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RESUMEN

La roya asiatica es una enfermedad que ataca los cultivos de soya (Glycine max
(L.) Merr.), ademas de otras leguminosas como jicama (Pachyrhizus erosus (L.)
Urb.) y frijol (Phaseolus vulgaris L.), las cuales son de gran importancia econémica
en México. Esta enfermedad es causada por el hongo Phakopsora pachyrhizi Syd.
& P. Syd, el cual se ha diseminado principalmente por el viento a través de los

continentes de Asia, Africa y América (Pivonia y Yang, 2004), incluyendo México.

Bajo condiciones ambientales 6ptimas para el desarrollo del hongo (18 a 25
°C y humedad relativa de 75-80%), la enfermedad progresa causando la
defoliacion severa de las plantas en tres semanas. Las pérdidas ocasionadas
dependen del momento de la ocurrencia de la enfermedad y del progreso o grado
en que ésta avance. La importancia de esta enfermedad radica en su alta
capacidad de dispersion y el monto de las pérdidas que puede ocasionar (Teran et
al., 2007).

En estudios epidemiolégicos, el monitoreo del in6culo de este tipo de
patdgenos en el aire a través del ciclo de los cultivos, asi como el conocimiento de
sus procesos aerobioldgicos, son basicos para planificar las diferentes estrategias
de manejo de la enfermedad causada por ellos. La deteccién temprana y la
diagnosis del hongo P. pachyrhizi permite predecir con mayor exactitud en tiempo
y espacio su presencia en el ambiente. Este patdgeno ataca cultivos agricolas en
diversos estados de la Republica Mexicana, por lo que en este estudio se evalud
el método de monitoreo y deteccién por PCR del ADN de urediniosporas de P.
pachyrhizi dispersas en la atmdsfera de cultivos agricolas. Se verifico la viabilidad
de la obtencion de muestras aerobiologicas de urediniosporas del hongo con la
trampa de esporas tipo Hirst (Burkard Manufacturing Co.). Se estandarizé la
técnica para la obtencion de ADN de urediniosporas de P. pachyrhizi y su

deteccion por PCR con las sondas especificas Ppa1 y Ppa2 (Frederick et al.,



2002). Ademas se disefiaron los oligonucledétidos especificos Ppa1-aF y Ppa2-aR

para mejorar la sensibilidad de deteccion mediante una PCR anidada.

El monitoreo y deteccion en campo con la trampa de esporas Hirst se llevo
a cabo en cultivos de soya en riesgo de infeccion durante el periodo de mayo de
2010 a noviembre de 2011 en el Municipio de Altamira, Tamaulipas. Los
resultados mostraron que la deteccién molecular de P. pachyrhizi fue positiva para
el periodo de septiembre a diciembre de 2010, y en enero, febrero y abril de 2011.
Se logré oportunamente la deteccion de urediniosporas en el aire cinco semanas
antes de que se observaran signos visibles de la enfermedad en los cultivos de

soya.



ABSTRACT

Asian rust is a disease that attacks soybean crops (Glycine max (L.) Merr.),
besides other legumes such as jicama (Pachyrhizus erosus (L.) Urb.) and bean
(Phaseolus vulgaris L.), that are of great economic importance in Mexico. This
disease is caused by the fungus Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd, which has
spread mainly by wind through Asia, Africa and America (Pivonia and Yang, 2004),

including Mexico.

When the fungus grows in optimal environmental conditions (18°C to 25°C
and relative humidity of 75-80%), the disease progresses and causes severe
defoliation of plants in three weeks. Losses depend on the time of the disease
occurrence and the progress or advance of it. The importance of this disease lies
in its high capacity for dispersion, and the amount of losses that may result from it
(Teran et al., 2007).

In epidemiological studies, monitoring of inocula from these pathogens in
the air through the crop cycle, as well as knowledge of aerobiological processes,
are essential for planning different management strategies of the diseases, caused
by them. Early detection and diagnosis of the fungus P. pachyrhizi provide us the
information to predict more accurately in time and space their presence in the
environment. This pathogen attacks crops in various States of Mexico, so the
method of monitoring and detection of DNA by PCR from urediniospores of P.
pachyrhizi dispersed in the atmosphere of agricultural crops was evaluated in the

present study.

The reliability of aerobiological sampling of urediniospores of the fungus was
tested with Hirst type spore trap. This technique was standardized for DNA
purification of the urediniospores of P. pachyrhizi and its detection by PCR with
specific primers Ppa1y Ppa2. New primers Ppa1-aF and Ppa2-aR were designed
to improve the sensitivity of detection by nested PCR.

The monitoring and detection in-field with Hirst type spore trap (Burkard

Manufacturing Co.) was carried out in soybean fields with the risk of infection
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during the period from May 2010 to November 2011 in the municipality of Altamira,
State of Tamaulipas, Mexico. The results showed that the molecular detection of P.
pachyrhizi was positive for the period from September to December 2010 and
January, February and April 2011. The detection of airborne urediniospores was
achieved five weeks before visible signs of the disease were observed in the

soybean crops.



INTRODUCCION

La roya asiatica es una enfermedad que afecta a mas de 90 especies de
leguminosas (Tadashi, 2006), destacando el cultivo de la soya (Glycine max (L.)
Merr.), ademas de otras leguminosas como jicama (Pachyrhizus erosus (L.) Urb.)
y frijol (Phaseolus vulgaris L.). Es causada por el hongo Phakopsora pachyrhizi
Syd. & P. Syd, y se reporté por primera vez en Japén en 1902. Se ha diseminado
a través del tiempo en Asia, Africa y América (Bromfield, 1984; Yeh, 1989).

En México se detectd por primera vez en 2005, dafando cultivos de soya
en los Municipios de Altamira (Tamaulipas), Ebanoy Tamuin (San Luis Potosi),
asi como en las areas productoras de la Planicie Huasteca (sur de Tamaulipas,
oriente de San Luis Potosi y norte de Veracruz). En esta planicie se siembra un
promedio de 60 mil hectareas de soya, que constituyen el 76% de la superficie
nacional cultivada con 78,222 toneladas, que representan el 66% de la
produccion nacional de este cultivo. Esta importante regidén productora de soya se
encuentra en alerta ante la amenaza de esta enfermedad (Teran, 2005). En
febrero de 2007, el hongo se detecté en Papantla, Veracruz, en cultivos de jicama,
reduciendo la calidad de sus bulbos y su rendimiento. A la fecha se han tenido
reportes en toda la region productora de soya de San Luis Potosi, Tamaulipas,

Veracruz, Campeche y Chiapas.

El dafo ocasionado por el ataque de la roya asiatica puede ocasionar
pérdidas de hasta el 100%, y varia con el estado de desarrollo de la planta. Una
defoliacién temprana afecta el numero de vainas por planta y granos por vaina, asi
como el tamarfo de las semillas. Un dafio moderado de la enfermedad reduce el

numero de semillas por vaina y el peso de las semillas (Teran, 2005).

El viento es el principal factor que disemina la enfermedad causada por P.
pachyrhizi (Teran, 2005; Avila, 2006). Nubes de urediniosporas son liberadas si
las plantas infectadas son movidas por el viento o por personas caminando a
través de areas infectadas por roya. Personas que estan muestreando la roya de

la soya pueden transportar urediniosporas desde un area hacia otra en la ropa, por



lo que se deben tomar precauciones para prevenir la dispersion de la roya de la
soya en areas no infectadas (USDA, 2004; Isard et al., 2005; Hartman y
Haudenshield, 2009).

La deteccion temprana de patdégenos de plantas puede predecir con mayor
exactitud la enfermedad y mejorar la precision en la aplicacion de fungicidas. Por
lo tanto, es de primordial importancia desarrollar estrategias de control basadas en
monitoreos ambientales y en valoracion de riesgo de la enfermedad (Sweet et al.,
1992).

