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INTRODUCCION

El tomate de cdscara o tomatillo es una especie horticola
de importancia econOmica en México ampliamente
utilizada en la alimentacion de la poblacion mexicana. En
la actualidad dicha hortaliza se ubica entre las cinco
principales especies horticolas cultivadas en el pais,
superada por el chile (Capsicum annuum L.), la papa
(Solanum tuberosum L), el jitomate (Solanum lycopersicum
L.) y la cebolla (Allium cepa L.). Durante 2017, la superficie
nacional dedicada a este cultivo fue de 43 505 hectareas
(ha) con un rendimiento promedio aproximado de 14 ton/ha
aunque hay algunas investigaciones que reportan una
produccion de hasta 40 ton/ha (SIAP, 2017).

1 Investigador del Programa de Biologia Molecular del Campo
Experimental Zacatecas. 2Investigador Catedratico CONACYT-Campo
Experimental Zacatecas. 2Alumno de la licenciatura de Agronomia de
la Universidad Auténoma de Zacatecas “Docente-Investigador de la
Unidad Académica de Agronomia UAZ.



México es conocido como el centro de origen de una
amplia diversidad genética de tomate de cascara o
tomatillo, el cual ha sido agrupada en ocho razas: Silvestre,
Milpero, Arandas, Tamazula, Manzano, Rendidora,
Salamanca y Puebla, practicamente distribuidas en todo el

pais (Pefia-Lomeli et al., 1998).

En México y en el mundo, el tomatillo al igual que cualquier
otro cultivo, es afectado por diversos factores abibticos y
bidticos que causan grandes pérdidas econdmicas. Entre
estos Ultimos, destaca el estrés bidtico causado por
hongos, bacterias, virus, nematodos y fitoplasmas. De esta
manera, las enfermedades ocasionadas por dichos
patdgenos representan uno de los factores de mayor riesgo
para la produccion de diversos cultivos, por lo cual es
importante realizar actividades para su proteccion del
ataque de fitopatdégenos, ya que en los ultimos afios las
enfermedades virales y bacterianas han ocasionado
grandes peérdidas economicas en la produccion de

diferentes cultivos (Pérez-Moreno et al., 2004).



En los ultimos afios se ha observado cierta sintomatologia
tipica de fitoplasmosis en este cultivo, entre las que
destacan el amarillamiento foliar, las estructuras florales
toman el aspecto de hojas, conformaciones conocidas
como “‘yemas grandes”, la proliferacion exagerada de

brotes y el raquitismo o enanismo en la planta (Figura 1).

Figura 1. Planta de tomatillo donde se aprecia amarillamiento foliar,
estructuras convertidas en “yemas grandes”, proliferacion exagerada
de brotes y el raquitismo o enanismo en la planta.



La aparicion de estos sintomas, creo la necesidad de la
identificacion precisa del agente fitopatdgeno, por lo que el
personal del Laboratorio de Diagnostico Molecular en
Sanidad Vegetal, del Campo Experimental Zacatecas, se

avoco a dicha tarea.

Es asi como el objetivo de este folleto técnico, es dar a
conocer la sintomatologia provocada en el cultivo del
tomatillo, asi como la informacion del método de

diagndstico del patdgeno para su identificacion.

Origen e importancia del tomatillo

El miltomate, tomatillo, tomate verde, tomate de cascara o
simplemente tomate (Physalis ixocarpa Brot. ex Hornem),
es una especie originaria de México, perteneciente a la
familia de las Solanaceas. La especie es originaria de
Mesoamérica, de donde su nombre original en nahuatl es
“tomatl” que significa “agua gorda” y paso al esparnol como
“tomate”. También es conocido como tomate de cascara,
el cual, el mismo hombre la ha venido manejando desde su
antigiedad. Diversos hallazgos arqueologicos prueban

gue su uso en la alimentacion y de forma medicinal en la
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poblacién mexicana se remonta a tiempos precolombinos
(Ramirez-Loya y Saray-Meza, 1977; Pérez-Grajales,
1998).

México se encuentra entre los principales paises
productores y exportadores de hortalizas en el mundo y se
ubica en el cuarto lugar a nivel mundial y el primero en el
continente americano. Otros paises exportadores de
importancia son Paises Bajos, Espafa, China, Francia,
Bélgica y Canadd; los diez principales paises productores
de hortalizas contribuyen alrededor del 70% de la

produccion mundial (Hernandez-Deheza, 2013).

En el 2016, la produccion de tomate verde en México fue
de 679 mil 910 toneladas (ton), lo que refleja un incremento
a una tasa anual de 2.3%. Los principales estados
productores fueron Sinaloa, Zacatecas, Puebla, Michoacan
y Jalisco. Asimismo, los estados que reportaron los
mayores crecimientos en la produccién de dicha hortaliza
en 2016 fueron: Nuevo Ledén 64.3%, Guanajuato 38.7%,
Sonora, 36%, Veracruz 27.6%, Baja California Sur 26.5%,
Colima 20.5%, Ciudad de México 18.1%; Hidalgo 16.1%;

Baja California 16%, Guerrero 8.9% y Chihuahua 7.4%.
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También la superficie destinada a este cultivo en el pais es
alrededor de 42 mil 639 hectareas, distribuidas en 28
estados del pais (SAGARPA, 2017).

