Actualidades y desafios de la Investigacién en Recursos Bidticos de Zonas Aridas

SINTOMAS ASOCIADOS CON LA INFECCION POR CURTOVIRUS Y
FITOPLASMAS EN CHILE PARA SECADO

Velasquez-Valle, R.' Reveles-Torres, L. R.2

1Campo Experimental Zacatecas, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, Apdo. Postal #

18, Calera de V. R., Zacatecas, México, CP 98500, velasquez.rodolfo@inifap.gob.mx,

2Campo Experimental Zacatecas, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, Apdo. Postal #
18, Calera de V. R., Zacatecas, México, CP 98500 y Mauricio-Castillo, J. A. Unidad Académica de Agronomia,

Universidad Autdnoma de Zacatecas

RESUMEN

El objetivo de este trabajo consistié en determinar la presencia del Beet mild curly top virus (BMCTV)
y fitoplasmas en plantas de chile que exhibian sintomatologias diferentes. Muestras de follaje de
plantas de chile que mostraban sintomas como amarillamiento, hoja pequefia 0 yema grande fueron
colectadas durante la temporada de cultivo 2010 en los estados de Aguascalientes, San Luis Potosi
y Zacatecas, México y se sometieron a PCR para determinar la presencia de los patégenos
mencionados. Se colectaron 407 muestras de diferentes tipos de chile para secado, de las cuales
50.6, 23.6 y 25.8% expresaban sintomas de amarillamiento, hoja pequefia y yema grande
respectivamente. La presencia de BMCTV vy fitoplasmas fue detectada en 27.8 y 9.3% de las
muestras independientemente de la sintomatologia expresada. En algunos casos ambos agentes

patogénicos se detectaron en la misma muestra.
Palabras clave: amarillamiento, hoja pequefia, yema grande, norte-centro de México
ABSTRACT

The goal of this study was to determine the presence of the Beet mild curly top virus (BMCTV) and
phytoplasmas in pepper plants that exhibited different symptomatologies. Samples of pepper plants
that showed symptoms like yellowing, little leaf or big bud were collected durung the 2010 crop
season in the states of Aguascalientes, San Luis potosi and Zacatecas, Mexico, and the presence of
BMCTV or phytoplasmas was determined by PCR. 407 samples from different dry pepper types;
50.6, 23.6, and 25.8% of those samples expressed yellowing, little leaf, and big bud symptoms

respectivally. Presence of BMCTV and phytoplasmas was detected in 27.8 and 9.3% of the samples,
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regardless the symptoms expressed. In some samples both pathogenic agents were simultaneously

detected.

Keywords: yellowing, little leaf, big bud, North-Central Mexico

INTRODUCCION

En la region norte-centro de México el chile para secado (Capsicum annuum L.) es trasplantado en
alrededor de 39, 000 hectéreas (Velasquez-Valle et al., 2012a). El rendimiento y calidad del cultivo
son reducidos por la presencia de enfermedades como la pudricién de la raiz provocada por
Phytophthora capsici Leo., sin embargo a partir del ciclo de cultivo 2003 se reportd en esta region la
presencia de una sintomatologia que fue descrita afectando lineas experimentales de chile ancho y
mirasol (Veldsquez-Valle et al., 2003); el nombre propuesto para ese grupo de sintomas fue el de
“‘amarillamiento del chile”; posteriormente se identificd al Beet mild curly top virus (Virus de la punta
rizada del betabel: BMCTV) en plantas de chile que mostraban los sintomas de amarillamiento
(Velasquez-Valle et al., 2008). En ciclos de cultivo recientes la presencia de otros grupos de
sintomas ha sido registrada bajo el término de amarillamientos aunque se pueden distinguir al
menos otros dos grupos de sintomas bien definidos: hoja pequefia y yema grande. Un grupo de
sintomas denominado hoja pequefia ha sido citado afectando al cultivo de chile en el centro y oeste
de México (Santos-Cervantes et al., 2008). Por otro lado, el sintoma de yema grande ha sido
mencionado a nivel mundial dafiando plantas de jitomate en Italia y Grecia (Del Serrone et al., 2001;
Vellios y Lioliopoulou, 2007); en Brasil se le ha llamado caliz gigante (Flores, 1972). Se considera
que ambos sintomas, hoja pequefia y yema grande, estan asociados con la infeccion por
fitoplasmas. Aunque la presencia de dos 0 mas virus en una sola planta de chile en esta region de
México ya ha sido mencionada (Velasquez-Valle et al., 2012a; Fraire et al., 2011), la informacion
acerca de la ocurrencia de BMCTV vy fitoplasmas en una misma planta de chile para secado o su
relacion con una sintomatologia especifica es escasa en el norte centro de México, en
consecuencia, el proposito de este trabajo consistié en determinar la presencia aislada o simultanea
de BMCTV vy fitoplasmas en plantas de chile para secado que expresaban una sintomatologia

especifica.
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MATERIALES Y METODOS

Durante el ciclo de cultivo 2010 se realizaron recorridos en parcelas comerciales de chile para
secado para obtener plantas de chile que manifestaban las diferentes sintomatologias asociadas con
el “amarillamiento del chile”. EI nimero de plantas colectadas en cada parcela fue variable. La
sintomatologia de cada planta colectada se registr6 y se clasifico en uno de los siguientes grupos de

sintomas: Grupo I: Amarillamiento; Grupo Il: Hoja pequefia y Grupo Ill: Yema grande.

