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ETIOLOGIA DEL VARIEGADO DEL CHILE (Capsicum annuum L.) EN

YURECARO, MICHOACAN

Maria Guadalupe Hernandez-Deheza'

! Colegio de Postgraduados. Km 36.5 Carretera México- Texcoco, Montecillo
Texcoco, México. CP 56230. e-mail: hernandez.maria@colpos.mx
RESUMEN
En Yurécuaro, Michoacén, en el ciclo de cultivo verano otofio 2009 y 2011 se
encontraron en cultivos de chile sintomas de variegado, nervaduras cloroticas,
deformacion de la lamina foliar y fruto, albinismo y escaldadura, sindrome al cual se
le denomino “variegado del chile”. A simple vista, esta serie de sintomas indicaban
que el problema era causado por virus fitopatdgenos; sin embargo, en ensayos
previos se detecté a Candidatus Liberibacter solanacearum, por lo que el objetivo del
presente trabajo fue determinar si esta bacteria es el agente causal del variegado del
chile. Mediante transmision por injerto, transmisidbn con el vector Bactericera
cockerelli y reaccién en cadena de la polimerasa con el par de iniciadores
OA2/CLi.po.F y OI2, se confirmo que dicha sintomatologia es causada por la

bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum.
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AETIOLOGY OF CHILI PEPPER VARIEGATION
FROM YURECUARO, MEXICO
Maria Guadalupe Hernandez-Deheza'

! Colegio de Postgraduados. Km 36.5 Carretera México- Texcoco, Montecillo
Texcoco, México. CP 56230.e-mail: hernandez.maria@colpos.mx
ABSTRACT
In Yurecuaro, Michoacan, during the cultivation of chile pepper (Capsicum annuum
L.) in the summer - autumn 2009 and 2011, variegation symptoms (chlorotic ribs,
deformation of the leaf lamina and fruit, albinism and browningn) were observed
these syndrome, was called "chili pepper variegation". At first glance, this series of
symptoms indicated that the problem was caused by pathogenic viruses, however,
was detected in preliminary tests to Candidatus Liberibacter solanacearum, so the
aim of this study was to determine whether this bacterium is the causal agent of chili
pepper variegation. By Graft transmission, the transmission by the vector Bactericera
cockerelli and chain reaction polymerase with primers pair Ol2 OA2/CLi.po.Fwas
confirmed that this symptom is induced by the bacterium Candidatus Liberibacter

solanacearum.

Keywords: Candidatus Liberibacter solanacearum, PCR, sequencing.
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l.  INTRODUCCION
México se encuentra entre los principales paises productores y exportadores de
hortalizas en el mundo, se ubica en el cuarto lugar a nivel mundial y el primero en el
continente Americano. Otros exportadores de importancia son Paises Bajos,
Espafa, China, Francia, Bélgica, y Canad4; los diez principales paises productores
de hortalizas contribuyen con alrededor del 70% de la produccion mundial. En
México las cinco especies de hortalizas con mas valor en el mercado son tomate
rojo (Solanum lycopersicum), chile verde (Capsicum annuum), cebolla (Allium cepa),
tomate verde (Physalis ixocarpa) y calabacita (Cucurbita pepo) (Financiera Rural,

2008).

El chile verde es la hortaliza mas sembrada en el pais. En 2009 se sembré una
superficie de 149,114.73 ha comparada con el tomate rojo (66,635.31 ha) y
calabacita (31,738.24 h) (SIAP, 2010). Los principales estados productores en
México son Sinaloa (694,633.90 t), Chihuahua (564,256.08 t) Zacatecas (209,330.90
t), San Luis Potosi (133,402.30 t), Tamaulipas (125,481.50 t) y Michoacéan
(93,424.44 ton) (SIAP, 2010). Este ultimo ocupa el sexto lugar en produccion de esta
hortaliza, siendo los municipios de Yurécuaro, Tanhuato, Coahuayana, Vista

Hermosa y Ecuandureo los que tienen la mayor superficie sembrada (SIAP, 2007).

El cultivo de chile, como el resto de los cultivos es afectado por diferentes
microorganismos fitopatdgenos como virus, bacterias y hongos (Agrios, 2006). En el
2008 en el municipio de Yurécuaro, Michoacan se encontré un nuevo problema
fitosanitario. Inicialmente se penso que se trataba de un problema de virosis, ya que

se observaba variegacion, deformacion de la lamina foliar y albinismo, sintomas
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tipicos causados por estos agentes causales. Sin embargo, los resultados del
andlisis de ELISA para el Tobacco mosaic virus (virus mosaico del tabaco TMV),
Tobacco ringspot virus (virus de la mancha anular del tabaco TRSV), Cucumber
mosaic virus (virus mosaico del pepino CMV), Alfalfa mosaic virus (virus mosaico de
la alfalfa AMV), Tomato spotted wilt virus (virus de la marchitez manchada del
tomate TSWYV), Tabacco etch virus (virus jaspeado del tabaco TEV) y Tomato
aspermy virus (virus aspermia del tomate TAV) fueron negativos, indicando que
dicha sintomatologia no se encontraba asociada con estos virus. Con estos
antecedentes y conociendo que el género Candidatus afecta también a la familia de
las solanaceas, se sospech6 que estos sintomas podrian deberse a este patdgeno,
debido a la abundante presencia de Bactericera cockerelli en la zona. En enero de
2008 Ca. Liberibacter fue reportada por vez primera en el cultivo de chile en Nueva
Zelanda, ocasionando moteado, amarillamiento, deformacién de la lamina foliar y
muerte repentina de la planta (Liefting et al., 2008). Recientemente a esta bacteria
se le asignd el nombre de “Candidatus Liberibacter solanacearum” (Liefting et al.,
2008; Liefting et al., 2009), y tiene como vector a Bactericera cockerelli (Liefting et
al., 2008), a quien se le atribuye la transmision de la enfermedad denominada zebra
chip en el cultivo de papa en Estados Unidos (Abad et al., 2009) y Nueva Zelanda
(Liefting, 2008). Por otro lado, diversas especies de “Candidatus Liberibacter” se han
reportado como patdgenas en plantas de la familia de las rutaceas, siendo la
enfermedad conocida como Huanglongbing un problema serio a nivel mundial para
la citricultura (Murray y Schleifer, 1994; Jagoueix, 1994; Murray y Stackebrandt,