Caracteristicas del cultivo de tomatillo

El tomatillo es una planta herbacea anual, sus flores son
hermafroditas y de una tonalidad amarilla; tiene una
polinizacion entomofilica, realizada por abejas. El tallo de
la planta es estriado y sus hojas son glabras (sin tricomas).
El fruto es pequefio, esférico y verde o violaceo rodeado
por una envoltura papiracea, la cual esta conformada por
el cdaliz cuando el fruto madura rompe el envoltorio
adyacente, el cual es de color marr6n. Aunque estos
tomates son de color verde, no deben ser confundidos con
tomates rojos que aun no maduran, debido a que estos
ultimos pueden ser venosos por su contenido de solanina.
Otras partes de la planta de tomate diferentes a los frutos
no deben ser empleadas en la alimentacién por su

contenido de toxinas.



El ciclo de vida del cultivo de tomatillo es corto, entre 86 a
96 dias aproximadamente, por lo que el terreno permanece
poco tiempo ocupado. También es de facil manejo y alta
rentabilidad, que demanda gran cantidad de mano de obra
no especializada. Este cultivo se ha incrementado por ser
una hortaliza que no requiere muchos cuidados debido a
su alto grado de rusticidad y por tener grandes
perspectivas en el mercado, algunas veces llega a ser
sustituto del jitomate, cotizdndose a un buen precio y en

ocasiones es mayor al del jitomate.

Producciéon de tomatillo

El tomate de céscara se desarrolla en condiciones del
medio de germinacién con pH de seis a siete, temperaturas
de 20 a 30°C para la germinaciéon y de 22 a 25°C para el
crecimiento vegetativo. En la etapa de floracidn requiere de
30 a 32°C. Las etapas criticas en cuanto a requerimientos
de humedad corresponden a la germinacion y emergencia,
asi como al trasplante. Durante el resto del ciclo,
incluyendo la floracion necesita de un 60% de la capacidad
hidrica del suelo (Ramirez-Loya y Saray-Meza, 1977). La
época de siembra es de acuerdo con la zona productora y

7



se asocia con el periodo libre de heladas o bien de
temperaturas excesivas. El momento 6ptimo del trasplante
se alcanza cuando la plantula tiene de tres a cuatro hojas
verdaderas o bien cuando las plantulas tengan de 15 a 29
dias (Pefia-Lomeli et al., 1991).

En México, para la fertilizacion en tomate de céascara,
existen diferencias al considerar la dosis de diferentes
nutrientes, como nitrégeno, fosforo y potasio a emplear.
Castro et al. (2004) encontraron que se requieren 3.7 kg de
nitrégeno aprovechable para producir una tonelada de fruto
fresco en tomate de cascara, ademas, mencionan que la
etapa de desarrollo del cultivo con mayor demanda de
nitrégeno fue la que corresponde al inicio de la cosecha (55
dias después del trasplante), ya que en ésta convergen el
crecimiento vegetativo, la floracion y fructificaciéon. En un
estudio realizado por Ramos et al. (2002) en tomate de
cascara (P. ixocarpa) bajo un sistema de fertirriego y riego
por goteo en invernadero, observaron que la dosis 6ptima
para nitrégeno fue 120 kg ha para lograr un rendimiento
de fruto de alrededor de 28 ton ha?l. Arroyo (1999)
recomienda fertilizar con 120 kg de nitrégeno y 40 kg de

fésforo, para los estados de Guanajuato y Guerrero.
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Asimismo, Pefa-Lomeli (1991) menciona que la dosis e
emplear depende fundamentalmente del tipo de suelo, e
indica que el tratamiento 180-90-30 nitrogeno-fosforo-
potasio, es adecuado para tomate de cdscara en suelos de
tipo migajon limoso, mientras que si los suelos son mas

pobres se deben aplicar mas fertilizantes.

PROBLEMAS FITOSANITARIOS DEL TOMATILLO
Insectos plaga

El tomate verde a igual que otros cultivos es afectado por
diversos agentes bioticos, entre las que destacan insectos
plaga de coleépteros (Torres-Pacheco et al.,, 1996). Al
respecto, diversos insectos considerados como plaga han
sido reportados afectando al tomatillo. Aguilar (1993)
menciona ocho especies de insectos actuando como
plagas del tomate de cascara en Villa de Arista y Venado,
San Luis Potosi, entre las que se encuentran la pulga
saltona (Epitrix sp.), el gusano del fruto (Heliothis subflexa),
el pulgdon (Myzus persicae), y el picudo del toloache
(Trichobaris sp.).