Para detectar la presencia del BMCTV se tomaron 0.5 g de tejido foliar de cada una de las muestras
analizadas; el tejido fue macerado en nitrégeno liquido para extraer el ADN total con CTAB al 4%
(Dellaporta et al., 1983). EI BMCTV fue detectado por PCR usando los oligonucledtidos BMCTV
CP4f (5'-CAG TAT CGA CCA GTT GTT T-3') y BMCTV CP6r (5'-CTC TTC GAA TAC GAT AAG
TAG-3') (Creamer et al., 2005), los cuales amplifican una porcidn del gen que codifica la proteina
que forma la cubierta proteica. Para la reaccion se utilizaron 5-10 ng de ADN y 20 pl de una reaccion
compuesta por 0,250 uM de cada cebador, 3 unidades de Taq DNA polimerasa (Promega, Madison,
USA), 250 uM de dNTPs, 2 ul de tampén para Taq 10X (15 mM CI2Mg; 100 mM Tris-HCI (pH 9);
500 mM KCI; 1,1% de gelatina) y 3 mM CloMg. La reaccion de PCR consistié en: 35 ciclos
consistentes de 94°C por 30 segundos, 59°C por 60 segundos y 72°C por 90 segundos. Y una
extensién final de 72°C por 5 minutos. La amplificacién de los productos de PCR fue separada por
electroforesis en geles de agarosa al 2%. El diagnéstico positivo de BMCTV es determinado por la
presencia de un fragmento de 576 pares de bases. El ADN fue tefiido con bromuro de etidio y

visualizado mediante luz ultravioleta en un equipo SIGMA T1201.

Para la deteccién de fitoplasmas se tomaron muestras de tejido sintomatico, a las cuales se les
extrajo el ADN total de acuerdo con la metodologia propuesta por Weising et al.1995. La
concentracion del ADN se determind en un espectrofotdmetro JENWAY 6305, mediante la lectura de
su absorbancia a 260 nm. Ademas se realizd una electroforesis para determinar la integridad y
calidad del ADN obtenido de todas las muestras. Para llevar a cabo el PCR anidado se utilizaron
cebadores especificos para la deteccion de fitoplasmas con el fin de aumentar la especificidad y
sensibilidad del ensayo. Se utilizaron pares de cebadores universales para amplificar secuencias del
gen 16S rRNA de fitoplasmas propuestas por Smart et al., (1996) y Gundersen y Lee (1996). Estos
fueronR16F2n/R16R2 (5'- GAA ACG ACT GCT AAG ACT GG-3' / 5- TGA CGG GCG GTG TGT
ACA AAC CCC G-3) para la primera amplificacion y  P1/Tint  (5-
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AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3* /| 5-TCAGGC GTGTGCTCTAACCAGC-3' ) para la
segunda amplificacion de la PCR anidada.

Reacciones de PCR se realizaron en tubos de 0,5 ml, el volumen de reaccion total fue de 25 pl, y se
formaron como sigue: 2,5 ul de ADN plantilla, 0,5 pl de cada cebador, 2,5 ul de cada dNTP, 1,5
de MgCly, 0,25u | de Taq ADN Invitrogen polimerasa. Las PCR se realizaron en un termociclador de
Applied Biosystems con el programa: 1 ciclo de desnaturalizacién a 95°C durante 2 min y 30 ciclos
adicionales con el siguiente programa: 1 min de desnaturalizacion a 94°C: 1 min de hibridacién a
55°C, 2 min de polimerizacién a 72°C, y una extension final de 72°C durante 5 min. Productos de la
PCR se fraccionaron en geles de agarosa 1% en 91 voltios durante 45 minutos, se tifieron con

bromuro de etidio (0,7 mg/ml) y se visualizd bajo luz ultravioleta.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las plantas de chile colectadas en parcelas comerciales se dividieron en tres grupos de acuerdo con
los sintomas que presentaban; los sintomas caracteristicos de cada grupo se presentan a

continuacion:
Grupo I: Amarillamientos

Plantas que mostraban diversos grados de clorosis, enanismo, pérdida de estructuras reproductivas
en la mayoria de los casos; algunas plantas podian mostrar frutos sin valor comercial (pequefios y
deformes), hojas maduras rigidas y elongadas; las hojas jovenes con venacion purpura.
Ocasionalmente solo las partes mas jovenes de la planta mostraban sintomas de la enfermedad
mientras que la primera parte de la planta permanecia asintomatica y aun llegaba a producir frutos

con valor comercial.