1995; Martinez, 2008; Brlansky, 2009).
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Con base a lo anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar si Candidatus
Liberibacter solanacearum es el agente causal del variegado del chile en Yurécuaro,

Michoacan.
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ll.  REVISION DE LITERATURA

2.1 Candidatus Liberibacter

Candidatus Liberibacter es una bacteria Gram negativa, restringida a los tubos
cribosos del floema, que pertenece al grupo a de la subdivision Proteobacteria
(Jagoueix et al., 1994. Candidatus Liberibacter asiaticus (CalLas) fue la primera
especie que se reportd a finales del siglo XIX por citricultores de China, como
causante de la muerte de los arboles en corto tiempo (Zhao, 1981). En 1994 y 2004
se detectaron en citricos las especies Candidatus Liberibacter africanus (CaLaf) y
Candidatus Liberibacter americanus (CaLam), respectivamente. En 2008 se detecto
a Candidatus Liberibacter solanacearum (CalLso) afectando cultivos comerciales de
chile, jitomate y papa en Nueva Zelanda (Liefting et al., 2008; Liefting et al., 2009) y
México (Munyaneza et al., 2009; Camacho-Tapia et al., 2011), posteriormente en
2010 se encontr6 afectando zanahoria en Europa (Munyaneza et al., 2010) y
recientemente en Jocotitlan, Estado de México, afectando jitomate (Ling et al.,
2011). Los sintomas causados por la bacteria varian segun el cultivar y la etapa de
crecimiento del hospedante pero consisten principalmente en amarillamientos y
deformacion de la lamina foliar (Khairulmazmi et al., 2008). La transmision se lleva a
cabo por los psilidos Diaphorina citri, Trioza erytrae, Bactericera cockerelli y Trioza
apicalis; y a través de semilla e injerto (Garnier et al., 2000; Hansen et al. 2008,
Liefting et al, 2008; Liefting et al.,, 2009). Esta bacteria se ha relacionado con la
enfermedad conocida como zebra chip (ZC) en papa (Munyaneza et al., 2007) y el
permanente del tomate (Munyaneza et al., 2009). La detecciébn de Candidatus
Liberibacter se realiza principalmente mediante técnicas moleculares, destacando la

reaccion en cadena de la polimerasa (Das, 2004).
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2.2 Clasificacion y biologia

El término “Candidatus” en el caso de bacterias se asigna a organismos que no
pueden caracterizarse con técnicas bioquimicas (Murray y Schleifer, 1994; Murray y
Stackebrandt, 1995), mientras que el nombre trivial “Liberobacter” proviene del latin
Liber (corteza) y bacter (bacteria) que posteriormente fue remplazado por
“Liberibacter”. Estas bacterias pueden ser de forma filamentosa con un diametro de
0.2 — 0.3 um o redonda con un diametro mayor de 0.5 um, no poseen una
membrana externa y la pared de peptidoglicanos es apenas visible, sin evidencias
de flagelos o pilis; su citoplasma es menos denso con respecto a otras bacterias
fitopatdgenas y con frecuencia muestran plasmolisis (Jagoueix et al., 1994; Garnier
et al., 2000). A la fecha se han reportado cuatro especies, de las cuales tres afectan
citricos; Candidatus Liberibacter asiaticus (Brlansky et al., 2009), Ca. L. africanus y
Ca. L. americanus (Jepson, 2008) que causan la enfermedad conocida como
Huanglongbing (HLB, “Dragdén amarillo” en espanol), considerada como la mas
importante a nivel mundial en estos cultivos (Brlansky et al, 2009). La cuarta especie
Candidatus Liberibacter solanacearum afecta a plantas la familia Solanaceae y
Apiaceae. En el Cuadro 1 se indican los hospedantes a los que afecta cada especie,
sus vectores y su tolerancia a temperatura.

Sechler et al. (2009) lograron aislar y cultivar in vitro a las tres especies de
Candidatus Liberibacter que afectan citricos, en un medio especial llamado “Liber A”
que se prepara con extracto de venas de citricos, potasio monobasico, fosfato
dibasico, NADP, cicloexamida y agar. Lo anterior les permitio llevar a cabo pruebas
de patogenicidad, no obstante, no se conocen reportes adicionales que indiquen el

uso extensivo de este medio de cultivo en la investigacion y diagnostico de CalLspp.,
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posiblemente debido a que es mucho mas rapido y practico realizar la deteccion

mediante PCR.

2.3 Distribucion mundial
La bacteria Candidatus Liberibacter, se detectdé por primera vez en China, a finales
del siglo XIX (Zhao, 1981), posteriormente se reportd en el continente africano a
finales de 1920 (Van der Merwe y Andersen, 1937) y en 2004 se detect6 por primera
vez en el continente Americano en Brasil (Da Graca y Korsten, 2004). En 2005 se
reporté en el sur de Florida en la region de Homestead (Brlansky, 2009), en 2006 en
Cuba (Martinez et al., 2009 y Da Graca, 2008), en 2008 en Lousiana (Jepson, 2008),
en 2008 en Belice y Republica Dominicana y por ultimo en México en el 2009
(SENASICA, 2009) (Fig. 1). CalLasiaticus es un grave problema en citricos en paises
como China, Taiwan (Zhao, 1981), Filipinas (Lee, 1921), Indonesia (Aubert et al.,
1996), India (Raychaudhuri et al., 1974) y Brasil (Texeira et al., 2005).

El HLB se report6 por primera vez en México en Tizimin, Yucatan y se asocio
con la bacteria “Candidatus Liberibacter asiaticus” (Robles et al.,, 2009).
Actualmente se encuentra distribuida en los estados de Yucatan, Quintana Roo,
Nayarit, Jalisco, Campeche, Colima y Sinaloa (SENASICA, 2010). En México, se
han eliminado 379 arboles con sintomas de la enfermedad en los estados de
Yucatan, Quintana Roo, Jalisco y Nayarit (SENASICA, 2010). Sin embargo, Texeira
et al. (2005) mencionan que cuando un arbol presenta los sintomas caracteristicos
de la enfermedad, al menos cinco arboles aledafios a éste ya portan a la bacteria,
por lo que se prevé que en poco tiempo la incidencia de la enfermedad crecera
exponencialmente. La especie CalLaf se encuentra distribuida en el Este, Centro y

Sur de Africa incluyendo Burundi, Camerin, Etiopia, Isla Mauricio, Kenya,
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Madagascar, Malawi, Nigeria, Republica centroafricana, Isla Reunion, Ruanda,
Somalia, Sudéfrica, Suazilandia, Tanzania y Zimbaue (Le Roux et al., 2006).

