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POLISONDA PARA DETECTAR MPVd, PepMV Y Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis EN EL CULTIVO DE JITOMATE (Solanum lycopersicum L.)

Erika Janet Zamora Macorra, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2016

RESUMEN

El cultivo de jitomate (Solanum lycopersicon L.) es hospedante de diferentes patdgenos, entre los
cuales el viroide de la papita mexicana (Mexican papita viroid, MPVd), el virus del mosaico del
pepino (Pepino mosaic virus, PepMV) y la bacteria Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm) pueden ocasionar pérdidas hasta del 100% de la produccién. En México so6lo
existe un reporte de la presencia del MPVd en jitomate cultivado en condiciones de invernadero en
el estado de México, en tanto que Cmm y el PepMV se han detectado en Querétaro y Jalisco.

Con la presente investigacion se desarroll6 una polisonda (poli-3) para detectar de manera
simultanea, mediante hibridacion molecular no radioactiva, al MPVd, PepMV y Cmm. Se compar0
la sensibilidad de las sondas individuales para detectar a cada uno de estos tres patdgenos con
respecto de la poli-3 y no hubo diferencias entre ellas. La impresién directa de savia del pedicelo de
hojas de jitomate infectadas sobre la membrana permitid la deteccidn del virus y del viroide, pero
no de la bacteria. Al comparar el limite de sensibilidad de la sonda de Cmm con PCR de punto
final, utilizando ADN total de plantas de jitomate infectadas asi como de UFC, se encontr6 que la
PCR fue 100 veces mas sensible que la hibridacion. La sonda de Cmm fue especifica a esta especie
y no hibridé con el ADN de otras bacterias fitopatdgenas. Finalmente, se analizaron muestras de
jitomate, colectadas en campo de diferentes localidades productoras, mediante hibridacion con la
poli-3 y PCR de punto final obteniendo los mismos resultados, por lo que la primera técnica puede
ser usada como método de diagndstico masivo para los tres patdgenos.

Palabras clave: Hibridacion molecular, virus, viroide, cancro bacteriano, diagnostico molecular.



POLIPROBE TO DETECT MPVd, PepMV AND Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis IN TOMATO CROP (Solanum lycopersicum L.).

Erika Janet Zamora Macorra, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2016

ABSTRACT

The tomato (Solanum Lycopersicon L.) crop is a host of different pathogens, like Mexican papita
viroid (MPVd), Cucumber mosaic virus (PepMV) and Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm). These pathogens can cause losses of almost 100% of production. In Mexico
there is only one report of MPVd in tomatoes grown under greenhouse conditions located in state of
Mexico, and Cmm and PepMV have been detected in Queretaro and Jalisco.

In this research, a poliprobe (poly-3) was generated to detect at the same time MPVd, PepMV and
Cmm using nonradioactive molecular hybridization. We did not detect any difference between the
sensitivity of the individual probes respect to the poly-3. The printing of infected tomato leaves on

the membrane allowed the detection of the virus or viroid, not bacteria.

Respect to the bacteria, we compared PCR and hybridization sensitivity limits. We found that
conventional PCR, using total ADN from infected tomato plants and CFU, is 100 times more
sensitive than hybridization. We tested the specificity of Cmm probe and we did not observed any

hybridization signal with ADN of other plant pathogenic bacteria.

Finally, to test the effectivity of the poly-3, we collected field samples of tomato plants from
different production areas. We analyzed those samples by hybridization and by conventional PCR,
and we got the same results either using the poly-3 or PCR. So, we have shown that hybridization
using the poly-3 can be used as method of massive diagnostic for the three analyzed pathogens,

which includes one bacterium, one virod and one virus.

Keywords: molecular hybridization, virus, viroid, bacterial canker, molecular diagnosis.
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1. INTRODUCCION

En México, la horticultura es una actividad agricola de importancia social y econémica por la
captacion de divisas y la generacion de empleos (Sandoval, 2004). El jitomate o tomate rojo
(Solanum lycopersicum L.) es la hortaliza con mayor indice de comercializacion en todo el mundo,
por lo que la demanda de este producto aumenta constantemente y con ello la superficie cultivable,
produccion y rendimiento (Santiago et al., 1988). A nivel mundial, el jitomate ocupa el decimo
lugar en produccién anual de 161 793 834 t (FAOSTAT, 2012) y a nivel nacional se encuentra en el
décimo primer lugar con una superficie sembrada de 52 375 ha, siendo Sinaloa y Michoacan las
entidades mas productivas, y con un valor generado de aproximadamente 16 mil millones de pesos
(SIAP, 2014).

El jitomate es afectado por diversas plagas, dentro de las cuales destacan los virus, viroides y
bacterias. Los virus son moléculas infecciosas de ADN o ARN rodeado por proteinas, y constituyen
el segundo grupo mas importante de patdgenos en las plantas (Arauz, 1998). EI combate de
cualquier virus fitopatdgeno es preventivo, pues una vez que infecta la planta no puede hacerse nada
para eliminarlo selectivamente (Arauz, 1998). El Pepino mosaic virus (PepMV) ocasiona una de las
principales enfermedades en jitomate cultivado en invernadero y se transmite facilmente de manera
mecanica; este patdgeno redujo la produccion del fruto hasta en 38% en la Unién Europea (Hanssen
y Thomma, 2010), aunque en México se encontro afectando el 50% de los frutos en un invernadero
(Ling y Zhang, 2011).

Los viroides son un grupo de patégenos similares a los virus, pero carecen de proteinas y estan
constituidos de una cadena circular de ARN de bajo peso molecular cerrada covalentemente (Di
Serio y Flores, 2008). Tanto virus como viroides pueden replicarse de forma autonoma, utilizando
el sistema de transcripcion de la célula hospedante (Flores et al., 1998). Los principales sintomas
ocasionados por viroides son clorosis, reverdecimiento, amarillamiento, lesiones necrdticas foliares
y fuerte reduccion del crecimiento (Flores y Duran-Vila, 1996). Actualmente, se han descrito 33
especies fitopatdgenas (Di Serio y Flores, 2008), algunas de las cuales han causado severas péerdidas
econdmicas a nivel mundial, como el Potato spindle tuber viroid que en Canada ocasiond una

reduccion de la produccion de papa en 64% (Singh, 1971) y actualmente se considera un patégeno



importante en papa y tomate (Owens y Verhoeven, 2009). En México, se encontrd al Tomato
chlorotic dwarf viroid y al Mexican papita viroid (MPVd) afectando, de manera simultanea, plantas
de jitomate producidas en grandes extensiones de invernaderos de alta tecnologia (Ling y Zhang,
2009).

Por otro lado, muchas bacterias son fitopatdgenos procariontes que causan enfermedades
importantes en diversos cultivos (Vidhyasekaran, 2002). El cancro, provocado por Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), es una enfermedad severa que se encuentra distribuida
en todas las zonas productoras de jitomate del mundo y cuyo manejo implica una importante
pérdida econdmica (Chang et al., 1991; Jones et al., 1991). En México, esta enfermedad esta

clasificada como A2 (presente pero delimitada a algunas regiones) (EPPO, 2010).

Las tacticas de manejo de cualquier patdgeno requieren en primera instancia de un diagndstico
oportuno basado en su correcta identificacion. La dificultad de ésto radica en que es frecuente
observar varios patdgenos afectando a un cultivo al mismo tiempo, ademas de que varias
enfermedades producen sintomas similares. Por ésto, es necesario desarrollar técnicas de
identificacion precisas para detectar oportuna y simultdneamente a los patdgenos, y que permitan

ademas procesar un gran numero de muestras (De Boer y Lopez, 2012).

En algunos casos, los resultados de técnicas basadas en PCR para la deteccidn de virus y viroides
pueden ser inconsistentes debido a su baja concentracion en las plantas, a condiciones ambientales y
a la presencia de inhibidores de la reaccion (fenoles, taninos y polisacaridos). Por otro lado, técnicas
seroldgicas como ELISA pueden utilizarse para analizar un mayor numero de muestras, lo cual
reduce considerablemente los costos, particularmente en el caso de la inmunoimpresion (immuno-
printing-ELISA), pero tienen la desventaja de ser menos sensibles que la PCR y no se puede utilizar

para la deteccidn de viroides (James et al., 2006).

En cuanto a la deteccion de bacterias, los métodos serologicos mas utilizados para Cmm son la
inmunofluorescencia y ELISA (de Leon et al., 2011); no obstante, las técnicas moleculares que
utilizan el ADN bacteriano, como PCR, son mas especificas (Pallas et al., 2008), aunque la
presencia de diversos compuestos en los extractos vegetales, como se indicé antes, pueden inhibir la
reaccion (de Leodn et al., 2008a; Dreier et al., 1995). Debido a lo anterior, se recomienda siempre un

pre-enriquecimiento bacteriano en medio de cultivo para tener colonias visibles que se puedan
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caracterizar y seleccionar, aungue este proceso puede tardar hasta 14 dias, lo que aumenta el costo y

retrasa la obtencion del resultado (de Ledn et al., 2008b).

Actualmente, se han desarrollado métodos que permiten realizar detecciones simultaneas de virus y
bacterias. Por ejemplo, mediante Multiplex-PCR se han podido detectar seis virus en una sola
prueba (Bertolini et al., 2001) y con PCR en tiempo real ha sido posible la deteccion de PepMV y
Cmm (Johnson y Walcott, 2012). Ademas, hay que tener en cuenta que la mayoria de estas técnicas
requieren equipo y personal altamente especializado, dificultando su uso extensivo ademas de

aumentar el costo del diagnostico.

Con la técnica de hibridacion molecular no radioactiva se han hecho detecciones simultaneas de
hasta ocho virus y dos viroides con polisondas (Peird et al., 2012). Actualmente se estan
desarrollando polisondas capaces de detectar hasta 18 virus de manera simultanea, lo que disminuye
costos y tiempo, y es aplicable para virus con genoma de ADN y ARN (James et al., 2006).
Ademas, se ha demostrado que las polisondas que detectan diversos virus y viroides en frutales
(Peiro et al., 2012; Herranz et al., 2005), jitomate (Aparicio et al., 2009) y vid (Zhang et al., 2012)
son tan sensibles como las sondas individuales; e incluso, se ha demostrado que las sondas
individuales pueden utilizarse para el diagndstico masivo de plantas en programas de certificacion
de jitomate (Saldarelli et al., 1996). Sin embargo, la hibridacion molecular no radioactiva es menos
sensible que RT-PCR (PCR con transcriptasa inversa) para detectar virus y viroides, pero tiene
igual o mayor sensibilidad que DAS-ELISA (Alfaro-Fernandez et al., 2009; Sanchez-Navarro et al.,
1998).

La hibridacion molecular no radioactiva con sondas especificas también se ha utilizado para la
deteccion de algunas bacterias fitopatdgenas a partir de cultivos bacterianos puros (Fanelli et al.,
2007). No se ha utilizado como método de diagndstico en plantas infectadas naturalmente debido a
que podrian presentarse problemas de especificidad y con ello la presencia de falsos positivos o

negativos (Pallas et al., 2008).

En algunos invernaderos de productores que usan alta tecnologia para producir jitomate en México,
se han registrado plantas infectadas por MPVd, PepMV y Cmm ocasionando pérdidas econémicas

por la disminucion del rendimiento y por el costo de las medidas establecidas para hacer un manejo



fitosanitario. Derivado de esto ultimo, surgio la necesidad de contar con una técnica de diagndstico
rapida, confiable para estos tres patdgenos, que permitiera su deteccion oportuna y con ello hacer

posible que las medidas de manejo sean mas eficientes.

Con base en lo anterior, se realizo la presente investigacion con el siguiente objetivo:

2. OBJETIVO

e Desarrollar y evaluar una polisonda para la deteccion rapida y sensible del Mexican papita
viroid, Pepino mosaic virus y Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis en el cultivo

de jitomate.

3. REVISION DE LITERATURA
3.1. Virus fitopatdgenos

Los virus son moléculas de ADN o ARN y proteinas que dependen de su informacion genética y de
los materiales presentes en la célula hospedante para replicarse. Los virus son isométricos,
alargados, en forma de bastones rigidos, flexibles o baciliformes. La mayoria de los virus miden de
0.01 a 1 um de longitud y conforman el segundo grupo de patégenos mas importante en las plantas
cultivadas. Se han documentado pérdidas severas en areas agricolas extensas a causa de las
enfermedades provocadas por estos patégenos como la tristeza de los citricos (Citrus tristeza virus),
la mancha anular del papayo (Papaya ring spot virus), el complejo de geminivirus en tomate, frijol
y yuca (Tomato yellow leaf curl virus y African cassava mosaic virus), y los virus que afectan
frutales de hueso (Potato virus Y y Plum pox virus) (Arauz, 1998; Scholthof et al., 2011).

3.1.1. Principales virus en jitomate

Las enfermedades causadas por virus en el cultivo del jitomate son importantes pues han provocado
graves perdidas econdmicas. De acuerdo con Nuez (2001), los virus en jitomate pueden ocasionar



gran diversidad de sintomas en practicamente todos los 6rganos de la planta. En hojas se puede
presentar mosaico, amarillamiento, manchas cloroticas, tonos violaceos, bronceado, plateado y
necrosis; apuntamiento de foliolos, filimorfismo, enrollado, acucharado, rizado o enchinamiento); vy
reduccion del tamafio y pequefias verrugas). En tallos se observan cambios de color, estrias
necroticas, necrosis apical, necrosis vascular, arrosetamiento, bronceado y proliferacion. En flores
pueden ocasionar esterilidad, abscision o aborto, necrosis y deformaciones. En frutos se inducen
mosaicos, reduccion del tamafio, necrosis subepidérmicas, manchas necroticas, manchas anulares,

manchas con vejigas, manchas apicales y deformaciones, entre otras alteraciones.

