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RESUMEN

El analisis de ARN de doble cadena (ARN dc) ha sido atil para caracterizar a virus de
diferentes grupos, variantes dentro de un mismo grupo, infecciones latentes, infecciones
por virus desconocidos, virus cripticos, virus y ARN satélite e incluso viroides. En el
presente trabajo se identificé y detecté por analisis electroforéticos la presencia de virus
que infectan a diversas especies de hortalizas que se cultivan en la regién centro de
México. Se colectaron plantas principalmente de: tomate, chile, frijol, calabaza y jitomate.
provenientes de las localidades del estado de México, Puebla, Tlaxcala, Hidalgo v
Morelos, estas muestras presentaron sintomas de probable origen viral. Se pudo determinar
la presencia del virus del mosaico del pepino (CMV), mancha anular del tabaco (TRSV)
y en algunos casos ARN satélite asociado a CMV (CARNAS). En otros casos se
determinarodn la presencia de bandas agrupadas de 2 y hasta 6 bandas de un peso molecular
que varia de 1.2 2 0.9 X 10° Da que pudieran corresponder a virus cripticos o desconocidos
no reportados en México. Al mismo tiempo los resultados indicaron la presencia de
infecciones mixtas por diversos virus en las muestras colectadas de campo. Los resultados
siguieren que los patrones electroforéticos se repiten en los diferentes sitios y ain en
diferentes especies de plantas, mostrando dispersion de los patogenos sin limites
geograficos. En algunos sitios se pudo determinar la presencia de posibles patogenos que

solo se encuentran en esa localidad.



L. INTRODUCCION

En México se cultivan diversas especies de hortalizas, las cuales pueden ser producidas
por riego y temporal, el incremento en el rendimiento de estas ha mejorado
significativamente por el uso de sistemas agricolas especializados. Sin embargo la
produccion de estos cultivos sufre serias limitantes por el ataque de plagas y
enfermedades, que ademas de reducir los rendimientos del cultivo, incrementan el costo
de produccién por los gastos que genera el manejo y control de este tipo de problemas.
Un grupo importante de enfermedades que reducen el rendimiento y calidad de la

produccion horticola son las causadas por virus (Ramirez, 1990).

Las enfermedades causadas por virus son importantes econdmicamente ya que producen
una disminucién en el crecimiento normal de la planta. En México se han detectado y
descrito diversos virus en cultivos como frijol, maiz, trigo, cebada, jitomate, chile, tdmate
de cascara, papa, papaya, pepino, melon y sandia. En papayo, el virus mosaico de la
sandia-1 (watermelon mosaic virus-1 WMS-1) causante de la enfermedad mancha anular
del papayo, ha sido sumamente destructiva para este cultivo en México. También es
comun observar en cultivo de tomate diversidad de sintomas en distintas regiones donde se
cultiva y que sugieren enfermedades de origen viral (De La Torre, 1995). En el Estado de
Sinaloa, a principios de los afios 70s, en tomate se present una enfermedad denominada
“chino™, la cual es de origen viral y que causé pérdidas en el rendimiento del 30% (Silva y

Delgadillo. 1993).

En otro caso en Australia en 1941, se report6 la mayor pérdida de cosecha de papa por un
monto de $ 1,750,000 dolares, causado por el virus X de la papa (Bald y Norris, 1941
citado por Walkey, 1991).

La importancia del diagndstico de enfermedades virales asi como la correcta identificacion
de los virus causantes es esencial para encontrar medidas adecuadas de control. Los
sintomas que se presentan son insuficientes para una identificacién positiva, estos sintomas
se pueden presentar como resultado de la infeccion de més de un virus, o bien diferentes

virus causan sintomas similares en el mismo cultivo.



Existen diferentes procedimientos y técnicas cominmente utilizadas para el diagnéstico de
enfermedades virales. Algunos de estos métodos utilizan el extracto crudo para inocular in
situ la enfermedad a otras plantas, otros métodos requieren una preparacion altamente
purificada de virus. Estos ultimos requieren equipos de laboratono, asistencia por
laboratorios de bioquimica para andlisis de proteinas y acidos nucleicos. Las técnicas mas
utilizadas son la separacion de virus por plantas diferenciales o rango de hospederos, en
donde principalmente se utiliza el modo o tipo de transmision, rango y sintomas.
inactivacion por temperatura del virus, punto final de dilucién, longevidad en extracto
crudo y prueba de proteccion cruzada. La microscopia electronica es otro método que
ayuda a determinar el tipo de particula y tamafio. El caso de los métodos por serologia se
utilizan anticuerpos monoclonales o policlonales, existen variantes de este tipo de prueba
como son el uso de prueba serologia para identificacion de virus, prueba por precipitacion.
prueba de inmunodifusion, prueba de aglutinacién, serologia en microscopio electronico
la existencia de otras pruebas como son las propiedades de precipitacién, movilidad
electréforetica, andlisis de acidos nucleicos, anilisis de proteina de la capside y por dltimo

los andlisis por técnicas moleculares (Walkey, 1991).

A pesar de la disponibilidad de varias técnicas de deteccion en virus, en México son
escasos los trabajos que describen con certeza la naturaleza viral de maltiples
enfermedades, en las que incluso podrian estar involucradas diversas infecciones mixtas,
cuyo diagnéstico seria dificil si no se cuenta con la infraestructura necesaria y que
implicaria el uso de las técnicas antes mencionadas y que no esta disponible en todos lo

laboratorios.

Un método alternativo para el diagnéstico de virus en plantas es el anilisis de ARN dc
(acido riboniicleico doble cadena), que es la forma replicativa de los virus de ARN
cadena sencilla que causa el 70 % de las enfermedades que afecta a plantas. Este
método ofrece las ventajas para el diagndstico de virus es barato, rapido y no es
especifico. Entre las principales ventajas de este método destacan la inespecificas, es
decir que el analisis permite la deteccion de virus conocidos, infecciones latentes e
incluso permite la deteccion de virus desconocidos. El aislamiento de ARN dc por esta
técnica se ha utilizado para la RT-PCR en CARNA 5 (Piedra |. 2001 comunicacion

personal). Viendo las ventajas del andlisis de ARN de cadena doble. se propone utilizar



en este trabajo la técnica de ARN dc para su uso en el diagndstico de virus y como
complemento de una prueba de diagnéstico. Este trabajo pretende considerar la utilidad
de la extraccion y andlisis de acidos nucleicos de origen viral de doble cadena (ARN
dc), como un método alternativo, complementario y de bajo costo para el diagnéstico de

virus fitopatogenos.

JUSTIFICACION

Es importante la utilizacién de un diagndstico rapido y confiable para la determinacion de
posibles dafios y por consecuencia pérdidas econdmicas las cuales pueden ser debido a
infecciones virales en las hortalizas, de ahi la utilizacién del andlisis de diagndstico més
adecuado. Los ARN dc pueden utilizarse para ensayos de transmision y confirmar la
naturaleza viral de una enfermedad, utilizando al supuesto agente causal en estado puro.
Esto podria ser particularmente util para el caso de virus desconocidos, inestables o
indetectables a las técnicas de purificacién comunes.

Aunque se ha encontrado que algunas plantas contienen ARN dc de origen celular, la
consistencia con que el ARN dc puede ser extraido de tejido infectado por virus y el patrén
tipico de las bandas de ARN viral, cuando son separadas por electroforesis en geles de
agarosa o acrilamida, permite que el analisis de ARN dc sea un método simple, prictico y

complementario para el diagndstico de virus fitopatdgenos (Valverde, er al., 1990b)



II. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificar y caracterizar a los virus que afectan a diversas especies de plantas cultivadas
como son tomate (Lycopersicum esculentum M.); tomate de céscara (Physalis ixocarpa
B.); chile (Capsicum annuum L.); calabacita (Cucurbita pepo Grey zichinii); cebolla,
(Allium cepa L), maiz (Zea mayz L), frijol (Phaseolus vulgaris L), , mediante el analisis

electroforéticos de ARN de doble cadena (ARN dc).

OBJETIVOS PARTICULARES

Utilizar la técnica de electroforesis como herramienta para ¢l diagnostico rapido de

enfermedades virales.

Comparar con patrones electroforéticos de virus conocidos CMV, Cama-5 y TMV la
presencia o ausencia de virus y particulas parecidas a virus en las diferentes especies de

plantas cultivadas en los Estados de México, Puebla, Tlaxcala, Hidalgo y Morelos



III. ANTECEDENTES

En la zona centro de México, que abarca los Estados de México, Puebla, Tlaxcala, Hidalgo
y Morelos, se cultivan diversas especies de plantas horticolas, entre las mas importantes,
destacan: tomate (Lycopersicum esculentum M.); tomate de céascara (Physalis ixocarpa
B.); chile (Capsicum annuum L.); calabacita (Cucurbita pepo Grey zichinii); cebolla,
(Allium  cepa L), maiz (Zea mayz L), frijol (Phaseolus vulgaris L), productos que se

consumen directamente en el Distrito Federal (Alvizo y Lozoya, 1987).

Estos cultivos son afectados por diferentes tipos de enfermedades, entre las que destacan
los virus, que reducen fuertemente la produccion o la calidad de la cosecha. La importancia
econdmica de los virus fitopatogenos se aprecia facilmente al considerar algunos ejemplos.
La enfermedad de origen viral de los citricos conocida como tristeza, ocasiond de 1936 a
1946 la muerte de 7 millones de naranjos en el estado de Sao Paulo, Brasil. El mosaico de
la cafia de azicar causé pérdidas hasta de 60-80% en rendimientos de cafia en dreas
tropicales y subtropicales de América donde se cultivan variedades suaves de fécil
industrializacion. En general las enfermedades virales limitan la produccién de cultivos de
frijol, papa, chile, maiz, jitomate, entre otras. Considerando estos problemas es importante
tomar en cuenta los requerimientos esenciales de los sistemas econdémicamente viables
para el manejo de los cultivos que pudieran estar en conflicto con patégenos y el control de

estos (Dickinson y Lucas 1987; De la | De Bauer, 1984; Matthews, 1970).

En plantas han sido descritos méas de 1000 virus diferentes aunque solo una docena causa
pérdidas econdmicas estimadas en mil millones de délares, como el virus de la marchites
manchada de tomate (TSWV) y geminivirus, asi como virus de aparicién ciclica, como
numerosas especies de tobamovirus, potyvirus, potexvirus, cucumovirus u hordeivirus, en

cultivos de importancia econdmica y social (Golbach y Peters, 1994).

En México se han detectado diversas enfermedades virales que causan sintomas como
mosaicos, deformacion de hojas, enanismo y distorsion severa de ramas, hojas v tallos,
amarillamiento intervenal y moteados de color amarillo brillante, que sugieren el ataque de
multiples y diversos virus, algunos bien caracterizados en cultivos como frijol, maiz. trigo,
cebada, tomate, chile, tomate de cdscara, papa, papaya, melén y sandia. reportandose virus

tales como virus mosaico del tabaco ( tobacco mosaic virus TMV), jaspeado del tabaco



(tobacco etch virus, TEV), mancha anular del tabaco (tobacco ringspot virus TRSV), el
virus Huasteco del chile (pepper huasteco virus PHV), el virus mosaico de la sandia
(watermelon mosaic virus-1 WMS-1), virus del mosaico de el pepino (cucumber mosaic
virus CMV), marchites manchada del tomate (tomato spotted wilt virus TSWV), mancha
necrdtica del “Impatiens™ (INSV). (Silva y Delgadillo, 1993; Garzon et al, 1993;
Ramirez, 1990; De La Torre et al., 1995)

Durante varios aiios los sintomas fueron ¢l tnico medio de diagnostico para caracterizar a
las plantas, ya que estos son la base inicial que se dispone para designar a las

enfermedades, va sea por un virus U otros agentes causales.

Muchos virus tienen hospedantes en los cuales la infeccién nunca causa sintomas visibles,
designandose en virologia vegetal a este tipo permanente de “in apariencia™ como latencia.
La presencia del virus puede observarse inoculando hospederos sensibles, por serologia o
por medio del microscopio electronico. En algunos casos se llegan a presentar en partes del
tejido de las plantas sintomas visibles o lesiones en el lugar de entrada del virus y son
llamadas lesiones locales, otros efectos patologicos consisten en decoloraciones,
desecacion o muerte de los tejidos, también existen reacciones locales a la inoculacion del
virus y estas son necroticas en donde la invasion de la planta por el virus puede detenerse y
se le denomina a este comportamiento hipersensibilidad. Sin embargo, en muchos casos el
virus se vuelve sistémico y se propaga por lo general mas rapido después de que el virus

llega a los haces vasculares (Matthews, 1993; Pontis, 1975)

Para ¢l diagnostico de enfermedades de origen viral se recurre también a la observacion de
sintomas en inoculaciones artificiales de virus en hospedantes indicadoras. Deteccion de
inclusiones virales celulares, microscopia electrénica, transmisibilidad por insectos
vectores, serologia y deteccion de acidos nucleicos virales. La utilidad practica de cada
método depende del virus y del hospedante para cada enfermedad detectada. El
diagnéstico utilizando tnicamente plantas indicadoras no es confiable en todos los casos,
ya que la reaccion y sintomas de las plantas pueden variar por efecto de las condiciones
ambientales, las caracteristicas genéticas de los hospedantes utilizados v por la virulencia
de posibles lineas del virus (Palukaitis er al., 1983; Boccardo er al, 1897; Galliteli er al,
1991: Montasser ef al., 1991; Habili, 1993)



La deteccion seroldgica es el método mas extensamente utilizado para el diagnastico de
virus fitopatdgenos por sencilla y practica, en este caso se obtienen anticuerpos
monoclonales o policlonales los cuales son especificos para reconocer a un virus o lineas
de estos. Esta prueba se realiza mediante ensayos de ELISA. Sin embargo, en plantas
infectadas con mas de un virus, es decir por mezclas de diferentes virus los cuales pueden
incluir aquellos de ADN y ARN, en donde solo se podra detectar aquellos virus o sus
lineas serologicamente especificos, por lo que otros virus o lineas diferentes pueden pasar

inadvertidos. (Antignus y Cohen, 1994., Sambrook et al. 1989).