El monitoreo de esporas dispersas en el aire proporciona una medida
directa del riesgo de infeccion del cultivo. Por lo anterior, en el presente trabajo se
pretende aplicar este método de vanguardia, para detectar ADN especifico de
urediniosporas de P. pachyrhizi colectadas de la atmdsfera de parcelas centinelas
o cultivos de soya en el estado de Tamaulipas. Esto permitira estimar la cantidad
de urediniosporas en el aire a través de un ciclo agricola, con el fin de evaluar su
presencia en el ambiente antes de que infecten a los cultivos, o antes de que

éstos presenten sintomas de la enfermedad.

Los datos obtenidos serviran para contribuir con la vigilancia epidemiologica
del hongo causante de la roya asiatica y para su prevencion y control mediante el
uso de fungicidas de manera apropiada en cantidad y en tiempo, evitando su
aplicacion cuando ésta no sea requerida, lo que contribuira al fortalecimiento de
una agricultura moderna, que no contamine a la vegetacioén, a la salud del hombre,
de los animales, y la calidad del ambiente, como ocurre con la aplicacién

indiscriminada de los fungicidas.



MARCO TEORICO

La roya de la soya es causada por dos especies de hongos del género
Phakopsora: P. meibomiae (Arthur) Arthur y P. pachyrhizi Syd. & P. Syd, las
cuales fueron separadas taxondémicamente por Ono et al., (1992) mediante un
estudio con base en caracteres morfolégicos y confirmadas posteriormente por
Frederick et al., (2002) mediante el analisis de secuencias de nucledtidos. Ambas
especies poseen estructuras morfolégicas muy parecidas (Figura 1) y causan en
las plantas una sintomatologia similar. Sin embargo, difieren fundamentalmente en

la intensidad de los dafios que provocan en el cultivo (Ploper y Devani, 2002).

La roya americana de la soya es causada por P. meibomiae, y no provoca
dafos de consideracion ya que es menos agresiva (Ono et al., 1992; Bonde et al.,
2006). Fue encontrada por primera vez en Puerto Rico en 1974 (Ploper, 2004).
Esta presente en forma natural en el continente Americano (Yorinori et al., 2004),
desde Puerto Rico, el Caribe, hasta el sur de Brasil, incluyendo México (Bromfield,
1984, citado por Teran et al., 2007). Se puede encontrar en zonas con
temperaturas menores a 25 °C y humedad relativa alta. Rara vez ocasiona

pérdidas en el cultivo (Hartman et al., 2004; Teran et al., 2007).

La roya asiatica de la soya es causada por P. pachyrhizi y es causante de
pérdidas importantes en cultivos de leguminosas, principalmente de soya, las

cuales pueden llegar a ser mayores del 90% (Teran et al., 2007).

Figura 1: Urediniosporas de P. pachyrhizi (izquierda) y P. meibomiae (derecha) (escala 10 um). Ambas
especies son morfolégicamente similares, sin embargo, la intensidad de los dafios que producen en los
cultivos es diferente.



Descripcion taxonémica de P. pachyrhizi

P. pachyrhizi (anamorfo: Malupa sojae) es un hongo perteneciente a la
familia Phakopsoraceae, ubicada dentro del orden Pucciniales del phylum

Basidiomycota (Cummins y Hiratsuka, 2003) (Tabla 1):

Tabla 1. Clasificaciéon taxonomica de P. pachyrhizi.

Dominio: Eukaryota H

Reino: Fungi H

Subphylum: Pucciniomycotina H

Clase: Pucciniomycetes H

Orden: Pucciniales H

Familia: Phakopsoraceae H

Género: Phakopsora H

|
|
‘ Phylum: Basidiomycota H
|
|
|
|
|
|

Especie: Phakopsora pachyrhizi H

P. pachyrhizi presenta uredinios subepidermales en la base, los cuales
estan rodeados de paréafisis que surgen del pseudoparénquima. Los uredinios se
agrupan en uredosoros (pustulas), las cuales tienen apariencia polvosa, con
coloracion café canela palido (Ono et al., 1992). Las urediniosporas son de forma
ovoide a elipsoidal y su color varia de hialino a café palido, con una pared celular
delgada y minuciosamente equinulada (Schneider et al., 2005); miden de 18 a 37

pm x 15 a 24 ym (Figura 2).

Figura 2. Urediniosporas de P. pachyrhizi observadas en microscopio de campo claro (40x)



Los telios tienen capas de 2 a 7 teliosporas. Se encuentran frecuentemente
mezclados con los uredinios. Los telios subepidermales son hipdfilos, costrosos y
varian de color café medio a café oscuro. Las teliosporas son unicelulares, de 15 a
26 x 6 a 12 ym, de oblongas a elipsoidales; son hialinas o color café palido (Ono et
al., 1992).

Los telios y las teliosporas han sido reportados en sélo 6 de 87 hospederos
en la naturaleza (Yeh et al, 1981; Sinclair, 1982). Las teliosporas no se
consideran como la fuente principal de infeccion y no son observadas
frecuentemente en el campo. Son estructuras de resistencia y se ha reportado su
germinacién para producir basidios con basidiosporas unicamente bajo
condiciones de laboratorio (Ono, et al., 1992; Saksirirat y Hoppe, 1991b; USDA,
2004).

Ciclo de vida

El ciclo de vida de las royas tiende a ser complejo, involucra diferentes tipos
de esporas con especializacion para determinados hospederos. La reproduccion
sexual de las royas dicariéticas involucra la formacion de teliosporas, cariogamia y
division reduccional, terminando con la formacion de basidiosporas haploides que
infectan al hospedero sobre las cuales se formaron, o en el caso de royas

heteroicas, los hospederos alternativos.

En el caso de P. pachyrhizi, existe poca informacién acerca de su
reproduccion sexual (Goellner et al., 2010). Aunque se han observado teliosporas
en algunos hospederos, incluyendo la soya, su germinacion nunca ha sido
reportada bajo condiciones naturales (Bromfield, 1984; citado por Goellner et al.,
2010); no se tiene conocimiento sobre el proceso de infeccion basidial o si P.
pachyrhizi es una roya autoica o heteroica. No se han observado espermacios ni
eciosporas, los cuales son estructuras que se forman en los hospederos

alternativos (Bromfield, 1984; citado por Goellner et al., 2010).
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P. pachyrhizi forma urediniosporas asexuales en pedunculos cortos dentro
de un uredinio de 5 a 8 dias después de la colonizacion en las hojas del
hospedero (Figura 3). Las urediniosporas son liberadas de los uredinios a través
de un ostiolo y dispersadas por el viento. Las primeras urediniosporas pueden
producirse a los nueve dias después de la infeccion, dando inicio a un nuevo ciclo
del hongo en la misma planta, en plantas adyacentes, o pueden ser transportadas
por el viento a grandes distancias. El uredinio puede producir esporas durante
unas tres semanas, de tal manera que a partir de la infeccion inicial, e infecciones
subsecuentes, se puede mantener la esporulacion por cerca de 15 semanas
(Miles et al., 2004, citado por Teran et al., 2007).

Figura 3. Uredinio de P. pachyrhizi observado en microscopio de campo claro (20x).

Las urediniosporas germinan mediante la formacion de wun tubo
germinativo, el cual forma un apresorio globoso no ornamentado, que es del
mismo tamano de una urediniospora. Debido a que se ha observado la formacion
de los apresorios en membranas artificiales de celulosa y nitrato, se sugiere que
su desarrollo se deba a reacciones de tigmotropismo principalmente (Goellner et
al., 2010).