En México, los virus en jitomate son muy importantes debido a las pérdidas que ocasionan en la
produccion y al elevado costo que genera su manejo. En diversas zonas productoras, como en
Morelos, el impacto de estos patdgenos ha sido devastador (Bautista et al., 2010). En el mundo, se
conocen al menos 136 virus que pueden infectar al jitomate (Bautista et al., 2010), pero en nuestro

pais los méas importantes que se han identificado son los siguientes:

e Complejo viral conformado por Pepper huasteco yellow vein virus (PHYVV), Pepper golden
mosaic virus (PepGMV), Tomato Spotted wilt virus (TSWV), Tobacco mosaic virus (TMV),
Cucumber mosaic virus (CMV), Tobacco etch virus (TEV) y Alfalfa mosaic virus (AMV)
(Ramirez et al., 2001).

e Tomato mosaic virus (ToMV) (Conti et al., 2000).

e Tobacco ringspot virus (TRSV) (Stace-Smith, 1970).

e Potato virus Y (PVY) (de Bokx y Huttinga, 1981).

e Tomato bushy stunt virus (TBSV) (Martinez, 1974).

e Tomato aspermy virus (TAV) (Hollings y Stone, 1971).

e Pepino mosaic virus (PepMV) (Ling y Zhang, 2011).

3.1.2. Pepino mosaic virus (PepMV)

Actualmente, de acuerdo con el International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), el

PepMV pertenece al Orden Tymovirales, familia Alphaflexiviridae y género Potexvirus (Cuadro 1).



Cuadro 1. Especies del género Potexvirus (ICTV, 2011).

Especies Acronimo
Alstroemeria virus X AlsVX
Alternanthera mosaic virus AltMV
Asparagus virus 3 AV-3
Bamboo mosaic virus BaMV
Cactus virus X CVX
Cassava common mosaic virus  CsCMV
Cassava virus X CsVX
Clover yellow mosaic virus Clymv
Commelina virus X ComVX
Cymbidium mosaic virus CymMV
Daphne virus X DVX
Foxtail mosaic virus FoMV
Hosta virus X HVX
Hydrangea ringspot virus HdRSV
Lettuce virus X LVX
Lily virus X NMV
Malva mosaic virus MaMV
Mint virus X MV X
Narcissus mosaic virus NMV
Nerine virus X NVX
Opuntia virus X OpVX
Papaya mosaic virus PapMV
Pepino mosaic virus PepMV
Phaius virus X PhaVX
Plantago asiatica mosaic virus ~ PIAMV
Plantago severe mottle virus PISMoV
Plantain virus X PIVX
Potato aucuba mosaic virus PAMV
Potato virus X (especie tipo) PVX
Schlumbergera virus X ScaVX
Strawberry mild yellow edge SMYEV
virus

Tamus red mosaic virus TRMV
Tulip virus X TVX
White clover mosaic virus WCIMV
Zygocactus virus X ZVX

En el género Potexvirus se incluyen 35 especies que presentan particulas filamentosos y flexibles de
entre 470 y 580 nm de longitud y 13 nm de didmetro, con simetria helicoidal y genoma de ARN de
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cadena simple (Adams et al., 2004). Especificamente, las particulas del PepMV miden 510 nm de
longitud y 12.5 nm de diametro, aproximadamente (Cérdoba, 2010). Este virus es un problema en el
cultivo de jitomate producido en invernadero. De acuerdo con los resultados de una encuesta
realizada a productores de la Union Europea, las pérdidas en campo causadas por este patdgeno
varian del 5 al 40% (Hanssen et al., 2009). En México se ha reportado afectando el 50% de los
frutos (Ling y Zhang, 2011).

El PepMV se describid por primera vez en Peru en un cultivo de pepino (Solanum muricatum) en
1980 (Jones et al., 1980) y en 1999 se observo en jitomate cultivado en invernadero en Holanda
(Van der Vlugt et al., 2000). Desde entonces el virus se ha diseminado a diversas zonas productoras
de jitomate en Alemania (Lesemann, 2000), Bélgica, Reino Unido (Mumford y Metcalfe, 2001),
Italia (Roggero et al., 2001), Estados Unidos y Canada (French et al., 2001), Francia (Cotillon et
al., 2002) y Austria (Verhoeven et al., 2003). En México se detectd por primera vez en el 2010, en
Jocotitlan (Ling y Zhang, 2011). Desde el afio 2001, el PepMV forma parte de la lista de alerta de la

EPPO como organismo con riesgo fitopatoldgico para diversos cultivos (EPPO, 2003).

Aungue por el momento el PepMV solo infecta de forma natural a S. muricatum y S. lycopersicum,
(Jones et al., 1980; van der Vlugt et al., 2000), se ha detectado también en hospederos silvestres
asintomaticos como Lycopersicon chilense, L. peruvianum y L. pimpinellifolium (Jones et al.,
1980); y mediante inoculacién mecanica se ha logrado infectar berenjena (Solanum melongena),
papa (S. tuberosum), chile (Capsicum annuum), tabaco (Nicotiana benthamiana), toloache (Datura
stramonium), y tomatillo (Physalis floridana) (Jones et al., 1980; Martin y Mousserion, 2002;
Salomone y Roggero, 2002; Verhoeven et al.,, 2003). Recientemente, se reportd un nuevo
hospedante natural (Ocimum basilicum; Lamiaceae) que no pertenece a la familia Solanaceae
(Davino et al., 2009).

Este potexvirus induce una gran variabilidad de sintomas que dependen del aislamiento, la variedad

de jitomate, temperatura e intensidad luminica:

e En planta joven, aparecen ampollas en el haz de los foliolos de coloracion verde méas oscura
que el resto del limbo. El foliolo se estrecha, su margen es menos dentado y toda la hoja se

alarga ocasionando filimorfismos muy acentuados (Wright y Mumford, 1999). En hojas



maduras se observa mosaico clorético de diferentes tonalidades, manchas cloréticas entre las
nervaduras, mosaico de color verde, malformacién y achaparramiento (Salomone y Roggero,
2002).

e Entallos y peciolos se forman estrias longitudinales decoloradas (Salomone y Roggero, 2002).

e En frutos, en donde se presenta el sintoma mas grave, se observan manchas amarillentas o
verdes (jaspeado) debido a una distribucién anormal del licopeno (Salomone y Roggero, 2002)
y deformacién del fruto (Ling y Zhang, 2011), demeritando asi su valor comercial (Spence et
al. 2006).

3.1.3. Transmisidn mecéanica

El PepMV puede transmitirse facilmente de forma mecéanica, mediante las herramientas utilizadas
en las labores culturales, ropa contaminada, manejo de las plantas con las manos y el contacto

directo entre plantas (Jones et al., 1980; Spence et al., 2006).

3.1.4. Transmision por vectores

No se ha demostrado que los insectos vectores de otros virus, que normalmente afectan al jitomate
como los afidos y las mosquitas blancas, transmitan al PepMV (Jones et al., 1980; Loomans et al.,
2000); pero los abejorros, utilizados frecuentemente para polinizar, contribuyen en la diseminacion
de este patdgeno (Shipp et al., 2008). También se ha documentado que Olpidium virulentus,

habitante del suelo, aumenta la dispersion del virus en un 8% (Alfaro-Fernandez et al., 2009).

3.1.5. Transmision por semilla

El porcentaje de transmision del PepMV por semilla va del 0.005 (Hanssen et al. 2010) al 25%
(Cérdoba-Sellés, 2007), por lo que las semillas infectadas pueden ser la principal fuente de indculo
primario y la principal via de dispersion mundial que explicaria su aparicion en Marruecos,
Finlandia, Suecia, Eslovaquia, Bulgaria, Noruega, Dinamarca, Ucrania, Polonia, Hungria, Chile
(Andnimo, 2005) y Ecuador (Soler et al., 2005).



3.1.6. Otras formas de transmision

En papa, el PepMV se transmite a través de tubérculos infectados (van der Vlugt, 2000). Se ha
reportado también su diseminacién eficiente a través de los sistemas de agua de riego recirculante
(Schwarz et al., 2009).

3.1.7. Control

Existen métodos de termoterapia o quimioterapia para eliminar al PepMV, los cuales estan
limitados a programas de produccién de material vegetativo (Arauz, 1998), por lo que la mayoria de
las estrategias de control se han dirigido a prevenir la infeccion, evitando su entrada y
establecimiento en nuevas zonas de cultivo (Anénimo, 2009). Por lo anterior, las practicas
preventivas son de uso frecuente para su manejo, siendo las mas recomendadas las siguientes
(Cérdoba-Sellés et al., 2007; Cérdoba, 2010; Cooke, 2010):

= Usar variedades resistentes o tolerantes al virus.

= Eliminar los restos del cultivo anterior, de ser posible sacar la planta completa y llevarla a un
vertedero controlado, ya que bajo condiciones naturales de cultivo, el virus puede permanecer
al menos tres meses en los residuos, constituyendo un foco de infeccidn secundaria importante
si las plantas no se destruyen.

= Eliminar las malas hierbas dentro y fuera del invernadero, independientemente de si hay o no
cultivo establecido.

= Desecar el sustrato en cultivos sin suelo (durante 6 semanas) y/o desinfestacion de los mismos.

= Desinfestar el sistema de riego.

= Realizar una correcta desinfestacion de las estructuras, instalaciones, maquinaria, herramientas,
guantes, etc., antes de la plantacion.

= Emplear plantulas procedentes de semilleros autorizados, con garantia sanitaria (certificado
fitosanitario).

= Euvitar el paso de personal no autorizado a los invernaderos, usar batas, no tocar las plantas y

desinfestar continuamente las navajas al realizar los injertos.



= Desinfestar las semillas sumergiéndolas en una solucién de fosfato trisédico al 10% durante 3
horas.

Durante el cultivo (An6nimo, 2009):

= Realizar inspecciones periddicas en el invernadero y eliminar las plantas con sintomas asi como
las inmediatamente proximas, introduciéndolas en una bolsa y sacandolas del terreno de cultivo
sin tocar ninguna otra.

= Evitar que el personal pase del invernadero afectado a otros invernaderos. Si no es posible,
deben cambiarse ropa, zapatos y equipos de proteccién cuando pasen de un invernadero a otro.

= Realizar desinfestaciones de las herramientas de trabajo y poda entre lineas de la plantacién lo
maés frecuentemente posible.

= Desinfestar las herramientas de trabajo con lejia al 5 %, sumergiéndolos durante media hora y
cambiar frecuentemente esta solucion.

= Usar ropa de proteccién corporal desechable en invernaderos afectados.

= Marcar la zona afectada para que los trabajadores inicien sus labores en el area no afectada y

terminen en la zona afectada, e invertir el sentido de la manipulacion.

3.2. Viroides

Los viroides son los agentes infecciosos de menor complejidad estructural y genética que los virus.
Estan constituidos exclusivamente de una cadena circular de ARN, cerrada covalentemente y de
bajo peso molecular (246 a 401 nucledtidos de longitud). Se diferencian de los virus porque su
ARN no esta envuelto en proteina, no codifica ninguna proteina (Ding, 2009; Di Serio y Flores,
2008), no tiene actividad de ARN mensajero y se replican de forma autonoma utilizando el sistema
de transcripcion de la célula hospedante. Algunos viroides son patogenicos y otros se replican sin
causar sintomas (Flores et al., 1998). Muchas enfermedades ocasionadas por viroides fueron

errdneamente adjudicadas a virus (Flores, 2011).
La secuencia de nucledtidos de la mayoria de los viroides tiene muchas variantes. En algunos casos,

estas secuencias se han relacionado con la severidad de los sintomas o con diferentes aislamientos

de viroides (Visvader y Symons, 1985; Herold et al. 1992; Gora et al., 1994). Se considera que los
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aislamientos que tienen en su secuencia mas del 90% de similitud, son variantes de un viroide

particular, y si es menor del 90%, se consideran como una especie distinta (Flores et al., 1998).

3.2.1. Principales viroides fitopatdgenos

La gama de hospedantes de los viroides es muy variable y amplia, ya que pueden infectar

monocotileddneas y dicotileddneas, lefiosas y herbaceas (Flores et al., 2005).

En 1922, se describi6 por primera vez la enfermedad del tubérculo fusiforme de la papa, pero fue a
finales de la década de 1960 cuando se establecid que era un patdgeno subviral. La comparacion de
muestras de plantas infectadas con preparaciones de virus mediante andlisis de sedimentacion y

electroforesis, mostr6 que contenian ARNs de bajo peso molecular (Diener, 1971).

El término viroide se establecio para describir al Potato spindle tuber viroid (PSTVd), agente causal
del tubérculo fusiforme de la papa, con base en la similitud de los sintomas que induce con los
causados por virus (Diener, 1971). Posteriormente se describieron otros dos viroides: Citrus
exocortis viroid (viroide de la exocortis de los citricos, CEVd) (Semancik et al., 1973) y
Chrysanthemum stunt viroid (viroide del enanismo del crisantemo, CSVd) (Diener y Lawson,
1972).