El fundamento de la presencia de las formas replicativas (FR) de ARN dc esta dada,
debido a que se sabe que la composicion del 90 % de los virus que infectan plantas la
presentan ARN de cadena sencilla. Durante la replicacién del virus en células vegetales, el
ARN dc se produce como un producto intermediario (Fig. 1.1). Este ARN dc es llamado
“Forma Replicativa”™ el cual se encuentra presente consistentemente durante la infeccion

con un virus de ARN de cadena sencilla sin importar el hospedero.
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Figura 1.1. Propussta esq ica de la rey ion del ciclo de replicacion de ARN cadena sencilla tipica

de virus vegetales. En algunos casos se llega a producir la replicacion de las formas subgenomicas de ARNs.
Las formas replicativas obtenidas de ARNs, infectadas con virus de ARN cadena sencilla son probablemente
las formas replicauvas. Los Rl consisten parcialmente de ARN cs por lo que resultan ser mas susceptibles a la

degradacion de ARNasas.




El andlisis de ARN dc ha sido atil para caracterizar a virus de diferentes grupos, variantes
dentro de un mismo grupo, infecciones latentes, infecciones por virus desconocidos, virus
cripticos, virus y ARN satélites e incluso viroides, que por su bajo peso molecular solo ha
sido posible determinar por este método. Se han mencionado particulas isométricas
pequefias parecidas a virus en plantas superiores a los cuales se les ha denominado virus
cripticos, los cuales se encuentran en concentraciones bajas y no se transmiten
mecdnicamente, asi como los intentos de tramsmision por injerto han fallado, estas
particulas han sido examinadas basindose en ARNs de doble cadena. por lo que estas
caracteristicas han dificultado las pruebas de multiplicacion en plantas y las cuales no
derivan con una asociacién con hongos, bacterias u otro tipo de fuente de infeccion y o
transmision, estos virus son interesantes debido al tipo de 4cidos nucleicos, por ser nuevos
virus isométricos y tener propiedades biolégicas inusuales. Aunque aparentemente no
dafian o dafian poco este tipo de infecciones virales, se convierte en una practica
importante ya que los resultados con otros métodos pueden resultar engafiosos para la
deteccion de virus basados en ARN cadena sencilla y no en la presencia de dobles cadenas
en las plantas como sus formas replicativas (Palukaitis, et al ., 1983: Boccardo, et al.,

1897; Galliteli et al., 1991; Montasser, et al., 1991; Habili, 1993)

En México uno de los factores limitantes para la produccion de tomate rojo (L. esculentum
M.) es la presencia de una enfermedad viral denominada "chino" o "enchinamiento”. En el
estado de Sinaloa a causado pérdidas en el rendimiento de un 30% y a principios de los

afios 70s se observo en el estado de Morelos con una incidencia del 20 al 100%.

Este problema se encuentra en forma endémica en el estado de Sinaloa presentindose en
los ciclos de produccién primavera-verano y otofio-invierno, en los Ultimos afios se ha
reducido gradualmente la superficie de cultivos de esta hortaliza en los dltimos afios. Se
asegura que esta enfermedad es causada por un geminivirus, transmitido por el insecto
mosca blanca (Homoptera: Aleyrodidae) de la especie Bemisia tabaci. Sin embargo, no se
ha demostrado con precision que el agente causal sea un geminivirus. aunque se tiene
evidencia que parte de los sintomas observados en campo son reproducidos por injerto o
por transmision con mosca blanca en plantas sanas en condiciones de invermadero,
mientras otros datos indican la presencia de otros virus aun no caracterizados (Diaz, er al.,

1989; Veldzquez, M., 1989; Tun. M., eral ., 1992; Acosta, R, et al. , 1991)



Galindo y colaboradores en 1982, aislaron y caracterizaron en plantas de tomate rojo un
nuevo viroide transmisible eficientemente por afidos al que se denomind como viroide de
la Planta Macho del Jitomate (PMTYV). El viroide fue encontrado en 13 especies de plantas
representantes de la flora de las regiones jitomateras del estado de Morelos de la familia

Solanacea.

Los sintomas causados por “viroide de la planta macho del tomate™ en algunas especies de
Physalis fueron la reduccion del tamaiio de planta, hoja y frutos, epinastia media de hojas,
aclaramiento y necrosis de venas, pero sin aborte de flores (Orozco v Galindo. 1986;

Galindo, 1987)

Diaz y Alvarado (1991) reportaron una enfermedad de probable origen viral en tomate de
cascara (P. ixocarpa B.) en el estado de Morelos conocida como "chino™ que se ha
encontrado con una incidencia del 32.5% y un nivel de dafio del 25.3% en las diferentes
localidades productoras, causada por un supuesto geminivirus. Sin embargo, no se

aportaron pruebas sobre la identidad del posible virus causante de la enfermedad.

De La Torre er al, en 1995 reportan aislamientos y caracterizacion de los virus TEV,
CMV, TSWV, INSV, TRSV y TMV en tomate de Morelos, México y Puebla. La
presencia de estos virus se confirmé por rango de hospederos, microscopia electronica
transmision por insectos vectores y por serologia (doble difusién en agar): por
inmunodeteccién por enzimas conjugadas (ELISA), y por andlisis de dcidos nucleicos de
ARN dc y ADN viral. Se aisl6 un virus desconocido no reportado con anterioridad en este
cultivo en México que causa mosaico y moteado amarillo brillante (cdlico) en P. ixocarpa,
al que se denominé preliminarmente como Physalis Calico Virus (PhCav) Este virus no se
relaciona serolégicamente con ninguno de los virus que se aislaron de tomate de céscara, ni
con otros virus con los que se compard. El andlisis electroféretico de ARN viral de doble
cadena extraido confirmé la presencia de varios de los virus identificados por otros
métodos en tomate de cascara, pero también se observaron otros ARN dc probablemente

de virus no descritos con anterioridad en este cultivo.

Los cultivos de calabaza, pepino y melon son afectados por diversas enfermedades de
origen viral que se consideran como un factor limitante en su produccion. En calabaza y

pepino se han encontrado e identificado por serologia a los virus mosaico de la Calabaza
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(SqMV), CMV y el virus mosaico amarillo del zuchinii (ZYMV) Estos virus se
encontraron en calabaza y pepino cultivados en las localidades de Tepalcingo, Yautepec,
Jojutla, Puente de Ixtla, Cuautla, Tepoztlan y Tetecala, muestreadas en los ciclos
primavera-verano y otofio-invierno. EL. SqQMV fue el virus con una incidencia de 33.7% en
primavera-verano y un 31.6% en otofio-invierno. En cambio ZYMV tuvo una incidencia
de solo 6.6% de las plantas muestreadas. En cuano a la incidencia en la especie se
observé que la calabaza es maés afectada con 40.8% con CMV y 5.8% con ZYMYV mientras
que el pepino se encontrd afectado por SqMV con 26.4%, 19.3% por CMV y con 2% por
ZYMV. En cuanto a ciclos de culivo SQMV y CMV se encontraron en todas las
localidades y en los ciclos primavera-verano y otofio-invierno, y ZYMYV solo se encontro
en Tepalcingo y en Puente de Ixtla en el ciclo primavera-verano, pero no se detectd en

otofio-invierno en ninguna localidad (Aguilar, R. y Lozoya, H., 1994).

Como se puede observar la identificacion y caracterizacion de virus en hortalizas es escasa,
a pesar de que se considera que estos estan causando afo con afio grandes pérdidas
econdmicas y son factores limitantes en la produccion y cultivo de tomate de cascara,
cucurbitaceas, chile y aun no se ha determinado su efecto en cebolla en donde se han

observado ciertos sintomas que indican la presencia de virus.

Algunos de los virus identificados en algunos cultivos son sumamente importantes a nivel
mundial y recientemente se ha observado el incremento en dafios y distribucion del virus,
TSWYV en tomate y crisantemo, pero potencialmente importante en otros cultivos. Este
virus tiene cerca de 600 hospedantes distintos, ubicados en 250 familias botanicas y ha
tenido una amplia distribucion en el mundo, la cual se ha favorecido principalmente por la
distribucién de su principal vector el trips Frankliniella occidentalis y al parecer por la
presencia de variantes del virus, que todavia no han sido caracterizadas en México y que
debido a la gravedad de dafios que este virus esta causando en otros lugares del mundo ha
sido necesario recurrir al analisis molecular de su estructura, para disefiar incluso por
ingenieria genética plantas resistentes (Reddy y Wightman, 1988; Goldbach y Peters,
1994; De la Torre e al. 1995)



Por otro lado, se ha reportado la reciente aparicion y amplia distribucién de geminivirus en
México principalmente en la regién Noreste de la Repiblica Mexicana en chile y tomate.
En algunos casos se han descrito sus propiedades de transmision, relacion con sus insectos
vectores y rango de hospedantes, mientras que otros solo han sido abordados en el &mbito
molecular (Morris, 1983a; Morris, ef al., 1983b; Dodds, er al, 1984; Valverde, et al.,
1990).

3.1 Aislamiento de dcidos nucleicos.

El aislamiento de ARN dc para tejido de plantas y hongos presenta una caracteristica muy
importante ya que el ARN dc es muy estable en comparacion con el ADN y ARN de
cadena sencilla (ARNcs) a la degradacién enzimatica o por calor,. El homogenizado se
realiza en un buffer de extraccion el cual esta disefiado para la desnaturalizacion de
proteinas, sin degradacién de acidos nucleicos, con un pH menor a 7.0 y una alta cantidad
de sales para reducir la actividad ribonucleasa. EI uso de bentonita, dietilpirocarbonato
y/o un ion metilico quelante para reducir la actividad de nucleasas, detergente como el
dodecyl sulfato de sodio (SDS) o éacido p-amino salicilico, que es incluido para la
desnaturalizacion de proteinas. La extraccion de los acidos nucleicos se realiza a
temperatura ambiente para prevenir la insolubilidad del detergente que se presenta a
temperaturas bajas. En algunos casos se han utilizado aditivos como sulfato de
polivinilpyrrolidona (PVP), mercaptoetanol y dietildithiocarbonato de sodio (DIECA),
para prevenir la oxidacion de algunos extractos de tejidos, en algunos casos se utiliza fenol
y cloroformo/isopropanol, en cuyo caso presenta una buena separacidon de las fases
después de la centrifugacion, ademas de realizar una completa remocion de proteinas de la
fase acuosa (Dodds, er al., 1984; Valverde, 1990; Gillings, er al., 1993; German, et al.,
1992; Cook, et al., 1994; Fukuhara, et al., 1993).

3.2 Purificacion de ARN dc.

Muchos procedimientos se han descrito para la purificacién de ARN dc y el estudio de
estos. Para la utilizacion del procedimiento, este debe ser simple v rapido ya que es uno de
los objetivos para analizar multiples muestras y su posterior diagndstico. Existen diversos

métodos para este tipo de aislamientos de ARN dc que resultan ser costosos y el
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requerimiento de equipo especializado, estos métodos son desde el uso de centrifugacion
en gradientes de sacarosa o en un medio de equilibrio el cual no es prictico. La separacion
por cromatografia usando otros medios como la hidroxihepatita y epiclorohidrina
trietalnolamina (ECTEOLA) celulosa donde su uso se vuelve un complicado protocolo de
elusion. La degradacion con enzimas de ARN ¢s y DNA han sido utilizadas. teniendo la
precaucion y confirmando la pureza de las enzimas y posteriormente utilizando
cromatografias se fraccionan y separan para amalizar los dcidos nucleicos, estos
posteriormente se ha demostrado que precipitan el ARN dc en 4 M cloruro de litio y
solubilizado posteriormente en 2 M de cloruro de litio,. Por lo que el procedimiento
requiere de tiempos de incubacién y considerable manipuleo de ARN de obtenido hasta su
posterior uso de andlisis electroforetico. El método de cromatografia de columna con
dietilaminoetil (DEAE) celulosa, utilizado en este trabajo requiere una inversion minima
comparativamente y un manejo de muestras mltiples para su andlisis el cual disminuye

los tiempos para la obtencidn de resultados.
3.3 Deteccion y anilisis de ARN dc.

Para la deteccion de ARN dc existen diferentes técnicas y métodos dentro de las que se
encuentran: Las pruebas serologicas que consisten en utilizar antisueros especificos para el
ARN dc el cual debe ser purificado e inoculado en un organismo para obtener dicho
anticuerpo. Esto representa cierta desventaja ya que no pueden identificarse mas que solo a
aquellos que presentan zonas homologas, lo que reduciria a solo unos cuantos el numero
de identificaciones. Este tipo de pruebas se realiza con extractos de plantas que presenten
sintomas, aplicando una prueba de doble difusion en agar. Existen otras pruebas
seroldgicas como son ELISA, y que se basa en la presencia o ausencia de ARN dc en
plantas. Es importantes este tipo de pruebas parz infecciones que causen pérdidas
importantes o bien para detecciones a tiempo de la sospecha de un virus en particular,
También se utilizan enzimas de digestién para reconocer ARN dc ya que estin son
resistentes a ARNasas pancredticas A v B bajo ciertas condiciones de concentracion de
sales, por lo que el tratamiento controlado de ARNasz en muestras de ARN dc en buffer
que contengan NaCl 0.3M para su posterior uso en gekes de electroforesis confirmarian la
presencia de ARN dc dentro de la preparacion. Este procedimiento requiere de remover la
RNAasa y proteasa K asi como el fenol de extraccion que se utiliza para su degradacion, y

dejar el ARN limpio.