Candidatus Liberibacter americanus so6lo se ha encontrado en Brasil en la
region de Araraquara, Sdo Paulo, y aunque no se tienen reportadas las pérdidas
econdémicas que ocasiona, desde su deteccion en 2004 se han eliminado 500 mil
arboles, pero de forma extraoficial se estima que adicionalmente los productores han
eliminado de 300 a 400 mil arboles. Inicialmente se consider6é que se trataba de la
especie Calas, pero dada la severidad de los sintomas observados en arboles de
citricos y los resultados de los analisis moleculares, se determind que se trataba de
una nueva especie clasificada como CaLam y que resultdé ser mas agresiva que la
especie asiatica (Texeira et al., 2005).

Las mayores pérdidas ocasionadas por HLB se reportan en Brasil y EUA,
paises donde se han eliminado mas de 5 millones de arboles con sintomas de la
enfermedad, a lo que se suman los costos (279 ddlares/ha) por las aplicaciones
contra el vector (Ayres y Yamamoto, 2007; Brlansky, 2009). En 2008, se report6 en
Nueva Zelanda una nueva especie de esta bacteria afectando cultivos de chile y
jitomate en invernaderos comerciales, la cual se identific6 como Calso (Liefting et
al., 2008). Después de este hallazgo la agencia de Bioseguridad del Ministerio de
Agricultura y Silvicultura de Nueva Zelanda suspendio las importaciones de chile y
jitomate (Liefting et al., 2008). Los investigadores de esta agencia notificaron que se
trataba de una nueva especie de Candidatus Liberibacter, ya que las pruebas
moleculares utilizadas para su identificacion indicaron que la bacteria no
correspondia a ninguna de las especies descritas con anterioridad (Liefting et al.,
2008). Esta especie se encuentra distribuida en Canada (Alberta, British Columbia,

Ontario, Quebec, Saskatchewan), México (Sinaloa, Michoacan y Estado de México) ,
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Estados Unidos (Arizona, California, Colorado, Idaho, Kansas, Minnesota, Montana,
Nebraska, Nevada, Nuevo México, Dakota del Norte, Oklahoma, Dakota del Sur,
Texas, Utah y Wyoming), Guatemala, Honduras y Nueva Zelanda (EPPO, 2009;
Liefting et al., 2009; Camacho-Tapia et al, 2011; Munyaneza et al., 2007 y 2011).

En Texas y California, se encontré otra especie de esta bacteria en
poblaciones del psilido B. cockerelli, la cual fue denominada Candidatus Liberibacter
psyllaurous (CalLps); los psilidos fueron colectados por Hansen et al. (2008) en
cultivos de papa y jitomate con sintomas de amarillamiento y confirmaron que B.
cockerelli es el vector de CalLps. Algunos autores mencionan que Calps estad muy
relacionada con CalLso y que probablemente se trata de la misma especie
(Munyaneza et al., 2010; EPPO 2011).

Munyaneza et al. (2007) mencionan que en Nueva Zelanda, Estados Unidos,
México y Centro América la enfermedad conocida como ZC en papa, asociada con
Calso, ha causado pérdidas econOmicas estimadas en millones de dolares y el
abandono de campos enteros. En jitomate y chile no se tienen datos de pérdidas y
dafos (Liefting et al., 2009). En 2010 esta especies se detecté también en zanahoria
(Daucus carota) en el sur de Finlandia, atribuyéndose la transmision al psilido Trioza
apicalis, plaga que se presenta en el centro y norte de Europa (Munyaneza et al.,

2010).
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Fig. 1. Distribucién geogréafica de Candidatus

2.4Sintomas y hospedantes

El género Candidatus Liberibacter afecta principalmente a las especies citricolas
mas importantes de la familia Rutaceae incluyendo naranjos (Citrus cinensis),
mandarinas (Citrus reticulata) y tangelos (Citrus reticulata x C. paradisi), y en menor
grado a los limones (Citrus limon), toronjas (Citrus paradisi) y especies ornamentales
como Swinglea glutinosa y Triphasia trifolia (McClean y Schwarz, 1970).

El HLB causa defoliacion de los arboles, amarillamiento, reduccion del tamafio de los
frutos, moteado del follaje y amarillamiento de las venas (Khairulmazmi et al., 2008).
El sintoma caracteristico de la enfermedad es la presencia de una o mas ramillas
terminales del arbol con apariencia clorética, que contrasta con el color verde de las
hojas de las ramas no afectadas (Bové, 2006). Las plantas enfermas presentan
también caida prematura, asimetria y reduccion del numero de frutos con una linea
curvada a la mitad del mismo (observada al cortarlo longitudinalmente) (Bové, 2006;

Brlansky et al., 2009). Los sintomas a veces pueden confundirse con deficiencias de
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zinc, hierro, magnesio, calcio y cobre u otras enfermedades como gomosis (Garcia,
2006).

Ca. Liberibacter solanacerum, afecta a especies de la familia de las
solanaceas, de ahi su nombre; no obstante, en el afio 2010 se encontro afectando al
cultivo de zanahoria (Munyaneza et al., 2010). En jitomate los sintomas incluyen
enrollamiento y amarillamiento de las hojas, achaparramiento de la planta y
deformacion del fruto en algunas variedades. Liefting et al. (2008, 2009) mencionan
que en diversos materiales de chile, los sintomas se manifiestan como hojas
deformes de color verde péalido o amarillo, con tallos acortados, caida de flores y
muerte repentina de diferentes partes de la planta. Camacho-Tapia et al. (2011)
mencionan que los sintomas inducidos por la bacteria en materiales de chile tipo
serrano son: venas cloroticas, deformacion de la lamina foliar y fruto, albinismo y
variegado. En papa la enfermedad se manifiesta por clorosis en hojas, deformacion
de tallos o en forma de zigzag, desarrollo de tubérculos aéreos, oscurecimiento del
sistema vascular y hojas dobladas o marchitas. Sin embargo, sélo la presencia de
rayas necroticas en la médula del tubérculo se considera como sintoma tipico para
la diagnosis de la enfermedad ZC (Munyaneza et al., 2007). En zanahoria los
sintomas consisten en amarillamiento, clorosis, deformacién de hojas, reduccion de

tamafo de la planta y proliferacion de raices secundarias (Munyaneza et al., 2010).