A la fecha se han descrito 33 viroides, los cuales estan clasificados por el International Committee
on Taxonomy of Viruses (cuadro 2) en las familias Pospiviroidae, cuya especie tipo es el PSTVd, y
Avsunviroidae, cuya especie tipo es el Avocado sunblotch viroid (ASBVd) (Di Serio y Flores,
2008). Cada familia esta constituida por géneros, y dentro de la especies de cada género se han

identificado también numerosas variantes (Flores et al., 1998; 2000).
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Cuadro 2. Especies de viroides reconocidas oficialmente (8" ICTV).

Varian  Longitud Hospedante (s) Hospedantes emergentes
Género Especies tes (nt) natural (es)
Familia Pospiviroidae
Pospiviroid Potato spindle tuber viroid (PSTVd)* Papa (Solanum tuberosum).  Jitomate (L.icopersicon
109 341-364 esculentum), Aguacate
(Persea americana)
Chrysanthemum stunt viroid (CSVd) 19 348-356  Crisantemo
(Chrysanthemum sp.)
Citrus exocortis viroid ( (CEVd)* 86 366-475  Citricos (Citrus sp.), tomate  Jitomate (L. esculentum).
(L. esculentum)
Columnea latent viroid (CLVd) 17 359-456  Columnea, Brunfelsia,
Nemathanthus Jitomate (L. esculentum).
Iresine viroid (IrVd) 3 370 Iresine
Mexica papita virod (MPVd)* 6 359-360  Solanum cardiophyllum
Tomato apical stunt viroid (TASVd) 5 360-363  Jitomate (L. esculentum). Jitomate (L. esculentum).
Tomato chlorotic dwarf viroid 2 360 Desconocido Jitomate (L. esculentum).
(TCDVd)*
Tomato planta macho viroid 2 360 Jitomate (L. esculentum)
(TPMVd)*
Hostuviroid Hop stunt viroid (HSVd) 144 294-303  Citricos (Citrus sp.), vid Lapulo (Humulus
(Vitis vinifera), Prunus spp.  lupulus), pepino
(Cucumois sativus )
Cocadviroid Coconut cadang-cadang viroid 8 246-301  Palma de coco (Cocos Palma de aceite africana
(CCCVd) nucifera) (Elaeis guineensis), otras
monocotiledéneas
Coconut tinangaja viroid (CTiVd) 2 254 Palma de coco (C.nucifera)
Citrus bark cracking viroid (CBCVd) 6 284-286  Citricos (Citrus sp.)
Hop latent viroid (HLVd) 10 255-256  Lupulo (H. lupulus)
Apscaviroid Apple scar skin viroid (ASSVd) 8 329-333  Manzana (Malus
domestica), pera (Pyrus
communis)
Apple dimple fruit viroid (ADFVd) 2 306 Manzana (M. domestica)
Apple fruit crinkle viroid (AFCVd)? 29 368-372  Manzana (M. domestica)
Australian grapevine viroid (AGVd) 1 369 Vid (V. vinifera)
Citrus bent leaf viroid (CBLVd) 24 315-329  Citricos (Citrus sp.)
Citrus dwarfing viroid (CDVd) 53 291-297  Citricos (Citrus sp.)
Grapevine yellow speckle viroid 1 49 365-368  Vid (V. vinifera)
(GYSvd-1)
Grapevine yellow speckle viroid-2 1 363 Vid (V. vinifera)
(GYSvd-2)
Pear blister canker viroid (PBCVd) 18 314-316  Pera (P. communis),
Membrillo (Cydonia
oblonga)
Coleviroid Coleus blumei viroid-1 (CbVd-1) 9 248-251  Coleus,
Mentha spp.
Coleus blumei viroid-2 (CbVd-2) ? 295-301
Coleus blumei viroid-3 (CbVd-3) 3 361-364  Ocimum basilicum,

Melissa officinalis
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Familia Avsunviroidae

Avsunviroid Avocado sunblotch viroid (ASBVd)* 83 239-251  Aguacate (P. americana)
Pelamoviroid  Chrysanthemum chlorotic mottle viroid 21 397-401  Crisantemo
(CChmvd) (Chrysanthemum sp.)
Peach latent mosaic viroid (PLMVd) 168 335-351  Durazno, nectarina (Prunus
persica)
Elaviroid Eggplant latent viroid (ELVd) 9 332-335  Berenjena (Solanum
melongena)

XLos nombres de géneros de viroides se derivan de sus respectivas especies tipo (primer listado). ¥ Las secuencias estan disponibles en la base de
datos online de ARN subviral (http://subviral.med.uottawa.ca). # Especies provisionales (no reconocidas oficialmente).*Viroides reportados en
México (CABI/EPPO, 2014; Robles-Serna, 1985; Ling y Zhang, 2009; Galindo et al., 1982; De La Torre-A et al., 2002).

Los pospiviroides tienen regiones altamente conservadas en su estructura secundaria en forma de
varilla, se replican en el ndcleo y se acumulan en el nucléolo; en cambio, los avsunviroides se
acumulan y posiblemente se replican en los cloroplastos. Ambos emplean un ciclo continuo de
replicacién usando diferentes ARN polimerasas ADN-dependientes. La infeccion sistémica en
plantas sucede mediante el paso de una célula a otra, via plasmodesmos, o por desplazamiento a
larga distancia a través del tejido conductor, paralelo al transporte de fotosintatos (Diener, 1987,
Flores et al., 2005 y Ding et al., 2005).

La mayoria de viroides pertenecen a la familia Pospiviroidae y al género Pospiviroid, en el cual se
incluyen 98 especies. Estos son patdgenos que proliferan en plantas desarrolladas en climas calidos
(Singh, 1983) ya que se replican a temperaturas de 25° a 35 °C (Sénger y Ramm, 1975) y a menor

temperatura practicamente no lo hacen (Lizarraga et al., 1980; Paduch-Cichal y Kryczynski, 1987).
3.2.2. Viroides patogenos de jitomate

Desde 1988 se han detectado diversos pospiviroides en plantas de jitomate originarias de diversos
paises: Citrus exocortis viroid (CEVd) (Mishra et al., 1991; Fagoaga y Duran-Vila, 1996), Potato
spindle tuber viroid (PSTVd) (Leontyeva, 1980; Puchta et al., 1990), Tomato apical stunt
viroid (TASVd) (Walter et al., 1980; Walter, 1987), Tomato chlorotic dwarf viroid (TCDVd)
(Singh et al., 1999), Tomato planta macho viroid (TPMVd) (Galindo et al., 1982), Mexican papita
viroid (MPVd) y Columnea latent viroid (CLVd) (Matthews-Berry, 2010). Debido a la similitud en

sus secuencias, el MPVd y el TPMVd son miembros de una sola especie (Verhoeven et al., 2011).

A pesar de que el PSTVd se describio a finales de la década de 1960, hasta el 2003 se reportd
infectando naturalmente a jitomate (Owens, 2007). Se considera que este viroide tiene distribucién

mundial; sin embargo, actualmente no se encuentra en Estados Unidos. Los principales hospedantes
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de importancia econémica del PSTVd son papa, jitomate y diversas solandceas ornamentales,

aunque en este Gltimo caso por lo general no se observan sintomas (Matthews-Berry, 2010).

El TCDVd se reportdé por primera vez afectando jitomate en Canada (Singh et al,. 1999) y
posteriormente se encontrd en jitomate (Verhoeven et al., 2004) y petunia (Petunia x hybrida) en
Estados Unidos (Verhoeven et al., 2007), en jitomate en Holanda y Francia, en verbena (Verbena
x hybrida) en India (Singh y Teixeria da Silva, 2006) y en jitomate en Japon (Matsushita et al.,
2008).

El CLVd se encuentra en especies ornamentales como Brunfelsia erythrophae, Columnea undulate
y Nematanthus wettsteini; sin embargo, un analisis retrospectivo de muestras de brotes de viroides
en Holanda y Bélgica mostré que puede infectar también jitomate. Ademas, en 2007, el CLVd se
detectd en cuatro cultivos de jitomate en el Reino Unido y en uno de Francia (Matthews-Berry,
2010).

El CEVd tiene distribucién mundial, principalmente en citricos, pero en Europa es limitada. Hay
pocos reportes de infecciones naturales en jitomate, principalmente en la India y en Holanda
(Matthews-Berry, 2010).

El TASVd se detect6 en invernaderos productores de jitomate en Israel, y en el 2000 se considerd
como un patdgeno severo en este cultivo. También reportd en Alemania y Holanda afectando otras

especies de solanaceas (Antignus et al., 2002).

El MPVd se considera como el antecesor de todos los viroides, se identificd en 1996 por primera
vez en México en plantas de papita silvestre (S. cardiophyllum) (Martinez-Soriano et al., 1996) y en
2008 se encontrd por primera vez en Canada infectando un cultivo de jitomate (Ling y Bledsoe,
2009). Sin embargo, debido a la gran similitud con la secuencia del TPMVd, Verhoeven et al.
(2011) sugieren considerar al MPVd como una variante del TPMVd.

En México, a inicios de 2008, en un cultivo de jitomate (S. lycopersicum) en invernaderos, se
encontraron plantas con sintomas de infeccion por viroides. Inicialmente, las plantas enfermas se
confinaron en un invernadero de 5 ha, pero la enfermedad se dispersé répidamente a otros dos
invernaderos. A finales de ese mismo afo, aproximadamente 5 % de las plantas de jitomate

distribuidas en 25 ha de invernadero estaban infectadas. Se encontré que el MPVd y el TCDVd
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fueron los responsables de dicha enfermedad; ésta fue la primera evidencia de mezclas de infeccion

con dos viroides que infectan jitomate en México (Ling y Zhang, 2009).
3.2.3. Formas de transmision

Se demostré que los viroides se transmiten facilmente por inoculacion mecanica y se dispersan
eficientemente por contacto con herramientas utilizadas en la poda, mediante la ropa, la
manipulacion del cultivo con las manos y el contacto directo entre plantas (Hammond y Owens,
2006). Dependiendo del viroide y de la planta hospedante, estos patdgenos pueden transmitirse
también mediante semillas, propagacion vegetativa, injertos, polen e insectos (Verhoeven et al.,
2004). Es por ello que la ocurrencia inicial de algunas enfermedades causadas por viroides en

campo e invernadero se debe al uso de semilla infectada.

Generalmente, todos los pospiviroides se transmiten de forma mecanica; el TCDVd y el PSTVd
ademas se puede dispersar mediante semilla (Matthews-Berry, 2010). Se demostré que la
transmision horizontal ocurre con el ASBVd en aguacate (Whitesell, 1952) y con el PSTVd en

jitomate y pepino (Hollings y Stone, 1973), pero no con el TPMVd (Galindo, 1987).

Se demostrd que la transmision por polen es posible para varios viroides en jitomate (Kryczynski, et
al., 1988) vy, en el caso particular del TASVd, se encontr6 que los abejorros pueden transmitirlo
durante la polinizacién (Matthews-Berry, 2010). Solo se comprobd la transmision por insectos del
TPMVd, donde Myzus persicae pudo transmitirlo de Physalis foetens a jitomate (Galindo et al.,
1986).

3.2.4. Sintomas ocasionados por viroides

Las plantas herbaceas y ornamentales infectadas por viroides frecuentemente muestran clorosis,
reverdecimiento, amarillamiento, lesiones necrdticas en el limbo y venas, epinastia y alteraciones en
la forma, tamafio y fragilidad de la hoja. En general, las plantas infectadas son enanas por el

acortamiento de entrenudos (Flores y Duran-Vila, 1996).

En plantas lefiosas y arboreas, su latencia puede ser de varios afios. Los sintomas mas comunes son
lesiones en la corteza del tronco o tallos (grietas, acanaladuras, escamas, descortezamiento,

proyecciones acompafiadas por exudaciones o impregnaciones de goma, etc.); los frutos pueden
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presentar alteraciones en la forma, tamafio y coloracion, por ejemplo: moteado, manchas, cancros y

suberizacion (Flores y Rodriguez, 1981; Flores y Duran-Vila, 1996).

En general, los sintomas son muy variables y la severidad de éstos dependera del viroide, el
hospedante y las condiciones ambientales (Verhoeven, 2007). Por ejemplo, en los invernaderos
(donde generalmente se tiene alta temperatura y luminosidad) se favorece la multiplicacion de los

viroides, resultando en una mayor severidad de los sintomas (Sanger y Ramm, 1975).

Aunque los viroides se descubrieron por su asociacion con enfermedades especificas, ahora se
conoce que no todas las plantas infectadas por estos patdgenos expresan sintomas. En algunos
casos, un viroide podria estar latente en un hospedante y mostrar sintomas en otro (Hammond y
Owens, 2006). Un ejemplo es el Columnea latent viroid, el cual se aislo de plantas de Columnea
erythrophae aparentemente sanas y al ser inoculado en papa causd sintomas severos (Flores y
Randles, 2003).