Existen métodos biologicos los cuales consisten en aislar las formas replicativas para
infecciones virales de ARN en animales infectados, por lo que se ha mencionado el
aislamiento para ARN dc en muestras de plantas, por lo que en este caso no es necesario
un método de deteccion que se tenga que contar previamente para su presencia, este tipo de
sistema bioldgico puede dar una concentracion relativamente buena para las moléculas
purificadas. En comparacion con otras prucbas, este método puede indicar la infeccion por

diferentes virus (Walkey, 1991).

El método de hibridacion esta basado en la transferencia de los acidos nucleicos a una
membrana inerte en donde se usa un ARN especifico para la identificacion de ARN dc y
con ciertas condiciones hibridizan las cadenas complementarias o segmentos homdlogos,
este método es una forma de deteccion rapida pero muy especifica. EI ARN que se usa
como molde se encuentra marcado por isotopos radioactivos y actualmente por métodos no

radioactivos, por lo que la sensibilidad de este método es mayor (Walkey, 1991).

Por ultimo la técnica mas reciente es la de clonacion en donde se utiliza la reaccién en
cadena de polimerasa (PCR) y la trascriptasa rfeversa-PCR (RT-PCR), la cual consiste en
amplificar de cadenas de 4cidos nucleicos y la facil produccion de pruebas especificas
usando técnicas de ensayo dot-blov/ dot-spot y souther blot, asi mismo el uso de diversas

técnicas de biologia molecular (Walkey 1991).

3.4 Otras aplicaciones del uso de aislamiento de ARN dc.

El diagnostico por ARN dc puede aplicarse para demostrar la presencia de virus en
cultivos en donde es importante este tipo de trabajos por ser un método ripido para la
identificacion de virus, o bien puede ser utilizado par certificar la produccién de plantas
por cultivos de tejidos in vitro, por tltimo esta técnica se puede aplicar a hongos los cuales

también pueden estar involucrados como vectores de transmision de enfermedades virales.

Celix et al, en 1996 realizaron un andlisis de la extraccion de ARN dc v compararon la
secuencia del cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV). con un Random ADNc

clonado de ARN dc y un virus especifico clonado de ADNc, obteniendo una homologia
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del closterovirus transmitido por Bemisia tabaci, y el closterovirus transmitido por éfido,
con lo cual se reconoce que CYSDV es un miembro del subgrupo de closterovirus con

genoma bipartita.

La deteccion de ARN dc a sido usada como una forma en que realiza una actividad
enzimatica como lo menciona De Graaft et al (1995), en la actividad de ARN-dependiente
de ARN-polimerasa para el virus del mosaico de la alfalfa Rezaian er al (1991),
observaron que la presencia de ARN dc indica un origen viral asociados a numerosos virus

que infectan cultivos de uva y provocan el enrollamiento de hojas.

Por otro lado, las infecciones de Cucumber Mosaic Virus (CMV) en presencia de
CARNAS han sido caracterizadas por una acumulacion de virus satélites de forma de
cadena doble. Garcia-Luque en 1986 report6 el aislamiento y la parcial caracterizacion de
anticuerpos monoclonales (Mab), los cuales reconocen Gnica y especificamente la
presencia y conformaciéon determinada en CARNAS cd en asociacion con el CMV. La
habilidad de anticuerpos especificos para varios ARN dc de moléculas de virus biologicos
contribuye al andlisis de la organizacion macromolecular y funcién en los procesos

replicativos virales.

Dodds en 1985 y su equipo mencionan dos viriones de ARN doble cadena que pueden
separarse y distinguirse por electroforesis en geles de poliacrilamida, mencionan también
que la acumulacién de estos ARN dc disminuye en su concentracion de viriones en los

cambios infecciosos de RNA usando particulas de virus inoculados en las plantas.

Stephen y colaboradores en 1983 mencionan la utilizacién de técnicas répidas y sensibles
como la hibridacion por dot blot para detectar ARN especifico en preparaciones de
extracto crudo de dcidos nucleicos o con la clarificacion de savia de plantas. Este método
se ha utilizado para identificar y detectar ARN de virus vegetales o agentes parecidos a
virus en tejido de plantas hospederas, la extraccién podria detectarse solo a partir de

purificaciones de ARN de doble cadena para realizar y obtener ADNc.



3.5 Localizacion celular de ARN dc.

Se ha observado que la infeccién de virus produce cambios caracteristicos en la alteracion
y cambios citologicos principalmente en la periferia de ciertos organelos en donde
desarrolla vesiculas en la periferia de cloroplastos, mitocondrias, nicleos, tonoplasto y
otras estructuras membranosas. Estas estructuras presentan material fibrilar lo que sugiere
es inducido por dcidos nucleicos de cadena doble, dado que estas estructuras membranosas
contienen el ARN del virus en su forma replicativa y por lo que provoca los sintomas de la

enfermedad.

En los Estados Unidos se realizarén estudios preliminares con particulas virakes asociados
con plantas de chile Jalapeiio y la presencia de ARN dc se describen algunas propiedades
de este virus al cual se le asignd el nombre de Pepper Cryptic Virus-1 (PCV-1) y se utilizd
un ARN dc en estudios moleculares de hibridacion, en donde secuencias similares
confirmaron la presencia de ARN dc de otro posible virus criptico reportado en Hungria.
(Arancibia er al. 1994)

En la Universidad de California se realizaron estudios etiologicos, en donde utilizaban
ARN doble cadena (ARN dc), para estudios de deteccion de enfermedades vegetales més
comunes, donde los ARN dc fueron utilizados como indicadores para la deteccion de virus
vegetales y confirma en 250 individuos de plantas de aguacate los cuales fueron puestos a
prueba, resultando solo 22 de ellos sin presencia de ARN dc, ademds de detectar tres
diferentes virus con respecto a los patrones de ARN dc, por lo que presumiblemente sean
de origen de las formas replicativas de virus de ARN cadena sencilla o de los genomas de
virus de ARN dc. Ademas, mencionan que los resultados sugieren que el virus de
Aguacate se encuentra en muchos otros cultivares de Aguacate y puede ser transmitido por

injerto y también por semilla en un alto rango. (Jordan, et al. 1983)

Por altimo el uso de ARN dc ha sido utilizado como una nueva herramient2 en la ayuda
para la deteccion de virus en Aguacate, por lo que podria utilizarse para estudios de
etiologia viral en aquellas plantas que se cree que presentan una enfermedad causada por

virus.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Area de estudio.

Se seleccionaron diferentes localidades de las areas productoras de hortalizas en los
Estados de México, Puebla, Tlaxcala. Hidalgo y Morelos. Los principales cultivos
presentes en estas localidades fueron el tomate de cascara (Physalis ixocarpa B.), lomate
rojo (Lycopersicum esculentum M.), chile (Capsicum annuum 1..), cebolla (Allium sativa

L.) y rdbano (Raphanus vulgaris L.).

En el estado de Puebla se seleccioné a la localidad de Atlixco, Puebla, que se encuentra
ubicada entre los 18° 54" y 18° 55" N y 98° 27" y 98° 28" W, presentando geologia de
tobas volcdnicas, con uso de suelo y vegetacion de agricultura de riego, cullivos

permanentes, cultivos anuales y cultivos semipermanentes.

En esta zona se cultiva el maiz bajo ricgo y temporal. alpiste (Melanophryniscus
montevidensis L.), cebolla, cilantro (Coriandrum sativus L.), apio (Apium graveolens L.),
hierbabuena, alfalfa (Medicago sativa 1..) y diversas especies de flores. La produccién de
maiz alcanza los 1500 Kg/Ha, frijol 300 Kg/Ha, tomate 700 Kg/Ha, alfalfa 24000 Kg/Ha,
también se cultiva el aguacate, la calabaza y el huanzontle. El control de plagas se realiza
con insecticidas y acaricidas como el folidol y funguicidas como el denominado 605.,
reportindose como principales plagas la gallina ciega, gusano cogollero, conchuela,

chahuixtle y hongos entre los mds conocidos.

Otra localidad seleccionada en el Estado de Puebla fue el municipio de Tecamachalco
ubicado entre los 18° 45" ylos 19° 00" N y los 97° 30" vy 98° 00" W a una altitud de
aproximadamente 2300 msnm. El muestreo se realizo en las localidades de Quecholac,
Palmarito, Palmar, Sta Rosa y Col. Guadalupe. En su aspecto geoldgico esta region
presenta un origen de roca sedimentaria y vulcano sedimentaria y estructura arenisca. El
suelo en general presenta un limite de 19 a 100 em, con una textura media/gruesa mélico.
El uso del suelo fundamentalmente agricola de riego, temporal y anual y entre las especies
que se cultivan se encuentran el maiz, frijol, jitomate. tomate de cascara, chile, zanahoria,

col, lechuga, cebolla alfalfa, trigo.



En el Estado de México se muestrearon parcelas en el municipio de Texcoco, el cual se
encuentra localizado entre los 19° 30" y los 19°35 N yalos 98° 40" y 98°55" W auna
altitud aproximada de 2600 msnm, la geologia en la region es de origen Lacustre-Aluvi6n,
de origen de roca sedimentaria y suelo con un uso agricola de riego, anual y cultivos
semipermanentes, destacando entre estos el cultivo de maiz, jitomate, tomate de ciscara,

chile y otras hortalizas.

En el Estado de Tlaxcala parcelas que se encuentra ubicado a los 19°15y 19°21° Ny los
98° 00" y98° 15" W y una altitud de 2300 msnm, su geologia consta de roca ignea y toba
andesitica con suelo de tipo cambisol, histisol y feozem de textura gruesa y media y una
fase fisica gravosa, el uso de suelo agricola destacando los cultivos de maiz y en menor

proporcion cultivos de hortalizas como son el chile poblano y jitomate principalmente.

En el estado de Hidalgo se muestrearon parcelas en el municipio de Actopan Hidalgo que
se localiza a los 20° 15" y 20° 23" N y los 98° 55" y 99° 05" W y una latitud de 2000
msnm El suelo es de tipo aluvial con un uso de suelo agricola, destacando cultivos de

chile, jitomate y tomate de cascara.

En el estado de Morelos se muestrearon parcelas de calabaza y jitomate en el municipio
de Yautepec, que se encuentra localizada a los 18°39"y 18°41 " Nylos99°11"y 99°
13° W a una altitud de 920 msnm, con clima calido subhiimedo con lluvias en verano,
temperatura promedio entre los 17.7-22.4 °C, y como principales cultivos: cafia de
azacar (Saccharum officinarum), arroz (Oryza sativa), maiz (Zea mays), cacahuate

(Citrullus lunatus).



4.2 Material biolégico.

Se colecté material fresco consistente de hojas y tallos de plantas con sintomas de
probable origen viral de tomate de cascara, (Physalis ixocarpa B.), tomate rojo
(Lycopersicum esculentum M.), frijol (Phaseolus vulgaris L.). calabaza (Cucurbita pepo
L.) y diferentes variedades de chile (Capsicum annuum L.), principalmente de las
variedades ancho y serrano, entre otras las cuales fueron colectadas en el periodo de mayo
a septiembre de 1997 en los diferentes Estados de México, Puebla, Tlaxcala, Hidalgo y

Morelos.

Las muestras se colocaron en bolsas de plastico y fueron trasladadas al laboratorio en
donde se realizaron sus andlisis respectivos. Los muestreos se realizaron cada mes para

cada una de las zonas de muestreo

43 Extraccion de acidos nucleicos.

La extraccion y el andlisis de ARN de doble cadena viral de muestra de tejido vegetal se
realiz6 utilizando el protocolo propuesto por Valverde er al, (1990), con algunas

modificaciones.

Para la extraccion de 4cidos nucleicos se utilizd la parte foliar de plantas colectadas en
parcelas comerciales de los Estados ya mencionados en donde se seleccionaron aquellas
que presentaron dafios por posibles enfermedades virales asi como aquellas que no

presentaron dafios tomando estas tltimas como posibles plantas sanas.

Para cada una de las muestras se proceso una cantidad de 3.5 g y se homogeneizd en 8§ mL
de Buffer STE 1X (10X 0.1 M NaCl, 0.05 M Tris-HCL, 0.001 M EDTA pH 6.8), ImL
SDS 10%, 0.5 mL 2% bentonita y 9 mlL de Buffer STE 1X saturado de fenol. El
homogeneizado se agitdé por 30 minutos y centrifugd a 10 000 rpm por 15 minutos en una
centrifuga refrigerada. La fase acuosa se recuperd y mezeld con 2.1 mL de etanol al 95%

almacendandola toda la noche a 4° C.
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4.4 Separacion de ARN de doble cadena (ARN dc) por cromatografia en celulosa.

Para separar el ARN dc se llevaron a cabo dos ciclos de cromatografia en fibra de celulosa
CF-11 (Sigma) para eliminar todo el ARN c¢s, ADN, polisaciridos y proteinas
contaminantes del hospedante, para lo cual se tomé 1g de celulosa suspendida en 25 mL de
1X STE-etanol 16% (v/v), vertiendo la solucién en columnas previamente taponadas con
un disco de papel filtro, permitiendo el drenado del liquido. Una vez preparada la columna
se adiciond la muestra, dejando eluir todo el buffer, esto a temperatura ambiente. La
columna se lavo con 40 mL de 1X STE-etanol 16%, se recuperd el ARN dc de la muestra
adicionando 10 mL de buffer 1X STE, colectando completamente el liquido vy
adicionandole 2.1 mL de etanol a 95%. Se homogenizo y realizé una segunda columna. El
ARN dc fue separado con 10 mL Buffer STE 1X de la segunda columna se colectd en tubo
de 50 mL para centrifuga (sorvall) que contenia 20 mL de etanol absoluto y 0.5 mL de
acetato de sodio 3.0 M (pH 5.5), almacenados a -20 °C durante dos horas para precipitar el
ARN dc. Después se centrifugé a 10 000 rpm por 25 minutos en centrifuga refrigerada,
desechando el sobrenadante por decantacion suave y dejando secar los tubos a 37 °C por
30 minutos, para finalmente resuspender el ARN dc con 200 pl. de agua bidestilada estéril

recuperando y almacenando el ARN dc para su posterior andlisis por electroforesis.