Por otro lado, Jiménez et al. (1992) en la zona de
Chapingo, Méx., encontraron especies plaga asociadas
con este cultivo, entre los que estan la mosquita blanca
(Trialeurodes vaporariorum), la catarinita (Lema trilineata
daturaphila), la pulga saltona (Epitrix sp.), el frailecillo
(Macrodactylus sp.), el picudo del toloache (Trichobaris
mucorea Le Conte) y el picudo del tomate de cascara
(Trichobaris championi). Morales-Galvan et al. (2002)
reportan al barrenador del tallo del tomate de cascara,
llamado “arrocillo” en los estados de México y Morelos,
identificado como Melanagromyza tomaterae Steyskal
(Diptera: Agromyzidae). En Meéxico este agromicido
barrena los tallos del tomate de céscara (P. ixocarpa)
(Jimenez-Gomez et al.,, 1992) y de algunas solanaceas
silvestres tales como Physalis patula Mill, Physalis
nicandroides Schltdl y Jaltomata procumbens (Cav.) J.L.
Gentry. Su distribucion abarca localidades de los estados
de Hidalgo, México, Morelos, Puebla y Tlaxcala (Bautista y
Morales, 2000; Palacios-Torres et al., 2008; Palacios-
Torres et al., 2010).
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Asimismo, el tomatillo es la cuarta especie horticola mas
cultivada en México y ademas, hospedera de diversas
plagas que limitan su capacidad productiva cuando éstas
encuentran condiciones favorables para su reproduccion;
entre ellas destaca Bactericera cockerelli (Sulc), que
también ataca a otras especies cultivadas como jitomate,
chile y papa (Almeyda-Le6n et al., 2008). Bactericera
cockerelli provoca dos tipos de dafio en sus plantas
hospedantes: 1) durante sus estados ninfales inyecta una
toxina que causa clorosis en la planta y 2) transmite un
fitoplasma que origina la enfermedad permanente del
tomate, la cual produce hasta 45% de pérdidas en
rendimiento en las 30,000 ha cultivadas en Meéxico
(Almeyda-Ledn et al., 2008). Este insecto se encuentra
ampliamente distribuido en las principales regiones
productoras de jitomate: Villa de Arista, San Luis Potosi,
Yurécuaro, Michoacan, la region de La Laguna en los
estados de Durango y Coahuila, San Quintin, Baja
California, y en Morelos, Puebla, Guanajuato, Nayarit,
Sinaloa y Estado de México (Vega-Gutiérrez et al., 2008).

11



Por otro lado, en Sinaloa las principales hortalizas que se
producen son: tomate (Solanum lycopersicum L.), chile
(Capsicum annuum L.) y tomatillo (Physalis ixocarpa Brot.
ex Hornem). Ademds, se siembran cucurbitdceas como
calabacita (Cucurbita pepo L.), melon (Cucumis melo L.),
pepino (Cucumis sativus L.) y sandia (Citrillus lanatus
Thumb) (Félix-Gastélum et al., 2005); cultivos
regularmente afectados por insectos plaga, dentro de los
gue destacan: mosquita blanca, paratrioza, minador de las
hojas, afidos y trips, los cuales pueden ser insectos
vectores de virus, fitoplasmas y toxinas (Garzén-Tiznado et
al., 2009).

Agentes fitopatdgenos

Entre los hongos fitopatdgenos que afectan a tomatillo,
destaca Fusarium oxysporum Schlecht por los dafios que
ocasiona el barrenador de los tallos M. tomaterae, el cual
favorece la penetracién e infeccion de la planta que en
conjunto reducen el rendimiento de esta hortaliza
considerablemente (Morales-Galvan et al., 2002). Los
sintomas caracteristicos de la marchitez del tomate de

cascara son la necrosis de los haces vasculares,
12



facilmente apreciable en tallos infectados; en plantas
adultas los sintomas son visibles entre la etapa de floracion
y maduracion del fruto (Jones et al.,, 1982; Smith et al.,
2009). La pérdida de cosecha llega hasta 100 % en las

areas productoras (Mendoza-Zamora, 1996).

Otro de los principales problemas que enfrentan los
productores de tomate de céscara son las patologias que
se presentan cada ciclo. Una de ellas se caracteriza por la
presencia de plantas que envejecen antes de tiempo cuyos
rendimientos disminuyen hasta 60 ton/ha (Rivera-Martinez
et al., 2017). En este sentido, Liefting et al. (2008)
determinaron que dichos sintomas estan asociados con la
bacteria Candidatus liberibacter solanacearum, la cual
parece ser la misma bacteria que causa el amarillamiento
en tomate (Solanum lycopersicum L.) y chile (Capsicum
annuum L.). Esta nueva bacteria es transmitida por el
psilido Bactericera cockerelli Sulc., que es un insecto
ampliamente distribuido en la mayoria de las zonas

agricolas de México (Rivera-Martinez et al., 2017).

Por otro lado, a nivel mundial se han reportado 32 virus

para cucurbitaceas, en los cuales predominan los virus
13



transmitidos por &fidos, dentro de ellos Mizus persicae
(Sulzer) (Hemiptera: Aphididae) es el mas importante, por
ser el vector de mas de 100 tipos de virus en casi 30
familias de plantas (CABI, 2018). También, Gonzalez-
Maldonado y Garcia-Gutiérrez (2012) dan a conocer las
principales plagas que por su importancia econémica y
superficie sembrada, afectan la region horticola de Sinaloa,
entre las que destacan Frankliniella occidentalis Pergande
(Thysanoptera: Thripidae) el principal y mas eficaz vector
del virus del bronceado del tomate (Tomato spotted wilt
virus, TSWV), el virus es un tospovirus de la familia
Bunyariradae, el cual ocurre en regiones templadas y
subtropicales. Los tospovirus tienen particulas casi
esféricas de 85 nm de didmetro con una envuelta

lipoprotéica (Adam y Kegler, 1994).