Por otra parte, en hospedantes susceptibles a la infeccion con distintos viroides, como los citricos y
la vid, es frecuente encontrar infecciones multiples (Flores et al., 1985; Semancik et al., 1988;
Duran-Vila et al., 1991; Szychowski et al., 1991) por lo que los sintomas podrian ser diferentes a
los esperados. Por ejemplo, una planta de jitomate puede ser infectada simultaneamente por los
viroides TCDVd y PSTVd haciendo dificil distinguir a un viroide de otro solamente por los

sintomas (Verhoeven et al., 2004).
3.2.5. Sintomas de viroides en jitomate

Los sintomas ocasionados por PSTVd pueden ser variables. En plantas maduras, los sintomas
aparecen en la parte apical. Las hojas se tornan amarillentas y tienen un matiz violaceo con las
nervaduras centrales de color verde brillante; son méas pequefias de lo normal, se agrupan en racimo,
se enroscan, distorsionan y se vuelven quebradizas. En los casos severos hay necrosis de las
nervaduras y las hojas mueren (NSW Government, 2012). Los entrenudos son cortos por lo que los
brotes parecen atrofiados. Con frecuencia, los sintomas no son obvios hasta después de 2 a 3
semanas de haber plantado el jitomate. Generalmente después de que 5 ramilletes florales se han
desarrollado, y cominmente hay aborto de flores. La fruta infectada puede ser pequefia, dura, con
manchas verde oscuro y con maduracion irregular (Matthews-Berry, 2010).
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En el caso del TCDVd los primeros sintomas aparecen después de 3 a 6 semanas de iniciar la
infeccion; se observa reduccion del crecimiento y amarillamiento de hojas (clorosis) en las zonas
jovenes y terminales de la planta. Con el tiempo, las plantas infectadas no se desarrollan, pues hay
una reduccion de follaje y frutos, que con el tiempo las zonas cloréticas se tornan color bronce y/o
purpura; las hojas y peciolos pueden mostrar lesiones necréticas y volverse quebradizas y deformes

(epinastia). En casos extremos, las plantas infectadas mueren (Matthews-Berry, 2010).

El CLVd causa tipicamente retraso en el desarrollo, distorsion de hojas y clorosis. En el Reino
Unido, los sintomas mas evidentes fueron bronceado y necrosis de hojas; y aunque la calidad de
fruta no fue afectada, la produccion si. Los sintomas ocasionados por el TASVd consisten en
entrenudos cortos (apariencia de matorral), deformacion y amarillamiento foliar, hojas quebradizas,
frutos pequefios y descoloridos (Antignus et al., 2002). Las plantas infectadas por el TPMVd
generalmente producen frutos muy pequefios que no son comerciales (Matthews-Berry, 2010). El
MPVd ocasiona retraso del crecimiento observable a las 2-8 semanas después de la inoculacién (Li
y Ling, 2012); asimismo puede causar clorosis apical que posteriormente se torna bronceada o
purpura. Las plantas no producen frutos o éstos son pequefios (Matthews-Berry, 2010; Ling y
Zhang, 2009).

3.2.6. Manejo

No existen métodos quimicos o biolégicos disponibles para eliminar a los viroides de las plantas
infectadas. Por lo tanto, la exclusion de semillas o de material propagativo infectado y la
destruccion del mismo, aunado a medidas de higiene para prevenir su dispersion, son las unicas

formas de manejo (Matthews-Berry, 2010).

Algunas medidas de exclusion son (Sabaratnam, 2010):

e Para el TCDVd se demostro que el sumergir a las semillas en una solucién de hipoclorito de
sodio no es suficiente para eliminar al viroide por lo que se recomienda usar siempre
semillas y plantulas certificadas, libres de viroides (Matthews-Berry, 2010).

e Cumplir con estrictos requerimientos fitosanitarios y de bioseguridad en el invernadero.

e Mantener un estricto programa de practicas de higiene (lavado de manos, uso del tapete
desinfestante de calzado, restringir el movimiento de material vegetal de un invernadero a

otro, entre otras medidas).
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e Realizar periédicamente un riguroso monitoreo de presencia de sintomas asociados a virus y
viroides durante todo el ciclo de produccion.

e Enviar a algun laboratorio certificado cualquier planta con sintomas sospechosos para su
diagnostico.

e Eliminar maleza y evitar tener plantas ornamentales dentro y alrededor de los invernaderos,
ya que muchas de éstas pueden estar infectadas de manera latente.

e Evitar usar herramientas de poda contaminadas de un invernadero a otro, y dentro de un
mismo invernadero desinfestarlas antes y después de utilizarlas de planta en planta.

e Restringir el acceso del personal que ingresa y minimizar la manipulacion de las plantas.

e Retirar y enterrar o incinerar los residuos de cosecha y plantas infectadas, incluyendo raices;
no se deberan reutilizar los contenedores de cultivos previos sin tratarlos con algun
desinfectante.

e Eliminar las plantas que se encuentren alrededor de la que muestre sintomas, aun cuando las
primeras no muestren sintomas.

e Limpiar profundamente todo el invernadero entre cada ciclo de produccién.

3.2.7. Pérdidas econémicas

Las pérdidas economicas ocasionadas por los viroides son dificiles de predecir pues la severidad del
dafio depende del hospedante, modo de dispersion y epidemiologia. Las medidas de control pueden
estar disponibles para algunos viroides, mientras que la falta de conocimiento de la epidemiologia
podria impedir el establecimiento de estrategias de control confiable para otros. Por lo anterior, se
necesitara definir los ciclos de enfermedad de cada viroide para tener un sistema de evaluacion
especifico que ayude a predecir las pérdidas y las medidas de control a establecer (Flores y
Randles, 2003).

Los principales aspectos que determinan el impacto econémico debido a viroides son: a) severidad
del dafio; b) prevalencia y c) habilidad para dispersarse y producir una epidemia. La pérdida
directas ocasionadas por los viroides pueden medirse considerando la disminucion del producto
obtenido en campo, o bien, con el costo monetario que implica. Estas pérdidas variaran con el o los

viroides presentes, el valor del cultivo, el tiempo y el medio ambiente. Ademas, el costo de la
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produccion sera diferente entre los productores de paises en desarrollo y los de paises desarrollados
(Flores y Randles, 2003).

Algunos ejemplos especificos de pérdidas econémicas ocasionadas por viroides en el cultivo de

jitomate, son los siguientes:

e En Israel la incidencia de plantas infectadas por TASVd fue de casi 100 %, generando una
fuerte pérdida en campo (Antignus et al., 2002).

e EITPMVd (MPVd) y TCDVd causan grandes pérdidas en cultivos comerciales (Matthews-
Berry, 2010) y se detectaron en un cultivo comercial de jitomate en México afectando el
5% de las plantas en produccion (Ling y Zhang, 2009).

e En Australia las pérdidas por PSTVd en jitomate oscilan del 10 al 60% (NSW Government,
2010) mientras que en Paises bajos, en papa varian del 39 al 82% dependiendo del aislado
(Verhoeven et al., 2004).

3.3. Bacterias fitopatogenas

Las bacterias son microorganismos unicelulares, procariontes, que generalmente miden de 1-2 pum.
Su forma es variable, pero las méas frecuentes son bacilos (bastones), cocos (esféricas), bastones
pleomdrficos (tendencia hacia formas irregulares) y espirilos. La mayoria de las bacterias

fitopatdgenas son baciliformes y muy heterogéneas (Vidaver y Lambrecht, 2004).

En todo el mundo, las bacterias fitopatdgenas causan enfermedades importantes (Vidhyasekaran,
2002), aungue en menor frecuencia que los hongos o los virus (Kennedy y Alcorn, 1980). Pueden
ser aerdbicas, anaerobias facultativas (pueden crecer con o0 sin oxigeno) y muy pocas son
anaerobicas. Generalmente se requieren concentraciones de 10° unidades formadoras de
colonia/mililitro (UFC/mL) o mayores, para que causen enfermedad (Vidaver y Lambrecht, 2004).
Los géneros a los que pertenecen las bacterias fitopatogenas se dividen en dos grandes grupos:
Proteobacterias (comprende a todas las bacterias Gram negativas) y Firmicutes (donde se agrupan a

las bacterias Gram positivas) (Boone et al., 2001).
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3.3.1. Principales bacterias patdgenas en jitomate

A nivel mundial, las principales bacterias patogénicas en jitomate son Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (cancro), Pseudomonas siringe pv. tomato (peca), Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria (mancha), Pectobacterium carotovorum (pudricion del tallo y frutos), Ralstonia
solanacearum (marchitez), Pseudomonas corrugata (necrosis de médula) y Pseudomonas syringe

pv. siringe (mancha foliar) (Jones et al., 1991).

3.3.2. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

En 1983, se establecié que el agente causal del cancro era Corynebacterium michiganensis,
actualmente clasificado Clavibacter michiganensis subespecie michiganensis (Cmm) (Gleason et
al., 1993). Estas bacterias son bacilos ligeramente curvados o en forma de varilla, miden de 1.5-4
por 0.5- 09 um, son Gram positivas, no moviles, aerdbicas, productoras de capsula, que forman
colonias de color amarillo claro a naranja en agar nutritivo y mucoide en medio de cultivo YDC
(Agrios, 2005). Su temperatura 6ptima de crecimiento in vitro es de 25 a 28 °C (Schaad et al.,
2000).

Cmm tiene un cromosoma circular que consta de mas de 3 millones de pares de bases, con casi
3000 secuencias codificadoras, y tiene dos plasmidos, el pPCM1 (27 357 pb) y el pCM2 (69 989 pb)
y se demostré que la patogenicidad se encuentra en estos plasmidos. Uno de los factores de
patogenicidad es el gen celA que codifica una B-1,4-endocelulasa que esta en el plasmido pCM1; y
el segundo factor es el gen Pat-1 que putativamente codifica para una serin proteasa, ubicado en el
plasmido pCM2. Ademas, genes homélogos a Pat-1 se han identificado tanto en el plasmido pCM2
como en el cromosoma. Todos los genes requeridos para la infeccién, colonizacion y evasion o
supresion del sistema de defensa de la planta son llevados en el cromosoma. (Dreier et al., 1997;
Eichenlaub y Gartemann, 2011).

Por lo anterior, Cmm, en plantas de tomate, no pierde su virulencia si tienen cualquiera de los dos
plasmidos (pCM1 o pCM2), pero los sintomas no son severos y su desarrollo es lento. Por el
contrario, la ausencia de ambos plasmidos en una cepa de Cmm (NCPPB382) provocé un fenotipo

no virulento, que convirtié a las bacterias en endofitas que solo causaron una pequefia reduccién en
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la biomasa. La ausencia de los plasmidos podria dar una explicacién del porqué se aislaron cepas de
Clavibacter tanto epifitas como enddfitas de diversas especies de plantas asintomaticas (Gartemann
et al., 2008; Dreier et al., 1997).

Esta bacteria tiene varios hospedantes alternativos (Thyr et al., 1975) y se encuentra en todas las
zonas productoras de jitomate del mundo. Ocasiona una enfermedad poco frecuente pero severa y

de gran importancia econdmica (Chang et al., 1991).

En México, este patdgeno se considera como A2 (presente pero delimitado a algunas regiones)
(EPPO, 2010) y en Sinaloa se detectd por vez primera en el Valle de Culiacan. De 1994 a 1996 se
extendio rapidamente y se establecid en las principales areas horticolas de los estados de Jalisco,
San Luis Potosi y Baja California (Holguin-Pefia et al., 2006). En Sonora, el patdgeno se presenta
en sistemas de produccién bajo invernadero y malla sombra (Barboa et al., 2009). Hasta el 2006, se
han presentado dafios en 200 ha en sistemas de produccién protegida con pérdidas estimadas en 40

millones de ddlares (Holguin-Pefia et al., 2006).

3.3.2.1. Sintomas

El cancro provocado por Cmm ocasiona una serie de alteraciones fisioldgicas que pueden estar
influenciadas por las condiciones ambientales, edad y susceptibilidad de la planta (Carlton et al.,
1994). EI marchitamiento marginal de foliolos es uno de los primeros sintomas y el mas comdn en
plantas de todas las edades (Carlton et al., 1994). Posteriormente aparecen estrias necroticas que se
extienden desde la parte inferior del peciolo hasta el punto que se une con el tallo, ya que la bacteria
es un invasor sistémico de tejidos del xilema, médula y corteza. Finalmente, la planta se necrosa y
marchita. Los bordes de foliolos inferiores se secan y curvan hacia abajo, adquiriendo un color
castafio y necrotico con el peciolo unido al tallo. Bajo ciertas condiciones, las manchas necroticas se

abren y forman cancros que constituyen fuente de indculo de infecciones secundarias (Nuez, 2001).

Las plantas enfermas pueden sobrevivir hasta la cosecha y esporadicamente en el fruto se forman
pequefias manchas necroticas rodeadas de un halo claro, que se conocen comunmente como “ojo de
pajaro” u “ojo de pavo” (Blancar, 1996). En las primeras etapas de crecimiento de las plantas
provoca marchitez y muerte temprana, en muchos casos las plantas no alcanzan a llegar a la cosecha

por los dafios que ocasiona tanto en invernadero como a campo abierto (Hausbeck et al., 2000).
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3.3.2.2. Transmision

La principal forma de diseminacién de C. michiganensis subsp. michiganensis es por semilla (Nuez,
2001). Una vez emergidas las plantulas, la bacteria penetra los tejidos vasculares a traves de
heridas, estomas, tricomas e hidatodos (Gleason et al., 1993). En cultivos establecidos, las labores
culturales facilitan su diseminacién. Por otra parte, ya que la bacteria sobrevive en los residuos de
cosecha y en el suelo hasta por dos afios (Ramirez y Sainz, 2006), la enfermedad podréa presentarse

continuamente si no se eliminan dichas fuentes de inoculo.
3.3.2.3. Manejo

Los tratamientos con cobre pueden reducir las poblaciones bacterianas y los sintomas que
ocasionan; ademas, se observd un efecto sinergista cuando este elemento se combina con un
fungicida como mancozeb y compuestos quelantes de cobre (de Leon et al. 2008a; Hausbeck et al.,
2000).