4.5 Anilisis por electroforesis en geles de poliacrilamida.

Se aislaron e incrementaron varios virus conocidos en plantas de Nicotiana benthamiana,
Nicotiana glutinosa y Capsicum annuum, de donde se obtuvo ARN dc viral para utilizarse
como marcadores de peso molecular. Los ARN dc que se obtuvieron con pesos
moleculares de ARN cd fueron los del virus mosaico del pepino (CMV. 2.3,2.0,1.4 v 0.5
x10° Da); mosaico del tabaco (TMV. 4.2, 2.1, 0.95, y 0.42 x10° Da), X de la papa (PXV.
5.0, 4.6, x10° Da), Criptico del chile 1 (PCV-10.97 x10 y 0.85 x 10° Da) y Jaspeado del
Tabaco (TEV). Los controles negativos fueron preparados de extractos de plantas sanas de

N. tabacum cv. rustica y P. ixocarpa.

El ARN dc se separd por electroforesis en poliacrilamida (6%), utilizando un minigel
(Imm x 7 cm x 8 cm). montado en una cdmara fabricada en el T.E.L.E. (Taller de equipo
de laboratorio y electronico) de la UNAM FES-lztacala. El volumen del extracto de ARN
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dc, viral y de testigos fue de 40 pL por muestra y en algunos casos hasta de 55 pL
dependiendo de la concentracion a la que se encontraban y al volumen méximo que
permitia la carga de muestra. Las condiciones en las que se corrié la electroforesis fue de
100 volts por 1:45 hrs a temperatura de laboratorio. La técnica de tincion utilizada para los

geles fue la de tincion rapida de plata (Harms y Angal, 1992).

4.6 Determinacion de pesos moleculares de ARN dc.

El calculo de los pesos molecular de cada una de las bandas separadas y observadas en
los geles de poliacrilamida se realizo en un digitalizador de imagenes Alpha Innotech
Corporation Modelo TM-20 U.S.A. y el software Alpha Imager Version 2000, el cual
presenta un sistema de documentacion y anélisis de imagen, utilizando como referencia
los estdndares de ARN dc de CMV, ARN satélite v TMV. se tomaron las muestras
representativas de cada sitio y especie de planta para realizar dichos analisis obteniendo
¢l numero de bandas y pesos respectivos.

El andlisis de los calculos realizados para obtener el FR y peso molecular de cada una
de las bandas separadas y observadas en los geles de poliacrilamida, usando como
referencia los estindares de ARN dec de CMV, RNA satélite y TMV. De las muestras
representativas de cada sitio y especie de planta se presentan en los cuadros 9-14 (ver

apendice I).

Las graficas radiales se realizaron en el programa Exel version 2000 de MS office.



V. RESULTADOS.

Especies colectadas y sintomas en campo.

Se colectd un total de 295 muestras en los Estados de México, Puebla, Tlaxcala, Hidalgo
y Morelos. Las especies de cultivos colectadas fueron 54 muestras de tomate de cascara
(P. ixocarpa) variedad “Rendidora™; 12 muestras de Gladiolo (Gladiolus sp.); 6 tipos o
variedades de chile (C. annuum) (29 muestras del tipo “Poblano™, 8 del tipo “Jalapefio”, |
del tipo “Tampico”, 8 del tipo “Parabdlica”, 6 de “Serrano™ y 5 del tipo “Loco™. De maiz
se colectaron 33 muestras; 29 muestras de calabaza (Cucurbita. pepo), 64 muestras de
jitomate (L. esculentum), 8 muestras de haba (V. faba), 2 muestras de Alfalfa (Medicago
sativa), 8 muestras de frijol (P. vulgaris), 2 muestras de crisantemo , 1 muestra chilacayote

y 2 muestras de una planta ornamental (Cuadro 1).

La mayoria de las plantas que se colectaron presentaron sintomas que se atribuyeron a los
causados por virus. Los sintomas observados se registraron y se incluyen en el Cuadro 3.
En el caso del estado de Puebla se seleccionaron tres localidades, considerando la
importancia de la extension y la produccion de hortalizas, entre las que se encuentra
Atlixco, Tecamachalco y Sn Martin Texmelucan, los sintomas observados mas
caracteristicos en campo fueron el amarillamiento en muestras de chile (figura 1 B) de
la localidad de Atlixco Pue., moteado clorético y mosaico en chile (figura | A y C),

deformacion de la hoja en muestras de calabaza (figura 1 D).

Se observo en los recorridos de campo diversos sintomas de probable origen viral como
mosaicos, amarillamientos y malformacion en diferentes tipos de plantas (figura 2).

Un sintoma observado en chile en el Estado de Puebla y denominado como
“enanismo” el cual consiste en una reduccién del tamafio de la planta. Regularmente el
enanismo es asociado con enfermedades de origen viral, aunque este no pueda ser
detectado. Muchos virus afectan a la planta hospedante acortando la longitud de los
entrenudos o reduciendo el tamafio de las hojas, impidiendo asi el crecimiento de la
planta entera como en las muestras de chile (figura2 By C).

El enrollamiento foliar en plantas de chile se presentd con cierta frecuencia. en estos
casos la infeccion de virus da como resultado el crecimiento anormal de las capas
epidérmicas de la hoja. (figura 2 A y D). En calabaza se observé un desarrollo anormal
de las hojas por lo que se observaron distorsionadas en muestras de calabaza y chile

(figura 1-D, 3-D, 6-D).
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Cuadro 1. Namero total de muestras colectadas en los cinco estados, asi como €l numero de especies
por sitio y por especie de planta. Todas las muestras presentaron sintomas de probable origen viral.

Tlaxcala Texcoco Atlixco | Tecamachalco | Sn. Martin | Actopan | Yautepec | TOTAL
Tlax. Edo Méx Pue. Pue. Pue. Hgo. Mor. de
muestras
por
B . N especie
Especie | R . S
P_ixocarpa 12 [ s 22 1 - [ 1 - 54
Gladiolo 4 - 8 - - - 12
C. annuum 15 - 2 2 10 - - 29
var. Poblano
Ornamental 2 = = - - - - 2
Z. mayz 2 26 5 - 33
C.pepo 1 15 - - - 5 29
L. esculentum - 36 4 - - 8 16 64
Vicia faba - - 8 - - - 8
Medicago - - 2 - - - - 2
sativa
Maleza - - 13 - - - - 13
C. annuum. - - 8 - - - - 8
Var. jalapefio
P vulgaris 1 - 2 - 2 - 3 8
C. annuum - - - - - | - 1
var. Tampico
C. annuum var - - - - 8 - 8
parabdlica.
C. annuum var - = - a 6 = 6
serrano.
C. annuum var 4 - 1 - - - 5
loco.
Crisantemo - - 2 - - - 2
Chilacayote - 3 [ - - - 1
I.. nepetifolia - - 3 - - - - 3
Cucumis 1 - = - - - 6 7
sativus
Pepino
TOTAL de 42 95 81 11 12 24 30 295
muestras por
sitio
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Fig 1. Muestras colectadas en campo correspondiente a chile y calabaza. A) Sintomas de mosaico
en muestras de chile del Estado de Puebla, B) Comparacién de plantas colectadas en Atlixco Pue.,
con sintomas de virosis y planta sin presencia de sintomas (aparente sana), C) Cultivo de calabaza
del Estado de Puebla con amarillamiento y distorsién de hojas D) Sintoma Mano de chango
caracteristico de infeccién viral en muestra de calabaza.
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Cuadro 2. Principales sintomas observados en campo para cada especie y por localidad.

SINTOMAS EN MUESTRAS POR LOCALIDAD
Especie Tlaxcala Texcoco Atlixco | Tecamachalc | Sn. Martin Actopan Yautepec
Tlax. Edo Mdéx Pue. 0 Pue. Hgo. Mor.
Pue.
P. ixocarpa En, Ench, Am, NS, M, En, Ench. [
Mo, Cl, C, NS Ench, C,
Lin, CI,
Gladiolo M
C. annuum Ench, M, Am, En, Ench, Am, Lln NS, En,
var. poblano Cur, ACI, En, Lin, M, Am, Ench,
C, Clb, Amin, Lin, Amln,
Mocl, NS, Mecl
MBA
Z mayz NS, Am,
RaF, Proj
C. pepo Am Macha
L Ench, NS, M, | NS, Cl, NS, C, Am, CI, NS, Am, C, M, Ench
esculentum Cur, LIn, Ench, Mo, En, En, Lin, Ench,
M, A, Ench, Lin Mocl.
Amin,
Vicia faba M. Am
Medicago M
sativa 1
Maleza B NS, M,
C. annuum. Cur, M, Cl,
Var. jalapeiio Mch, NS,
Mo, Mocl,
Am, En
P. vulgaris Ench, Cl Ench, Lin Mel, Lin, M, Am
NS
C. annuum NS
var. Tampico
C. annuum M, En, Am,
var Ench, Lin
parabolica.
C. annuum Mch, Arr. En,
VAr Serrano. NS, C.
Mocl,Ench,
C. annuum Mch, En, C, Am,
var loco. Amlin, M, CI, Mo,
Ench, Lln,
Crisantemo M
Chayote
L. nepetifolia Mecl, Am,
M, Mocl,
c,
Cucumis M, Ench
sativus

NS= No sintomas, M= mosaico. Ench= Enchinamiento, LIn= lesiones locales necroticas, C= cilico, Cl= clorosis,
En= enanismo, Am= amarillamiento, Mo= moteado, Cur= Enrrollamiento, ACI= anillos clordticos, Clb= clordtico
blanco, Amin= amarillamiento intervenla, Mocl= moteado clorotico, MBA= mosaico blanco-amarillo, Mch=

marchitamiento, RaF= rayado fino, Proj= Pigmentacion rojiza, Ar=arrocetamiento, Mcl= mosaico clorético,
Macha= mano de change.
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Fig 2. Principales sintomas presentes en muestras de chile en el estado de Puebla, A)
Enrollamiemto de hoja, B) Enanismo y mosaico clorético, C)Enanismo y marchitamiento y D)
enrollamiento y amarillamiento de hojas.
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Un sintoma frecuente observado en todas las localidades muestreadas, fue una pérdida
de color en las hojas, este tipo de sintomas es conocido como clorosis, es un sintoma
que esta normalmente asociado con muchas enfermedades virales. Una variante de este
tipo de sintoma es la clorosis intervenal en donde los sintoras de clorosis normalmente
empieza entre las venas de la hoja, posteriormente la clorosis se extiende al resto de la
hoja como se observé en muestras de calabaza del Estado de Morelos (figura 3 B y C).
En algunos casos la clorosis empieza en las puntas de las hojas y progresa con el tiempo
al resto de la misma, otro sintoma es el de clorosis intervenal y apical que se present6 en
jitomate del Estado de Morelos (figura 4 D).

Fig 3. Muestras de la localidad de Morelos correspondientes a cultivos de calabaza en donde
presenta, A) Moteado clorético, B) clorosis de la nervadura, C) Mosaico clorético y D)
deformacion de la hoja.
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Fig 4. A) vista panoramica de cultivo de jitomate (L, esculentum) Edo de Morelos , B) planta
aparente sana, C) marchitamiento y necrosis de la punta de hojas y D) presencia de puntas
amarillas sintoma caracteristico de viroide.

En gladiolo se observaron bandas o rayas de color amarillo, las que al coalecer causan
clorosis generalizada de las hojas (figura 5 A y B).

En algunas localidades fue comiin observar zonas de tejido muerto o necrosis general.
En algunas enfermedades virales la necrosis de tejido de las hojas sigue inmediatamente
a la clorosis. Esta da como resultado la muerte de estos tejidos y un decaimiento en el
vigor general de la planta (figura 6 C).
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Fig 5. Muestras pertenecientes a gladiolo la figura A) presenta un rayado fino longitudinal en la
hoja y B) cuando los sintomas son mas evidentes el rayado forma un mosaico e inicio de necrosis
de la hoja se puede observar los diferentes grados de dafios que puede alcanzar en la planta.

Una considerable cantidad de especies y en practicamente todos los sitios mostraron en
mayor o menor grado una apariencia de mosaico, el cual se refiere a sintomas en donde
células de algunas areas se infectan y se decoloran, mientras en otras no sucede lo
mismo. Las zonas infectadas normalmente aparecen de color verde pélido, amarillo o
blanco, al mismo tiempo que las células de las dreas adyacentes permanecen verdes
(figura 1-A, 3-A, 6 A y B, 7-B).

Por tltimo, otro de los sintomas comunes presentados en las muestras causados por
enfermedades virales, fue la presencia de anillos concéntricos en las hojas y a veces en
los frutos (figura 7 C). Cuando el area enferma esta restringida a un anillo o anillos de
células infectadas, este sintoma es denominado mancha anular. Las manchas anulares
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Fig 6. Sintomas presentes en cultivos de chile provenientes de campo A) presencia de mosaico
clordtico de hojas, B) moteado clorético, C) necrosis de hojas y D) deformacion de hojas.
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frecuentemente aparecen en hojas y pueden presentarse en forma concéntrica con lineas
amarillas. Este tipo de sintomas también llega a presentarse en las areas foliares en forma
de anillos necréticos, las manchas de anillos resulta de la muerte de una capa superficial de
células dando una apariencia de grabado. Estos son llamados anillos necréticos y se
componen de un anillo o de varios anillos concéntricos de tejido necrético.