En tomate rojo (Solanum lycopersicum L.), el virus se
reconoce mejor por los sintomas del fruto. Tanto el fruto
verde y como el rojo pueden ser infectados. En el fruto
verde (inmaduro), aparecen pequeiflas manchas
irregulares. Mientras que en los frutos rojos presentan

manchas redondas de color amarillo que nunca se vuelven
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rojas. Otros sintomas del fruto son manchas cloréticas y
necroticas, en ocasiones anillos concéntricos y la
deformacion. Los sintomas foliares son: anillos
cloréticos/necréticos y lineas sinuosas de color mas claro
sobre el fondo verde. Las plantas infectadas en una etapa
temprana se atrofian severamente. Particularmente en
sistemas de produccion bajo condiciones de invernadero
(Vargas y Ubillo, 2005).

También De la Torre-Almaraz et al. (2002) aislaron y
caracterizaron parcialmente varios virus en plantas de
tomate de cascara (Physalis ixocarpa Brot. ex Hornem.) en
los estados de México, Puebla y Morelos. Las pruebas de
transmision mecdnica, injerto, por insectos vectores,
serologia y microscopia electronica, permitieron detectar la
presencia de varios virus cuyo genoma esta constituido por
ARN de cadena sencilla, como el virus jaspeado del tabaco
(TEV), mosaico del pepino (CMV), marchitez manchada del
tomate (TSWV), mancha necrética del impaciente (INSV),
mancha anular del tabaco (TRSV) y mosaico del tabaco
(TMV). Ademas, los andlisis serolégicos (ELISA) indicaron

gue infecciones en mezcla con varios de estos virus estan
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ampliamente distribuidos en las zonas productoras de los

estados de México, Puebla y Morelos.

En las mismas regiones productoras de tomate de cascara,
mediante PCR y analisis de hibridacion tipo Southern, se
determinaron infecciones en forma individual o en mezcla,
por los geminivirus huasteco del chile (PHV) y mosaico
dorado del chile (PGMV), cuyo genoma esta constituido por
ADN de cadena sencilla. Los andlisis serologicos (ELISA)
y molecular (hibridacion tipo Southern), mostraron que en
tomate de cascara fueron mas frecuentes las infecciones
por virus del tipo ARN (De la Torre-Almaraz et al., 2002).
Sin embargo, no se ha determinado el agente causal de
algunas enfermedades de probable origen viral, cuyos
sintomas se reprodujeron en plantas sanas de tomate de
cascara por transmisibn mecanica o por injerto, en
invernadero. Una enfermedad con estas caracteristicas,
comun en numerosas plantas de tomate de cascara de las
zonas productoras de los estados de Meéxico, Hidalgo,
Morelos, Puebla y Tlaxcala, es el moteado amarillo del
tomate de céscara, cuyos sintomas primarios incluyen un

moteado y mosaico foliar de color amarillo intenso, que
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posteriormente, derivan en deformacion de hojas, clorosis,
enanismo y marchitez de la planta. Algunos resultados
preliminares, que incluyen los sintomas causados en
algunas especies de plantas susceptibles y el andlisis de
ARN viral de doble cadena en plantas de tomate de
cascara con sintomas de moteado amarillo, sugieren que
esta enfermedad puede ser causada por el virus mosaico
de la alfalfa (AMV) (De la Torre-Almaraz et al., 2002).

La enfermedad conocida como moteado amarillo del
tomate de cédscara afecta plantas en parcelas comerciales
en los estados de México, Morelos, Puebla, Tlaxcala e
Hidalgo, en el centro de México. El virus aislado vy
caracterizado de plantas de tomate de céascara (P.
ixocarpa) con sintomas de tomatillo ocasioné sintomas de
moteado y mosaico amarillo, deformacion foliar, clorosis y
marchitez. El agente causal fue identificado como un virus
del tipo ARN, transmitido a una amplia gama de
hospedantes en forma mecéanica y por su insecto vector

Myzus persicae.
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Asimismo, De la Torre et al. (2003) detectaron vy
caracterizaron biolégicamente a un geminivirus en plantas
de tomate de cascara (Physalis ixocarpa) cultivadas en
parcelas comerciales en los estados de México, Puebla y
Morelos. La separacion electroforética de ADN procedente
de plantas con sintomas de origen viral, el analisis por
hibridacion molecular con una sonda del gen de la proteina
de la capside del virus huasteco del chile (Pepper Huasteco
virus (PHV)), la amplificacién de ADN viral por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés), asi como la clonacion y secuenciacion de
fragmentos gendmicos amplificados, que incluian un
fragmento que va desde la estructura de horquilla de la
region intergénica, a una region conservada del gene de la
capside, indicaron que los geminivirus que se encontraron
infectando a varias muestras de tomate de céscara, son
genéticamente semejantes al virus PHV. Sin embargo, la
incidencia de esta clase de virus fue baja, aunque no se
descarta la posibilidad que otras especies de geminivirus
desconocidos infecten al cultivo en México. Por el
contrario, la mayoria de las plantas de tomate de cascara