Otras tacticas sugeridas para el manejo de esta enfermedad son el uso de antagonistas de la bacteria
(Amkraz et al., 2010; El-Abyad et al., 1993), compostas (Yogev et al., 2009), activadores de
resistencia de la planta (Ustun et al., 2009), aplicacion de aceites o extractos vegetales (Daferera et
al., 2003; Balestra et al., 2009) y la solarizacion del suelo (Antoniou et al., 1995). Sin embargo,
independientemente de la estrategia a usar, siempre es recomendable la prevencion basada en el uso

de semillas libres del patdgeno (de Leon et al., 2011).

3.4. Métodos de diagnostico de bacterias fitopatégenas, virus y viroides

Para el manejo de cualquier problema fitosanitario, es fundamental identificar al agente causal. Si
bien el diagndstico de enfermedades en campo se realiza por lo general con base en los sintomas,
generalmente se conduce a errores, entre otras cosas, porque es frecuente tener varios patdgenos
afectando al cultivo en el mismo periodo. Por lo anterior, es necesario desarrollar técnicas oportunas
y confiables para detectar simultaneamente a los agentes patdgenos en un gran namero de plantas
(De Boer y Lopez, 2012).

Las técnicas comunmente usadas para la identificacion de bacterias se basan en microscopia,

aislamiento, caracterizacion bioquimica, bioensayos o pruebas de patogenicidad y técnicas
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seroldgicas como la inmunofluorescencia y ELISA. En el caso de virus y viroides se utilizan
técnicas basadas en sus propiedades biologicas, electroforesis, microscopia electronica y ELISA
(esta ultima solo para virus) (Lopez et al., 2006). Sin embargo, todas estas técnicas requieren de una
a varias semanas para realizarlas, algunas son caras, no siempre son sensibles y especificas, y no
son adecuadas para procesar un gran numero de muestras (Lépez et al., 2006). Por lo anterior, los

métodos de diagndstico se enfocan cada vez mas al uso de técnicas moleculares (cuadro 3).

Cuadro 3. Principales técnicas moleculares para la deteccion de bacterias fitopatdgenas y virus
(Modificado de Lopez et al., 2006).

Técnica Sensibilidad Confiabilidad
Hibridacion molecular? +P +
FISH ++ ++
PCR convencional / RT-PCR ++ ++
PCR anidada en un solo tubo +++ +++
Co-PCR +++ +++
Multiplex-PCR ++ ++
PCR anidada multiplex +++ +++
PCR en tiempo real +++ +++
NASBA +++ +++
Microarreglos + ++

aUsado principalmente para virus, no frecuente para bacterias. ® +: aceptable, ++: buena, +++: 6ptima

A continuacion se muestras las caracteristicas principales de las técnicas seroldgicas (para mas

informacion consultar De Boer y Lopez, 2012; Ausubel et al., 2003):

Las pruebas de inmunoadsorciéon ligada a una enzima (ELISA), se utilizan con mucha
frecuencia e inclusive existe una modificacion de esta técnica denominada “tissue print-ELISA” que
permite realizar una impresion directa del tejido vegetal sobre la membrana, evitando asi los
problemas de contaminacion. Sin embargo, esta técnica sélo se aplica para detectar virus (De Boer
y Lopez, 2012).

Dispositivos de flujo lateral (LFD’s) que detectan virus en extractos vegetales mediante
anticuerpos mono o policlonales. Sin embargo, no son (tiles en infecciones latentes debido a su baja
sensibilidad (De Boer y Lépez, 2012).
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Citometria de flujo. Se usa en el caso de bacterias o0 virus y consiste en hacer pasar de manera
individual las células bacterianas o moléculas virales a traves de un sensor por efecto de una
corriente. Las células se identifican con colorantes fluorescentes conjugados a anticuerpos
especificos que se detectan electronicamente. Con esta técnica es posible medir el tamafio de las
células y distinguir las vivas de las muertas, pero por el alto costo del equipo no es muy utilizada
(Lopez et al., 2003). Se utiliza de manera cotidiana para el diagnostico de enfermedades humanas

pero su uso en la agricultura ain es muy limitado (Laguado, 2007).

Las técnicas moleculares detectan segmentos especificos del genoma bacteriano, viral o viroidal
mediante hibridacion o reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). A continuacién se mencionan

de manera general las caracteristicas principales de ellas:

Hibridacion molecular. Esta técnica requiere el uso de sondas que se marcan radioactiva 0 no
radioactivamente con isotopos o haptenos, respectivamente. Las muestras de ADN o ARN blanco
se fijan a una membrana de nylon y mediante lavados y temperatura, que mantienen las condiciones
ideales de pH y concentracion de sales, las muestras positivas hibridan. Una variante de esta técnica
es la impresion directa de tejido infectado (hibridacion no radioactiva dot-blot) y hasta el momento
solo se utiliza para la deteccion simultanea de virus y viroides, pero no para bacterias (Herranz et
al., 2005; Lépez et al., 2006).

FISH (hibridacion fluorescente in situ). Esta técnica hace uso de fluor6foros unidos a una sonda
especifica cuya fluorescencia se puede observar en un microscopio de fluorescencia o en un
microscopio confocal. En teoria se podria detectar una célula blanco pero en la practica el nivel de

deteccion es de 10° células/mL (Lopez et al., 2006).

PCR. Con esta técnica se amplifican segmentos especificos de ADN o ADNc (obtenido de la
retrotranscripcion), lo cual implica realizar extraccion de &cidos nucleicos de buena calidad y sin
inhibidores evitando la contaminacién entre muestras (Lopez et al., 2003). Para ello, en el caso de
bacterias, se realiza un proceso de pre-enriquecimiento para aumentar el ADN bacteriano en medio

de cultivo que puede durar de una a varias semanas (Bertoloni, 2006).

En general, se considera que la PCR o RT-PCR es sensible y especifica para virus, viroides y
bacterias (Lopez et al., 2003). No obstante, para la deteccion de virus, su sensibilidad es usualmente

similar a las técnicas de ELISA o hibridaciéon (Olmos, et al., 2005).
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Co-PCR. Se trata de una variante de PCR que utiliza de manera simultanea de 4 a 2 pares de
primers, dos de los cuales primero amplificaran una region grande que servira como molde para el
resto de los primers con los que se amplificara una region menor. Esta técnica es mas sensible que
la RT-PCR vy se utiliza para detectar bacterias, virus e inclusive hongos. La ventaja de esta técnica,
comparada con la PCR anidada, es que todo el proceso se puede realizar en una sola reaccion,

reduciendo el riesgo de contaminacion (Lopez et al., 2006).

Multiplex-PCR. Permite la deteccion simultdnea de diversos patdgenos en una sola reaccién y en
el caso de virus se han logrado detectar hasta 6 especies. Una de las principales caracteristicas y
desventajas de esta técnica es que se deben utilizar primers compatibles (con temperaturas de
alineamiento similares) en la reaccion de PCR, lo que limita la seleccion de regiones de los

genomas blanco para el disefio de los primer (L6pez et al., 2006).

Multiplex RT-PCR anidada. Esta técnica se puede realizar en un solo paso separando
momentaneamente las reacciones, es decir, primero se realiza RT-PCR con primers que amplifican
un fragmento grande y posteriormente se agregan primers que amplifican un segmento (por lo
general de menor tamafio que el primero) localizado en el fragmento grande. De esta manera, en
una misma reaccién y un mismo tubo se realiza todo el proceso, evitando riesgos de contaminacion

y aumentando la sensibilidad de la prueba (Lopez et al., 2006).

PCR cuantitativo o en tiempo real. En teoria, la naturaleza exponencial de la técnica de PCR
permite calcular la cantidad inicial del producto desde cualquier punto de la reaccion; sin embargo,
en la préctica, las condiciones de la reaccion pueden interferir con la amplificacion y afectar la
concentracion del producto. Esta técnica requiere de equipo especializado y sondas fluorescentes

para cuantificar en tiempo real la amplificacion del producto (Lépez, et al., 2003).

NASBA. Es una técnica que puede ser aplicada para la amplificacion de segmentos especificos de
ARN y ADN. Requiere primers que en el extremo 5 tengan el promotor T7 RNA pol, y diversas
enzimas como la T7 ARN pol, AMV-RT y ADNpol-ADN dependiente, entre otras. Se demostro
que tiene alta sensibilidad y especificidad para detectar virus comparado con la RT-PCR, ademas de
requerir menos de una hora para completar la reaccién. También se utiliza para detectar bacterias
(Lbpez, et al., 2003).
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Microarreglos. Son dispositivos que permiten detectar multiples patdégenos en una sola prueba.
Consisten en una superficie de vidrio, nylon, o diversos polimeros, en los cuales se tienen multiples
sondas que pueden hibridar con distintas secuencias blanco de ARN o ADN. Esta técnica requiere
de varios fluor6foros y equipo altamente especializado para detectar las muestras positivas.
Actualmente, para detectar microorganismos fitopatdgenos con esta prueba, es necesario realizar un
paso previo de amplificacion del ADN por PCR o de transformacion del ARN a ADN
complementario. Con esta técnica se hicieron sondas para detectar 52 virus fitopatdogenos de
diferentes géneros en una sola prueba y se desarrollaron sondas capaces de detectar mas de 600
virus fitopatdgenos (Nicolaisen, 2011). Sin embargo, aun es muy dificil hacer una deteccidn

simultanea de bacterias y virus (De Boer y Lopez, 2012; Lopez et al., 2003).

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Deteccion de plantas infectadas por Mexican papita viroid (MPVd) y Pepino mosaic virus
(PepMV)

Para tener material vegetal infectado con los patdgenos de interés y poder realizar los experimentos
planteados en esta investigacion, se recolectaron 10 muestras de plantas de jitomate con sintomas
caracteristicos a los ocasionados por MPVd y PepMV en diferentes zonas productoras de México,
de hojas con sintomas se hizo extraccion de ARN total con TRIzol® siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Posteriormente, se realiz retrotranscripcion de manera individual para el virus y el viroide
utilizando 30ng de RNA total obtenido previamente de las muestras colectadas, 1mM de dNTPs,
100 mM de los primers antisentido correspondientes al virus y el viroide, 40 U de RNAsin® y 10U
de M-MLYV retrotranscriptasa (Promega®) en un volumen final de 20 pL. Para la PCR se utilizaron
2 pL de ADNc, 2 mM MgCly, 0.2 pM de dNTPs, 0.2 puM de cada primer, 1U de TagPol

(Promega®), en 20 pL de reaccion final (cuadro 4).
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4.2. ldentificacion de C. michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)

De la coleccidn de bacterias fitopatdgenas del Colegio de Postgraduados, se obtuvo un aislamiento

de Cmm el cual se increment6 en agar nutritivo. La identidad de la bacteria se corrobor6 mediante

PCR utilizando 1 pL de una suspension bacteriana (10° UFC/mL) (la cual previamente se mantuvo

durante 5 min a -20 °C al término de los cuales se calentd a 96 °C por 5 minutos), 2 mM MgCly, 0.2

UM de dNTPs, 0.2 uM de cada primer, 1U de TagPol (Promega®), en un volumen final de 10 pL

(cuadro 4).

Los productos de PCR obtenidos de MPVd, PepMV y Cmm se visualizaron en un gel de agarosa al

1 % con bromuro de etidio, se limpiaron con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System®

(Promega®) y se enviaron a secuenciar a MACROGEN-Korea. Las secuencias obtenidas se

compararon con las secuencias existentes en el GenBank.

Cuadro 4. Secuencias de primers, regiones gendémicas utilizadas para su sintesis y programas de

PCR.
Patdgeno Primers 5 — 3’ Localizacion en el genoma'y Programa de PCR
ndimero de acceso

95°C- 4 min

94°C- 1 min
Clavibacter S CTCGAGTCAGCCCATATCAACGTGCTG 55612-55981 (plasmido pCM2) 55°C- 1 min - 30 ciclos
michiganensis As GTCGACGCTGATACCCAATTACACAG AM711866 72°C- 1 min
subsp. 72°C-4 min
michiganensis

94°C- 2 min

94°C- 15 seg
Tomato planta S CTCGAGCTGTCGCTTCGGAGACTAC 1-360 (genoma completo) 53°C- 15seg + 30 ciclos
macho  viroid As GGGTGTCGACCGCAGAGGAAG K00817 68°C- 15 seg
TPMVd? 68°C- 4 min
(=Mexican
papita viroid)

95°C- 2 min

5961-6184 (CP) 94°C- 1 min

Pepino mosaic S CTCGAGGCCCTTGCTGCTCAGTTTG AJ606359 55°C- 1 min 35 ciclos
virus As GTCGACTCATTTGGCTGCCTGATAAG 72°C- 1 min

72°C- 6 min

2 Se considera al MPVd y el TPMVd como una sola especie (Verhoeven et al., 2011).
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4.3. Inoculacion de los patdgenos en plantas de jitomate

En el caso de la bacteria, se prepar6 una suspension a concentracion de 10° UFC/mL, a partir de un
cultivo crecido en agar nutritivo durante 24 horas a 37 °C. Posteriormente, se inyectaron 100 pL de
esta suspension en el tallo de plantas sanas de jitomate (figura 1). En total se inocularon 9 plantas.

Como control negativo, se inyect6 agua destilada estéril a los tallos de 3 plantas sanas de jitomate.