En contraste con las infecciones derivadas de urediniosporas por la mayoria
de las royas, P. pachyrhizi penetra directamente en las hojas, en vez de utilizar los

estomas como via de entrada. La penetracion de P. pachyrhizi a través de los
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estomas ha sido observada ocasionalmente en plantas no hospederas, como la
cebada, en la cual el hongo fue capaz de colonizar el mesofilo pero no logro
esporular (Hoefle, et al., 2009). La penetracién por P. pachyrhizi comienza por la
formacion de una estructura con forma de embudo llamada cono apresorial dentro
del apresorio (Koch et al., 1983). En la penetracion, el colapso de las células de la
epidermis del hospedero llega a ser desorganizada y muestran signos de muerte
celular. Después de la penetracion, la hifa crece a través de las células de la
epidermis y alcanza el espacio intercelular; se forma un septo, el cual la separa de

la hifa primaria o hifa invasora (Bromfield, 1984).

La hifa primaria se puede ramificar para formar hifas secundarias v,
finalmente, las células madres del haustorio se diferencian cuando entran en
contacto con las células del mesdfilo. La formacion del primer haustorio se
observa de 24 a 48 horas después del contacto inicial entre las urediniosporas y
un hospedero susceptible. A partir de ese momento, ocurre una colonizacion
intensa del tejido del mesdfilo y los espacios intercelulares de la hoja se llenan con
micelio. La reproduccion asexual de P. pachyrhizi se completa cuando se originan

nuevos uredinios (Koch et al., 1983) (Figura 4).

Fig. 4. Ciclo de vida: estructura interna de una hoja de un hospedero infectado con P. pachyrhizi: TG, Tubo
germinativo; AP, apresorio; HP, hifa de penetracién o invasora ; HI, Hifa infectiva; H, haustorio. Modificado de
Hahn (2000).
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Epidemiologia

P. pachyrhizi es un patégeno que no sobrevive en los residuos de cosecha
infectados, pero si lo puede hacer en plantas voluntarias (las que nacen después
de la cosecha) (Teran et al., 2007). Las urediniosporas, que pueden sobrevivir
hasta 50 dias, principalmente en presencia de alta nubosidad (Isard et al., 2006),
son dispersadas con facilidad por el viento. Esta caracteristica posibilita que la

enfermedad pueda ser diseminada a grandes distancias (Plopper y Devani, 2002).

Nubes de urediniosporas son liberadas si las plantas infectadas son
movidas por el viento o por personas caminando a través de areas infectadas por
roya. Personas que estan muestreando la roya de la soya pueden transportar
urediniosporas desde un area hacia otra en la ropa, por lo que se deben tomar
precauciones para prevenir la dispersiéon de la roya de la soya en areas no
infectadas (USDA, 2004; Isard et al., 2005; Hartman y Haudenshield, 2009).

Las condiciones favorables de la enfermedad son principalmente
temperaturas entre 18 y 25 °C y humedad relativa de 75 a 80 %, las cuales
permiten presencia de punto de rocio en la planta (Plopper y Devani, 2002; Teran
et al., 2007). En condiciones O6ptimas, las urediniosporas germinan de una a
cuatro horas después de la deposicidn en la superficie de la hoja, y la penetracion

de la hoja ocurre en seis horas a temperaturas de 20 a 25 °C.

La mayor tasa de infeccion se presenta con periodos de 10 a 12 horas de
rocio; la interrupcién del rocio produce bajas tasas de infeccién (Hartman et al.,
2004). Temperaturas debajo de los 15 °C y arriba de 28 °C, reducen el numero de
lesiones y hacen mas lento el desarrollo de la enfermedad (Ploper y Devani, 2002;
Hartman et al., 2004).

Se ha observado que el desarrollo de la enfermedad es afectado por el
patrén de precipitacion; el mayor desarrollo ocurre cuando la precipitacion esta

bien distribuida a través de la estacion de crecimiento, por lo que la severidad de
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la roya esta positivamente correlacionada con el numero de dias con lluvia durante
el llenado de vaina (Tschanz, 1982; Hartman, 1995, Teran et al., 2007).

Es importante considerar que se trata de un patogeno policiclico, es decir
que durante el ciclo del cultivo se producen varias generaciones del patégeno. Si a
esto se le suma el hecho de que cada urediniosoro (pustula) produce numerosas
urediniosporas, resulta evidente que la enfermedad puede llegar a desarrollarse
muy rapidamente si se presentan condiciones ambientales favorables. Ademas, el
patdogeno penetra en forma directa a través de la cuticula y la epidermis del
hospedante, lo que hace que la infeccion sea rapida y facil (Plopper y Devani,
2002; Teran et al., 2007).

Los primeros sintomas o lesiones se presentan en toda la parte aérea de la
planta, poco antes o durante la floracion y llenado de grano, conforme avanza la
enfermedad hacia el tercio medio y superior de la planta, las hojas se tornan
amarillentas y las lesiones se manifiestan como pustulas pequefias de color

marrén-amarillento a marrén-rojizo u oscuro (Figura 5).

Figura 5. Hojas de soya con pustulas de P. pachyrhizi.
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Las lesiones se presentan en el tercio inferior como consecuencia a mayor
humedad y baja luminosidad. Bajo condiciones ambientales optimas, la infeccion
progresa con rapidez hacia las hojas medias y superiores de la planta causando

defoliacion severa (Teran, et al., 2007).

Los sintomas de la roya pueden ser confundidos con otras enfermedades
de la soya, como la mancha marrén causada por el hongo Septoria sp., pustula
bacteriana causada por Xanthomonas sp., y mildiu velloso causado por
Peronospora manshurica, principalmente; sin embargo, en ningun caso se observa

la formacion de pustulas en el envés de la hoja (Teran et al., 2007).

Hospederos

P. pachyrhizi infecta de forma natural 31 especies de leguminosas
agrupadas en 17 géneros de la familia Fabaceae (Goellner, et al., 2010), muchas
de ellas presentes en México (Tabla 2). En ausencia de soya, sirven como
hospederos alternantes y son importantes fuentes de indculo en la estacion de
crecimiento. Sin embargo, se ha reportado que P. pachyrhizi tiene la capacidad de
infectar y esporular, aunque en menor grado, en 60 especies adicionales de
plantas (26 géneros) cuando son inoculadas artificialmente (Ono et al., 1992),
muchas de ellas de uso comercial como algunos forrajes utilizados en la
produccion ganadera, tanto locales como introducidos (Teran et al., 2007) (Tabla
3).

La mayor parte de los hospederos alternantes de P. pachyrhizi
registrados en el mundo se encuentran en el continente americano, desde Canada
hasta Argentina (Teran et al., 2007). En Canada se han encontrado cuando menos
siete especies de plantas silvestres que estan consignadas como hospederas,
mientras que en Argentina se registraron 91 especies que potencialmente pueden
ser atacadas por el hongo que provoca la enfermedad (Lacroix, 2004; Teran et al.,
2007).

15



Nombre cientifico
Alyscarpus glumaceus
Cajanus cajan
Centrosema pubescens
Crotalaria anagyroides*
Delonix regia*
Desmodium sp.*
Glycine clandestina*
Glycine tabacina
Glycine falcata

Glycine tabacina var. Latifolia
Lablab purpureus

Lotus americana
Lupinus hirsutus
Macroptilium atropurpureum
Maocrotyloma axillare
Medicago arbérea
Melilotus officinalis*

M. spaciosus

Mucura cochinchinesis
Neonatonia wightii
Pachyrhizus erosus*
Phaseolus lunatus*
Phaseolus vulgaris*
Pueraria lobata*

P. phaseoloides
Rhynchosia minima
Sesbania exaltata*
Sesbania vesicaria*
Trigonella foenumgrasecum
Vicia dasycarpa

Vigna unguiculata*

Vigna radiata
*Especies presentes en México

Nombre comun
Trébol
Guandu o chicharo silvestre

Centrosema o chicharo mariposa

Manduvira
Flamboyan
Carrapiceo

Soya

Soya

Soya

Soya

Frijol jacinto

Trébol

Lupino azul

Siratro o frijol morado
Macrotiloma
Alfalfa gigante
Trébol

Especie de trébol
Mucura o frijol terciopelo
Soya perenne
Jicama

Frijol lima

Frijol comun

Kudzu

Kudzu tropical
Least snoutbean
Sesbania
Sesbania
Fenugreco

Vaina morada
Caupi o sarabando
Frijol mungo
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Nombre cientifico