2.5Deteccion
La deteccion de la bacteria requiere de técnicas como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (Das, 2004), clonacion y secuenciacion (Hansen et al., 2008). La
PCR es la mas usada para la deteccion de esta bacteria, por ser una técnica muy

sensible y rapida. Para realizarla es necesario contar, para cada una de las especies
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descritas de Candidatus Liberibacter con oligonucleotidos especificos (Cuadro 1),
cuyo disefio se basa en la secuencia de nucleédtidos de la region 16S rDNA de su
genoma (Jagoueix et al., 1996; Texeira et al., 2005).

Jagoueix et al. (1994) disefiaron el oligonucleétido universal Ol2c (5'-
GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3), que se usa en combinacién con el resto de los

oligos para la deteccién de las diferentes especies de Ca. Liberibacter.

Cuadro 1. Iniciadores especificos para Candidatus Liberibacter

Especie Oligonucledtid | Oligonucleétido | Region | Fragment Fuente
0 (antisentido 5°- que o (pb)
(sentido 57-3) 3) amplifica
Jagoueix
ol1 Ol2c 1,160 et al.,
Calasiaticus (GCGCGTATG | (GCCTCGCGAC 1996.
CAATACGAGC | TTCGCAACCAT) Texeira et
GGCA) al., 2005.
Calafricanus OAl Jagoueix
(GCGCGTATTT 1,160 et al.,
TATACGAGCG 1996.
GCA) Texeira et
al., 2005.
CalLamericanus GB1 GB3 16S 1,027 Texeira et
(AAGTCGAGC | (CTATATTTGCC rDNA al., 2005.
GAGTACGCAA | ATCATTAAGTT
GTACT-3) GG)
Liefting et
OA2* 1, 060 al., 2009.
(GCGCTTATTT
TTAATAGGAG
CGGCA)
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Calsolanacearu

m

Cli.po.F
(TACGCCCTGA
GAAGGGGAAA
GATT)

LsoF
(GTCGAGCGC
TTATTTTTAAT
AGGA)

ol12C
(GCCTCGCGAC
TTCGCAACCAT)

1, 070

Secor et
al., 20009.

1,173

Munyanez
a

et al.,
2010.

Li et al.
(2009)

2.6Genbmica

A la fecha se han secuenciado los genomas de las tres especies relacionadas con

HLB sin que se conozca, para la mayoria de las secuencias obtenidas para qué

genes codifican. EI genoma completo de Calas secuenciado en 2009, esta

constituido por un cromosoma circular de 1.23 Mbps con un bajo contenido de GC

(36.5%) distintivo de bacterias intracelulares. Un alto porcentaje de su genoma

corresponde a secuencias de genes relacionados con movilidad celular (4.5%) y

genes relacionados con transporte activo (8.0%). En concordancia con su naturaleza

intracelular carece de los sistemas de secrecion tipo Il y tipo IV, asi como de

enzimas degradadoras extracelulares. Mediante analisis filogenético se determiné
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que Calas estd estrechamente relacionada con miembros de la familia
Rizhobiaceae (Duan et al., 2009) (Figura2).

El genoma de CalLso, se secuencié en 2010 y consiste de un cromosoma
circular de 1.26 Mbps nucleétidos (Genbank No. CP002371). Su tamario es similar al
de las especies Ca. L. asiaticus, Ca. L. americanus y Ca. L. africanus, con las cuales
esta relacionada. EI ADN bacteriano utilizado para la secuenciacion se aislo de
psilidos colectados en campos de papa afectados por ZC en Dalhart, Texas,
Estados Unidos (Lin et al., 2011). El genoma completo de Ca. L. solanacearum se
analizé y comparé con el de otras bacterias de la familia Rhizobiaceae, del género
Agrobacterium y con Candidatus Liberibacter asiaticus (Lin et al., 2011), tal andlisis
indico la existencia de un gran numero de trasportadores Unicos y rutas metabdlicas
gue pueden contribuir a su patogenicidad. Algunos de estos atributos posiblemente
se adquirieron a través de transferencia horizontal de genes. La comparacion de los
genomas de Calso y el de Calas revel6 que ambas especies tienen un genoma
pequefio existiendo una gran similitud entre ambas, aunque se observaron
reordenamientos gendémicos que sugieren que han tenido una rapida evolucién;
también se encontré un gran nimero de genes con funciones desconocidas (Lin et
al., 2011).

En las especies de CalLso y Calas, soOlo el 30% del total de su genoma
constituye marcos de lectura abierta y el 70% restante corresponde a un gran
namero de proteinas hipotéticas, el determinar su funcion en los procesos
bioquimicos fundamentales o de supervivencia de la bacteria y su posible relacion
con la induccién de sintomas (Lin et al., 2011), permitird tener un mejor
entendimiento de su biologia, lo cual eventualmente ayudara a desarrollar

estrategias de manejo.
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2.7Vector y manejo de la enfermedad

Ca. Liberibacter se transmite a través de insectos, es una bacteria persistente que
se reproduce dentro del insecto y es capaz de transmitirse de generacién en
generacion de forma transovarica (Pelz-Stelinsky et al., 2010). La dispersién de las
bacterias causantes del HLB tienen lugar principalmente a través de dos vectores:
Diaphorina citri para las especies asiatica y americana, y Trioza erytreae para la
especie africana (Garnier et al., 2000; Meyer et al., 2007; Hall, 2008). Las estrategias
de manejo de HLB estan dirigidas principalmente al manejo del vector mediante la
aplicacion de productos quimicos y el uso de enemigos naturales; también se ha
recomendado utilizar plantas sanas, eliminar arboles enfermos y aplicar antibiéticos
como clorhidrato de tetraciclina para eliminar a la bacteria (Aubert et al., 1996; Da
Graca y Kortsen, 2004).