Grupo II: Hoja pequefa

En la mayoria de los casos las plantas de chile en este grupo presentaban una altura normal con
clorosis ligera en los puntos de crecimiento, sin embargo, el sintoma distintivo era la proliferacién de
hojas y estructuras reproductivas en esos puntos de crecimiento; estas hojas eran de tamafio

reducido y cloroticas; las flores y frutos pequefios abortan en pocos dias. Usualmente las plantas
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con esta sintomatologia poseian una cantidad aceptable de frutos provenientes de las primeras

floraciones.
Grupo lll: Yema grande

La principal caracteristica de esta sintomatologia es la presencia de sépalos elongados y
generalmente unidos entre si que conservan su color verde y de donde toma el nombre esta
sintomatologia. En la mayoria de los casos el resto de la estructura floral desaparece, aunque en
algunos casos se llega formar entre los sépalos un pequefio fruto que conserva los pétalos
adheridos. Este tipo de estructuras podia aparecer en cada bifurcacién pero no siempre afectaba
todas las ramas de la planta. Las hojas mas jovenes de este tipo de plantas mostraban una
morfologia alargada con una clorosis intervenal; los sintomas de yema grande se observaron en
plantas con diferente altura que podian tener yemas grandes en la parte joven y frutos con valor
comercial procedentes de las primeras floraciones. Algunas plantas con yemas grandes mostraban
desarrollo de filodios, es decir los sépalos adquirian un aspecto foliar y de estas yemas emergia una
pequefa continuacion del pedunculo que enseguida daba origen a otra yema grande que a su vez

degeneraba en otro filodio.

Presencia de BMCTV y fitoplasmas

Se colectaron 407 muestras de chile; el 63.4, 31.2 y 5.4% pertenecia a los tipos Ancho, Mirasol y
Pasilla respectivamente. El 50.6, 23.6 y 25.8% de las muestras correspondian a los sintomas

amarillamientos, hoja pequefia y yema grande respectivamente.
Grupo I: Amarillamientos

La presencia de BMCTV vy fitoplasmas asi como infecciones mezcladas de ambos patdgenos fue
detectada en 100, 20 y 20% respectivamente de las parcelas muestreadas. El porcentaje de
infeccién de acuerdo con el numero de plantas colectadas en cada parcela varié de 5.3 a 80% para
BMCTV; en el caso de las dos parcelas con plantas infectadas solamente por fitoplasmas, el
porcentaje de infeccion mostro una amplia variacion; de 3.7 a 40.9%. Se detectaron infecciones
mixtas (BMCTV vy fitoplasmas) en solamente dos parcelas donde el porcentaje de deteccion oscilé
de 3.7 a2 31.8% (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Frecuencia de deteccidn del Beet mild curly top virus, fitoplasmas e infecciones mixtas en
plantas de chile con sintomas de amarillamiento.

Frecuencia de deteccion (%)
Parcela Tipo de chile Beet mild curly top Fitoplasmas Infecciones mixtas
virus
1 Mirasol 29.6 3.7 3.7
2 Mirasol 5.3 0.0 0.0
3 Mirasol 80.0 0.0 0.0
4 Pasilla 72.7 40.9 31.8
5 Ancho 40.9 0.0 0.0
6 Ancho 35.0 0.0 0.0
7 Ancho 27.3 0.0 0.0
8 Ancho 15.0 0,0 0.0
9 Ancho 20.0 0.0 0.0
10 Ancho 5.0 0.0 0.0

Grupo II: Hoja pequefa

Las plantas analizadas en este grupo fueron obtenidas en seis parcelas comerciales: BMCTV fue
detectado en al menos una planta de cada una de esas parcelas mientras que plantas infectadas
con fitoplasmas se detectaron en solamente tres parcelas; las plantas infectadas con ambos
patdgenos se detectaron en solamente dos de las parcelas muestreadas. En este grupo de plantas
el porcentaje de deteccion de BMCTV vario de 4.8 a 66.7% mientras que para fitoplasmas vari6
desde 4.8 hasta 20.0%. En las dos parcelas donde se detectaron plantas con infecciones mixtas el

rango de deteccion varié de 5 a 11.1% (Cuadro 2).

Cuadro 2. Frecuencia de deteccidn del Beet mild curly top virus, fitoplasmas e infecciones mixtas en
plantas de chile para secado que mostraban la sintomatologia de hoja pequefia.

