos, se analizaron por electroforesis en un
gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio (Smart et
al., 1996).

El gel de corrimiento para camara de electroforesis,
con capacidad de 50 ml, se prepard de la siguiente
manera: se mezclé 50 ml de buffer TBE 1x (TRIS-HCI,
acido borico 90 mM, EDTA1mM)y 0.5 g de agarosa. La
mezcla se calentd, en el microondas, para lograr la
disolucion de la agarosa en el TBE 1x y se dejoé enfriar
un poco, en seguida, se afadié 1.5 pl de bromuro de
etidio. Antes de que la muestra gelifique, se vacié a la
camara de electroforesis, en la cual, se dejé solidificar,
con los peines inmersos, con la finalidad de formar los
pozos a cargar en el gel. La camara de electroforesis se

llend, con buffer TBE 1x, hasta cubrir el gel.
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Posteriormente, se mezclan 6 pl de muestra, con 3 pl
de buffer de carga y se depositaron dentro de cada
pozo en el gel y se continué con el corrimiento a 90
volts durante una hora. Finalmente, se visualizé el gel
en una camara de luz ultravioleta y se prosiguié con la
fotodocumentacion para la interpretacion de

resultados, analizados con el Software Kodak 1D 3.6.

3. Resultados

3.1 Incidencia de patégenos

Un muestreo preliminar realizado en el area
productora de chile en Poanas, Dgo., revelé que en el
89.4% de las muestras colectadas se detecté al menos
un patégeno viral o bacteriano: la presencia de
begomovirus, Candidatus Liberibacter solanacearum
(CLso) y fitoplasmas se encontré en el 66.7, 54.2 y
25.0% respectivamente de las muestras colectadas; no
se detectd la infeccidon por Spiroplasma o virus del

género Curtovirus (Figura 2).
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Figura 2. Incidencia de patégenos en plantas de chile mirasol con
sintomas de virosis colectadas en la region de Poanas, Durango.

En el 53.4% de las muestras positivas se identifico
solamente un patégeno; en el 34.9 y 11.6% restante se
identificaron dos y tres patégenos en la misma
muestra respectivamente; el fendmeno de infecciones
mixtas en chile es comun, por lo menos para virus de
ARN segun mencionan Abdalla et a/. (1991) y Murphy y
Zitter (2003).

De acuerdo con la frecuencia de detecciéon (%) en
forma individual o en asociacién con otros patégenos,
se confirmo la importancia de los begomovirus ya que
en forma individual se encontré en el 27.9% de las
muestras y en forma mixta se encontré en el 25.6% de

13



las muestras que también fueron positivas a CLso. La
asociacion CPt + CLso, CPt en forma individual y la
asociacion Begomovirus + CPt, alcanzaron los menores

porcentajes de deteccion (Cuadro 1).

Cuadro 1. Frecuencia de deteccidon de begomovirus, Candidatus
Liberibacter solanacearum y Candidatus Phytoplasma trifolii en
plantas de chile colectadas en Poanas, Durango.

Patogeno (s) Frecuencia de deteccion

(%)

Begomovirus

Candidatus Liberibacter 16.3

solanacearum
Candidatus Phytoplasma trifolii 6.9
Begomovirus + Candidatus 25.6
Liberibacter solanacearum
Begomovirus + Candidatus 6.9
Phytoplasma trifolii
Candidatus Liberibacter 2.3
solanacearum +
Candidatus Phytoplasma trifolii
Begomovirus + Candidatus 1.6
Liberibacter solanacearum +

Candidatus Phytoplasma trifolii

Durante junioy julio de 2018 se colectaron 141 muestras
de plantas de chile de los tipos Anaheim, Ancho,
Jalapefo, Mirasol, Puya y Tornachile en las areas
productoras de chile en Poanas y Rodeo, Dgo. La
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mayoria de esos tipos, probablemente con excepcion
de los Anaheim y Jalapefios, corresponden a tipos
criollos, lo cual posiblemente conduzca a una
respuesta mas heterogénea a la virosis. El tipo de chile
con mayor frecuencia de muestreo fue el Mirasol
(53.2%) seguido por el Ancho (31.9%), por el contrario,
los tipos Anaheim y Puya resultaron con las menores
frecuencias de muestreo, 2.1y 2.8% respectivamente

(Figura 3).

60
50
40
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% de muestreo

20

10

Anaheim Ancho Jalapefio Mirasol Puya Tornachile

Tipos de chile

Figura 3. Proporcién de tipos de chile muestreados en Poanas y
Rodeo, Dgo. para deteccién de patégenos asociados con la virosis
del chile.
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3.2 Principales sintomatologias asociadas a la virosis
del chile en Durango

En forma general se observaron cuatro grupos de
sintomas definidos con cierta claridad en las plantas
de chile afectadas por la virosis en Durango. Enseguida
se describe cada una de esas sintomatologias, aunque
es necesario aclarar que una planta con cualquiera de
estos grupos de sintomas puede mostrar una

sintomatologia perteneciente a otro grupo.