La especie CalLso es transmitida por Bactericera cockerelli. Cuando el insecto
se alimenta de las plantas infectadas, adquiere a la bacteria, ésta, pasa a través de
la barrera intestinal, se multiplica dentro del individuo y una vez que llega a las
glandulas salivales es transmitida a otra planta durante la alimentacion (Liefting et
al., 2009). No se tienen muchos estudios del tiempo de alimentacién que requiere el
insecto para la adquisicion de la bacteria, el periodo de latencia y el tiempo de
alimentacion para la transmision a una nueva planta. Cranshaw (1993), menciona
qgue B. cockerelli es originaria de Norte América, ya que los primeros problemas en
papa ocasionados por esta plaga, se detectaron en los Estados Unidos en 1920. En
1947 se documenté la presencia de B. cockerelli en México afectando solanaceas en
los estados de Durango, México, Guanajuato, Michoacan y Tamaulipas (Plesch,
1947); a partir de 1970 se le consider6 como una plaga primaria en los cultivos de

chile, jitomate y papa (Garzon-Tiznado 2003). En Nueva Zelanda aparecio en 2005 y
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se le ha catalogado como una plaga de gran importancia en diversas especies
vegetales, especialmente chile y jitomate (Teulon et al., 2009). Dos afios después de
haber detectado a B. cockerelli en campos agricolas de Nueva Zelanda se reporto la
presencia de Calso, tal hecho sugiere que la bacteria llegd con el psilido a Nueva
Zelanda y que éste es su vector (Liefting et al.,, 2009). Para el caso de Estados
Unidos y México el origen de la bacteria es incierto, ya que desde 1948 se reportd
en México la presencia de la enfermedad conocida como punta morada de la papa
(PMP), posteriormente fueron consignadas las enfermedades Zebra chip
(Munyaneza et al., 2007) y permanente del tomate (Munyaneza et al., 2009) las
cuales en afios recientes se asociaron con CalLso. Lo anterior sugiere que la
enfermedad se encontraba originalmente en papa y posteriormente con ayuda del
psilido B. cockerelli se transmitio a jitomate, chile y otras solanaceas silvestres.
Aungque en un principio estas enfermedades se atribuyeron a fitoplasmas o virus;
actualmente se ha logrado establecer que tales sintomas se asocian con Ca
Liberibacter. Muy probablemente la bacteria ha estado presente desde hace tiempo
en los cultivos antes mencionados, pero no existian los métodos adecuados para su
deteccion.

El manejo de CalLso se ha basado principalmente en el control quimico del
insecto vector, ya que la aplicacion de antibiéticos no ha tenido resultados para la
remision de sintomas o la muerte de la bacteria (Khairulmazmi et al., 2008). Los
insecticidas que se han recomendado son thiamethoxam e imidacloprid (Vega-
Gutiérrez et al., 2008). Butler et al. (2011) encontraron que en comparacion con los
testigos no tratados, la aplicacion de imidacloprid y abamectina disminuyeron
significativamente la transmisién de Calso, como resultado de la reduccion de las

poblaciones del psilido de la papa.
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Para el caso de las especies de Ca. Liberibacter que afectan citricos, se han
realizado varias investigaciones tendientes a desarrollar métodos de aplicacion de
antibiéticos para el manejo de la bacteria. Zhang et al. (2011) encontraron que
inyectando al tronco o sumergiendo las raices en una mezcla de penicilina y
estreptomicina se suprime el desarrollo de la bacteria. Esta estrategia constituye una
herramienta Gtil para el manejo de Ca. L. asiaticus y podria serlo para otras especies

de Candidatus Liberibacter.

2.8Relacién patdégeno-vector y patdbgeno-hospedante.
La bacteria que causa el HLB es transmitida por los psilidos T. erytreae y D. citri y
puede ser adquirida en 30 minutos, tiene un periodo de latencia de 7-10 dias (Da
Graca 1991), lo que sugiere que el patébgeno se multiplica dentro del vector. Sin
embargo, Xu et al. (1988) reportan que un tiempo minimo de alimentaciéon de 5-7
horas fue suficiente para adquirir y transmitir el patdgeno, lo cual no se logré con
periodos de 1-3 horas. Por otra parte no se conoce si los psilidos D. citriy T. erytrae
pueden ser infectados simultdneamente con las especies CalLas y CalLaf (Garnier et
al., 2000). Los adultos, el cuarto y quinto instar son capaces de transmitir al
patdgeno en la secrecion salival después de un periodo de latencia que varia desde
1-25 dias. Las ninfas del primer al tercer instar no transmiten el patégeno. Hasta el
momento no se han realizado estudios sobre la transmision de Candidatus
Liberibacter por via sexual en psilidos, y tampoco se sabe si los parasitoides que se
desarrollan en psilidos infectados con la bacteria pueden transmitir el patdgeno
(Halbert y Manjunath, 2004). Se carece de informacion acerca del efecto que Ca.
Liberibacter tiene sobre el ciclo de vida de su vector B. cockerelli; Nachappa et al.

(2011) determinaron que la presencia de CalLso en el interior del insecto, redujo
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significativamente los dias de fecundacion de la hembra y porcentaje de
supervivencia de ninfas. Estos resultados aportan evidencia de que Ca. L.
solanacearum afecta negativamente la tasa de crecimiento de la poblacion del
vector.

Pierson et al. (2011) al estudiar los patrones de desplazamiento de Ca.
Liberibacter solanacearum a través del floema de plantas de tomate y papa,
encontraron que la frecuencia y/o direccion de desplazamiento varian entre las dos
especies y entre variedades de papa. En ambas especies hospedantes se detect6 a
la bacteria con mayor frecuencia en las hojas del nivel superior y medio, tres
semanas después de la transmision por B. cockerelli; las tasas de movimiento fueron
similares entre las variedades de papas y los sintomas se desarrollaron mas en las
variedades susceptibles. Los patrones de movimiento, la direccibn de
desplazamiento y la velocidad de movimiento de la bacteria en tomate y papa fueron
parecidos a los patrones de movimiento de los virus y CalLso puede pasar del sitio
de infeccion al tallo principal en tan solo 7 dias. Por otro lado la direccion de
translocacion del patégeno fue similar en tomate y entre las diferentes variedades de
papa, la bacteria parece seguir el movimiento de los carbohidratos hacia las hojas
jovenes. La manifestacion de sintomas siguié el mismo patron que el movimiento del
patdgeno y éste se pudo detectar en el mismo tejido por varias semanas (Pierson et
al., 2011). La velocidad de desarrollo de sintomas fue diferente en tomate, papa y
entre las variedades de papas susceptibles y potencialmente tolerantes; en tomate
los sintomas fueron menos severos y el desarrollo de los mismos fue mas lento.