Nombre comun

Nombre cientifico

Nombre comun

Nombre cientifico

Nombre comun

Alysicarpus glumaceus™ Trébol Glycine latrobeana Soya Medicago arborea Frijol gigante
Alysicarpus vaginalis* Trébol Glycine max Soya Melilotus officinalis Trébol dulce
Cajanus cajan Chicharo silvestre Glycine microphylla Soya Melilotus speciosus Trébol dulce
Cajanus sp. Gandu Glycine soja Soya Mucuna cochinchinensis Frijol terciopelo
Calopogonium ucunoides Glycine spp. Soya Neonotonia wrightii* Soya perenne
Canavalia gladiata Frijolillo Glycine tabacina Soya Pachyrhizus erosus Jicama
Canavalia maritima Frijolillo Glycine tomentella Soya Phaseolus coccineus Ayocote
Cassia occidentales Septiweed Hardenbergi violacea Phaseolus lunatus Frijol lima
Centrosema pubescens Chicharo mariposa Kennedia coccinea Trébol de vaca Phaseolus spp. Frijolillo
Clitoria ternatea Asian pigeonwings Kennedia prostata Trébol de vaca Phaseolus vulgaris Frijol comun
Coronilla varia Purple crownyecht Kennedia rubicunda Trébol de vaca Pisum sativum Chicharo
Crotalaria anagyroides* Manduvira o cascabelillo  Kennedia spp. Trébol de vaca Psophocarpus tetragonolobus  Frijol alado

Crotalaria dissaromoensis

Manduvira o cascabelillo

Kummerowia stipulacea

Trébol coreano

Psoralea tenax

Crotalaria linifolia

Crotalaria o cascabelillo

Kummerowia striata

Trébol japonés

Pueraria phaseoloides*

Kudzu tropical

Crotalaria pallida Crotalaria lisa Lablab purpureus* Frijol jacinto Pueraria lobata Kudzu

Crotalaria spp. Cascabelillo Lespedeza bicolor Shrubry lespedeza Rhynchosia minima Least snoutbean
Crotalaria spectabilis Crotalaria vistosa Lespedeza juncea Chinese lespedeza Sesbania exaltata Sesbania
Delonis regia*® Flamboyan Lotus americana Trébol Sesbania sericea Papagayo
Desmodium discolor Carrapiceo Lotus major Trébol Sesbania vesicaria Sesbania
Desmodium hytidophyllum Carrapiceo Lotus purshianus Trébol Teramnus uncinatus Cresta de gallo
Desmodium spp. v Carrapiceo Lupinus albus Lupino blanco Trifolium incamatum Trébol
Desmodium triflorum* Carrapiceo Lupinus angustifolius Lupino morado Trifolium repens Trébol blanco
Desmodium varians Carrapiceo Lupinus hirsutus Lupino azul Trigonella foenumgraecum Fenugreco
Dolichos axillaris Lupinus luteus Lupino amarillo Vicia desycarpa Vaina morada
Glycine argyrea Soya Lupinus spp. Lupino o mazorquilla  Vicia faba Haba

Glycine canascens Soya Macroptilium atropurpureum Frijol morado Vigna luteola Hairypod cowpea
Glycine clandestina Soya Macroptilium bracteatum Frijol arbustivo Vigna mungo Black gran
Glycine curvata Soya Macroptilium lathyroides Frijol arbustivo Vigna radiata Frijol mungo
Clycine cyrtoloba Soya Macroptilium spp. Frijol silvestre Vigna spp. Frijol silvestre
Glycine falcata Soya Macrotyloma axillare Vigna unguiculata Caupi o sarabando
Glycine latifolia Soya *Especies utilizadas comercialmente como forraje \ Especies presentes en México
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Historia de distribucion

P. pachyrhizi fue identificada por primera vez en Japon en 1902; luego fue
detectada en India (1906), Australia (1934), China (1940), sudeste de Asia (1950)
y Rusia (1957). Durante muchos afios permanecio restringida a Asia y Australia,
hasta ser reportada en Hawaii en 1994; luego en el continente africano (desde
Uganda hasta Sudafrica) a partir de 1996, y en Sudamérica a partir de 2001
(Ploper y Devani, 2002). En 2004 se reporto por primera vez en Estados Unidos

de América (Figura 6).

Figura 6. Distribucién y dispersion de P. pachyrhizi en el mundo (Ariatti, 2008).

En México la enfermedad se detectdé en noviembre de 2005, en siembras
comerciales de soya en los municipios de Ebano y Tamuin, San Luis Potosi y
Altamira, Tamaulipas; en este ultimo municipio se detecté en un lote comercial en
el Ejido “3 de Mayo”, sembrado el 4 y 13 de agosto de 2005 con la variedad
Huasteca 200 y confirmada el 16 de febrero de 2006 en el portal de alerta

fitosanitaria de la Organizacion Norteamericana de Proteccion a las Plantas
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(Carcamo y Aguilar, 2006; NAPPO, 2006). En febrero y marzo del 2006 se

presento en la region de las Huastecas en siembras de soya de otofio-invierno y

plantas voluntarias de soya (nacencias) dentro de los cultivos de cartamo, sorgo y

maiz, principalmente. Durante el ciclo primavera-verano 2006 la enfermedad no se

detectd en la Planicie Huasteca, debido a la escasa precipitacion que se presento

(Teran et al., 2007). En otras regiones productoras del tropico humedo de México

como Campeche y Chiapas, tampoco se detectd, aunque existieron condiciones

propicias. A finales del 2006 se detecté y confirmd su presencia, afectando el

cultivo de jicama en el municipio de Papantla, Ver., donde causoé severas pérdidas

en 1,800 ha. Desde esa fecha, se ha reportado en zonas de San Luis Potosi,

Veracruz, Tamaulipas, Chiapas y Campeche (Tabla 4).

Ano
2005

2006

2006
2007
2007

2007

2008
2008

2008
2009
2009

2010

2011

2011
2011

Tabla 4. Distribucién de P. pachyrhizi en México 2005-2011 (SINAVEF, 2011)

Mes

Octubre,
Noviembre
Febrero,
Marzo
Noviembre

Febrero

Febrero,
Marzo
Noviembre

Junio
Septiembre

Noviembre
Octubre
Noviembre

Abril
Agosto

Octubre
Noviembre

Localidad

Las Huastecas (Ebano,
Tamuin y Altamira)

Las Huastecas (Ebano,
Tamuin y Altamira)
Altamira

Puxtla, Papantla

Las Huastecas (Ebano,
Tamuin y Altamira)

Las Huastecas (Ebano,
Tamuin y Altamira)
Mastepec

Las Huastecas (Ebano,
Tamuin y Altamira)
Campeche

Tapachula

Rio Bravo, Valle Hermoso y
Gonzalez; Puxtla, Papantla
Gonzalez, El Mante, Altamira y
Aldama

Escarcega, Hopelchén,
Tapachula, Ebano, Aldama,
Xicoténcatl, Papantla

El Mante

El Mante, Panuco, Ebano y
Ciudad Fernandez

Estado

San Luis Potosi y
Tamaulipas

San Luis Potosi,
Veracruz y Tamaulipas
Tamaulipas

Veracruz

San Luis Potosi,
Veracruz y Tamaulipas
San Luis Potosi,
Veracruz y Tamaulipas
Chiapas

San Luis Potosi,
Veracruz y Tamaulipas
Campeche

Chiapas
Tamaulipas, Veracruz

Tamaulipas

San Luis Potosi,
Veracruz, Tamaulipas,
Campeche y Chiapas
Tamaulipas

San Luis Potosi,
Veracruz y Tamaulipas

Cultivo
Soya

Soya

Soya
Jicama
Soya

Soya, jicama

Jicama
Soya

Soya
Soya

Soya, jicama

Soya

Soya

Soya
Soya
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Importancia econémica en México

Esta enfermedad se ha presentado durante los ultimos afios en cultivos de
soya del pais; en Veracruz se reportaron grandes pérdidas en jicama. También
puede llegar a atacar frijol (Phaseolus vulgaris), haba (Vicia fabae) y chicharo
(Pisum sativum) (SINAVEF, 2009). Las pérdidas economicas, tan solo en tres
hospederos, soya, frijol y jicama, cultivos de importancia econdmica para el pais,
representan cerca de 1.4 millones de toneladas, equivalentes a 11 mil millones de
pesos (SINAVEF, 2010) (Tabla 5).