Otra anormalidad en hojas fue un engrosamiento de las mismas, es conocido como
“rugosidad” o “enchinamiento™.”(figura 7 B).

Fig 7. Sintomas observados en campo de muestras de frijol. A) Deformacién de hojas y mosaico
clorético, B) Mosaico clorético intenso de hojas y C) Anillos necroticos presente en vaina de los
frutos.
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Analisis electroforéticos de ARN dc en hortalizas colectadas por localidad.

LOCALIDAD ATLIXCO PUEBLA

Los analisis electroforéticos de las muestras colectadas en Atlixco. Pue., mostraron bandas
correspondientes a ARN dc lo que indico la posible presencia de infecciones virales

En muestras de P. ixocarpa, analizadas por electroforesis se observaron patrones
electroforéticoss de 1 banda en 8 muestras con un peso molecular de 4 X10° Da; de 2
bandas en 12 muestras con pesos moleculares de 1.33 y 0.87 X10° Da y de 3 bandas en 2
muestras con pesos moleculares de 1.33, 0.99 y 0.87 X 10° Da (Figura 8-A,8-B y 8-H).

En las muestras de gladiolo se encontrd un patron electroforético de 3 bandas con los pesos
moleculares de 2.3, 1.4 y 0.7 X10° Da, en 3 de las 8 muestras analizadas (figura 9-C y 9-
D).

En crisantemo se observaron 2 patrones electroforéticos de 2 bandas de 2.61, 2.46 y 1.28,
1.13 X10° Da respectivamente.

En las variedades de chile analizadas se presentd en la variedad poblano, 2 patrones
electroforéticos de 3 y 4 bandas con pesos moleculares de 2.2, 0.99, 0.97 y el otro 2.2,
1.33, 0.99 y 0.87 X10°® Da respectivamente, en la variedad loco se observé un patrén
electroforético de 4 bandas de 2.38, 1.27, 1.18 y 1.10 X10° Da y una ausencia de bandas en
¢l caso de la variedad jalapefo (figura 9-I).

L.a muestra correspondiente a chilacayote present6 3 bandas en el patrdn electroforético de
2.86,2.19, 1.91 X10° Da.

La muestra de L. nepetifolia utilizada como marcador present el patron caracteristico de
TMV 4.2 X10° Da, CMV (Carna$) 2.3, 2.0, 1.4, 0.5 X10° Da y ARN satélite con peso
molecular de 0.2 X10° Da.

En los cultivos restantes correspondientes a maiz, haba, alfalfa, chile variedad jalapefio y

frijol, no se observo la presencia de bandas de ARN dc (Cuadro 3 ).
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PM. X 10° Dalton ABC DETFGH I J
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Figura 8. Purificacion ARN dc en muestras de Atlixco Puebla. Los geles fueron tefiidos con
bromuro de etidio y fotografiados con cimara polaroid. A) Toémate de ciscara., B) témate de
céscara ., C) L. nepetifolia., D) PhyMV., E) Tomate de ciscara sintoma célico., F) Muestra con
BEMV., G) Tomate de cdscara sintoma cdlico., H) Tomate de ciscara sintoma dlico., I)
PhyMV., J) Vacio.

PM. X 10° Dalton A BCDETFGHII I

L

Figura 9. Purificacion ARN dc en muestras de Atlixco Puebla. Los geles fueron tefiidos con
bromuro de etidio y fotografiados con cimara polaroid. A) gladiolo B) Leonotis nepetifolia, C)
Gladiolo, D) gladiolo, E) Leonotis nepetifolia, F) Tomate de ciscara (P. ixocarpa), G) Datura
estramonium, H) Tomate de ciscara (P. ixocarpa), I) Chile (C. annuumm) y J) TSWV.
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Cuadro 3. Namero de bandas correspondientes a los patrones electroforéticoss
obtenidos y sus respectivos pesos moleculares encontrados en las muestras del Estado

de Puebla.

Muestras localidad No. de bandas presentes |PM. X 10° Da | No.De
Atlixco Pue. aproximado | muestras
Physalis ixocarpa 1 4.0 8/22

2 1.33.0.87 12/22

3 1.33.0.99, 0.87 2/22
Gladiolo 0 5/8

3 2.3.1.4,0.7 : 3/8
C. annuumm var Poblano |3 2.2,0.99,0.97 | 1/2

4 2.2,1.33,0.99,0.87 | 1/2
Zea maiz 0 | 5/5
Lycopersicum esculentum| | 4.0 I 1/4

1 1.33.0.99. 0.87 ' 1/4

2 4.0,1.33,0.99,0.87 2/4
Haba 0 ' 8/8
A [0 T T n ]
Maleza 0 13/13
C. annuumm var|0 8/8
jalapeiio
P. vulgaris 0 | 22
C. annuumm var. loco 4 2.38.1.27,1.18,1.10 | 1/1
Crisantemo 2 2.61.2.46 | 1/2

2 1.28: 1:13 l 1/2
Chilacayote 3 2.86.2.19.1.91 | 1/1
L. nepetifolia 5 23.2.0,1.4,0.5,0.2 ' 23

5 4.2,23,2.0,1.4,0.5 13

Para realizar una comparacion de las bandas de ARN dc presentes en cada especie y
compararlas entre estas, se realizd una grafica radial, en donde cada eje represema una
especie, la escala de los ejes esta dada en Da X 10°.

En esta comparacién, como se muestra en la figura 10. ks bandas de 4.0 X10° Da se
encontrd en muestras de tdmate de cdscara y jitomate.

Se observaron bandas de ARN dc con pesos aproximados a 2.4 X10° Da en muestras de
crisantemno, chile variedad poblano y loco

Los ARN de de 2.3 X10° Da aproximadamente, se encontrd en muestras de chile variedad
poblano, gladiolo y jitomate,

En el caso de bandas con pesos moleculares de aproximadzmente 2.2 X10° Da en muestras

de chile tipo poblano y en la muestra de chilacayote.
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La banda de ARN dc con peso aproximado de 1.3 X10° Da se observé en témate de
céscara, chile (variedad poblano y loco), crisantemo y jitomate.,

El ARN dc con peso aproximado de 1.2 X10° Da se presenté en muestras de jitomate y
chile del tipo loco.

La banda de 1.1 X10° Da se comparte entre crisantemo y muestras de chile tipo loco., por
altimo las bandas de 0.99 y 0.87 X10° Da se present en témate de céscara, chile tipo
poblano y jitomate.

Edo de Puebla

Figura 10. Grafica radial de la distribucion de las bandas de ARN dc determinadas por
electroforesis en cada una de las especies colectadas de Puebla.

LOCALIDAD DE TECAMACHALCO Y SAN MARTIN PUEBLA.

Los perfiles electroforéticos obtenidos de la colecta correspondiente a Tecamachalco
Puebla y correspondiente a los barrios de Quelchola y San Martin mostraron la presencia
de ARN dc.

Se colectaron un total de 23 muestras que presentaron sintomas caracteristicos de

enfermedades virales. Los principales sintomas observados en estos cultivos fueron el
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célico, amarillamiento, mosaico, enanismo, enchinamiento. necrosis y en algunos casos
plantas sin la presencia de sintomas.

Las jitomate provenientes de parcelas de Quekchola, presentaron patrones de 3 bandas de
ARN dc (2.29, 1.2 y 1.01 X10° Da) en 5 muestras de 8 analizadas (Figura 11-A), sin
embargo las muestras de tomate de chile a pesar de tener presente la sintomatologia no se
pudo observar la presencia de ARN dc (Figura 11 D-E).

En 9 muestras de chile varicdad poblano provenientes del Barrio de San Martin se pudo
obtener perfiles de 5 bandas (Figura 12 A-D, G-J) de ARN dc(3.32,2.42,2.27, 1.71 v 168
X10° Da) en este caso solamente una muestra de dicho cultivo no presenté este perfil
electroforético.

Al realizar el anélisis electroforético en las muestras de frijol (Figura 12 E-F), chile tipo
poblano (Figura 11-J) y de tdmate de céscara se observd uma ausencia de bandas de ARN

dc (Figura 11-1., Cuadro 4).

Cuadro 4. Incidencia de bandas ARN dc en muestras de chile en Tecamachalco Pue.

Muestras localidad No. de bandas presentes | PM. X 10° Da No. de
Tecamachalco Pue. Aproximado muestras
Licopersicum esculentum |0 138

3 2.29.1.2, 1.01 15/8
Physalis ixocarpa 0 1/1
C. annuumm var. poblano| 0 1272
Muestras localidad No. de bandas presentes | PM. X 10° Da |No. de
San Martin Pue. Aproximado ' muestras
C. annuumm var Poblano| 0 (1710

5 3.32.2.42,2.27.1.71, 1.68 9/10
P. vulgaris 0 121
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A B CDE F G H I J PM. X 10 ® Dalton

23

12
1.0

Fig. 11 Muestras de ARN dc., muestras de los sitios de Tecamachalco Puebla. Los geles fueron
tefiidos con nitrato de plata y montados en papel celofan. A) L. esculentum, B) L. esculentum,
C) L. esculentum, D) C. anmuumm, E) C. annuumm, F) L. escul G) L. escul, H) L.
esculentum, 1) P. Ixocarpa, J) C. annuumm (var. poblano).

A B C D E F G H I J PM. X 10 ® Dalton

3.3
24
23
1.71
1.68

Fig. 12 Muestras de ARN dc., muestras de los sitios de Tecamachalco Puebla. Los geles fueron
tefiidos con nitrato de plata v montados en papel celofan. A) C. annuumm (var. poblano). B) C.
annuumm, C) C. annuumm. D) C. annuumm, E) P. vulgaris, F) P. Vulgaris (aparente sama), G)
C. a ,H)YC. (aparente sana), |) C. annuumm, J) C. annuwumm (var. poblano).
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LOCALIDAD ESTADO DE TLAXCALA
En el Estado de Tlaxcala, los patrones electroforéticos obtendos del material colectado de
42 muestras de 9 cultivos diferentes, en las parcelas pertenccientes al Barrio de San Rafael,

presentaron diferentes pesos moleculares de ARN dc lo que indica una infeccion de

probable origen viral. | ZT
L]

En esta localidad se encontraron los cultivos de 2 plantas omamentales, maiz, tomate de

céscara, chile, calabaza pepino y frijol (Cuadro 3).

En tomate de cdscara se presentaron perfiles ekectroforéticos de 1 banda (2.42 X10° Da) en
2 muestras de 12 analizadas (Figura 13-C), de 2 bandas (2.42 y 0.71 X10° Da) en |
muestra de 12 analizadas y 3 bandas (2.42, 1.21 y 1.15 X10° Da) en Imuestra de 12
colectadas, las 8 muestras restantes no presentaron presencia de ARN de.

Las muestras de chile variedad poblano presenté una gran variedad de perfiles que van
desde 1,3 4,5 y7 bandas de ARN dc (3.12, 2.65, 2.43, 1.79. 1.73, 1.67, 1.21, 1.15. 1.09,
0.97, 0.88, 0.86, 0.82, 0.74, 0.70, 0.68, 0.66. 0.63, 0.49 y 034 X10° Da) en un total de 15
muestras analizadas (Figura 13-B, E-H) , en este caso solamente 3 muestras de 15
analizadas no presentaron los perfiles electroforéticos.

En la muestra de la planta omamental se observaron 2 perfiles de 2 bandas (1.28 v 1.13
X10° Da) y 4 bandas de ARN dc (2.60,2.61, 1.28 y 1.13 X10° Da).

La muestra de frijol mostrd la presencia de perfiles de 2 bandas (2.99 y 2.43 X10° Da).

Por altimo en el sitio de muestreo, las plantas de chile varedad loco presenté 2 perfiles
electroforéticos de 5 bandas (2.66, 2.38, 1.27. 1.18 y 1.10 X10° Da y 2.11,1.99, 1.28. 1.21
y 1.15 X10° Da)

Los cultivos analizados de gladiolo, maiz, calabaza y pepino a pesar de la sintomatologia
que presentaban, no mostr la presencia de ARN dc por el andlisis electroforéticos (Cuadro

5).
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Cuadro 5. Localidad de Tlaxcala con la presencia de diferentes niamero de bandas y tamarfios de
ARN dec.

Muestras localidad No. de bandas presentes PM. X 10° Da No. de
Tlaxala Tlax. | __| Aproximado | muestras |
P. ixocarpa 0 0 8/12

1 2.42 | 212

2 2.42,0.71 |2

3 2.43,1.21, 115 Lo12
Gladiolo 0 4/4
C. annuumm var Poblano |0 | 315

1 0.88 2/15

3 243,121, 1.15 1/15

4 0.88, 0.80, 0.74, 0.68 1/15

5 3.12,2.65, 1.09, 0.97, 0.86 4/15

5 1.73, 0.80, 0.70, 0.63, 0.49 3/15

7 1.79, 1.67, 0.82, 0.70, 0.66, 1/15

0.49, 0.34 |

Ornamental 2 1.28, 1.13 IR

4 2.60,2.61, 1.28.1.13 12
Zea maiz 0 22/22
Cuciirbita pepo calabaza |0 B 1w ]
Phaseolus vulgaris 2 299,243 Ia /1

]

C. annuumm var. Loco 5 2.66,2.38,1.27, 1.18, 1.10 2/4

5 2.11,1.94,1.28, 1.21, 1.15 24
C. pepo pepino 0 ) T

En la figura 14 se realizd la comparacion de bandas de pesos moleculares de las
especies analizadas provenientes del Estado de Tlaxcala.

Los ARN dc que presentan aproximadamente pesos moleculares similares se encontré
en muestras de chile tipo poblano y frijol con bandas de 3.12 y 2.99 X10° Da
respectivamente.