Se carece de informacion disponible sobre este tema para otras especies de
Ca Liberibacter, por lo que es necesario realizar estudios similares para conocer la

direccidon y velocidad de desplazamiento de las otras especies de la bacteria y los
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mecanismos responsables de estos procesos. Este conocimiento seria de utilidad
para determinar cuando y en qué tejidos realizar el muestreo para llevar a cabo la
deteccién temprana del patégeno en campo. Asi mismo, la comparacion de los
patrones de desplazamiento entre las variedades susceptibles y tolerantes podria

contribuir al esclarecimiento de los mecanismos de tolerancia a la enfermedad.

2.9Candidatus Liberibacter solanacearum en México
Esta bacteria se detectd por primera vez en 2009 en campos de jitomate en Cruz de
Elota, Sinaloa, (Munyaneza et al., 2009). En el mismo afio se encontré afectando
plantaciones de chile en la regién del Bajio Michoacano en los municipios de
Yurécuaro, Tahnuato y Vista Hermosa (Camacho-Tapia et al., 2011). Recientemente
se reportd la presencia de la bacteria en invernaderos de jitomate en Jocotitlan,
Estado de México (Ling et al., 2011). Los trabajos en jitomate se limitaron a la
deteccién de la bacteria en plantas con sintomas, mientras que en el caso de chile
se observd mediante transmision por injerto de brotes provenientes de plantas
enfermas, y sugieren que esta bacteria produce un variegado en las plantas,
ademas una clorosis en las puntas de las hojas y variegado seguido de necrosis a
los 90 dias después de ser inoculada. Otro hallazgo interesante de este trabajo fue
la deteccion de la bacteria en semilla de chile comercial, utilizada para siembra en
los municipios de Yurécuaro, Vista Hermosa y Tahnuato, Michoacan. Semillas
obtenidas de frutos de plantas positivas a CaLso (Camacho-Tapia et al., 2011). Este
trabajo apoya los resultados realizados por Shatters, (2008) quien detectd por PCR
en tiempo real a CalLas en raices de plantulas obtenidas de semilla de pomelo
(Citrus paradisi) de arboles enfermos. Por su parte Hilf (2011) reporté la presencia

de Calas en las cubiertas de semillas de naranja dulce variedad “Sanguenelli” y de
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pomelo variedad “Conners”. Esta informacién indica que la semilla puede constituir
una fuente de in6culo primario de gran importancia y que habra que considerar la
termoterapia de semilla como un componente mas en la estrategia de manejo de
Candidatus Liberibacter.

En un estudio epidemiolégico de la especie CalLso en el cultivo de chile
jalapefio, la epidemia se ajustd al modelo logistico caracteristico de enfermedades
policiclicas y el desarrollo de la epidemia tardia se asocié con la presencia de B.
cockerelli. Sin embargo, el inicio de la epidemia no se asocié con la presencia de
insectos, por lo que se sugiri6 que las primeras plantas enfermas se generaron a
partir de semillas infectadas (indculo primario) y que posteriormente los insectos
contribuyeron a la dispersion secundaria de la enfermedad (Camacho-Tapia et al.,

2010).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal e insectos

La colecta del material biologico se realizé en los meses de agosto 2009 y junio de
2011, en Yurécuaro, Michoacan, localizado al noroeste del Estado, en las
coordenadas 20°20’ de latitud norte y 102°17’ de longitud oeste. Se seleccionaron
plantas de chile (Capsicum annuum L.) de las variedades Tajin, Don Matias y
Centella, con sintomas de variegado, escaldadura, variegado con nervaduras
cloréticas, ampolla miento y deformacion de la lamina foliar. Diez plantas con
sintomas se sacaron con raiz y se trasplantaron en macetas que contenian suelo
estéril y se mantuvieron en el invernadero para su posterior analisis.

Con una red entomolégica se capturaron aproximadamente 300 adultos de B.
cockerelli de plantas con sintomas putativas a la enfermedad y se transportaron al
invernadero en una hielera. Los individuos se colocaron sobre 50 plantas de chile
sanas variedad Early California y se mantuvieron en jaulas con malla entomolégica
para evitar su dispersién y la entrada de otros insectos. Las plantas utilizadas en
esta prueba fueron analizadas por PCR para corroborar que fueran negativas a

Calso.

3.2 Extraccion de acidos nucleicos
Se realiz6 la extraccion de acidos nucleicos de las plantas colectadas, a partir de 0.2
g de tejido foliar de plantas de chile con sintomas de variegado con venas amarillas,
amarillamiento y deformacion de la lamina foliar con el método de CTAB 3%
modificado por Rojas-Martinez (1998) y con el producto comercial DNeasy Plant Mini

Kit de QIAGEN®. Se verificd la calidad del ADN en un gel de agarosa al 1% vy la
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cantidad se determind por espectrofotometria a una absorbancia de 260 nm con un
espectrofotometro (Nanodrop® ND-1V 3.2.1).

La extraccion de ADN de los insectos se realizd con el kit comercial, antes
mencionado, en grupos de 10 insectos, siguiendo el procedimiento indicado para las

muestras vegetales.

3.3 Deteccidn de Candidatus Liberibacter solanacearum

3.3.1. Deteccion por PCR

Para la deteccion de Candidatus Liberibacter solanacearum en las plantas y en los
insectos vectores, que se encontraban en el invernadero, se usaron los iniciadores
especificos OA2 (5-GGGGGGAATTCCCTCTTCACTTCTCAGAAT-3) y Ol2c (5-
GCC TCG CGA CTT CGC AAC CCA T-3") disefiados a partir de la region 16S rDNA
y que amplifican un fragmento de 1,160 pb (Liefting et al., 2008; Liefting et al., 2009).
Con el propdsito de corroborar estos resultados a la par se usé el iniciador sentido
CLi.po.F (5-TACGC CCTGAGAAGGGGAAAGATT-3'), especifico para detectar en
otras especies de la misma familia, en combinacion con iniciador Ol2c, el fragmento
gue amplifica es de aproximadamente 1,069 pb (Secor et al., 2009). Se us6 una
mezcla de reaccion de 25 pL, buffer de PCR 1X, 2.5 mM MgCl;, 0.2 mM dNTPs, 20
pm de cada iniciador, 1U Taq polimerasa y 100 ng de ADN.