con sintomas de probable origen viral se encontraron
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infectadas, en forma individual o en mezcla, con los virus
Mosaico del pepino (CMV), Mosaico del tabaco (TMV),
Jaspeado del tabaco (TEV), Mancha anular del tabaco
(TRSV) y Marchitez manchada del tomate (TSWV).
Ademas, el analisis de ARN-dc permitié detectar ademas
infecciones por virus no descritos aun en tomate de
cascara. La sintomatologia observada en las plantas fue
proliferacion de hojas, mosaicos y moteados amarillos,
célico, enanismos y marchitez de hojas y tallos, presentes
a lo largo del ciclo del cultivo, en algunos de ellos
registraron incidencias de 60 a 100%, y pérdidas en el
rendimiento de frutos del 30 a 100%.

Por otra parte, Paratrioza cockerelli (Sulc) (=Paratrioza
cockerelli) es un insecto que ocasiona dafios directos por
las toxinas que provoca que las hojas se tornen amarillas
0 con un aspecto raquitico. Mientras que los indirectos son
originados por el fitoplasma que transmite, el cual es un
organismo infeccioso, submicroscopico que causa la
enfermedad “permanente del tomate”, lo que ocasiona
aborto de la flor, hojas quebradizas y enrolladas hacia

arriba. Actualmente también se reporta en los estados de
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Morelos, Nayarit y Sinaloa, regiones con climas calidos.
Ademas, puede transmitir Candidatus Liberibacter
solanacearum a papa, lo cual estd asociado con la
enfermedad “Zebra chip” (Butler et al., 2011).

De igual forma, un estudio realizado en Sinaloa, plantas de
tomatillo presentaron sintomas similares a los asociados
con enfermedades de fitoplasmas, tales como hojas
pequefias, amarillamiento y deformaciones de las yemas

florales (Figura 2).

Figura 2. Estructuras florales de tomatillo que toman el aspecto de
conformaciones conocidas como “yemas grandes”.
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El ADN total de plantas con sintomas fue extraido y
utilizado como modelo en un ensayo de PCR anidado para
amplificar el gen del ADN 16S rDNA del fitoplasma
utilizando los pares de oligonucle6tidos R16mF2/R16mR1
y R16F2n/R16R2. Casi dos tercios de las muestras
produjeron el fragmento de PCR esperado (1.25 kb) y
todas las muestras analizadas dieron el mismo perfil
después de la digestion de restriccion con Alul, Kpnl, Msel,
Haelll y Rsal. El producto de PCR se cloné en el vector
lento pGEM-T (Promega) y se secuencid. La secuencia
16S rDNA amplificada de los fitoplasmas (1246 pb;
GenBank Acc. No. DQ987871) se compard con secuencias
de ADN de otros fitoplasmas tomadas de la base de datos
GenBank, usando el método de alineacion Clustal V
(MegAlign). La similitud de secuencia mas alta (99%) se
obtuvo con fitoplasmas de escoba, jitomate de hoja, ceniza
de tomate y pimiento (GenBank Acc. Nos. DQ375238,
DQ168882 y AY566302, respectivamente), que son
aislados de 'Candidatus Phytoplasma asteris' (16Srl Aster
yellows grupo). Este es el primer informe de un fitoplasma
asociado con una enfermedad del cultivo de tomate en

México (Santos-Cervantes et al., 2007).
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Por otro lado, Rivera-Martinez et al. (2017) reportan que en
el estado de México la produccién de tomate de cascara ha
sufrido pérdidas econdmicas del 70 al 80% por la presencia
de amarillamiento y aborto floral, atribuidos a la presencia
de fitoplasmas. Un vector de estos fitoplasmas es el insecto

Bactericera cockerrelli Sulc.

Herramientas para la deteccion de fitoplasmas

Las técnicas mas utilizadas para el diagnostico de
fitoplasmas se clasifican en biolégicas, inmunolégicas y
genéticas. Las técnicas bioldgicas utilizan la descripcion de
la sintomatologia dependiendo el patégeno y el cultivo al
cual estad afectando. Sin embargo, solo sirve como una
guia para establecer la posible presencia de un patégeno
determinado ya que las sintomatologias pueden ser muy
similares a las causadas por otros fitopatdgenos. Entre las
inmunoldgicas la principal es ELISA (enzyme linked
immuno sorbent assay), entre las génicas la PCR
(polymerase chain reaction). Estos meétodos tienen la
ventaja de ser seguros, sensibles y aceptados en

numerosos protocolos oficiales mundiales. La prueba
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ELISA involucra la union de la membrana plasmatica y/o
proteinas de los fitoplasmas con un anticuerpo especifico.
Debido a la capacidad de la molécula del anticuerpo para
reconocer con precision y unirse a determinadas formas en
otras moléculas, la actividad de acoplamiento del
anticuerpo es usada para identificar patégenos vegetales
(Dickinson y Hodgetts, 2012).