Frecuencia de deteccion (%)
Parcela Tipo de chile Beet mild curly top Fitoplasmas Infecciones mixtas
virus
1 Mirasol 50.0 20.0 5.0
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2 Ancho 33.3 0.0 0.0
3 Ancho 66.7 11.1 11.1
4 Ancho 35.0 0.0 0.0
5 Ancho 9.5 4.8 0.0
6 Ancho 4.8 0.0 0.0

Grupo lll: Yema Grande

Se colectaron plantas con este tipo de dafio en cinco parcelas comerciales de chile; la presencia de
BMCTV vy fitoplasmas fueron detectados en tres y cuatro de esas parcelas respectivamente. La
presencia de ambos patdgenos en la misma muestra se detectd en solamente una de las parcelas
muestreadas. El porcentaje de deteccion de BMCTV, fitoplasmas e infecciones mixtas en el total de
muestras colectadas en estas cinco parcelas varié de 8.7 a 12.5, 13 a 37.5 y 8.3% respectivamente
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Frecuencia de deteccidn del Beet mild curly top virus, fitoplasmas e infecciones mixtas en
plantas de chile para secado que mostraban sintomatologia de yema grande.

Frecuencia de deteccidn (%)
Parcela Tipo de chile Beet mild curly Fitoplasmas Infecciones
top virus mixtas
1 Mirasol 10.0 0.0 0.0
2 Mirasol 0.0 25.0 0.0
3 Ancho 0.0 18.2 0.0
4 Ancho 12.5 37.5 8.3
5 Ancho 8.7 13.0 0.0

Independientemente de la sintomatologia, se detectd la presencia de BMCTV en 113 muestras
(27.8%); de las cuales 6.7% pertenecian a plantas de chile que mostraban el sintoma de
amarillamientos; 30.1% correspondian a plantas de chile que expresaban la sintomatologia propia de
Hoja pequefia y solamente 6.2% de las plantas colectadas mostraban las caracteristicas de Yema

grande. La deteccion de fitoplasmas, ocurrié en solamente 9.3% del total de plantas muestreadas,
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sin embargo, 52.6% de las muestras positivas provenian de plantas que mostraban yemas grandes,
lo cual concuerda con los resultados obtenidos por Shaw et al., (1993) y Randall et al., (2009)
respecto a la asociacion entre este sintoma y la presencia de fitoplasmas en chile y otros cultivos. En
Guanajuato y Sinaloa, México, los sintomas asociados con la infeccion por fitoplasmas incluyen
desarrollos jovenes cloroticos, entrenudos cortos, escoba de bruja y hojas pequefias (Santos-
Cervantes et al., 2008; Munyaneza et al., 2009), sin embargo, la presencia de yemas grandes no ha

sido mencionada.

Aunque la sintomatologia y severidad de las enfermedades virales son afectadas por la cepa del
virus, condiciones ambientales y edad del hospedero al momento de la infeccion, entre otros factores
(Murphy y Warren, 2003), la descripcion de sintomas provocados en plantas de chile por la infeccion
con BCTV segun Creamer (2003) y Goldberg (1995) que incluye enanismo, follaje grueso y amarillo
asi como presencia reducida de frutos concuerda estrechamente con los sintomas descritos en el
Grupo |. No obstante lo anterior, BMCTV no fue detectado en todas las muestras obtenidas de
plantas que presentaban las caracteristicas tipicas de la enfermedad. Una posible explicacion al
reducido nivel de deteccion de BMCTV en plantas con sintomas tipicos de la enfermedad es la
ocurrencia potencial en el norte centro de ofras variantes de este curtovirus que no fueron

detectadas con los primers empleados en este trabajo.

Aunque el BMCTV y el agente causal de yema grande en otros paises han sido reportados como
transmitidos por la chicharrita (Circulifer tenellus Baker) (Shaw et al., 1993; Creamer, 2003), no hay
informacidn sobre la transmision simultanea de un curtovirus como el BMCTV y otro patégeno como
los fitoplasmas por un especimen de C. tenellus. La presencia de este insecto en el norte centro de
México fue confirmada recientemente ( Velasquez-Valle et al., 2012); lo anterior resulta importante
ya que el porcentaje de deteccidon de infecciones mixtas alcanzé hasta 31.8% en plantas

pertenecientes al Grupo | (amarillamientos) (Cuadro 1).

Los sintomas de hoja pequefia (Grupo ) reportados en este trabajo coinciden parcialmente con los
reportados en los estados de Guanajuato y Sinaloa, Méx., (Santos-Cervantes et al., 2008) donde
solamente se menciona la proliferacion de brotes y hojas pequefias pero no se proporciona
informacidn adicional sobre otras caracteristicas de las plantas infectadas como su altura, coloracion
o aspecto del follaje o presencia/ausencia de estructuras reproductivas que permitiera determinar si

por lo menos la sintomatologia es comun a estos cultivos en algunas regiones de México.
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