La presencia de un ARN dc de aproximadamente 2.6 X10° Da se pudo observar en
muestras de plantas ornamental, chile variedad loco y poblano.

El perfil de ARN dc con una banda de 2.4 X10° Da se presenté en chile variedad loco.,
tomate de cdscara y frijol.

En esta localidad las bandas que mas aparccicron fueron en las muestras de tomate de

cascara, ornamental, chile tipo poblano y loco con ARN dede 1.2 y 1.15 X10° Da.
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Fig. 15 Muestras de ARN cadena doble purificado a partir de 3gr de tejido y analizados en
geles de poliacrilamida al 6%, condiciones de corrida 100 vols 1:43 hrs.. muestras de la
localidad Sn Baltazar Tlaxcala . Los geles fueron tefiidos con mitrato de plata v montados en
papel celofan. A) L. esculentum (aparente sano), B) C. anmumm (var. poblano), C) P.
ixocarpa, D) C. annuumm (var. serrano), E) C. annuumm (var. poblano). F) C. annuumm (var.
poblano), G) C. annuumm (var. poblano), H) C. annuumm ( var. poblano), 1) C. annuumm (var.

serrano), J) C. annuumm. (var, serrano).

e — —

Edo de Tlaxcala

pepino

€. Annumm var. loco {—

P. vuigans

Fig 14 Comparacion grafica de cada especie, asi como la presenaa de sus nspectivos ARN dc en
cada especie la escala esta dada en X10° Da.
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LOCALIDAD DE ACTOPAN HIDALGO.

El muestreo correspondiente a la localidad de Actopan Hgo., realizado en parcelas de
cultivo de chile de las variedades serrano, parabdlica y tampico, asi como de cultivo de
jitomate y tomate de céscara (Cuadro 6) mostré bandas en los perfiles electroforéticos por

lo que se sospecha de ARN de origen viral.

El nimero total de muestras colectadas fue de 25 en esta localidad, las cuales presentaron
diversos sintomas como el amarillamiento, enanismo, aborto floral, necrosis, cilico,
marchitamiento, moteado clordtico y enchinamiento. Estos sintomas estaban presente en

mas de un 50 % de las parcelas visitadas.

Los andlisis por electroforesis presentaron, en las muestras de chile diferentes perfiles de
ARN dc, como fue el caso de la variedad tampico con 4 bandas (1.33, 1.19, 0.99 v 0.87
X10° Da).

Las nuestras de la variedad parabdlica mostré la mayor diversidad de perfiles ARN dc de
2 bandas ( 0.99 y 0.87 X10° Da) en | de 8 muestras (Figura 16-B)., 3 bandas de ARN dc
(2.46,0.99 y 0.87 X10° Da) en 3 de 8 muestras., 4 bandas (2.46, 1.33, 0.99 y 0.87 X10°
Da) en 2 de 8 muestras (Figura 16-J) y 5 bandas (4.2, 1.33, 1.19,0.99 y 0.87 X10° Da)en |

muestra de 8 analizadas.

Las muestras de chile variedad serrano presentd patrones de ARN dc de 3 bandas (2.46,
1.33 y 1.19 X10° Da) 2 muestras de 6 analizadas (Figura 16-D y 17 D, F-l y J)., 4 bandas
de ARN dc (1.33, 1.19, 0.99 y 0.87 X10° Da) en | muestra de 6 muestras analizadas y
hasta de 6 bandas (Figura 16-G) de ARN dc ( 2.46, 1.33, 1.19,0.99, 0.87 y 0.5 X10° Da).

La ausencia de ARN dc se presento en las muestras de jitomate y tomate de cascara para

esta localidad, a pesar de presentar sintomatologia de origen viral (cuadro 6).
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PM. X 10  Dalton

A B C D

Fig. 15 Muestras de ARN cadena doble de la localidad el Baxtha Edo. de Hidalgo. A) L.

esculentum |

esculentum. 1) C. annuumm (var, serrano), J) C. annuumm (var. parabdlica).

B-C) C. annuumm (var. parabdlica), D-G) C. aruumm (var. serrano), H) L.

Cuadro 6. Numero de bandas y tamanos aproximados obtenidss en las muestras de la localidad

de Actopan Hgo.

Muestras localidad No. de bandas presentes |PM. X 10° Da No. de
Actopan Hgo. aproximado muestras
P. ixocarpa 0 1/1
L. esculentum 0 7/8

1 3.12 1/8
C. annuumm var Tampico |4 1.33.1.19, 0.99, 0.87 1
C. annuumm var Parabdlical 0 1/8

2 0.99.0.87 1/8

3 2.46.0.99, 0.87 3/8

4 2.46.1.33,0.99,0.87 |2/8

5 4.2, 1.33, 1.19, 0.99,1/8
e 087 B
C. annuumm var Serrano |3 2.46.1.33,1.19 2/6

4 1.33.1.19,0.99.0.87 | 1/6

6 2.46. 1.33, 1.19, 0.99,3/6

0.87.0.5
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Fig. 16 Muestras de ARN dc, muestras de la localidad de Actopan Hidalgo . Los geles fueron
tefiidos con nitrato de plata y montados en papel celofan. A) C.annuumm (var parabélica), B) C.
annuumm (var. parabélica), C) L. esculentum, D) C. annuumm (var. serrano), E) C. annuumm
(var. parabolica), F) C. annuumm (var. serrano), G) C. annuumm (var. serrano), H) C. annuumm
( aparente sana), 1) C. annuumm (var, parabélica), J) C. annuumm (var. serrano).

Edo 0e Hideige

Figura 17. Distribucion de los patrones electoforéticos encontrados en las muestras del Estado de
Hidalgo, las muestras de . annuumm muestran una clara similitud en estos patrones
electroforéticos cos, compartiendo el bandas de ARN dc del mismo peso molecular.
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Al realizar la comparacion grifica (Figura 17) de los ARN de encontrados por el anlisis
electroforético se puede observar como los ARN dc de 2.46, 133, 1.19, 0.99, 087 X 10°
Da se encuentra en todas las muestras de chile independientemente de la variedad, sin
embargo a pesar de la presencia de estas bandas de ARN dc. los cultivos aledafios de
jitomate y tomate de céscara no mostraron la presencia de perfiks electroforéticos de ARN

de.

LOCALIDAD DE TEXCOCO ESTADO DE MEXICO.

La localidad de Texcoco Edo de Méx. En donde se colectaron un total de 95 muestras, de
los cultivos de témate de céscara, calabaza con ks perfiles electroforéticos caracteristicos
de ARN de, sin embargo las muestras analizadas por electroforssis de jitomate y maiz no
presentaron dichos perfiles electroforéticos (Cuadro 7).

Las muestra de tomate de cascara presentd 3 perfiles electroforiticos de | banda de 4.0.,
2.4 y 2.18 X10° Da respectivamente cada uno. Dos perfiles més de ARN dc de 2 bandas
(135 y 1.09 X10° Da) y 4 bandas de ARN dc (2.4, 2.18, 1.35 x 0.48 X10° Da) de ARN dc
(datos no mostrados).

Los perfiles encontrados en muestras de calabaza fue de 1 banda (4.0 X10° Da), 2 bandas
(4.0y1.35 X10° Da)y 4 bandas (4.0,2.29,2.06 v 1.35 X10° Da).

Sin embargo de 26 muestras de maiz y 36 de tomate de cdscarz (cuadro 7), que mostraron
sintomas caracteristicos de infeccion viral no presentaron pertil alguno por el andlisis

electoforético (Figura 19 y 20).

Cuadro 7. En la localidad de Texcoco Estado de México se pudo determinar la presencia de
CMV debido al patron electroforéticos caracteristico y la determinacion de los pesos moleculares
similares a este.

Muestras localidad No. de bandas presentes PM. X 10" Da No. de
Texcoco Edo de Méx Aproximado muestras
Physalis ixocarpa 1 4.0 4/18
1 24 3/18
| 2.18 AT
2 1.35,1.09 | 218
4 2.4, 2.18.1.35, 0.48 4//18
Zeamaiz: |0 - . — 026
C. pepo 1 4.0 6/15
2 4.0,1.35 4/15
4 4.0,2.29.2.06, 1.35 5/15
L. esculentum 0 = | 0/36
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En la comparacion grifica se pudo determinar que las muestras de tomate y calabaza
mostraron la presencia de 2 bandas de ARN dc con pesos moleculares similares de 4.0 y
1.35 X10® Da, mientras que las mucstras de jitomate y maiz no se observo la presencia de

estos ARN dc (Figura 18).

Edo de México

Zea maiz

C. Pepo

Figura 18. Se muestra la distribucién de los pesos moleculares que corresponden a los patrones de
peso correspondiente a CMV en tres diferentes localidades.

/A[ B! C D El F G‘H I PM.X 10°Dalton

0.2

Fig. 19 Muestras de ARN dc purificado a partir de 3gr de tejido y analizados en geles de
poliacrilamida al 6%, condiciones de corrida 100 volts 1:45 hrs., muestras de Yautepec Morelos
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. Los geles fueron tefiidos con nitrato de plata y montados en papel celofin. A-D) L esculentum,
E) Cama-3, F) TMV, G-1) L. esculentum.

A B C D E F G H 1 1 PM. X 10 ® Dalton

23
2.0
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Fig. 20 Muestras de ARN dc purificado a partir de 3gr de tejido y analizados en geles de
poliacrilamida al 6%, condiciones de corrida 100 volts 1:45 hrs., muestras de Yautepec
Morelos. Los geles fueron tefiidos con nitrato de plaza y montados en papel celofan. A) Pepino,
B-D) P.vulgaris, E) Cama-5, F) TMV, G-J) C. pepo.

LOCALIDAD DE YAUTEPEC MORELOS.

El altimo de los sitios de colecta se realizd en Yautepec Morelos donde se colectd un total
de 30 muestras de diferentes parcelas y diferentes cultivos. se tomarén muestras de
calabaza. jitomate, frijol y pepino en esta localidad solamente fue posible detectar patrones
electroforéticos en muestras de calabaza.

Los culivos mas afectados y que presentarén sintomas de origen viral fuerdn los de
calabaza y jitomate.

Se pudo determinar un patrén de 3 bandas (42, 1.8 y 1.6 X10° Da) en muestras de
calabaza. la cual presentdé la deformacién de hoja. Las wes especies restantes no

presentaron aislamiento de ARN dc (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Especies de hortalizas del Estado de Morelos, se presentan los pesos moleculares
obtenidos por andlisis electroforéticos.

Muestras localidad No. de bandas presentes  |PM. X 10° Da No. de
Yautepec Mor. Aproximado muestras
C. pepo 0 3/5

3 4.2,1.8,1.6 2/5
L. esculentum 0 16/16
P.vulgaris 0 313
C. sativus 0 6/6

pare

£do de Mor sios

© g
s

/\

22D

P igans

\

Figura 21. Comparacién de la distribucién de patrones electroforéticos en las diferentes espedes de

hortalizas, mostrando una ausencia de dichos patrones en tres especies de hortalizas.

Al realizar la comparacién de los patrones electroforéticos encontrados en el Estado de

Morelos, se pudo determinar solamente la presencia de ARN dc de 4.2, 1.8, 1.6 X 10°

Da en muestras de calabaza (Figura 21).
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Comparacion de perfiles electroforéticos de diferentes localidades

Al comprar los patrones electroforéticos de los cultivos analizados provenientes de
muestras de Atlixco, Puebla, Texcoco y Estado de México (figura 21), se pudo
observar la presencia de bandas de pesos similares en muestras de C. annuum (var.
poblano) con pesos moleculares de 2.54, 2.02 y 0.71 X 10° Da (carril A y C) y C.
annuum (variedad poblano, asintomatico) con la presencia de una banda de 2.02 X 10°
Da. Sin embargo no se pudo determinar la presencia de bandas de ARN dc en P.
ixocarpa (carril D-E), Gladiolus sp (carril F y ), Zea mais (carmil G), L. esculentum (
carril H) . y Cucurbita pepo (carril I).

En la comparacion de los perfiles electroforéticos de muestras de cultivos pertenecientes
a parcelas de Sn Baltazar Tlaxcala, Tepeyanco Tlaxcala, Atlixco Pue, y Sn Mateo Pue.
Se pudo observar que existen un mayor numero de bandas de pesos aproximados (figura
23), entre las muestras de C. annuumm (var. poblano) con patrones electroforéticos de
2.3,1.28.1.31 X 10° Da (carril A), P. ixocarpa con patrones electroforéticos de 2.43,
1.28, 1.21 y 1.15 X 10° Da, P. vulgaris con la presencia de dos bandas de 2.43 y 2.0 X
10° Da aproximadamente (carril C), Crisantemo con patrones electroforéticos de 2.43,
2.0, 1.28. 1.21, 1.15 X 10° Da, Maleza (compuesta no determinada) con ausencia de

bandas (carril H-1) y C. annuumm (var. serrano) con ausencia de bandas (carril J).

PM.X10°Daton A B C D E F G H

254 —P
202 —»

(R

Figura 22 Perfiles electroforéticoss de ARN cadena doble., localidades de Atlixco Puebla. (A,
B, C, D. E y J, Atlixco Pue. (F y G) y Texcoco Edo de Méx (H e I) . A) C. annuumm (var.
poblano) B) C. annuumm (var. poblano aparente sano), C) C. anmuumm (var. poblano), D) .
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ixocarpa, E) P. ixocarpa, F) Gladiolo, G) Zea. mais, H) L. esculentum, 1) Cucurbita.pepo, 1)
Gladiolo.