Pl \

Figura 1. Clavibacter miEhi@anensis subsp. iinensis (Cmm) en agar nutritivo (A).
Inoculacion de una suspension de 10° UFC/mL de Cmm en plantas de jitomate mediante inyeccion.

Tejido vegetal colectado en campo que resultd positivo a MPVd y PepMV se utilizé como fuente de
indculo para realizar la transmision mecanica, de cada uno de ellos por separado, en plantas sanas
de jitomate. Del material vegetal colectado se tomaron 2 g de hojas con sintomas y se colocaron en
un mortero con 10 mL de buffer de fosfatos pH 7.2 y carborundum 400 mallas. El tejido vegetal se
macerd con el pistilo de un mortero, y con un isopo se frotd el macerado sobre las hojas de 9 plantas
de jitomate sanas (Figura 2). Como control negativo, se frotd agua destilada estéril sobre las hojas
de 3 plantas de jitomate sanas.

Figura 2. Inoculacién mecanica del Pepino mosaic virus en jitomate.
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Para conocer si MPVd, PepMV y Cmm se transmitieron a las plantas sanas y para contar con tejido
vegetal positivo, ocho dias después de la inoculacion se realizd extraccion de acidos nucleicos
totales de las plantas inoculadas (incluyendo los controles negativos para descartar contaminacion)
con el método de silica (Thompson et al., 2003) y se analizaron mediante RT-PCR o PCR,

respectivamente, de la manera antes indicada.

4.4. Construccién de las sondas individuales y la poli-3

MPVdy PepMV
Para obtener la sonda del PepMV y del MPVd, se utilizaron los clones pSK/poly 6 (Aparicio et al.,
2009) y pSK/MVPd respectivamente, pertenecientes a la coleccion del Instituto de Biologia

Molecular y Celular de Plantas, de la Universidad Politécnica de Valencia, Espafa.

Los fragmentos de PepMV y de MPVd se liberaron de los plasmidos mediante la digestion con las
enzimas de restriccion Xhol y Sall. La digestion se realizé a 37°C por 2 horas, utilizando 1-4 pL de
ADN del plasmido, 2 pL de Buffer 10X, 0.5uL de Sall , 1uL de Xhol y 13 pL de H2O.

Cmm

Para Cmm, se seleccioné parte de la region Pat-1 del plasmido pCM2 (Figura 3) para disefiar los
primers especificos, denominados Sense y Antisense, a los cuales se afadieron los sitios de
reconocimiento de Xhol y Sall, respectivamente. Con estos primers se hizo PCR a partir de ADN
total extraido con CTAB de 0.5 g de segmentos de tallo de plantas de jitomate infectadas con la

bacteria. Las condiciones utilizadas fueron las descritas en el punto 6.2 (ver cuadro 4).
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Atgcagttcatgtcgcgcataaacaggatattgttcgtcgetgtagtcagtettctcagegttcteggttgetgtgtcgecgecgeaccageccaggctgta
gaccgtatagcccgtgtttcgttgectgtacgggegggtactcatctcatcttcagcgacagtcaaggtectgetegttcggeggactacgactgeacgge
tggggctgtgctgacggggtecggggatectetegegaatcageccatatcaacgtgctgteegatatgtegttaccgcgaageattgeggeggtegtgg
tgcgcatgtgcgegteggtgacgtgcaagtcggceteggteatttgggaatcgtcagacgccegatctctegattgtccggatcgageccttgcagacgace
agaagaagttgttatccgacttcggccggeatacgctgtactctcgtcaatgactacgagectcgggctageggtgaggtettcggegcaaggaaccgat
caggccaggagtcatccgtgcaggtagccggaaccaaagtcecggcetgatcgagagattttctgcactagcggggeaataaccggaattetgtgtaatt
gggtatcagctccaccgectcgagggctggaaataggaagtcaccaagtcgtageggagaccttttcagetgcgacgaggcaaggggactcggggg
ggcccgttgtcagcagggacatgaaaatcatcggtgtaatatgcgacggtgggttgccagggtcetggagacgatacctatatgagctaccttcegattteg
gtgcttttccgcgagcaaccgtattacatattagcgacctectgacgegegecgeggcteegegtgatcgetgeegaggtgatgacctegcetegtggage
attgaccaggcg

Figura 3. Secuencia del plasmido pCM2 (nimero de acceso: AM711866) del gen Patl (putative
extracellular serine protease) para disefiar los primers de Cmm utilizados en este trabajo (marcados
en amarillo).

El amplicon obtenido (615 pb) se visualizd por electroforesis en un gel de agarosa a partir del cual
se cortd y purificd con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System® (Promega®). Después,
el fragmento se ligd al plasmido psK+ utilizando la enzima T4-ADN ligasa (Fermentas®), mismo
que se incorpord a células competentes de Escherichia coli DH-50 mediante electroporacion con un
multiporador (Multiporator, Eppendorf®, Alemania). Las células se suspendieron en medio liquido
LB por 30 min a 37 °C y luego se cultivaron en medio solido (LB+ampicilina+Xgal) en cajas Petri
y se incubaron toda la noche a 37 °C. Al dia siguiente, se seleccionaron las colonias blancas para
realizar Bio-PCR y verificar la presencia y orientacion del inserto en el plasmido. Para ello, las
colonias positivas se sembraron en medio liquido (LB+ ampicilina) y se dejaron durante toda la
noche en agitacion (200 rpm) a 37 °C. Posteriormente, se purificaron los plasmidos de las colonias
crecidas en el medio liquido con el kit Wizard® Plus SV Minipreps ADN Purification System®
(Promega®). Finalmente, la orientacion y propiedad del inserto se verifico por secuenciacion
(Figura 4).

ctccgactacctcactaaagggaacaaaagctggagcetccaccgeggtggeggecgcetetagaactagtggatceccegggctgcaggaattegatat
caagcttatcgataccgtcgac(ctcgag)tcageccatatcaacgtgctgtcegatatgtegttaccgegaageattgeggeggtegtggtgegea
tgtgcgegteggtgacgtgcaagtecggeteggteatttgggaatcgtcagacgecgatctctecgattgtceggatcgageccttgcagacgacca
gaagaagttgttatccgacttcggecggeatacgetgtactctcgtcaatgactacgagectcgggetageggtgaggtcettcggegcaaggaa
ccgatcaggccaggagtcatccgtgcaggtagecggaaccaaagteccggcetgatcgagagattttctgcactagcggggcaataaccggaat
tctgtgtaattgggtatcage(gtcgag)gtcgagggggggeccggtacceaattcgecctatagtgagtegtattacaattcactggecegtegttttaca
acgtcgtgactgggaaaaccctggegttacccaacttaatcgecttgcagcacateeccctttcgecagetgge

Figura 4. Secuencia del clon pSK/Cmm donde se muestra el fragmento clonado de Cmm -
remarcado en negro- en sentido positivo. Las secuencias entre paréntesis corresponden a
fragmentos reconocidos por enzimas de restriccion.
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Una vez que se confirmé que el inserto se encontraba en sentido positivo, se realizé una digestién
utilizando 4 pL del plasmido, 0.5 pL de la enzima Xhol (Fermentas®) y 2 uL de 10X Buffer R en un
volumen de 20 pL de agua libre de nucleasas incubados por 2 h a 37 °C. Con este procedimiento se
liber6 al inserto por el extremo 5° del pldsmido pSK/Cmm y este ultimo quedd linearizado.
Posteriormente, el plasmido se defosforilé con la enzima fosfatasa alcalina (SAP Fermentas®) y se
ligo con el fragmento previamente liberado y digerido del PepMV. Este producto se subclono en
tandem, siguiendo la metodologia descrita por Herranz et al. (2005) para obtener finalmente el
vector pSK/Cmm/PepMV, el cual nuevamente se linearizé con la enzima Xhol, se ligd con el
fragmento liberado y digerido de MPVd, y se subclon6 en tdndem para obtener el clon
pSK/Cmm/PepMV/MPVd (poli-3) (Figura 5).

= —Jfovfom— <]

Xho! Sall Xhol  Xhol/Sall  xhol/Sall Xhol Xhol/Sall

FNoVTSWV PVY ToMV CMV .,
(+) pSK/Cmm/PepMV

+)

MPVd PepMV Cmm —

Xhol Xhol/Sall

pSK/Cmm/PepMV/MPVd

(+)

Figura 5. Representacion esquematica de los vectores utilizados y los insertos de Mexican papita
viroid (MPVd), Pepino mosaic virus (PepMV) y Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Cmm) para sintetizar la poli-3.
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Para sintetizar las sondas individuales y la poli-3, los vectores linearizados se utilizaron como
molde para la transcripcion con la T7 RNA polimerasa por 2 h a 42°C, utilizando nucle6tidos
marcados con digoxigenina (Pallas et al., 1998). La transcripcion se verifico en gel de agarosa al 1
%.

4.5. Hibridacion por gota e impresion

Con una asa bacteriologica se tomaron colonias de Cmm con 48 horas de crecimiento en agar
nutritivo, y se suspendieron en 1 mL de agua destilada estéril hasta tener una concentracion de10°
UFC/mL. De esta suspensién se tomaron 100 pL con una jeringa y se infiltraron en el tallo de 9
plantas sanas de jitomate. Posteriormente, se inocularon estas mismas plantas mecanicamente con el
PepMV y el MPVd. Ocho dias después de la inoculacion con los tres patdgenos, se realizé un corte
transversal de los peciolos de las plantas inoculadas con los cuales se hicieron impresiones de savia
sobre una membrana de nylon cargada positivamente (Roche®, Mannheim, Alemania). Como
control negativo, también se incluyeron impresiones de 3 plantas de jitomate sanas. A la par, de
todas las plantas utilizadas (infectadas y sanas), se tomaron muestras de 1 g de tejido del apice,
hoja, tallo y pedicelo, las cuales se maceraron en buffer de extraccion, se congelaron y se calentaron
durante 5 minutos a 96 °C para extraer los acidos nucleicos totales por el método de silica
(Thompson et al., 2003) en un volumen de 50 pL de agua. Parte de estos &cidos nucleicos se

utilizaron para evaluar las sondas de manera individual y el resto para determinar su sensibilidad.

La evaluacién individual de las sondas se realizé colocando 4 pL de acidos nucleicos totales (ver
parrafo anterior), previamente desnaturalizados con formamida pura y SSC 20X, en una membrana
de nylon. Este procedimiento se realizd en tres membranas mas para tener un total de cuatro
membranas que contenian las mismas muestras. Las membranas se dejaron secar a temperatura
ambiente por 5-10 minutos y los &cidos nucleicos se fijaron exponiéndolas a luz ultravioleta en un
transiluminador (First light UVP Illuminator®) durante 3 minutos por cada lado. Cada membrana se
hibridd de manera individual con las sondas de PepMV, MPVd, Cmm y con la poli-3,
respectivamente. La prehibridacion, hibridacién y lavados se realizaron a 63 °C en un horno HS-

101 (Amerex Isntruments, Inc.®), utilizando el método descrito por Pallas et al. (1998). Finalmente,
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las membranas se expusieron a las peliculas de revelado CL-XPosure de 18 x 24 cm (Thermo
SCIENTIFIC, Rockford, IL) por 40 minutos.

4.6. Sensibilidad de las sondas

Para determinar la sensibilidad de las sondas, los &cidos nucleicos totales obtenidos previamente se
cuantificaron en un nadodrop, y se hicieron diluciones seriales de estos en extractos de ADN total
de planta de jitomate sana (1 uL de &cido nucleico total: 1 uL de ADN total de planta sana, 1:10,
1:100, 1:1000). En el caso de Cmm se analizaron dos extractos con diferente concentracion de
acidos nucleicos (Cmm plantal y Cmm planta 2) para conocer si habia variacion en la sefial de
hibridacién. En todos los casos se aplicaron 4L de cada dilucion, previamente desnaturalizadas, a
cuatro membranas de nylon cargadas positivamente. La hibridacién y la exposicion de las

membranas se realizaron de la manera antes indicada.

4.6.1. Sensibilidad de la sonda de Cmm

Para determinar la cantidad minima de bacterias que la sonda de Cmm es capaz de detectar, se

determino su sensibilidad.

Se prepar6 una suspension bacteriana a una concentracion de 10° UFC/mL de colonias con 48 horas
de crecimiento en agar nutritivo, a partir de la cual se hicieron cinco diluciones en agua destilada
estéril para tener concentraciones de 108, 107, 106, 10°, 10* y 10® UFC/mL. Se colocaron 50 pL de
la dltima dilucion en una caja Petri con agar nutritivo para corroborar la concentracion bacteriana.
Posteriormente, se aplicaron 4uL de cada una de las cuatro diluciones en dos membranas, una de las
cuales se hibrid6 con la sonda de Cmm y la otra con la sonda poli-3. Cada dilucion se analizo

también por PCR utilizando 1 pL del liquido como templado.