Tabla 5. Cultivos afectados por la roya asiatica y su importancia representada en superficie y valor

de la produccion

Superficie cultivada Produccién (Ton) Valor de la produccion
Cultivo (Ha) (Miles de pesos)
Soya 88, 093.00 153, 022.20 $ 696, 763. 63
Frijol 1, 626, 021. 82 1, 111, 087. 37 $ 10, 179, 369. 77
Jicama 6, 884.85 180, 045.85 $ 479, 422.51
Total 1, 720, 999. 67 1, 444, 155.42 $ 11, 355, 555. 91

Medidas de Control

El control de la enfermedad se puede conseguir mediante un manejo que
incluye control cultural, control legal y control quimico, principalmente. El control
mediante variedades resistentes, que es lo ideal, no se ha conseguido hasta la
fecha, aunque se tienen identificados algunos genes que pueden conferirle a la
planta esa caracteristica, los cuales han sido denominados como Rpp 2 y Rpp 4
(Tadashi, 2006).

Dentro de las estrategias de tipo cultural esta la eliminacion de hospederos
alternantes, incluyendo la “nacencia” de soya en otros cultivos; las fechas de
siembra tempranas que permiten a la planta escapar al periodo favorable
climaticamente para el desarrollo de la enfermedad; la utilizacion de variedades
precoces, cuya exposicion a la infeccion sea menor, y el monitoreo constante de la

enfermedad a través de cultivos centinela y en cultivos establecidos en las fechas
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de siembra recomendadas, intensificAandose cuando las condiciones climaticas

sean favorables para la enfermedad (Avila, 2006).

Dentro de las acciones legales se recomienda respetar las fechas de
siembra determinadas para cada region; la restriccion o incluso la eliminacion de
siembras de invierno para destruir el “puente verde” entre un ciclo y otro, y
también se considera la eliminaciéon obligada de nacencias de soya en otros
cultivos o en terrenos abandonados, considerando que el hongo sobrevive mas
alla de 50 dias (Avila, 2006).

Para realizar el control quimico, existen en el mercado dos grandes grupos
de productos que deben utilizarse tomando en cuenta las caracteristicas de cada
uno. Los triazoles son productos curativos que tienen una residualidad de 14 dias
y las estrobilurinas, que son productos preventivos, tienen una residualidad de 21
dias. Para cualquiera de los casos, es muy importante conocer el estado de los
sintomas en la planta, su estado de desarrollo y las condiciones climaticas
prevalecientes, lo que sera muy util para la toma de decisiones al momento de

escoger el producto que garantice un control mas eficiente (Avila 2006).

Métodos de deteccion y predicciéon de P. pachyrhizi

P. pachyrhizi es un hongo fitopatdégeno de facil diseminacién y distribucion
mundial. La problematica que enfrenta la produccién de cultivos econdmicamente
importantes a causa de este patdégeno, ha derivado en la busqueda y desarrollo de
métodos que permitan su deteccion y prediccidn oportunas, para llevar a cabo
acciones que permitan contrarrestar o evitar los dafos ocasionados por la

enfermedad:

e Meétodos de muestreo en cultivos. Para determinar la presencia de P.

pachyrhizi directamente en las hojas de los cultivos de soya, se realizan
recorridos de muestreo en la parcela. Para ello se muestrea en un patrén X

o W (cada 50 a 100 metros), el cual debe iniciarse antes de la floraciéon o al
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presentarse las condiciones de temperatura y humedad propicias para el
desarrollo de la enfermedad. Se examinan las hojas en el tercio inferior de
la planta tratando de encontrar un manchado amarillento y pustulas en el
envés de las hojas. Ademas se observan las areas del cultivo que
presenten color amarillento o café y las zonas con mayor densidad de
plantas, aun si no se encuentran dentro del trazo del recorrido de muestreo
(Teran et al., 2007). Por otra parte, se han desarrollado métodos para la
deteccion de la roya asiatica mediante el analisis de imagenes

multiespectrales de las areas de cultivo (Cui, et al., 2010).

Métodos de diagnéstico. La presencia de roya en campo se puede

determinar mediante el uso de tiras inmunocromatograficas, las cuales son
capaces de detectar la presencia del patdégeno en los estadios iniciales de
la infeccion; son disefiadas para usarse en tejido foliar (Enviro Logix, 2007).
Asimismo, se puede utilizar en laboratorio la prueba de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) para la detecciéon de P. pachyrhizi con

oligonucledtidos especificos (Frederick et al., 2002; Lamour et al., 2006).

Métodos de prediccion. Debido a que la dispersion de la roya asiatica se da

principalmente por la liberacion y transporte de urediniosporas a través del
viento, Isard et al. (2005) propusieron un Sistema de Modelado
Aerobiolégico (IAMS, por sus siglas en inglés) el cual fue disefiado para
pronosticar la incursion y dispersion del patdégeno en Estados Unidos de
América. Para ello se utilizan variables meteoroldgicas, de distribucion y
abundancia del patégeno, asi como de su biologia y capacidad de
sobrevivencia. La informacion de su distribucion se determina por medio del
monitoreo en parcelas de cultivo y en parcelas centinelas, siendo estas
ultimas disefadas especialmente para la vigilancia del hongo. En ellas se
realiza la deteccidn de P. pachyrhizi directamente en las plantas, o de
urediniosporas por medio de su colecta en trampas colectoras de lluvia

(Isard, et al.,, 2011) o en trampas de esporas pasivas (Steinlage et al.,
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2006), las cuales colectan directamente las urediniosporas del aire por
impacto sobre un portaobjetos con vaselina. Tanto el prondstico obtenido
por el IAMS, como la informaciéon de la distribucion de enfermedad en
Estados Unidos y México se reporta en la pagina web de la Plataforma de
Informacién para la Educaciéon y Extensién (PIPE, 2012), la cual se cre6
para brindar informacion a los productores de E.U. para la prevencion vy

manejo oportuno de la enfermedad.

Aerobiologia

La Aerobiologia es considerada como un campo cientifico multidisciplinario,
que abarca grandes areas de las ciencias basicas y aplicadas. Se encarga del
estudio de la liberacion, dispersion y transporte, suspension en el aire y la
deposicion de particulas de origen bioldgico y su impacto en los organismos vivos
y su ambiente, comprendiendo los factores meteorolégicos y biolégicos que
influyen en el movimiento de la biota en la atmdsfera (Frenguelli, 1998; Red
Espafola de Aerobiologia, 2002; Lacey y West, 2007). Actualmente, se incluye
también dentro de esta disciplina a las particulas o los gases abidticos que afectan
a los organismos vivos, como el mercurio, plomo, asbestos, cadmio, monodxido de
carbono, didéxido sulfurico, ozono, entre otros (Pathirane, 1975; Edmonds, 1979;
Lacey y West, 2007).