PM.X10°Dalton A B C D E F G

243 ~ §
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Figura 23 Perfiles electroforéticos de ARN cd., de las localidades de Sn Baltazar Tlaxcala (A.B
y C)., Tepeyanco Tlaxcala (D)., Atlixco Pue, (E, F, G eI)., Sn Mateo Pue. (H yJ ). Los geles
fueron tefiidos con nitrato de plata y montados en papel celofan. A) C. annuumm (var. poblano),
B) P. ixocarpa, C) P. vulgaris, D) P. Ixocarpa (aparente sana), E) P. ixocarpa, F) Crisantemo,
G) Flor (terciopelo), H) Maleza (compuesta), 1) Maleza, J) C. annuumm (var. serrano).

Comparacion de perfiles electroforéticos de las especies analizadas

Se realiz6 la comparacion de muestras de Campsicum annuum tipo poblano provenientes
de los Estados de Tlaxcala, Puebla, asi como las muestras de Capsicum annuum del tipo
serrano, parabdlica y tampico del estado de Hidalgo. Las muestras que presentaron mayor
relacion en el nimero de bandas de ARN dc fueron entre los Estados de Puebla e Hidalgo
con bandas de 1.33, 0.99 y 0.87 X10° Da (fig. 30), lo que nos indica una probable
distribucién en ambos Estados del mismo virus o variantes de este.

En comparacion de los patrones electroforéticos de C. annuum tipo poblano en donde
presentd una mayor cantidad de bandas ARN dc, pero de pesos moleculares entre los 3.12 y
0.34 X10° Da, estos pesos corresponden a los descritos por Arancibia en donde menciona a
los virus cripticos, en este caso se podria sospechar de infecciones por estos virus en

plantas que no presentan sintomas.
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Figura 24. Comparacion grafica de los pesos moleculares encontrados en muestras de chile de
diferentes variedades determinadas en tres de los estados muestreades.

Las muestras de jitomate (L. esculentum), provenientes de los Estados de México y
Puebla, presentaron un patron electroforético idéntico, ya que compartieron bandas de
pesos idénticos de 4, 2.29, 1.33, 1.2, 1.01,0.99 y 0.87 X10° Da.

En comparacion los patrones electroforéticos obtenidos de muestras provenientes del
Estado de Hidalgo, solamente se determiné la presencia de una banda de 3.2 X10° Da,
por lo que no guardaba relacion alguna con los perfiles de las muestras anteriormente
descritas (Figura 25).

Sin embargo las muestras de jitomate del estado Morelos no prcseﬁtaron los perfiles

electroforéticos de ARN dc.
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Fig 25. Distribucion de los pesos moleculares encontrados en cada sitio de las muestras de L.
esculentum, 1a escala en cada uno de los cjes esta dada en Da X10° Da.

Al realizar la comparacion de muestras de tomate de cascara (P. ixocarpa), los patrones
electroforéticos encontrados difieren entre las diferentes localidades lo cual nos
menciona una infeccién de posibles virus no determinados.

Sin embargo se pudo obtener el aislamiento de ARN dc de 2.8 X10° Da que se encontré

en muestras de los Estados de México y Puebla (Figura 26).
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Fig 26. Distribucion de los patrones electroforéticos de P. ixocarpa en los tres estados en donde
se colecté. La escala de cada cje esta dada en X10° Da.

Al realizar la comparacion de los pesos moleculares obtenidos, en todas las localidades
y con las muestras colectadas se observé una distribucion en un rango que fue desde 0.2
a 4.2 X10° Da como se muestra en la figura 27. En esta figura la distribucion
representada en el eje de las X., fue del 1 al 8 en el orden siguiente tomate de cascara,
chile poblano, ornamental, maiz, calabaza, frijol, chile variedad loco y pepino que
correspondieron al Estado de Tlaxcala., del 13 al 15 de las muestras de tomate de
cascara, maiz y calabaza del Estado de México., del 16 al 24 de muestras de tomate de
cascara, gladiolo, chile poblano, maiz, jitomate, chile loco, crisantemo, chilacayote y L.
nepetifolia pertenecientes al Estado de Puebla y del 25 al 28 con muestras de jitomate,
chile tampico, parabélica y serrano del Estado de Hidalgo y por tltimo la tinica muestra

que mostrd perfiles electroforéticos del Estado de Morelos en la posicion 29 (figura 27).

La distribucion de los ARN dc mostré que las muestras pertenecientes a Puebla e
Hidalgo (especies en la posicion 15-28 de la figura 27), presentaron el mayor niimero de
muestras con patrones electroforéticos con pesos que se encontraron en los intervalos de

0.87 a 1.7 X10° Da.




La presencia de bandas de ARN dc de entre 1.7 y 0.85 X10° Da, encontrados
frecuentemente tanto en plantas con sintomas o asintomaticas principalmente en témate
de cascara y chile colectadas en campo podrian corresponder a virus cripticos, no
reportados con anterioridad (Boccardo, et al, 1987). Los virus cripticos se trasmiten en
alta proporcién por semilla. Su presencia parece no inducir algan tipo de sintoma en su
hospedante, pero su papel biolgico no ha sido suficientemente estudiado (Arancibia, er.

al, 1994).
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Fig 27. Distribucién de las bandas con sus diferentes pesos moleculares (X10° Da) de tomate de
cascara (1.13 y 16), Chile poblano (2 y18), omamental (3), maiz (4 v 19), calabaza (5,15 y 29),
frijol (6), chile loco (7 y 21), pepino (8), gladiolo (17), jitomate (20 y 25), crisantemo (22),
chilacayote (23), Leonotis (24), chile tampico, parabolica y serrano (26, 27 y 28) analizadas.
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DISCUSION

Los resultados indicaron que fue frecuente el encontrar bandas de RNA-dc en los
cultivos de tomate de cascara, chile, maiz, calabaza, jitomate y frijol, con sintomas de
mosaicos clordticos, enanismo, enchinamiento, necrosis, deformacion de hojas, a los
que se les relaciono con probables infecciones por virus; Sin embargo, también se
pudieron detectar bandas de RNA-dc en algunas plantas que no mostraron ningin
sintoma de origen viral, lo que sefiala que es muy probable la infeccion latente de virus
en muchas de las plantas analizadas. Estos ARN dc son presumiblemente de un origen
viral el cual esta fundamentado en las FR de los ARN cs de los genomas de virus.
Algunos de estos perfiles fueron muy semejantes a los patrones de peso molecular
utilizados como marcadores. Sin embargo la presencia de otros perfiles de ARN dc
fueron completamente distintos en cuanto a peso molecular y nimero de bandas

presente de las plantas colectadas.

La evidencia de obtener RNAs de cadena doble, a sido confirmada mediante la presencia
de bandas obtenidas por el anilisis electroforéticos en todas las muestras colectadas y
analizadas en este trabajo, asi como andlisis con Dnasa y Rnasa, tal como lo menciona
Jordan y colaboradores en 1983 al analizar un total de 280 muestras de aguacate en donde
solo 22 no presentaron los patrones de RNA doble cadena por lo que se determiné la

infeccién por virus.

Los patrones electroforéticos de RNA-cd analizados y procedentes de la mayoria de las
plantas colectadas en el campo, correspondieron con los patrones de RNA-cd de virus
conocidos, como CMV, TMV y CARNA 5. Estos virus fuerdn reportados por serologia
y andlisis de ARN dc por Piedra en el 2000, en una maleza (Leonotis nepetifolia) de el
Valle de Atlixco Puebla, la cual se ha observado en la periferia de las parcelas de
cultivo, por lo que muy probablemente este sirviendo como un reservorio natural. Sin
embargo, algunos de los patrones electroforéticos de RNA-cd, proceden de las plantas
asintomdticas, fueron similares con los de virus cripticos, que no causan sintomas
aparentes, y algunos parecen corresponder a virus desconocidos o no descritos aun en

México.
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Fue frecuente observar en algunas plantas un elevado numero de bandas de ARN dc,
todas procedentes de una sola planta, que indica la probable infeccion miltiple de varios

virus, lo que explica la diversidad de sintomas encontrados en el campo, incluso en una

misma planta.

Los resultados indican la presencia de CMV o variantes de este, debido a que se pudo
observar perfiles electroforéticos de 4 bandas parecidas al marcador de CMV utilizado y
con pesos aproximadamente del mismo tamafo, una de estas bandas es de origen
subgénomico tal como lo menciona Dodds er. al. En 1985 donde describe este tipo de
perfiles y que esta relacionado con CMV. Este mismo virus a sido reportado en Estados
Unidos y Sinaloa con el mismo perfila electroforético (Can, er. al 1991., Pacheco y

Apodaca, 1992, citado por De La Torre et. al. 1995).

De igual manera cuando se requiere de conocer variantes de este tipo se realizan
pruebas de sensibilidad térmica para determinar los serdtpos. Una buena
caracterizacion de variantes de CMV por medio de los patrones electroforéticos
estandarizados correctamente ayudaria para el diagndstico de la patogenicidad del virus
presentes en México. Trabajos de este tipo podrian ayudar para detectar y conocer su
distribucion y aun mas los posibles hospederos dentro de las plantas consideradas como

malezas y que sirven como reservorio de virus fitopatdgenos que atacan a los cultivos.

La importancia de llevar a cabo una caracterizacion biologica de CMV y sus variantes,
se debe a que es un virus ampliamente distribuido a nivel mundial. ademas de infectar

un gran nimero de especies vegetales de importancia agricola. (Owen y Palukaitis

1988).
Para el caso de TSWV fue dificil diferenciar el ARN dc en muestras de campo, por lo

que se recomienda utilizar algunas pruebas complementarias como son la deteccion por

serologia y rango de hospederos.
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El caso de los sintomas de epinastia media de las hojas, mosaicos, amarillamiento
intervenal y enanismo, asi como la proliferaciéon y reduccién de hojas, denominado
también como “chino™ se relacionaron con las infecciones causadas por el virus
jaspeado del tabaco (TEV), el cual pertenece al grupo de los potyvirus y se encuentra
ampliamente distribuido en la naturaleza, fue detectado con cierta difucultad por la

técnica de electroforesis en algunas de las muestras colectadas de campo.

Fue frecuente encontrar infecciones mixtas, principalmente con CMV, TMV y
posiblemente TSWV, y en varios casos se encontraron bandas adicionales perteneciente

a virus desconocidos.

Por ultimo se pudo obtener también ARN dc de alto peso molecular (12 X 10° Da) el cual
ha sido detectado en plantas sanas y enfermas, y se atribuye muy probablemente de
origen celular el cual ha sido observado en otros trabajos. Este tipo de ARN dc es
considerado enigmatico, ya que se desconoce su origen y papel funcional que tiene en la
planta ( De la Torre et. al, 1995., Fukuhara, er. al,1993., Valverde, et. al., 1990). Se
observa una distribucion marcada entre 0.7 y 2.5 X10° Da, correspondiente a posibles
virus cripticos, los cuales son particulas esféricas de 30nm de didmetro, que se trasmiten
en alta proporcién por semilla. Se desconoce el papel biolégico que juegan ya que no han

sido estudiados suficientemente (Arancibia er. al., 1994).

La presencia de este tipo de infeccion se presento en muestras de chile, en donde se ha
reportado que causan esterilidad masculina impidiendo que la semilla germine cuando es
transmitido por polen, el origen de estos virus es desconocido, debido a la dificultad que
presenta detectar en plantas ya que no causan sintomas visibles, que indiquen su

presencia (Arancibia, er. al, 1994., Boccardo er.al, 1987., Valverde, er. al. 1990)

La técnica de anilisis de ARN dc resulto ser una prueba de diagnostico para la deteccion
de algunos agentes virales responsables de causar dafios en los cultivos, por lo que es
importante utilizar esta técnica para detectar virus que son desconocidos. Con esta técnica
también se pudo detectar infeccién en mezcla en muestras de los Estados de México,

Puebla, Tlaxcala, Hidalgo y Morelos.
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La técnica utilizada par extraccion y andlisis de ARN dc demostrd la presencia de
probablemente otros virus, los cuales son desconocidos, por lo que se desconoce

también su papel patogénico.

Las moléculas de ARN dc puede ser usado como reactivo o templete, tal como lo
mencionan Dodds 1993, en donde los ARN dc purificados, pueden ser utilizados para la
sintesis de ADNc para ARN o clonacién de ADNc , como sonda para Nouthern o Southern
blotting incluyendo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Fukuhara y
colaboradores en 1993, pudieron detectar ARNs de cadena doble de ongen desconocido en
tejido de plantas de arroz en sus diferentes estados fonologicos con un nimero constante
de copias, estos RNAs fueron utilizado para comparar por hibridacién con otros RNAs de
diferentes variedades de arroz en donde encontraron que la homologia era diferente entre

eslas.

El uso de estas moléculas como inmunogeno, y este como resultado nos podra
proporcionar la produccion de anticuerpos especificos monoclonal o policlonal para
detectar RNA cd por ELISA asi como ensayos de dot blot para algunos y no todos los

extractos de plantas.

La frecuencia de los patrones electroforéticos nos pueden ayudar en cierta medida a
indicar que la latencia de los virus puede ser debido a una retransmsion por vectores o
bien que estos puedan ser transmitidos por semilla en un alto rango tal como lo menciona

Jordan et al. en 1983 al determinar una alta frecuencia de un virus en plantas de aguacate.



CONCLUSIONES

El efecto de las infecciones en cultivos por posibles virus detectados por andlisis de bandas
correspondientes a ARN dc en geles de poliacrilamida nos proporciona una idea del grado

de infeccion en los cultivos por virus en algunos casos de origen desconocido.

Los patrones electroforéticoss de ARN dc analizados en el presente trabajo posiblemente
correspondan a virus que no han sido caracterizados y que representan un inoculo
potencialmente peligroso para estos cultivos o bien que pudiesen ser transmitidos a

cultivos mas susceptibles a estos patégenos.

Con la obtencion y aislamiento de las formas replicativas de ARN es factible realizar
ensayos para realizar su caracterizacion molecular mediante técnicas de amplificacion

clonacién, hibridacion o bien utilizadas como sondas como una técnica de diagnostico.