Por otro lado, se pesaron 0.5 g de tejido foliar de tres plantas sanas de jitomate y se maceraron en el
buffer de extraccién de silica. Posteriormente, en 6 tubos eppendorf se colocaron 100uL del
macerado (100 pL/ tubo) y a cada uno se le adicionaron 100 pL de una suspension bacteriana de
108, 107, 106, 10°, 10* y 10° UFC/mL, respectivamente. Estas mezclas se congelaron a -20 °C e
inmediatamente se calentaron por 5 minutos a 96°C para extraer los &cidos nucleicos totales por el
método de silica. De estos, se colocaron 4 pL de acidos nucleicos totales, previa desnaturalizacion,

en dos membranas de nylon (4 uL/membrana), una de las cuales se hibridé con la sonda de Cmmy

33



la otra con la sonda poli-3. Estas mismas extracciones se analizaron también por PCR utilizando 1
ML de acido nucleico total como templado. Como control positivo se utilizd 1 pL de &cidos
nucleicos totales extraidos de una planta infectada por Cmm y como control negativo se usé 1 pL

de &cidos nucleicos totales extraidos de una planta de jitomate sana.
4.7. Especificidad de la sonda de Cmm

Para corroborar que la sonda de Cmm fuera especifica solamente a la bacteria Cmm, se procedi6 a
evaluar su especificidad para lo cual de la coleccion de bacterias del Colegio de Postgraduados, se
obtuvieron las siguientes especies fitopatogenas: Agrobacterium tumefasciencies, Erwinia
carotovorum, E. cacticida, Pseudomodas syringae pv. tagetis, P. marginalis y P. helianthi, las
cuales se purificaron y sembraron en cajas Petri con agar nutritivo al igual que Cmm. Después de 48
horas de crecimiento, se tomaron colonias de cada especie bacteriana, incluyendo la de Cmm, y se
suspendieron en agua destilada estéril hasta obtener una concentracion de 10° UFC/mL de ellas.
Cada suspension se congeld a -20°C e inmediatamente se calent6 por 5 minutos a 96°C para obtener
los &cidos nucleicos totales. Se colocaron 3 pL de cada dilucion en dos membranas de nylon,
previamente marcadas, se dejaron secar y se expusieron durante 3 minutos a luz UV en un
transiluminador. Una membrana se hibridd con la sonda poli-3 y la otra con la sonda de Cmm; la

hibridacién y el revelado se realizaron de la manera descrita anteriormente.

4.8. Evaluacion de las sondas en plantas de jitomate en produccién recolectadas en

invernadero

Se recolectaron hojas (I&mina-peciolos) de 80 plantas de jitomate asintomaéticas y con sintomas de
clorosis, marchitez o achaparramiento, establecidas en invernadero en los municipios de Montecillo
(estado de Meéxico), Yecapixtla y Zacualpan (estado de Morelos). De cada muestra, se
seleccionaron foliolos y/o partes de peciolos, y se extrajeron acidos nucleicos totales; se analizaron
por hibridacion con las sondas individuales de Cmm, PepMV, MPVd y con la poli-3, asi como por
PCR y RT-PCR para Cmm, PepMV y MPVd, respectivamente, de la manera antes indicada. Como
controles positivos, se colocd ADN total extraido de plantas infectadas por los patdgenos en la parte

superior de cada membrana (Cmm, PepMV y MPVd).
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5. RESULTADOS

5.1. Deteccion de Mexican papita viroid (MPVd) y Pepino mosaic virus (PepMV)

Al comparar las secuencias obtenidas de los productos amplificados mediante RT-PCR, se tuvo una
similitud del 99 % con MPVd (Figura 6) y PepMV.

B

(+) 100 pb

CGACGCGCGCAGAGAGGCGGGCGAGGGTGTCGACC
ACAGAGGAAGGAAACCCGAAGAAAGGAAGTGTGAA
AACACTGTTTCAGCGGGGATTACTCCTGTCTGAGGA
GACTCCCCAGCCGCGACTCCTTTGCCAGTTCGCTCCA
GGTTTCCCCSGGGGATTAATYG

Descriptions

Seq producing significant alig

Select All Mone Selected:0

i Alignments o
Max Total CQuery E
score score  cover value

276 276 92% 4de-71 99% FJ824844.1
265 265 92% 1e-67 98% L784531
{ 265 265 92% 1e-67 98% LT 1
A fragment 265 265 92% 1e-67 98% L78451.1

Description ldent Accession

Mexican papita viroid isolate VP2, complete seguence

Mexican papita viroid (strain 0G5-4) RNA fr: — — -
J Go to alignment for Mexican papita viroid isolate VF2
4 frad complete sequence

Mexican papita viroid (strain O

Mexican papita viroid (strain 0G6-3

Figura 6. A) Electroforesis en gel de agarosa al 1% de productos de RT-PCR, utilizando
extracciones de RNA total de plantas de jitomate con sintomas y primers especificos para MPVd. 1-
4. diferentes plantas analizadas, (-): control negativo, RNA total de planta de jitomate sana, (+):
tejido vegetal infectado con MPVd, 100 pb: marcador molecular de 100 pares de bases, 200 pb:
Peso molecular del producto amplificado. B) Secuencia obtenida del producto de RT-PCR
amplificado y purificado. C) Resultado del analisis en el Gen Bank de la secuencia anterior, donde
se observa una similitud del 99% con el Mexican papita viroid.
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5.2. Identificacion de C. michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)

Al analizar la secuencia en el GenBank del producto amplificado mediante PCR, se tuvo 99 % de

similitud con Cmm (Figura 7).

A B

GGGCGTGCATGTCGTTACGCGTAGATTGCGGCGGTCGTGGTGCGCATGTGCGCGTCGGTGAC
GTGCAAGTCGGCTCGGTCATTTGGGAATCGTCAGACGCCGATCTCTCGATTGTCCGGATCGA
GCCCTTGCAGACGACCAGAAGAAGTTGTTATCCGACTTCGGCCGGCATACGCTGTACTCTCG
TCAATGACTACGAGCCTCGGGCTAGCGGTGAGGTCTTCGGCGCAAGGAACCGATCAGGCCAG
GAGTCATCCGTGCAGGTAGCCGGAACCAAAGTCCCGGCTGATCGAGAGATTTTCTGCACTAG
CGGGGCAATAACCGGAATTCTGTGTAATTGGGTATCAGCTCCACCGCCTCGAGGGCTGGAAA
TAGGAAGTCACCAAGTCGTAGCGGAGACCTTTTCAGCTGCGACGAGGCAAGGGGACTCGGGG
GGGCCCGTTGTCAGCAGGGACATGAAAATCATCGGTGTAATATGCGACGGTGGGTTGCCAGG
GTCTGGAGACGATACCTATATGAGCTACCTTCCGATTTCGGTGCTTTTCCGCGAGCAACCGT
ATTACATATTAGGCACCTCCCCTGACGAAAACGGGGGCAAAAGGATGC

C

(=) Descriptions

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

i1 Alignments o
Description ;j?e ST:;?; ngg vaIEue Ident  Accession
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis Pat-1 gene, complete cds 1027 1027 94% 00 999% KJ1237341
Clavibacter michiganensis subsp._michiganensis NCPPB 382 plasmid pCIM2 1027 1499 94% 00 99% AM711866.1
Clavibacter michiganensis subsp_michiganensis plasmid pCM2 ORF1 gene,_complete cds 1027 1027 94% 00 99% NG_0358351

Figura 7. A) Electroforesis en gel de agarosa al 1% de productos de PCR, utilizando la cepa
bacteriana y primers especificos para Cmm. 1-4: diferentes colonias analizadas, (-): control
negativo, 1 Kb: marcador molecular de 1000 pares de bases, 614 pb: Peso molecular del producto
amplificado. B) Secuencia obtenida del producto de PCR amplificado y purificado. C) Resultado
del anélisis en el Gen Bank de la secuencia anterior, donde se observa una similitud del 99% con
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.

5.3. Inoculacion de los patégenos en plantas de jitomate
Las plantas inoculadas con el virus y el viroide mostraron sintomas iniciales a los 5 dias después de

la inoculacion (ddi) y los sintomas fueron mas evidentes con el transcurso del tiempo (Figuras 8 y

9). La presencia de los patdgenos se corroboré mediante RT-PCR y PCR, respectivamente.
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Figura 8. Sintomas iniciales en plantas de jitomate infectadas con el MPVd. Se observan clorosis
de nervaduras (A), e islas verdes y deformaciones (B).

Figura 9. Plantas de jitomate infectadas con el MPVd con sintomas de enacion (A), clorosis (B) y
coloracion purpura (C). Frutos deformes y pequefios (D) corresponden a los sintomas tipicos en
etapas avanzadas de la enfermedad.

Las plantas inoculadas con Cmm mostraron los primeros sintomas a los 8 ddi (Figura 10 B, C y D),

posteriormente los sintomas fueron mas evidentes y severos (Figura 10 A, E, Fy G).
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Figura 10. Sintomas observados en hojas y tallos de plantas de jitomate inoculadas con Cmm
donde se observa: Marchitez (A), Apertura del tallo (B), Hiponastia (C), Clorosis inicial en hojas
(D), Necrosis en hojas (E), Fruto con coloracion no uniforme (F) y Corte transversal de un fruto
donde se observa crecimiento bacteriano amarillo (G).

5.4. Construccién de las sondas individuales y la poli-3

Las secuencias de los productos obtenidos de los plasmidos purificados (minipreps), confirmaron
que los fragmentos seleccionados se insertaron en la orientacidn requerida (positiva) (figura 11) por

lo que se utilizaron para sintetizar las sondas individuales de MPVd, PepMV, Cmm vy poli-3.
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CCCGATTACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCA
GGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGAC (CTCGAG) CTGTCGCTTCGGAGACTACCCGGTGGAAACAACTGAAGCTCCCA
AGCGCCGCTTTTTCTCTATCTTGCTGGCTCCGGGGCGAGGGTGGAAAACCCTGGAACCCTTCGAAAAGGGTCCCTCGGGATCTTTT
CCTTGTGGTTCCTGTGGTACACACCTGACCTCCTGACCAGAAAAGAAAAAAGAATTGCGGCCAAAGGAGCGCTTCAGGGATCCCCG
GGGAAACCTGGAGCGAACTGGCGAAGGAGTCGCGGCTGGGGAGTCTCCCCAGACAGGAGTAATCCCCGCTGAAACAGGGTTTTCAC
CCTTCCTTTCTTCGGGTTTCCTTCCTCTGCG (GTCGAG) GCCCTTGCTGCTCAGTTTGATCGAATCAATATAACCCCCAGGCAATT
TTGCATGTACTTTGCCAAAGTTGTTTGGAACATACTTCTCGACAGCAACATTCCACCAGCAAATTGGGCCAAACTTGGTTACCAAG
AAGATACAAAATTTGCTGCATTTGACTTCTTCGATGGAGTCACCAACCCTGCCAGCCTGCAGCCTGCTGATGGTCTTATCAGGCAG
CCAAATGA (GTCGAG) TCAGCCCATATCAACGTGCTGTCCGATATGTCGTTACCGCGAAGCATTGCGGCGGTCGTGGTGCGCATGT
GCGCGTCGGTGACGTGCAAGTCGGCTCGGTCATTTGGGAATCGTCAGACGCCGATCTCTCGATTGTCCGGATCGAGCCCTTGCAGA
CGACCAGAAGAAGTTGTTATCCGACTTCGGCCGGCATACGCTGTACTCTCGTCAATGACTACGAGCCTCGGGGCTAGCGGTGAGGT
CTTCGGCGCAGGGAACCGATCAGGCCAGGAGTCATCCGTGCAGGTAGCCGGACCAAGTCCCGGCTGATCGAGAGATTTTCTGCACT
AGCGGGGCAATAACCGGAATTCTGTGTAATTGGGTATCAGCGTCGAG (GTCGAG) GGGGGGCCCGGTACCCAATTCGCCCTATA

Figura 11. Secuencia del vector pSK/Cmm/PepMV/MPVd utilizado para sintetizar la poli-3. La
region en azul corresponde al fragmento que reconoce al MPVd, la verde al PepMV vy la roja a
Cmm. Las secuencias entre paréntesis corresponden a los sitios de union entre secuencias.

5.5. Hibridacién por gota e impresion

Ocho dias después de la inoculacion de las plantas de jitomate (ver punto 6.5), con hibridacién
molecular no radioactiva utilizando la polisonda (poli-3), solo se detecté mediante la impresion
directa al PepMV y al MPVd (Figura 12). Sin embargo, con los &cidos nucleicos totales obtenidos
de estas plantas, todos los tejidos presentaron hibridacion con todas las sondas (MPVd, PepMV,
Cmm y poli-3). En el caso particular de las plantas infectadas con Cmm, la sefial de hibridacion con

muestras de tallo y peciolos fue més intensa (Figura 13).

| peomv || wmPvd |
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Figura 12. Hibridacion molecular no radioactiva de la polisonda (Poli-3) con impresiones directas
de peciolos de plantas de jitomate infectadas con Pepino mosaic virus (PepMV), Mexican papita
viroid (MPVd) y Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm). Fila 1: impresiones de
plantas infectadas con PepMV y MPV(d; fila 2: impresiones de plantas infectadas con Cmm); fila 3:
impresiones de plantas sanas.
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Figura 13. Deteccion de Pepino mosaic virus (PepMV), Mexican papita viroid (MPVd) y
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) mediante hibridacion molecular no
radioactiva con diferentes sondas: A: poli-3; B: sonda MPVd; C: sonda PepMV; D: sonda Cmm. Se
utilizaron acidos nucleicos totales de plantas sanas e infectadas con Cmm, PepMV y MPVd (filas)
de peciolo (1), apice (2), hoja (3) y tallo (4).