El principal incentivo para el desarrollo de la Aerobiologia como disciplina
cientifica ha sido la necesidad de entender la dispersion de las enfermedades del
hombre, los animales y las plantas para tratar de prevenirlos; por ello, la dispersion
de polen y esporas han sido de principal interés. La Aerobiologia no sélo requiere
una comprension de la diversidad biolégica de las particulas que son movidas por
el aire, sino también de la fisica, para explicar la dinamica atmosférica con la que

se mueven en el aire (Frenguelli, 1998; Lacey y West, 2007).

Las aeroparticulas de origen biolégico varian en tamafo desde 1 a >200

Mm. Son transportadas por el aire de forma pasiva y pueden incluir virus, bacterias,
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hongos y fragmentos de hongos, esporas, fragmentos de liquenes y sus esporas,
protistas (protozoos, algas y diatomeas), esporas de las plantas (por ejemplo, de
musgos Yy helechos), polen, plantas y pequefios fragmentos de semillas,
invertebrados (nematodos, acaros, arafias e insectos) y sus fragmentos, la materia
fecal, ademas de la piel, pelo, moco y excrementos secos de animales mas
grandes. Por otra parte, se pueden encontrar sustancias quimicas volatiles en el
aire, que pueden proceder de fuentes biologicas, como son los metabolitos de
procesos tales como la descomposicién, fermentacioén o la produccién de toxinas
(Lacey y West, 2007).

Se ha estimado que mas del 25% de las aeroparticulas suspendidas en la
atmdsfera estan conformadas por material biolégico. Algunos hongos, bacterias y
virus que se encuentran suspendidos en la atmosfera son los agentes causales de
enfermedades de humanos, plantas y animales, los cuales pueden tener graves

consecuencias economicas, de salud y ecoldgicas (Peccia y Hernandez, 2006).

Aerobiologia y propiedades de la atmoésfera

Para comprender el movimiento de las aeroparticulas, es necesario conocer
las propiedades de la atmdsfera terrestre: la presion barométrica, la densidad del
aire y la temperatura; ésta ultima disminuye conforme se incrementa la altura
sobre la superficie de la Tierra. En la Figura 7 se muestra un perfil con las capas
de la atmdsfera en una escala de altitud logaritmica. Se observan variaciones
considerables en los limites de las capas dependiendo del clima: a) dia soleado, b)
dia nublado con aumento de viento, o c) noche clara. La capa limite laminar es
una capa microscopicamente delgada que rodea la superficie terrestre y todos los
objetos que estan sobre ella. El grosor de esta capa varia con la velocidad del
viento y la rugosidad de la superficie; puede ser menor a un milimetro o hasta de
diez centimetros en un dia nublado y con viento, o incluso de diez metros en una
noche clara y en calma. Las pequefias aeroparticulas biolégicas deben atravesar

esta capa para lograr su dispersion por corrientes de aire mas altas. Por arriba de
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ella, se encuentra la capa limite turbulenta a través de la cual ocurre la mayor
dispersion de particulas, en donde la velocidad del viento aumenta linealmente
con la altura. El grosor de esta capa aumenta al incrementarse el viento y puede
alcanzar hasta 150 metros en dias soleados. El dinamismo de las corrientes de
esta capa cambia constantemente con la ubicacion, el clima, la estacion y la hora
del dia. La capa de turbulencia exterior es el limite hasta el cual los organismos
pueden ser acarreados por la turbulencia mecanica. Estos factores tienen
diferentes efectos sobre la produccion, el transporte y la deposicion de las
aeroparticulas, incluyendo las de origen bioldgico (Gregory, 1973; Lacey y West,
2007).
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Figura 7: Representacion de un perfil de las capas de la atmésfera en una escala de altitud logaritmica.

25



Edmonds y Benninghoff (1973) publicaron el concepto de la Ruta
Aerobiolégica como un meétodo sencillo para explicar las diferentes etapas del
transporte de los organismos a través del aire. Este concepto fue establecido y
expuesto por Edmonds (1979) y Cox (1987). Los procesos implicados son la
produccion y liberacion de las particulas biolégicas, su dispersion a través del aire

y el impacto de su deposicion sobre el sustrato.

Isard y Gage (2001) proponen el concepto de “Proceso Aerobiolégico”
basandose en el trabajo de Edmonds y Benninghoff (1973). Este modelo
conceptual se compone de cinco componentes o etapas: precondicionamiento en
un area de fuente, liberacion y ascenso, transporte horizontal, descenso y
deposicion, e impacto en el area de destino (Figura 8). Estas etapas pueden ser

aplicadas para todo tipo de aerobiota, desde microorganismos hasta aves.

Figura 8: El Proceso aerobioldgico (Isard y Gage, 2001).

El sistema provee una forma util de conceptualizar las complicadas
interacciones biolégicas y metereoldgicas que gobiernan el movimiento de las
bioparticulas y organismos en la atmésfera. Esto involucra al sistema en el cual los

organismos viven, incluyendo las ecorregiones de fuente y destino, asi como el

26



ambiente atmosférico durante su transporte y el conocimiento sobre la estructura

del sistema y su comportamiento (Isard y Gage, 2001).

Gran parte de los primeros trabajos de Aerobiologia se hicieron al aire libre
(ambientes extramuros), pero con énfasis en la salud de plantas, animales, el
hombre y su seguridad; sin embargo, parte de la investigacion actualmente esta

centrada en ambientes interiores (Flannigan et al., 2001; West, et al., 2008).

Muestreadores de aeroparticulas utilizados en Aerobiologia

Se han disefiado diversos tipos de muestreadores para colectar las particulas
bioldgicas presentes en el aire. Sus disefos son diferentes y su uso depende del

objetivo de la investigacion:

A) Muestreadores de brazo giratorio (Rotorod). Funcionan con una tasa de

muestreo de 50 a 200 L / min (dependiendo de las dimensiones de los
brazos) y colectan particulas por impactacion en el filo de los brazos
verticales que rotan a 50 km / h, los cuales estan recubiertos con cinta

adhesiva (Figura 9a).

B) Impregnador en liquido de varias fases. Muestrea aire a 10 L / min sobre

una superficie de vidrio que se mantiene humeda con un amortiguador

liquido para la coleccion de aeroparticulas (Figura 9b).

C) Muestreadores de particulas viables (Andersen). La muestra de aire pasa a

través de una serie de etapas que colectan progresivamente particulas mas
pequefias de forma selectiva. Estas son depositadas sobre cajas Petri
conteniendo agar especifico para colectar hongos o bacterias y medirlas
como unidades formadoras de colonias (UFC por m ° de aire muestreado)

(Figura 9c).
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D) Muestreador ciclén de superficie. Aspira particulas adheridas a superficies.

Funciona a 16.5 L/min y es de alta eficiencia para la toma de muestras de
particulas desde 1 ym de diametro. La toma de aire es perpendicular al
cilindro de metal que dirige el flujo de aire tangencialmente hacia la parte
superior del cilindro, mientras que la parte inferior del cilindro tiene un vial
desmontable de 1.5 ml en el que las esporas se depositan debido a que la
direccion del aire cambia cuando el flujo de aire deja el cilindro a través de

su eje central (Figura 9d).

Figura 9: Muestreadores utilizados en Aerobiologia: a) muestreador de brazo giratorio (Rotorod), b)
impregnador en liquido de varias fases, ¢) muestreador de particulas viables (Andersen), d)
muestreador ciclon de superficie (Burkard).

E) Trampa de esporas tipo Hirst de 7 dias. La trampa de esporas tipo Hirst

(Burkard Manufacturing Co., Ltd. UK.) succiona el aire a través de una
boquilla a una tasa de 10 L/min, impactando las aeroparticulas en una cinta
de celofan (Melinex, Manufacturing Co., Rickmansworth, UK) impregnada
con una ligera capa de vaselina con hexano 1g:5ml. Esta se monta sobre
un tambor que se mueve a través de la toma de aire a dos milimetros por
hora, para proporcionar un registro continuo de las esporas del aire durante
7 dias. Este equipo tiene una veleta que permite dirigir la boquilla hacia la

corriente de aire (Figura 10).
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Figura 10: Trampa de esporas Hirst de 7 dias (Lacey y West, 2007).