La misma técnica de extraccion de ARN dc es un método el cual sirve dentro del uso de las
demas técnicas para realizar la caracterizacion de virus, que por otros métodos no es

posible realizar y mucho menos detectar.

La técnica de anlisis de ARN dc presenta una gran ventaja sobre las demds técnicas esto

debido a que no es selectiva para un solo virus.

La técnica por si sola representa una desventaja, ya que solo detecta las formas
replicativas, otro inconveniente es que cuando se encuentran estas formas en bajas

concentraciones es dificil de poder detectar.

La técnica de ARN dc con uso de otros métodos de caracterizacion es
indispensable como una herramienta para corroborar los datos de virus conocidos y la

deteccion de mezclas de virus aun no descritos.

Los ARN dc son moléculas muy estables aun a procesés de extracciones de
acidos nucleicos prolongados, en donde el tejido es solubilizado y desproteinado y no
es necesario adicionar inhibidores de ribonucleasas ya que es suficiente con el

tratamiento con el uso de dodecyl sulfato (SDS) y fenol durante la extraccion.
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Se realizaron los célculos correspondientes para cada muestra analizada, con los valores
obtenidos se realizo la comparacion de los pesos moleculares de cada muestra. Se realizo la
compararcion con los geles de poliacrilamida de todas las muestras colectadas. Con los

datos se obtuvo los resultados mostrados en los cuadros 15 al 20.

En el cuadro 15 se muestran los pesos moleculares calculados de las localidades
correspondientes a los estados de Puebla, Hidalgo y Tlaxcala las cuales incluyen

muestras de maleza (Leonotis nepetifolia), Campisum annuumm, y Physalis ixocarpa

Los cuadros 16 y 17 muestran los pesos moleculares calculados para muestras del estado de
Tlaxcala y Puebla en los que se incluyen muestras de chile (Capsicum annuumm) tanto de
la variedad poblano y del denominado chile Loco en algunos casos se puede evidenciar de
bandas de ARN dc en muestras que no presentaban sintomas, maleza (L. nepetifolia) y P.
ixocarpa, ademas se presenta ¢l numero de bandas totales asi como el RF calculado para
cada una y su peso aproximado en Da, se puede observar que en su mayoria presenta mas

de tres bandas llegando hasta un total de 8 bandas de diferentes pesos moleculares.

En el cuadro 18 se observa los perfiles electroforéticos los cuales varian con la
presencia de 2 y hasta 6 bandas presentes principalmente en cultivos de chile de el
estado de Puebla asi como malezas asociadas a estos como L. nepetifolia el cual fue

utilizado como marcador por presentar CMV caracteristico en su patron electroforético.

El cuadro 19 presenta la muestra representativa de jitomate muestreada en Puebla, asi
como los pesos moleculares correspondientes a los marcadores utilizados para calcular
sus RF, asi como nuestras de L. nepetifolia con el patron electroforético correspondiente

aCMV.

El cuadro 20 muestra los pesos moleculares calculados para muestras de cultivos
aledafios a hortalizas y que presentaron indicios de probable infeccion viral por los
sintomas presentes en estos, tambien incluye muetras de algunas flores como gladiolo

que mostraba sintomas de infeccién viral.



No. Muestras No. de bandas RF Peso aproximado en
presentes Da
1 Leonotis nepetifolia [ 0.09 2.46
Atlixco Pue. 2 0.14 1.94
cilico
2 CMV 1 0.09 230
2 0.11 2.0
3 0.17 1.4
4 0.40 0.5
3 T™MV 1 0.03 4.2
4 Leonotis nepetifolia 1 0.03 4.2
Atlixco Pue. 2 0.09 2.3
Enchinamiento 3 0.11 2.0
4 0.18 1.4
5 0.41 0.5
5 Leonotis nepetifolia 1 0.34 0.68
Atlixco Pue.
Sin sintomas
6 Capsicum annuumm 1 0.04 3.17
Var. parabélica 2 0.12 2.09
Actopan Hgo.
7 Capsicum annuumm 1 0.09 2.51
Var. parabdlica 2 0.13 2.02
Actopan Hgo. 3 0.21 1.30
4 0.22 1.23
5 0.26 1.01
6 0.29 0.87
i 0.47 0.33
8 0.64 0.13
8 Capsicum annuumm 1 0.09 2.46
Var. serrano 2 0.21 1.33
Actopan Hgo. 3 0.23 1.19
4 0.26 0.99
5 0.29 0.87
9 Capsicum annuurmm 1 0.05 3.12
Var. poblano 2 0.08 2.65
Sn. Baltasar Tlaxcala. k] 0.25 1.09
4 0.27 0.97
5 0.29 0.86
10 P. ixocarpa. 1 0.08 2.65
Sn Baltasar Tlaxcala. 2 0.10 242
3 0.17 1.59
4 0.20 1.40
5 0.24 111
6 0.30 0.81
7 0.32 0.74
8 041 0.45
9 0.97 0.02

Cuadro 15. Se presentan las muestras de infectadas con CMV que fueron utilizadas como marcadores v
muestras de Campsicum annuumm provenientes de Actopan Hgo.



Muestras No. de bandas RF Peso aproximado en
No. presentes PDg . |
1 C. annuum. var. Poblano. I 0.10 1.73
Sn Baltazar Tlaxcala 2 0.24 0.8
3 0.27 0.7
4 0.29 0.63
3 0.33 0.49
6 0.46 0.24
2 C. annuum. var. poblano. | | 0.10 1.79
Sn Baltazar Tlaxcala 2 | 0.11 1.67
3 | 0.24 0.82
4 0.28 0.66
5 0.40 0.34
3 C. annuum. var. poblano. 1 0.23 0.88
Sn Baltazar Tlaxcala
Sin i ot P S i —
4 C. annuum. var. poblano. 1 | 0.23 0.88
Sn Baltazar Tlaxcala 2 [ 024 0.80
3 | 0.26 0.74
4 0.27 0.68
3 | 0.29 0.61
5 P. ixocarpa. 1 | 0.07 2.02
5n Baltazar Tlaxcala 2 | 0.26 0.71
3 | 089 0.02
6 L. nepetifolia 1 | 033 0.5
Atlixco Pue. f
Sin si |
7 L. nepetifolia 1 0.11 1.7
Atlixco Pue. 2 0.15 1.33
cilico
8 L. nepetifolia 1 0.05 23
Atlixco Pue. 2 0.07 2.0
calico blanco 3 0.15 1.4
4 0.33 0.5
CMV - - -
10 CMV 1 0.12 1.56

Cuadro 16. Se presentan muestras de Capsicum annuumm y Physalis ixocarpa de la localidad de Sn Baltasar
Pue, se utilizaron como maracadores a L, nepetifolia y CMV.

64



Muestras No. de bandas RF Peso aproximado en
presentes Da
1 Leonotis nepetifolia 1 0.07 2.05
Atlixco Pue. 2 0.20 1.43
cilico 3 0.22 1.35
4 0.23 1.31
5 0.25 1.23
6 0.27 1.18
7 043 0.75
8 0.46 0.70
2 MV 1 0.06 2.09
2 0.26 1.20
3 ™V 1 022 1.33
2 0.24 1.27
3 0.27 1.18
o e e L2
4 Leonotis nepetifolia 1 0.06 2.09
Adixco Pue. 2 0.10 1.9
Enchi iento
5 Leonotis nepetifolia 1 0.09 2.30
Atlixco Pue. 2 0.11 2.00
Sin sintomas 3 0.17 1.4
4 0.42 0.5
5 0.97 0.2
6 Capsicum annuumm 1 0.10 1.88
Var. loco 2 0.15 1.65
Tepetitla Pue.
7 Capsicum annuumm 1 0.09 1.93
Var. poblano 2 | 0.12 1.80
Tepetitla Pue. 3 [ 0.17 1.53
4 | 0.42 0.78
8 Capsicum anmnuumm 1 | 0.03 230
Var. poblano 2 i 0.20 2.36
Tepetitla Pue.
9 Capsicum annuumm 1 | 020 2.36
Var. poblano 2 | 0.08 1.98
Tepetitla Pue. 3 | 0.10 1.90
4 0.17 1.57
5 | 0.43 0.76
10 Leonotis nepetifolia 1 | 0.33 0.98
Atlixco Pue.
cilico I

Cuadro 17. Se observan los pesos moleculares calculados de muestras de Capsicum annuumm variedad
pobleno y loco de la localidad de Tepetitla Puebla, utilizando como marcadores de peso molecular plantas
de L. nepetifolia pro de Atlixco puebla, asi como CMV y TMV.
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No. Muestras No.debandas | RF Peso aproximado en D:
presenies |
1 Capsicum annuunun = | ~ -
Var. poblano
Sn Baltazar Pue.
2 P. ixocarpa. 1 | 0.18 2,54
Sn Baltasar Tlaxcala. 2 | 0.28 2.03
3 i 0.32 1.82
3 Capsicum annuumm 1 | 0.20 2.42
Var. poblano 2 0.23 227
Sn Baltazar Pue. 3 | 0.36 1.68
i TAR Y TH N
4 | Capsicum annuumm 1 | 006 332
Var. poblano
Sn Baltazar Pue. |
5 Leonotis nepetifolia 1 [ 0.05 4.20
Atlixco Pue. 2 [ 020 2.30
cilico i | 0.23 2.00
4 039 1.40
5 | 0.92 0.50
6 MARCADOR - | - -
7 MARCADOR 1 | 0.22 2.31
2 0.55 1.08
3 0.59 1.00
4 | 0.69 0.88
8 MARCADOR 1 | 0.23 2.24
2 | 0.53 1.13
3 0.57 1.05
4 0.63 0.91
5 0.68 0.81
9 MARCADOR 1 0.57 1.05
2 0.68 0.81
10 MARCADOR 1 0.58 1.02
2 0.61 0.94

Cuadro 18. Se presentan los pesos moleculares calculados para muestras de C. annuumm. Variedad
poblano y P. Ixocarpa provenientes de la localidad de Sn Baltasar Puebla, en este ensayo s¢ probaron
nuevos marcadore y a L, nepetifolia proveniente de Atlixco Puebla.
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No. Muestras No. de bandas RF Peso aproximado en [)i
1 Leonotis nepetifolia 1 0.05 231
Atlixco Pue. 2 0.10 1.97
cilico 3 0.14 1.71
2 CMV I 0.08 230 |
2 0.09 2.00 [
3 0.18 1.40
4 0.42 0.50
3 MEV 1 0.05 231
2 0.06 221
4 ™V I 0.02 4.20
5 Leonotis nepetifolia 1 0.08 2.30
Atlixco Pue. 2 0.09 2.00
calico 3 0.16 1.40
4 0.40 0.50
5 0.96 0.20
7 L. esculentum. | 0.05 229
Tecamachalco Pue.
8 L. esculentum 1 0.26 1.20
Tecamachalco Pue. 2 0.32 1.01
9 Leonotis nepetifolia 1 0.09 231
Atlixco Pue. 2 0.13 2.05
célico
10 CMV 1 0.06 2.48
2 0.11 215
3 0.18 1.76
11 MEV 1 0.06 2.50
2 0.07 2.43
12 T™MV 1 0.07 4.2
13 Leonotis nepetifolia 1 0.12 230
Atlixco Pue. 2 0.13 2.00
calico 3 0.20 1.40
4 0.35 0.50
5 097 0.20
14 Capsicum annuumm 1 0.04 2.66
Var. loco 2 0.08 2.38
Sn Baltazar Pue. 3 0.28 1.27
4 0.30 1.18
5 0.33 1.10
15 Capsicum annuumm ! 0.03 2.72
Var. loco 2 0.07 243
Sn Baltazar Pue. 3 0.12 2.11
4 0.14 1.94
5 0.28 1.28
6 0.30 1.21
LAk 15 Lis |
Cuadro 19. Se presentan los pesos moleculares de stras de [ escul de la localiad de

Tecamachalco Pue. y muestras de C. annuumm var loco de la localidad de sn Baltazar Pue. Utilizando
como marcadores a L. nepetifolia, CMV, TMV y MEV.
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No. Muestras Mo. de bandas RF Peso aproximado en Da
presentes
I Flor ornamental 1 0.30 1.28
Altlixco Pue. 2 0.34 1.13
2 Maleza 1 0.08 2.61
| (Cultivo chile poblano) 2 0.10 2.46
| Atlixco Pue.
3 Maleza 1 0.04 299
(Cultivo crisantemo) 2 0.10 243
Atlixco Pue.
4 Leonotis nepetifolia - - -
| Atlixco Pue.
i Mosaico, clorosis,
| amarillamiento
| 5 Chilacayote | 0.05 2.86
' Atlixco Pue. 2 0.13 2.19
;‘ Mosaico, enchinamiento 3 0.17 1.91
i 4 0.39 0.95
| 5 0.43 0.82
|6 L. esculentum 1 0.43 0.82
Aclopan Hgo.
b L. nepetifolia 1 0.21 1.68
I Atlixco Pue.
8 CMV. | 0.07 2.73
| 2 0.08 2.61
9 MVE. 1 0.05 4.20
10 Leonotis nepetifolia 1 0.06 4.20
Atlixco Pue. 2 0.09 2.30
calico 3 0.11 2.00
4 0.18 1.40
5 0.43 0.50
6 0.94 0.20

Cuadro 20. Se analizarén muestras de cultivos de flor ornamental, malezas, chilacayote cercanos a cultivos de
hortalizas y que presentaron sintomas caracteristicos de infecciones virales en la localidad de Atlixco Pue. asi
cmo muestras de L. esculentum proveniente sde Actopan Hgo, utilizando marcadores de peso molecular
conocidos como L, nepetifolia, CMV y MEV.
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