Grupo de sintomas I: generalmente la parte mas joven
de las ramas es la que presenta los sintomas que
incluyen clorosis intervenal una deformacion de las
hojas que adquieren la forma de una cuchara; la planta
continlla produciendo flores, pero los frutos no
alcanzan el tamafio normal y son deformes, sin valor
comercial. En la mayoria de los casos, las plantas
afectadas son de menor tamano que las

aparentemente sanas (Figura 4).
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Patégenos asociados con la virosis del chile en el estado de Durango

Figura 4. Planta de chile con clorosis intervenal, enanismo y
deformacion foliar en forma de cuchara.

Grupo de sintomas Ill: Las plantas muestran hojas,
usualmente las mas viejas, con zonas amarillas o
clordticas en la base o apice; otros sintomas como
bordes ondulados y abultamiento de la superficie foliar
afectada también pueden ser observados;
frecuentemente los frutos de estas plantas se

deforman (Figura 5).
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Patégenos asociados con la virosis del chile en el estado de Durango

Figura 5. Planta de chile mostrando zonas amarillas en la base de
las hojas. Las hojas afectadas también presentan bordes
ondulados y abultamientos.

Grupo de sintomas lll: La caracteristica distintiva de
este grupo de sintomas es el conocido como yema
grande y que consiste en el sobrecrecimiento de los
sépalos y el nulo o escaso desarrollo del fruto. Las
plantas afectadas son del mismo tamano que las
aparentemente sanas. Las hojas tienen una apariencia
clorética, erecta, con los bordes rizados y alanceolada;
regularmente estas plantas carecen de frutos, pero si
llegaran a tenerlos son de menor pesoy sin el color rojo

intenso de los frutos secos (Figura 6).
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Patégenos asociados con la virosis del chile en el estado de Durango

Figura 6. Planta de chile mostrando el sintoma de yema grande y
follaje clordtico y deforme.

Grupo de sintomas IV: Las plantas en este grupo
presentan clorosis o color amarillo intenso, enanismo,
hojas elongadas y gruesas, venacion purpura y frutos

escasos, deformes y de menor tamarno (Figura 7).
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Figura 7. Planta de chile mostrando enanismo, clorosis severa,
hojas elongadas y ausencia de frutos.

El porcentaje de deteccion de patégenos en el
segundo grupo de muestras colectadas en 2018 fue de
30.9%, sin tomar en cuenta la variedad, patégeno o
sitio de muestreo; sin embargo, el porcentaje de
deteccion de patégenos resulté diferente para cada
tipo de chile: destaca el caso de las muestras de chile
Anaheim cuyos sintomas incluian follaje rizado,
clorosis y enanismo y que fueron negativas a los cinco
patégenos probados. En las muestras pertenecientes
a los tipos Ancho y Tornachile se obtuvo un porcentaje
de deteccidn similar, 17.4 y 14.3% aunque el numero de
muestras examinadas fue diferente, 46 y 7 para Ancho

y Tornachile respectivamente. Los porcentajes de
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deteccion en las muestras de Jalapeio (57.1%) y Puya

(50%) fue superior al de Mirasol (38.7%) aunque los
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Figura 8. Porcentaje de deteccién de patégenos asociados con la
virosis en muestras de diferentes tipos de chile colectadas en

Durango, México.

En este segundo grupo de muestras se encontraron
solamente dos de los cinco patégenos probados; se
confirmé la presencia de Begomovirus y de CLso
mientras que no fueron encontrados CPt, Curtovirus y
Spiroplasma en ninguna de las muestras analizadas. En
general, sin tomar en cuenta el tipo de chile o sitio de
muestreo, el porcentaje de deteccion de Begomovirus

y CLso fue de 15y 27.5% respectivamente.
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En todas las muestras colectadas,
independientemente del tipo de chile, se encontré
que por lo menos fueron positivas a Begomovirus o
CLso; la Uunica excepcion fueron las muestras
obtenidas en chile Anaheim, donde no se detectd a
ninguno de estos patdégenos. El porcentaje de
deteccion de CLso fue superior al de Begomovirus en
los tipos de chile Ancho, Mirasol y Jalapefo. En las
muestras del tipo Tornachile el porcentaje de
deteccidon para ambos patégenos fue similar; en el
caso de las muestras de chile Puya solamente se

detectd la presencia de Begomovirus (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de deteccion de Begomovirus y Candidatus
Liberibacter solanacearum en muestras de diferentes tipos de
chile en Durango, México.

El porcentaje de deteccidon de patégenos en general
en este trabajo fue de 89.4 y 30.9% para el primer y
segundo muestreo respectivamente, aunque en el
primero se identificaron tres agentes patogénicos
(Begomovirus, CLso y CPt) mientras que en el segundo
solamente se encontraron Begomovirus y Clso. El
trabajo realizado en Durango, Zacatecas y Michoacan
por Swisher et al. (2018) reporté que el 76% de las

muestras de chile analizadas se encontraban
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infectadas con CLso, el fitoplasma Beet /leafhopper-
transmitted virescence agent (BLTVA) y una cepa de
Curtovirus.