La amplificacion se realizé en un termociclador BIO-RAD®, modelo i-Cycler con una
temperatura de desnaturalizacion inicial de 94 °C por 2 min, seguido por 35 ciclos a
94 °C por 30 s para la desnaturalizacion, 62 °C por 30 s para la hibridacion y 72 °C
por 60 s para la extension y un ciclo de 72 °C por 10 min para la extension final. La
visualizacion de los productos amplificados se realiz6 mediante electroforesis en un

gel de agarosa al 1% a 90 volts. Una vez finalizada la electroforesis se procedio a
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tefir el gel con bromuro de etidio (0.5 ug mL-1 por 10 min) y finalmente se analizé

con un fotodocumentador Gel-Doc mod. 2000 (BIO-RAD®).

3.3.2. Deteccion por PCR en tiempo real
La deteccion de CalLso en el insecto vector se determiné por PCR en tiempo real
multiple con los iniciadores Lsof-HLBr/COX; con una mezcla de reaccion de 25 pL:
1X buffer para PCR, 6.0 mM de MgCl,, 0.24 mM de cada dNTP, 1U de Taqg
polimerasa, 240 nM de mezcla de los iniciadores Lsof/HLBr, 120 nM de la sonda
HLB, 240 nM de mezcla de los iniciadores COX, 120 nM de sonda COX y 100 ng de

ADN.

3.4 Secuenciacion
El producto de PCR de plantas sintomaticas y B. cockerelli, se limpié con el kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, los productos se mandaron a
secuenciar a la unidad de sintesis y secuenciacion de la UNAM. Se secuencio la
region 16S rDNA en un secuenciador automatizado (Automatic Sequencer 3700xl
DNA Analyzer, APPLIED BIOSYSTEM®). Las secuencias fueron comparadas y
depositadas en la base de datos de GenBank, utilizando la herramienta BLAST del
Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

3.5 Transmision por injerto
Se injertaron 20 plantas sanas de chile (variedad Early California) de
aproximadamente 45 dias de edad con ramas de plantas de chile mantenidas en el

invernadero y que mostraban sintomas de variegado con venas cloréticas y
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deformacion de la lamina foliar. En la base de las ramas con sintomas se hizo un
corte en doble bisel y se introdujeron en un corte longitudinal ligeramente inclinado
hecho en el tallo de la planta receptora, el tejido injertado se sujeto con parafim;
cada planta recibioé de dos a tres injertos. Para conservar la humedad, las plantas se
cubrieron una bolsa de plastico durante siete dias y se mantuvieron en el

invernadero a temperaturas diurnas de 25 a 30 °C hasta que mostraron sintomas.

3.6 Transmision por el insecto Bactericera cockerelli.
Con una red entomoldgica se colectaron en campo adultos de paratrioza en campo
gue se encontraban sobre plantas de chile con los sintomas antes descritos y se
llevaron al invernadero donde se colocaron en plantas de chile var. Early California
con sintomas de variegado, estas se mantuvieron dentro de una jaula de madera
con tela organza. Los insectos se dejaron en estas plantas durante 30 dias para
aumentar su poblacién. Las pruebas de transmision se realizaron en dos ensayos, el
primero consisti6 en una prueba masiva en la que se colocaron alrededor de 100
insectos adultos de la colonia establecida en invernadero en plantas enfermas y se
colocaron en una jaula que contenia 50 plantas sanas, 48 hrs después los insectos

fueron colectados y colocados en alcohol.
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IV. RESULTADOS

Las 10 plantas con sintomas de variegado, nervaduras cloréticas y deformacion de
la ldmina foliar colectadas en campo y mantenidas en invernadero (Fig. 2), fueron
positivas para Candidatus Liberibacter solanacearum en la prueba de PCR con los
iniciadores especificos OA2/0O12c y ClipoF/Ol2¢ que amplificaron un fragmento de

1,160 pb (Figura 3).

Figura 2.- Sintomas asociados a Candidatus Liberibacter solanacearum. A) planta
asintomatica de chile (var, centella); B) planta mostrando variegado y disminucién de

la lamina foliar.
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1,168 pb

Figura 3.- Productos amplificados mediante PCR con los iniciadores OA2 y Ol2c a
partir de tejido de Capsicum annuum L. (var. centella) con diferentes sintomas. 1,
Marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen®); 2, Planta asintomatica; 3, hoja
con albinismo; 4, hoja con variegado; 5, hoja con variegado y venas amarillas; 6,
hoja con escaldadura; 7, hoja con ampollamiento y deformacion de la lamina foliar;
8, hoja con variegado y deformacién de la lamina foliar y 9, negativo (agua

inyectable estéril).

4.1 Secuenciacion y analisis filogenético

La comparacién de las secuencias obtenidas con las depositadas en el GenBank
para Candidatus Liberibacter solanacearum indicé un 98% de similitud entre éstas.
Las secuencias obtenidas se depositaron en el GenBank con los numeros de acceso
HQ379735, HQ379736 y HQ379737. Estas secuencias se usaron para realizar un
analisis filogenético entre las diferentes especies de Candidatus Liberibacter en la
fig. 4 en este arbol se puede observar que las secuencias obtenidas en este estudio
(1, 2 y 3) son muy similares a otras secuencias de CalLso depositadas previamente
en el banco de genes del NCBI, por lo que se encuentran agrupadas en el mismo
ramal. En este mismo analisis filogenético se observa que la especie Ca.

Lpsyllaurous esta muy relacionada con Calso.
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Figura 4. Arbol filogenético de la region 16S rRNA de las bacterias pertenecientes al
geénero “Candidatus Liberibacter” del grupo alpha de la subdivision Proteobacteria y
las especies Escherichia coli, Ralstonia solanacearum y Rhizobium leguminosarum

utilizadas como raiz.

4.2 Transmision por injerto
Las plantas injertadas con tejido de ramas con sintomas de variegado, mostraron el
mismo sintoma y amarillamiento a los 90 dias después de la inoculacion (Fig. 5) y al

ser sometidas a analisis mediante PCR resultaron positivas para CalLso.
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Fig. 5. Plantas injertadas (A y B) mostrando variegado a los 90 dias después de la

inoculacion.