Los nuevos avances en Aerobiologia han reducido el énfasis en la
identificacion visual de aeroparticulas, y han implementado métodos
automatizados de deteccion y cuantificacion. Las técnicas de colecta de
aeroparticulas son similares, sin embargo, los métodos de identificacién se han
diversificado (Williams et al., 2001; Calderéon et al., 2002). El uso de
inmunoensayos para la deteccion de aeroparticulas biolégicas ha sido
desarrollado, sin embargo, la aplicaciéon de estos métodos es restringida por la
dificultad de obtener anticuerpos con la especificidad requerida. No obstante, los
métodos de deteccion basados en ADN ofrecen un gran potencial para una

deteccion altamente sensible y especifica (Williams et al., 2001).

Recientemente, se ha utilizado como método alternativo de identificacion la
deteccidon de aeroparticulas bioldgicas mediante la técnica de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) (Mac Neil et al., 1995; Putnam, 1995; McCartney
et al., 1997; Martin, 2000; Williams et al., 2001; Calderén et al., 2002; Freeman et
al., 2002) y por PCR en tiempo real (QPCR) (Schweigkofler et al., 2004; Walsh et
al., 2005; Luo, et al., 2007; Falacy et al., 2007; Rogers et al., 2009).
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ANTECEDENTES

El monitoreo de esporas de hongos proporciona informacion sobre la
presencia de patdégenos en la atmdésfera y puede indicar cuando su concentracion
esta por encima de los limites de riesgo (Frenguelli, 2008). Para entender y dar un
manejo adecuado de las enfermedades causadas por hongos fitopatégenos, es
necesario conocer la relacion entre la exposicion a propagulos fungicos y los
efectos que ésta produce. El monitoreo de esporas del aire ofrece una medida
directa para determinar el riesgo de infeccion, antes de que se presenten los

primeros sintomas de la enfermedad.

Recientemente, se han desarrollado métodos moleculares para el
diagndstico de una gran variedad de hongos, principalmente patdégenos
involucrados en enfermedades de plantas (Ward, 1994, 1995; Ward y Adams,
1998), y el potencial de estas técnicas para la deteccién de esporas anemofilas
(colectadas del aire) ha sido reconocido por MacNeil et al., (1995) y McCartney et
al., (1997). Estudios recientes han desarrollado las técnicas de extraccién de ADN
y los métodos basados en PCR y QPCR para la deteccion de esporas de hongos
fitopatdogenos dispersos en la atmésfera. La PCR es un método con diversas
aplicaciones en biologia molecular, que ha sido utilizada con éxito para la
deteccion de diversas especies fitopatdgenas en plantas hospederas, sin el
aislamiento previo del hongo (Edel, 1998; Ma y Michailides, 2006). Esta técnica,
en conjuncion con trampas de esporas convencionales, ha sido utilizada con éxito
para la deteccibn molecular de algunas especies de hongos en muestras
colectadas del aire, como Pneumocystis carinii (Olsson et al., 1996; Wakefield,
1996), Stachybotrys chartarum (Haugland et al., 1999; Vesper et al., 2000),
Penicillium roqueforti (Williams et al., 2001; Calderon et al., 2002a), Leptosphaeria
maculans y Pyrenopeziza brassicae (Calderdn et al., 2002b); y mediante QPCR
para Fusarium circinatum (Schweigkofler et al., 2004), Oculimacula yallundae y O.
acuformis (Walsh et al., 2005), Monilinia fructicola (Luo, et al., 2007), Erysiphe
necator (Falacy et al., 2007) y Sclerotinia sclerotiorum (Freeman et al., 2002;

Rogers et al., 2009), los cuales fueron detectados mediante el uso de
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oligonucledtidos especificos. Para el caso de la roya asiatica, la unica referencia
publicada es la de Steinlage et al., (2006), quienes utilizan las sondas especificas
de QPCR para la deteccion de ADN de P. pachyrhizi colectado en trampas de
esporas pasivas en Estados Unidos; sin embargo, hasta el momento no se ha

realizado un seguimiento aerobiologico del hongo en cultivos en el mundo.

México cuenta con 28 parcelas centinelas distribuidas en 7 estados:
Tamaulipas cuenta con ocho, Veracruz con siete, San Luis Potosi con ftres,
Guanajuato con cuatro, Estado de México con dos, Chiapas con uno y Campeche
con tres. (SINAVEF, 2010). Sin embargo, el monitoreo que se realiza se basa en
métodos de muestreo en campo y de diagndéstico por inmunoesayos o por PCR en
plantas que ya tienen sintomas de la enfermedad. Por ello, en el presente trabajo
se pretende adaptar y utilizar la técnica para la deteccion molecular de
urediniosporas de P. pachyrhizi dispersas en la atmdsfera de cultivos de soya en
México, con el fin de determinar su sensibilidad, viabilidad y eficiencia para la
prevencion, manejo oportuno y toma correcta de decisiones en la aplicacion de

fungicidas.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial de detecciéon del ADN especifico de urediniosporas de P.
pachyrhizi de muestras colectadas del aire de cultivos de soya (Glyicine max) o
parcelas centinelas, mediante la prueba de PCR y estimar su concentracion en el

aire durante un ciclo agricola.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Desarrollar y evaluar el método para la deteccibn molecular de
urediniosporas del hongo P. pachyrhizi.

e Monitoreo de urediniosporas de P. pachyrhizi del aire con la trampa de
esporas tipo Hirst en cultivos de soya de parcelas centinela o en riesgo de
infeccion durante un ciclo agricola.

e Establecer recomendaciones para el seguimiento, prevencion o control P.

pachyrhizi en campos agricolas de México.
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HIPOTESIS

Si las urediniosporas de P. pachyrhizi se encuentran dispersas en la atmdsfera de
parcelas centinelas y/o cultivos de soya, éstas seran colectadas del aire y su ADN
sera detectado mediante el método de Reaccion en Cadena de la Polimerasa

(PCR) con sondas de ADN especificas.
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JUSTIFICACION

La roya asiatica es una enfermedad que ataca los cultivos de soya y otras
leguminosas que son de gran importancia econdmica en Meéxico. Esta
enfermedad, causada por el hongo P. pachyrhizi, se disemina principalmente por
el viento. Bajo condiciones ambientales 6ptimas para el desarrollo del hongo, la
enfermedad progresa causando la defoliaciéon severa de las plantas en tres
semanas. Las pérdidas ocasionadas dependen del momento del desarrollo de la
enfermedad y del grado en que ésta avance. La importancia de la enfermedad
radica en su alta capacidad de dispersion y el monto de las pérdidas que puede

ocasionar, las cuales pueden ser de hasta el 90% (Teran et al., 2007).