El porcentaje de deteccién de infecciones mixtas con
dos patdégenos fue superior al 30% en el muestreo
preliminar en contraste, en el segundo muestreo
solamente el 18.2% de las muestras positivas totales
resultaron positivas a dos patégenos
simultdaneamente. La interaccién Begomovirus - Clso
se identificé en muestras de los tipos Mirasol (62.5%),
Jalapefo (25.0%) y Ancho (12.5%). No se detectaron
interacciones entre tres patégenos en ninguna de las
muestras colectadas.

En las muestras de diferentes tipos de chile que
mostraban sintomas de virosis se identificaron tres
patdégenos o grupos de patégenos: un género viral:
Begomovirus 'y dos bacterias: Candidatus Liberibacter
solanacearum y Candidatus Phytoplasma trifolii. Las
principales caracteristicas de cada uno de ellos se

anotan enseguida.

3.3 Begomovirus

Los virus dentro del género Begomovirus (Familia

Geminiviridae) presentan un genoma de ADN sencilla
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circular. La mayoria de los Begomovirus poseen un
genoma bipartito, es decir, el genoma se encuentra
repartido en dos segmentos conocidos como ADN Ay
ADN B; la produccién de sintomas en el hospedero
requiere de ambos segmentos (Reveles-Torres et al.,
2019). En México se ha reportado al virus huasteco de
la vena amarilla (Pepper huasteco yellow vein virus:
PHYVV) y al virus del mosaico dorado del chile (Pepper
golden mosaic virus: PepGMV) (Reveles-Torres et al.,
2012; Vaca-Vaca et al, 2019). Los begomovirus son
transmitidos por la mosquita blanca B. tabaci de una
manera circulativa persistente; el insecto ingiere el
virus a través de sus estiletes, los viriones pasan a lo
largo del canal alimentario hasta alcanzar el es6fago y
el intestino medio, posteriormente llegan hasta la
hemolinfa y se traslocan hacia las glandulas salivales
primarias de donde son expulsados en la saliva hacia el

floema de las plantas (Czosnek et a/.,, 2017).

3.4 Candidatus Liberibacter solanacearum

Clso es una bacteria Gram negativa filamentosa que
puede tomar formas redondas al terminar su ciclo
celular, cuenta con wuna delgada capa de

peptidoglicano, no existe evidencia de flagelos, no
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cultivable en medios artificiales, parasito obligado de
los tubos cribosos del floema de las plantas, aunque
también se encuentra en el sistema digestivo y
hemolinfa del insecto vector; Clso puede ser
transmitido por medio de injerto, semilla e insectos
vectores. El vector de esta bacteria es el psilido de la
papa y del tomate, Bactericera cockerelli cuyos
habitos de alimentacion provocan danos
considerables en sus hospederos, pero adquieren
mayor severidad debido a la transmisiéon de patégenos
como CLso. Una vez inoculada en una planta, la
bacteria se multiplica y extiende sistémicamente
(Ontiveros, 2012; Camacho-Tapia et al., 2016; Delgado-
Ortiz et al., 2019).

3.5 Candidatus Phytoplasma trifolii

Los fitoplasmas son bacterias que carecen de pared
celular, en consecuencia, son pleomoérficos, poseen un
genoma pequeno, de 530 a 1350 Kb, muestran un bajo
contenido de guanina y citosina en su ADN; son
resistentes a antibidticos como la penicilina, pero
susceptibles a la tetraciclina; su distribucion en las
plantas infectadas se limita a las células cribosas del

floema y su transmision se realiza por insectos
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conocidos como chicharritas de la familia Cicadellidae,
entre otras. En las parcelas de chile en Zacatecas se ha
encontrado que CPt puede ser transmitido por la
chicharrita del betabel Circulifer tenellus Baker y las
chicharritas Empoasca abrupta DeLong y Ceratagallia
nitidula Oman (Mauricio-Castillo et al., 2075; Reveles-
Torres et al., 2017; Reveles-Torres et al, 2018; Salas-

Muioz et al., 2018).

4. Conclusiones

En las plantas de chile con sintomas de la enfermedad
conocida como “virosis del chile”, colectadas en el
estado de Durango se identificaron un género viral
denominado Begomovirus asi como dos bacterias
habitantes del floema: Candidatus Liberibacter

solanacearum y Candidatus Phytoplasma trifolii.
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La produccion de chile para consumo en fresco y en
seco en el estado de Durango se enfrenta a diversas
limitantes bidticas, pero a partir del ciclo de cultivo
primavera verano de 2014 se registré la presencia de
una nueva enfermedad a la que pronto se le confirié el
nombre comun de virosis del chile y cuya severidad
obligé a un numero de productores de esta hortaliza a
destruir sus cultivos a pocos dias de iniciado el ciclo. El
objetivo de ésta publicacion consiste en dar a conocer
los avances de investigacion obtenidos en los Campos
Experimentales Valle de Guadiana y Zacatecas del
INIFAP en relacién con la identificacién molecular de
los patégenos asociados con la enfermedad
denominada virosis del chile en Durango.
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