El método ELISA, se considera como la prueba de rutina 'y
el primer acercamiento al conocimiento del estado sanitario
de las plantas. Los extractos del tejido vegetal, se colocan
en un plato de prueba que ha sido recubierto con
anticuerpos especificos. Si el fitoplasma esta presente en
la muestra se unira a los anticuerpos especificos del plato,
los que seran detectados por una reaccion enzima-sustrato
gue produce un color de reaccion. Una de las ventajas de
ELISA es que se pueden procesar muchas muestras
simultAneamente; ademas es de relativamente bajo costo
y es un método rapido (los resultados pueden obtenerse
aproximadamente en tres dias). Sin embargo, s6lo debe
usarse como un método filtro porque podria no detectar
infecciones si el fitoplasma se encuentra en bajas

concentraciones o en infecciones mixtas. Para asegurar la
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ausencia de infeccion, un resultado negativo con ELISA
deberia ser siempre confirmado mediante PCR (Dickinson
y Hodgetts, 2012).

La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
permite la amplificacion (es decir, producir multiples
copias) del ADN ribosomal de fitoplasma que podrian estar
presentes en bajas concentraciones.

Los iniciadores o “primers” son segmentos cortos de DNA
gue activan el proceso de copiado genético. La ayuda de
ADN polimerasa (molécula que facilita el proceso de
copiado del ADN) produce duplicados del ADN de
fitoplasma. La duplicacion se repite varias veces con cada
copia haciendo mas copias, asi, luego de 40 ciclos, se ha
producido mas de 1 millon de millones de copias, y el
fitoplasma puede ser detectado. Para el diagnéstico de
fitoplasmas la técnica mas utilizada es la PCR. Para
aumentar su sensibilidad se utiliza un método definido
como “anidado”, que consiste en una primera amplificacion
por medio de PCR con iniciadores universales, cuyo
producto se somete a un segundo ciclo de PCR. En esta
segunda etapa se utliza otra pareja de partidores

universales o especificos capaces de amplificar una zona
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interna del producto de la primera amplificacion, lo que
permite mejorar la sensibilidad de la técnica (Dickinson et
al., 2012).

Analisis in silico del iPhyClassifier

El iPhyClassifier es una herramienta de investigacion, que
fue creada para expandir la eficacia y la capacidad del
actual sistema de clasificacion de fitoplasmas basado en
secuencias de 16S rRNA. El iPhyClassifier realiza analisis
de similitud de secuencias, simula digestiones de 17
enzimas de restriccion de laboratorio y electroforesis en
gel, y posteriormente genera patrones de polimorfismo de
longitud de fragmentos de restriccion virtual [RFLP] (Zhao
et al., 2013).

Basado en coeficientes de similitud de patron de RFLP
calculado y puntuaciones de similitud de secuencia global,
el iPhyClassifier proporciona sugerencias instantaneas
sobre el estado de clasificacién de grupos y subgrupos y
asignacion de especies de “Candidatus Phytoplasma” de
las cepas de fitoplasma estudiadas. Las funciones
adicionales del iPhyClassifier incluyen la delineacion de

grupos y subgrupos de fitoplasmas potencialmente
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nuevos, asi como nuevas especies de “Candidatus

Phytoplasma” (Dickinson et al., 2012).

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras

La colecta de las plantas de tomatillo se realiz6 en el
municipio de Morelos, Zac., las cuales presentaron
sintomatologia de amarillamiento, enanismo, deformacion
foliar y conversion de las estructuras florales en foliares
(Figuras 3y 4). Ademas, se tomaron plantas asintomaticas
como control. Las plantas de tomatillo colectadas se
trasladaron al Laboratorio Diagndstico Molecular en
Sanidad Vegetal del Campo Experimental Zacatecas
(INIFAP-CEZAC), con la finalidad de realizar el

procedimeinto de identificacién del fitopatogeno.
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Figura 3. Plantas de tomatillo con sintomas de amarillamiento,
enanismo y estructuras florales modificadas.

Figura 4. Planta de tomatillo con sintomas de amarillamiento,
enanismo Yy estructuras florales modificadas
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Para la deteccion de cualquier agente fitopatdégeno, lo
primero que se debe de realizar es la extraccion del ADN
total del tejido vegetal enfermo. De doce plantas de
tomatillo con la sintomatologia observada, se tomaron
aproximadamente 5 gramos de cada una, los cuales se
maceraron en nitrogeno liquido en un mortero frio, y
posteriormente se coloco la muestra pulverizada en un
tubo eppendorf de 1.5 mL y se procedi6 a la extraccion de
ADN con el método de Dellaporta y colaboradores (1983).

Diagndstico molecular para fitoplasmas

Después de la extraccion del ADN total del tejido las
plantas de tomatillo se realiz6 el diagndstico molecular de
fitoplasmas bajo PCR con oligonucleotidos P1 (5 -AAG
AGT TTG ATC CTG GCT CAG GAT T-3" y Tint (5"-TCA
GGC GTG TGC TCT AAC CAG C- 3") (Smart et al., 1996),
y después una reamplificacion anidada a partir de un
fragmento de 1,250 pb aproximadamente con los
oligonucledtidos R16F2n (5-GAA ACG ACT GCT AAG
ACT GG-3' y5-TGA CGG GCG GTG TGT ACA AAC CCC
G-3’) (Gundersen y Lee, 1996).
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Los programas del termociclador fueron 94°C/5 minutos,
35 ciclos (94°C/1minuto, 56°C/1minuto,72°C/2 minutos), y
de extension final a 72°C /5 minutos. El programa para la
reamplificacion fue a 94°C/5 minutos, 35 ciclos
(94°C/1minuto, 55°C/1minuto, 72°C/2 minutos), Yy

extension final a 72°C /5 minutos.