5.6. Sensibilidad de las sondas

Las sondas poli-3, PepMV y MPVd detectaron los &cidos nucleicos correspondientes en todas las
diluciones. Para Cmm, la sefial de hibridacion solo se presentd en la muestra sin diluir y en la
primera dilucién con la poli-3 y con la sonda Cmm en las dos muestras analizadas (Cmm plantal y

Cmm planta 2) (Figura 14).
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CmmA . &
CmmB (%) <

Figura 14. Deteccion de Pepino mosaic virus (PepMV), Mexican papita viroid (MPVd) y
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) mediante hibridacion molecular no
radioactiva con diferentes sondas: A: poli-3; B: sonda PepMV; C: sonda MPVd; D: sonda Cmm. Se
utilizaron diluciones de extractos de acidos nucleicos totales de tejido infectado. PepMV: 1238.4
ng (1), 123.8 ng (2), 30.9 ng (3), 7.7 ng (4). MPVd: 254.4 ng (1), 25.4 ng (2), 6.3 ng (3) y 1.5 ng
(4). Cmm planta 1: 2985 ng (1), 298.5 ng (2), 74.6 ng (3), 18.6 ng (4). Cmm planta 2: 1665 ng
(1), 166.5 ng (2), 41.6 ng (3), 10.4 ng (4).
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5.6.1. Sensibilidad de la sonda de Cmm

El limite de deteccion de la sonda individual y la poli-3 en las diluciones bacterianas fue de 10°
UFC/mL (Figura 15: A). Considerando que se aplicaron solo 4 pL de cada dilucién, el nimero de
bacterias que se detectd por hibridacién fue de 4000. La ultima dilucion que amplificé mediante
PCR fue de 10* UFC/mL (Figura 15: B). Si se toma en cuenta que se utilizd 1 uL como templado,

el limite de deteccién fue de 100 bacterias.
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Figura 15. Sensibilidad de la sonda para Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm).
Hibridacién molecular no radioactiva de la poli-3 (1) y la sonda Cmm (2) (A). Productos de PCR
utilizando concentraciones de 108, 107, 10°, 10°, 10*y 10® UFC/mL de Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (B). Control negativo: (-), Control positivo (Cmm+).

Respecto a las hibridaciones de la sonda de Cmm vy la poli-3 con acidos nucleicos extraidos de
plantas sanas mas 100 pL de suspension bacteriana (108, 107, 10°, 10°, 10*y 103 UFC/100uL), el
limite de deteccion fue de 10° UFC/mL (figura 16A). Considerando que se aplicaron 100pL de cada
concentracion bacteriana al macerado vegetal antes de hacer la extraccion de los acidos nucleicos
totales, el limite de deteccion en este caso fue de 10° UFC/0.5g de tejido mientras que por PCR fue
de 10* UFC/0.5g de tejido (Figura 16B).
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Figura 16. Deteccion de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) en acidos
nucleicos extraidos de plantas sanas mas suspension bacteriana. Productos de PCR (A). Hibridacion
molecular no radioactiva de la poli-3 utilizando acidos nucleicos totales obtenidos de 0.5 g de planta
sana + 100 mL de suspension bacteriana de Cmm (108, 107, 10°, 10° UFC/100 mL) (B). Control
positivo que consistié en ADNtotal de una planta infectada con Cmm (+). Las bandas inferiores al
producto esperado son inespecificas.

5.7. Especificidad de la sonda de Cmm

Ninguna de las especies bacterianas utilizadas (Agrobacterium tumefasciencies, Erwinia caticida,
Pectovacterium carotovorum, Pseudomonas syringae pv. tagetis, P. marginalis y P. helianthi)

hibridé con la sonda de Cmm ni con la poli-3, a excepcion de Cmm (Figura 17).

. 2 S B 4

4
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Figura 17. Hibridacion molecular no radioactiva de la sonda especifica a Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) utilizando suspensiones bacterianas de 10° UFC/mL de
Agrobacterium tumefasciens (1), Erwinia caticida (2), Pectovacterium carotovorum (3),

Pseudomonas syringae pv. tagetis (4), P. marginalis (5), P. helianthi (6) y Cmm (7 y 8) a
concentraciones de 10° y 108 UFC/mL, respectivamente.

5 6
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5.8. Evaluacidn de las sondas en plantas recolectadas en invernadero

Solamente en 5 de las 80 muestras analizadas, se detect6 a Cmm por hibridacién y PCR (cuadro 5).

Las muestras que hibridaron (Figura 18) son las mismas que fueron positivas mediante PCR

(Figura 18A). En ninguna de estas 80 muestras se detecté a PepMV ni MPVd (Cuadro 5), lo cual se
corroboré mediante RT-PCR (Figuras 18B y 18C).

Cuadro 5. Resultados de PCR, RT-PCR e hibridacién molecular no radioactiva, de muestras de
jitomate colectadas en campo.

Localidad / Muestras Hibridacion PCR RT-PCR
analizadas
Poli-3  Sonda CmmP®  Sonda PepMV ¢ Sonda MPVd® | Cmm | PepMV  MPVd

Montecillo / 12 02 0 0 0 0 0 0
Yecapixtla / 33 0 0 0 0 0 0 0
Zacualpan / 35 5 5 0 0 5 0 0
Positivo PepMV 1 0 1 0 0 1 0
Positivo MPVd 1 0 0 1 0 0 1
Positivo Cmm 1 1 0 0 1 0 0

aNamero de muestras positivas; ®Cmm: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis; ¢ PepMV: Pepino mosaic
virus; ¢ MPVd: Mexican papita viroid.
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Figura 18. Deteccion del Pepino mosaic virus (PepMV), Mexican papita viroid (MPVd) y
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) en hojas de jitomate recolectadas en
invernaderos de Montecillo, Yecapixtla y Zacualpan. Panel A: Hibridacion molecular no
radioactiva con la poli-3. Panel B: Hibridacién molecular no radioactiva con la sonda especifica
para Cmm. Muestras 1 a 5 plantas positivas a Cmm. Controles: acidos nucleicos totales de planta
sana (Sano), é&cidos nucleicos totales de planta infectada por Cmm (+Cmm), acidos nucleicos
totales de planta infectada con PepMV (+PepMV); &cidos nucleicos totales de planta infectada por

MPVd (+MPVd).
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Figura 19. Deteccion del Pepino mosaic virus (PepMV), Mexican papita viroid (MPVd) y
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) en hojas de jitomate recolectadas en
invernaderos de Montecillo, Yecapixtla y Zacualpan. (A): Productos de PCR para Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm); muestras colectadas positivas a la bacteria (1-5). (B):
Productos de RT-PCR para PepMV y (C): Productos de RT-PCR para MPVd. 100 pb: marcador de
peso molecular de 100 pares de bases; 1kb: marcador molecular de 1 kilobases; (-): &cido nucleico
de planta sana de jitomate; Cmm-+: acido nucleico de planta infectada por Cmm; PepMV+: &cido
nucleico de planta infectada con Pepino mosaic virus; MPVd+: &cido nucleico de planta infectada
por Mexican papita viroid. Las bandas inferiores al amplicon esperado (indicado con flecha), son
inespecificas.
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Figura 20. Plantas de jitomate infectadas con Cmm encontradas durante los muestreos en campo y
corte transversal del tallo donde se observa el crecimiento bacteriano amarillo.

8. DISCUSION

Se ha demostrado que la hibridacién molecular no radioactiva mediante impresion directa de tejido
infectado es Gtil para el diagnostico de virus y viroides en jitomate (Aparicio et al., 2009), lo cual
concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo para el Mexican papita viroid (MPVd) y el
Pepino mosaic virus (PepMV), pero no para Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Cmm) (Figura 4). Estos resultados probablemente se deban a la accesibilidad del material genético
de los diferentes patdgenos en la planta; pues a diferencia de virus y viroides, Cmm posee pared y
membrana celular que impiden que su genoma, 0 mas especificamente el segmento del gen pat-1
(utilizado para hacer la sonda especifica para esta bacteria) que se encuentra en un plasmido, esté
libre en el citoplasma vegetal y por lo tanto, no esta disponible en la savia de plantas infectadas
evitando que los &cidos nucleicos bacterianos se fijen a la membrana. Este inconveniente para
detectar por hibridacion a Cmm con impresion directa de tejido se solvento al utilizar &cidos
nucleicos totales de plantas infectadas o suspensiones de cultivos bacterianos (Figura 4). Por otro
lado, no se observaron diferencias en la sefial de hibridacion al analizar las laminas y pedicelos de
plantas infectadas por MPVd y PepMV, pero si en plantas infectadas con Cmm, en donde las
muestras de tallo y pedicelo siempre tuvieron una intensidad mas fuerte (Figura 13). Ello puede

deberse a que hay una mayor acumulacion de células de Cmm en el xilema y que dependera del

45



tiempo de infeccidn, y sobre todo de la cepa, para que la concentracién bacteriana aumente en toda

la planta (Chalupowicz et al., 2012).

Los resultados del presente estudio demuestran que la hibridacion molecular no radioactiva
utilizando la poli-3 permitio la deteccidn simultdnea de PepMV, MPVd y Cmm. El andlisis masivo
de plantas para el diagnostico de virus, viroides y bacterias mediante hibridacion molecular no
radioactiva usando polisondas tiene la ventaja de minimizar el costo y tiempo utilizado para la
extraccion de &cidos nucleicos que es necesario en el caso de RT-PCR o PCR. En investigaciones
donde no sea necesario el analisis masivo de plantas, el uso de polisondas puede no ser lo mas
adecuado. Sin embargo, su utilidad es mayor cuando se requiere la deteccion simultanea de los

patdgenos mas importantes de un cultivo (James et al., 2006).

Se observd que las sondas individuales del PepMV y MPVd tienen la misma sensibilidad que la
poli-3, lo cual concuerda con los resultados obtenidos previamente en trabajos para detectar virus y
viroides (Peiro et al., 2012; Herranz et al., 2005; Aparicio et al., 2009; Zhang et al., 2012). La poli-
3 y las sondas de PepMV y MPVd detectaron la minima dilucion de acidos nucleicos totales
obtenidos de plantas infectadas, lo cual indica su alta sensibilidad como se ha demostrado en
estudios en donde se reporta que la sonda individual de PepMV puede detectar hasta 0.5 pg de
transcritos de RNA viral (Aparicio et al., 2009) y la de viroides hasta 2.5 pg (Peir6 et al., 2012).

A la fecha no hay datos sobre la concentracién minima de acidos nucleicos que se requiere para
detectar a Cmm por hibridacion, pero si de la concentracion minima mediante PCR punto final.
Johnson y Walcott (2012) encontraron que el umbral de deteccion utilizando PCR en tiempo real
con una sonda Tagman fue de 10° UFC/mL. Dreier et al. (1995) habian reportado previamente que
mediante PCR de punto final e hibridacion Southern pudieron detectar concentraciones de 10° y 102
UFC/mL, respectivamente de Cmm. Estas diferencias de resultados obtenidos por PCR punto final
se atribuyen al método de extraccion de ADN vy a la presencia de inhibidores en la muestra, ya que
en algunos ensayos no se detecta a Cmm y en otros se detecta a una concentracion de 103 UFC/mL
(de Leon et al., 2008b). De igual manera, con los métodos seroldgicos el limite reportado varia de
10% a 10° UFC/mL (de Leon et al., 2011). Estos antecedentes evidencian la dificultad inherente de

estandarizar un método confiable para detectar a Cmm en plantas naturalmente infectadas, debido
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principalmente a que al momento de tomar el tejido vegetal para su analisis la concentracion
bacteriana puede estar por debajo del limite de deteccion. En plantas naturalmente infectadas por
Cmm en campo se observo que la concentracion de la bacteria depende en gran medida de la carga
inicial de in6culo y de las condiciones ambientales; asimismo, se tiene un incremento de la
concentracion bacteriana aun en plantas asintomaticas (Chang et al., 1992). Por otro lado, cuando
Cmm se inocula en plantas de jitomate haciendo un corte con una navaja infestada, se tienen
concentraciones iguales o mayores a 10’ UFC/mL cuatro dias después de la inoculacion (ddi) y los
sintomas se observan entre los 11 y 40 ddi (Gitaitis et al., 1991; Chang et al., 1992). Con base en lo
anterior y en los resultados obtenidos en esta investigacion, el limite de sensibilidad de la sonda de
Cmm vy la poli-3 (10 UFC/mL) posibilitara su deteccion en plantas en etapas iniciales de la
infeccion, y muy probablemente también en plantas asintomaticas. Considerando que labores
culturales como la poda y la cosecha incrementan la incidencia de plantas con sintomas (Chang et
al., 1991; Gitaitis et al., 1991), es recomendable analizar las plantas después de cuatro dias de

realizar las primeras podas.

Por otro lado, la region génica que se utilizo en la presente investigacion para disefiar y sintetizar la
sonda de Cmm, permite descartar cepas que no tienen el gen Pat-1 y por lo tanto las cepas
detectadas seran aquellas que sean patogénicas debido a lo cual se asegura su especificidad y
confiabilidad (Hadas et al., 2005; Gartemann et al., 2008).

Finalmente, aungque en campo no se detectaron plantas de jitomate infectadas por PepMV y MPVd,
con los controles positivos para estos patdgenos se confirmd que la poli-3 es una opcion adecuada

para el diagnostico rutinario y masivo de Cmm, PepMV y MPVd.

9. CONCLUSION

e La poli-3 disefiada y elaborada en esta investigacion detecté a Mexican papita viroid,
Pepino mosaic virus y Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis en plantas de
jitomate mediante hibridacién molecular no radioactiva.

e Mediante hibridacion molecular no radioactiva se puede detectar de manera simultanea a

virus, viroides y bacterias.
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