4.3 Transmision por Bactericera cockerelli.
La transmision de CalLso se detectd por PCR (iniciadores OA2/0l12c) (Fig. 6) y PCR
en tiempo real mdultiple (iniciadores Lsof-HLBr/COX) (Cuadro 2), en 50 plantas
expuestas a psilidos previamente alimentados en plantas de chile con sintomas. Los
sintomas desarrollados en las plantas expuestas a los psilidos fueron deformacién

de la ldmina foliar variegado y tonalidad morada en entrenudos y venas.
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Fig. 6. Transmision por psilidos. A) Donde se observan psilidos alimentandose de
plantas con sistemas de variegado; B). Planta expuesta al insecto mostrando
amarillamiento y entrenudos morados; C) planta expuesta al insecto mostrando

nervaduras moradas: D) planta testigo.

Muestra Resultado Ct
negativo Negativo 0
(H20)

Chile Positivo 33.77
Chile Positivo 32.22
Chile Positivo 20.47
Chile Positivo 31.1
Chile Positivo 31.8
Chile Positivo 35.82
Chile Positivo 32.92
Chile Negativo 0
Jitomate Negativo 0
positivo Positivo 25.14
(insecto)

Cuadro 2. Resultados de PCR-TR de transmision por psilidos para CaLso.
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1,000 pb

Figura 7.- PCR con los iniciadores OA2 y Ol2c de plantas de chile inoculadas con
psilidos previamente alimentados en plantas infectadas con Ca. Liberibacter
solanacearum. Marcador molecular 1 Kb (Invitrogen®); 2-6 plantas de chile que
mostraron amarillamiento y nervaduras en tonalidad morada; 7, Positivo (clona de

insecto positivo a CalLso); 8, negativo (agua inyectable estéril).
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V. DISCUSION

La sintomatologia observada en plantas de chile en este trabajo es diferente a la
reportada por Liefting et al., (2008, 2009). Ellos menciona que en solanaceas.
Candidatus Liberibacter en solanaceas ocasiona hojas deformes de color verde
palido o amarillo, tallos cortos, caida de flores y muerte repentina de diferentes
partes de la planta. En la presente investigacion los sintomas consistieron en
moteado, venas cloréticas y deformacion del fruto; tales sintomas son similares a los
reportadas en citricos (Garnier et al., 2000 y da Graca y Korsten, 2004) y chile
(Camacho-Tapia et al., 2011). Estos ultimos investigadores mencionan que el
desarrollo de sintomas de variegado, venas cloroticas y deformacion del fruto, va a
depender del estado fenolégico de la planta, las condiciones ambientales y de la
variedad de chile.

Comunmente la deteccion de la bacteria se realiza mediante PCR mientras que para
insectos se hace mediante PCR en tiempo real usando los iniciadores especificos
OA2, Cli.po.F, LsoF/Ol2c (Liefting et al., 2009; Secor et al., 2009; Li et al., 2009;
Munyaneza et al., 2010) y Lsof-HLBr/COX respectivamente. En esta investigacion
los iniciadores OA2/0Ol12c no fueron especificos ya que la secuencias generada al
compararse en la base de datos del Centro Nacional para la Informacion

Biotecnoldgica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) mostraron un 90% de similitud

con cloroplastos de plantas de chile; por otro lado se ha observado que con
iniciadores especificos como Lso TX 16/23 F/R y Lso adk F/R, disefiados a partir
de la region conservada del rDNA 16 y 23 S (Ravindran et al., 2011) de Calso, al
ser utilizados para la deteccidén de esta bacteria en plantas de papa con sintomas de
zebra chip, se obtiene un solo fragmento pues se ha observado que este par de

iniciadores son mucho mas especificos comparados con LsoF/Ol,2 pero en chile
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con sintoma de variegado se obtienen muchos fragmentos inespecificos (datos no
publicados); por lo anterior, no se recomienda el uso de mas de un par de
iniciadores para detectar a la bacteria en este cultivo.

La transmision de CalLso mediante injerto fue exitoso debido a que la bacteria es
habitante del floema de la planta (Bové, 2006). La transmision se dio sin ningun
problema, observandose el sintoma tipico de variegado que portaban las plantas
enfermas colectadas en campo.

En la prueba de transmision por Bactericera cockerelli se logro reproducir el sintoma
de variegado y se confirmd la presencia de la bacteria en las plantas enfermas,
corroborando asi que es vector de CalLso, como lo indican Liefting et al. (2008,2009)
y Hansen et al. (2008).

La secuenciacion de los productos obtenidos de esta investigacion confirman que la
bacteria en estudio corresponde a Candidatus Liberibacter solanacearum ya que
cuando se compararon en la base de datos del NCBI se observé una similitud del
97% con las especies de CalLso que se encuentran depositadas en dicha base. El
analisis filogenético indicé que las secuencias generadas en esta investigacion se
encuentran en el mismo grupo del género Candidatus Liberibacter y en la misma
rama que otras secuencias depositadas en la base de datos del Genbank
correspondientes a Calso. En la literatura varios investigadores mencionan la
existencia de otra especie de Candidatus Liberibacter transmitida por B. cockerelli
conocida como Candidatus Liberibacter psyllaurous (Hansen et al.,, 2008;
Munyaneza et al., 2010; EPPO 2011) asociada a la enfermedad ZC. Sin embargo,
en la presente investigacion los analisis filogenéticos realizados indican que CalLso y
CalLps son la misma especie (Munyaneza et al., 2010; EPPO 2011). Duan et al.

(2009) secuenciaron por primera vez el genoma completo de CalLas y mencionan
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qgue los miembros del género al que pertenece esta bacteria estan estrechamente
relacionados con los de la familia Rizhobiaceae, lo cual es sustentada por Lin et al.

(2011), quienes secuenciaron el genoma completo de CaLso.
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VI. CONCLUSION

La transmisién positiva del variegado de chile por injerto y por B. cockerelli y la
confirmacion de la presencia de la bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum,
mediante PCR en las plantas inoculadas y en los insectos utilizados en la prueba de
transmision, indican que esta bacteria es el agente causal del variegado de chile.
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