Los productos de PCR fueron separados por electroforesis
en un gel de agarosa al 1% y se visualizan por tincién con
bromuro de etidio e iluminacion UV, y fueron

fotodocumentados.

Identificacion de fitoplasmas

Los productos de PCR de las muestras de las plantas de
tomatillo que resultaron positivas para el ADN de
fitoplasmas, se clonaron (ligaron) en el vector pGEM®-T
Easy (Promega Corporation), y se transformaron en células
competentes de Escherichia coli mediante choque térmico.
Después, las clonas positivas se sometieron a digestion
con la enzima EcoRI, con la finalidad de liberar el
fragmento clonado que corresponde al gen 16S ribosomal

de fitoplasma. Posteriormente, las clonas positivas fueron
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sometidas a un analisis de RFLP con las enzimas de
restriccion Hinfl y EcoRIl (New England BioLabsTM), para
identificar bandas polimérficas que indicaran si se trataba
de una infeccién simple o mixta. Las clonas seleccionadas
fueron secuenciadas en el Laboratorio Nacional de
Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA)
en San Luis Potosi, México.

Con las secuencias obtenidas, se realizd analisis in silico
donde éstas, se exportaron a los programas virtuales de
andlisis de RFLP de la web iPhyClassifier
(http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/cqgi-

bin/resourcel/iphyclassifier.cgi) para la restriccion de la

digestiéon simulada por ordenador y el trazado de gel
virtuales (Zhao et al., 2009). Cada fragmento de ADN fue
dijerido y alineado in silico con 17 enzimas de restriccion
diferentes que han sido utilizadas de forma rutinaria para el
analisis de los RFPLs del gen ADNr 16s (Lee et al., 1998).
Después de la digestion de restriccion silico, una imagen
de electroforesis en gel de agarosa al 3% virtual fue
trazada y capturado como un archivo PDF. Las secuencias

de andlisis RFLP de los aislamientos de fitoplasmas se
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(http:/plantpathology.ba.ars.usda.gov/cgi-bin/resource/iphyclassifier.cgi)
(http:/plantpathology.ba.ars.usda.gov/cgi-bin/resource/iphyclassifier.cgi)

compararon de forma automatica para el reconocimiento

de grupo y subgrupo de fitoplasmas 16s.

RESULTADOS

Identificacion de plantas de tomatillo con posibles sintomas
de fitoplasmosis.

Las plantas recolectadas de tomatillo en el municipio de
Morelos, Zacatecas, presentaron sintomas de
amarillamiento, enanismo, defomacion foliar y conversion
de las estructuras florales en foliares los cuales se
relacionan con la presencia de fitoplasma (Figura 5). Se
recolectaron un total de 10 plantas con dicha
sintomatologia y cuatro aparentemente sanas del mismo
cultivo, las cuales se usaron como control negativo para

fitoplasmas.
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Figura 5. Sintomatologia de plantas de tomatillo identificadas en
parcelas comerciales del municipio de Zacatecas, Zac.

Dichas plantas fueron trasladadas al laboratorio de
Diagnostico molecular en Sanidad Vegetal del CEZAC, con
la finalidad de llevar a cabo el proceso de identificacion del

patégeno a nivel molecular.

Diagnostico molecular
Para la deteccion de fitoplasmas mediante PCR, los

resultados obtenidos indicaron que cinco muestras de las
10 analizadas resultaron positivas para la presencia de

fitoplasma. En la Figura 6, se muestra la amplificacién de
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un fragmento de 1 250 pb, en las muestras 1, 2, 3,4y 9, el

cual corresponde a la presencia de fitoplasmas.

Figura 6. Identificacion de fitoplasmas mediante la PCR anidada en
plantas de tomatillo. Carril M: Marcador de peso Molecular 1 kb,
Carriles 1-10: muestras de plantas de tomatillo, Carril 11: Control

negativo y Carril 12: Control positivo.

Los productos de la PCR anidada de las cinco muestras
que dieron positivo para fitoplasmas de las plantas de
tomatillo fueron ligados. En la Figura 7, se puede observar
un gel de 12 clonas de una ligacién, donde se aprecia la

liberacion de tres fragmentos, uno de 3 000 pb, el cual
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corresponde al tamafio del vector y dos entre 1,000 y 500
pb, los cuales la suma del tamafio de las dos bandas
correspondiente a los 1 250 pb.

Figura 7. Digestion de las clonas con la enzima EcoRI de la ligacién 6.
Las 12 clonas liberaron el fragmento de 1,250 pb. Carril M: marcador
de peso molecular 1kb. Carriles 1-12: ADN plasmidico.

Todas las clonas que se obtuvieron de las ligaciones de las
muestras 1, 2, 3 y 9 positivas, mostraron el mismo patrén

de digestion con la enzima EcoRl.

Para el analisis de los RFLPs in vivo, se realiz6 el corte con
las enzimas EcoRlI y Hinfl, con la finalidad de observar el

patron de bandeo, para identificar infecciones sencillas o
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mixtas. En la Figura 8, se muestran 20 clonas de la ligacién

las cuales presentan el mismo patrén de bandeo.

Figura 8. RFLP’s con las enzimas de restriccion EcoRI y Hinfl.
Digestion de las clonas que liberan el fragmento de 1,250pb de la
muestra 4. Carril M: marcador de peso molecular 1 kb y Carriles 1-20:
Clonas 1-20, respectivamente.

Cabe mencionar, que se realizaron los RFLPs de todas las
clonas que liberaron el fragmento de 1 250 pb y, todas
presentaron el mismo patrén de bandeo confirmando que

es una infeccion simple causada por el mismo fitoplasma.

Andlisis filogenético.

Las secuencias de cada una de las clonas, se compararon
con las propias depositadas en el GenBank National
Center for National Center for Biotechnology Information
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(NCBI), mediante la opcién Blastn, dando como resultado
gue todas estas son secuencias del gen 16s ribosomal de

fitoplasmas.

Para la identificacion de la cepa de fitoplasmas, se llevo el
analisis de las secuencias de las muestras de plantas de
tomatillo en la base de datos de iPhyClassifier (Zhao, 2013)
dando como resultado la maxima identidad a nivel de
secuencia fue obtenida con la cepa de referencia para
“Candidatus Phytoplasma trifolii” con un 99.0% de similitud
(GenBank accession: AY390261).

DISCUSION

La presencia de una nueva sintomatologia (amarillamiento,
enanismo, deformacion foliar y conversion de las
estructuras florales en foliares), afectando parcelas de
tomatillo en el municipio de Zacatecas, Zac., ha despertado
la preocupacién de los productores debido a que las
plantas afectadas no producen frutos y eso puede en un

futuro, mermar considerablemente el rendimiento. Uno de
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los primeros pasos para controlar una enfermedad es el
establecer la identidad del agente causal y a partir de ahi,
disefiar estrategias que permitan evitar su dispersion a

otros cultivos y/o zonas geogréficas.

Una vez que los extractos provenientes de plantas
enfermas fueron analizados por PCR anidado se confirmé
la presencia de fitoplasmas en 5 de las 10 muestras,
ademas con base a los andlisis basados en los RFLPs se
confirmd que el ADN identificado en cada una de las

muestras corresponde al mismo fitopatégeno.

Respecto a la identificacién a nivel de secuencia de ADN
de “Candidatus Phytoplasma trifolii” como posible agente
causal establece la necesidad de emitir una alerta
fitosanitaria ya que algunos de los sintomas observados
durante el presente trabajo en tomatillo (deformacion foliar
y conversion de estructuras florales en foliares), ya han
sido reportados en la misma zona geogréfica en el cultivo
de chile (Mauricio-Castillo et al., 2015) indicando que este
fitopatdgeno se esta propagando no solo a nivel geografico

si no a nuevos hospederos de importancia econémica.
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Los reportes sobre la presencia de fitoplasmas
relacionados con afectaciones en tomatillo se limitan solo
a dos: el primero en Sinaloa, México en donde “Candidatus
Phytoplasma asteris” gener6 una sintomatologia
caracterizada por deformacioén foliar, hoja pequefa y
amarillamientos (Santos-Cervantes et al., 2007), mientras
que el segundo caso reporto la presencia de “Candidatus
Phytoplasma aurantifolia” asociado con deformacion
arrugamientos y enrollamientos foliares en plantas de

tomatillo silvestres en Bolivia (Arocha et al., 2007).

Cabe resaltar que la transmision de los fitoplasmas se
realiza mediante insectos chupadores que sirven como
vectores que al alimentarse de plantas enfermas adquieren
y posteriormente transmiten los patdégenos a plantas
sanas. A diferencia de otros microorganismos como los
virus en los que un solo vector transmite a los miembros de
un mismo género para el caso de los fitoplasmas existe una
gran cantidad de vectores los cuales son especificos para
cada grupo (Dickinson et al., 2012) y es por eso que se
tiene que identificar a nivel de grupo al fitoplasmas en

cuestién para posteriormente relacionarlo con su vector y
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asi enfocar el control de la enfermedad en el manejo del

insecto.

CONCLUSIONES

En el municipio de Morelos Zacatecas, se logro
diagnosticar por técnicas moleculares, la presencia de
fitoplasmas en el cultivo de tomate de cascara (Physalis
ixocarpa Brot. ex Hornem) en Zacatecas, identificando a
nivel de secuencia de ADN a ‘Candidatus Phytoplasma
trifolii’ como el posible agente causal de la sintomatologia
(amarillamiento, enanismo, deformacion foliar y conversion
de las estructuras florales en foliares) observada en esta

hortaliza.
Con base en los resultados, se presenta el primer reporte

sobre la presencia de “Candidatus Phytoplasma trifolii”

afectando al cultivo de tomatillo en Zacatecas, México.
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