En estudios epidemioldgicos, el monitoreo del in6culo de este tipo de
patdgenos en el aire a través del ciclo de los cultivos, asi como el conocimiento de
Sus procesos aerobioldgicos, son basicos para planificar las diferentes estrategias
de manejo de la enfermedad causada por estos patdégenos. La deteccion
temprana del hongo P. pachyrhizi mediante la prueba de PCR puede ser utilizada
para determinar con mayor exactitud en tiempo y espacio su presencia en el
ambiente. Los datos obtenidos serviran para contribuir con la vigilancia
epidemioldgica del hongo causante de la roya asiatica y para su prevencion y
control mediante el uso de fungicidas de manera apropiada en cantidad y en
tiempo, evitando su aplicacién cuando ésta no sea requerida, lo que contribuira al
fortalecimiento de una agricultura moderna, que no contamine a la vegetacion, a la
salud del hombre, de los animales, y la calidad del ambiente, como ocurre con la

aplicacion indiscriminada de los fungicidas.
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MATERIAL Y METODOS

El método consté de dos partes: el monitoreo aerobiolégico de
urediniosporas de P. pachyrhizi en cultivos de soya y el trabajo experimental en

laboratorio (Figura 11):

Figura 11. Método del monitoreo en cultivos de soya y trabajo experimental en laboratorio para la deteccién
molecular de P. pachyrhizi.
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Monitoreo en cultivo de soya

e Determinacion del area de estudio

Para llevar a cabo el muestreo de urediniosporas de P. pachyrhizi, se instalo la
trampa de esporas tipo Hirst en un campo de cultivo de soya con reportes previos
de infeccion de roya asiatica, dentro de las instalaciones del campo experimental
“Las Huastecas”, del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP). El campo experimental se encuentra en el kildbmetro 55 de la
Carretera Tampico-Mante, en el municipio de Altamira, Tamaulipas (Figura 12). La
zona esta ubicada en las coordenadas 22°33’ N y 98°09°0, a una altura de 18

msnm

Figura 12. Ubicacion del municipio de Altamira, Tamaulipas.

El clima de la zona es tropical humedo semicalido, con régimen de lluvia de
junio a septiembre, y con la direccién del viento predominante de sureste a noreste
(Gobierno Municipal de Altamira, 2012). La temperatura media anual es de 24.5 °C
y la precipitacion media anual es de 842 mm (INIFAP, 2011). Los principales
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cultivos que se producen en la zona son: soya, maiz, sorgo, cartamo, chile

serrano, cebolla, tomate, jitomate y meldn (Gobierno Municipal de Altamira, 2012).

El area destinada al cultivo de soya en el municipio es de alrededor de 33,000
ha (Gobierno Municipal de Altamira, 2012), sin embargo, se ha reportado la
presencia de la roya asiatica en la zona desde el mes de octubre de 2005,

ocasionando pérdidas de hasta el 50% (Teran et al., 2007).

¢ Instalacién de la trampa de esporas Hirst en la zona de estudio

Se coloco la trampa de esporas tipo Hirst (Burkard Manufacturing Co., Ltd.
UK.) en el cultivo de soya, ubicado dentro de las instalaciones del Campo
Experimental “Las Huastecas” del INIFAP. El monitoreo del aire se llevé a cabo
durante las 24 horas del dia, a partir del 14 de mayo de 2010, hasta el 11 de
noviembre de 2011 (Figura 13). Debido a que el monitoreo con la trampa de
esporas tipo Hirst es semanal, cada ocho dias se cambid la cinta de celofan
Melinex impregnada con vaselina con hexano 5:1, en donde se impactaron las
particulas durante el periodo de muestreo. Las cintas obtenidas fueron enviadas al
laboratorio para realizar la extraccion de ADN y deteccion molecular de P.

pachyrhizi, para determinar su presencia o ausencia en el ambiente.

Figura 13: Trampa de esporas tipo Hirst en cultivo de soya en las instalaciones del INIFAP,
Altamira, Tamaulipas.
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e Obtencion de variables ambientales del Campo Experimental “Las
Huastecas del INIFAP”.

Se dio seguimiento a los principales parametros ambientales en el area de
estudio, desde del mes de enero de 2010 hasta el mes de diciembre de 2011. Los
registros fueron obtenidos con la estacion meteorologica del Campo Experimental
“Las Huastecas”, y proporcionados por el Dr. Antonio Palemon Teran Vargas, de
la misma institucion. Se registraron temperatura maxima, temperatura minima,
temperatura media y precipitacion. Ademas, se obtuvieron los valores de humedad
relativa del periodo de mayo de 2010 a mayo de 2011, debido a que la estacion

meteorologica dejo de registrar esos datos a partir de junio de 2011.

e Analisis de las variables ambientales del Campo Experimental “Las
Huastecas del INIFAP”.

Se realizdé un analisis estadistico para analizar las variables de temperatura
observadas en 2010, en comparacion con las variables de temperatura
observadas en 2011. Para ello, utilizando el programa GraphPad Prism 5, se
realiz6 una prueba de T (P<0.05) evaluando las valores obtenidos diariamente
para determinar si existieron diferencias significativas de cada una de las 3
variables para el mismo mes durante los dos anos. Los valores de precipitacion se
analizaron cuantificando Ila precipitacion acumulada para cada mes vy
comparandose entre los dos afios. En el caso de humedad relativa, unicamente se
registraron los datos y fueron comparados con la presencia o ausencia de la

enfermedad en el cultivo.
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Trabajo experimental en laboratorio

e Colecta de urediniosporas de P. pachyrhizi

A partir de hojas de soya infectadas con el hongo P. pachyrhizi provenientes de
campos de cultivos de soya del Estado de Tamaulipas, México, se colectaron las

urediniosporas del hongo de dos maneras:

a) Aspirado de hojas infectadas con un muestreador Ciclén de superficie.

Se colectaron las urediniosporas de P. pachyrhizi, mediante el aspirado
directo de las hojas de soya infectadas, con un muestreador Ciclén de
superficie (Burkard Manufacturing Co. Ltd. UK). El polvo aspirado fue
colectado dentro de tubos el Eppendorf de 1.5 ml, los cuales se
almacenaron a 4°C hasta su uso para la extraccion y deteccion de su
ADN por PCR (Figura 14).

Figura 14. Colecta de urediniosporas de la roya asiatica con el muestreador Ciclon de
superficie.
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b) Experimentos en el minitunel de viento. Se colocaron hojas de soya

infectadas con P. pachyrhizi dentro de un minitunel de viento acoplado
al orificio de succion de la trampa de esporas tipo Hirst (Burkard
Manufacturing Co. Ltd. UK) (Figura 15). El minitunel origina una
corriente de aire con una velocidad de 4m/s. Las urediniosporas
liberadas por el viento fueron colectadas por impacto sobre la cinta de
celofan integrada al tambor del muestreador tipo Hirst. El ensayo se
realizd por duplicado y la duracion de cada experimento fue de dos dias.
Después del periodo de muestreo, la cinta de celofan Melinex fue
retirada de la trampa de esporas Hirst y almacenada a 4°C hasta ser

procesada para la extraccion del ADN de las urediniosporas impactadas.

Figura 15. Minitunel de viento con hojas infectadas con roya asiatica. Las urediniosporas liberadas
por la corriente de aire fueron colectadas con la trampa de esporas tipo Hirst.

Tanto el aspirado de las hojas infectadas, como los experimentos en el
minitunel de viento se llevaron a cabo dentro de un invernadero para evitar la

diseminacion de P. pachyrhizi por el escape de urediniosporas.
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¢ Procesamiento de las muestras colectadas.

A) Procesamiento de las urediniosporas aspiradas de las hojas de soya

infectadas con el muestreador Ciclon de superficie. Se agregé 1 ml de agua

MiliQ (Millipore) al tubo Eppendorf de 1.5 ml que contenia el polvo aspirado

de las hojas de soya infectadas. La suspensidén resultante se agitod

ligeramente en un vortex por 60s. Se tomaron 40 ml para observar la

presencia de urediniosporas. Posteriormente, se realizé la cuantificacion de

las mismas en la camara de Neubauer utilizando un microscopio de campo

claro (Olympus). Se ajustd la suspensién a una concentracion de 2 x 10*

urediniosporas ml™', de la que se realizé una curva de diluciones seriadas

log1o equivalentes a 0, 0.2, 2, 20, 200 y 1000 urediniosporas/pl, las cuales

fueron utilizadas para dos propdsitos.

1.

Determinacion de la sensibilidad y limites de deteccion en la prueba

de PCR de urediniosporas de P. pachyrhizi. Se tomaron

directamente 300 ul de cada una de las diluciones de urediniosporas
y fueron transferidos a tubos (Sarstedt) de 1.5 ml para la extraccién
de ADN.

Determinacion de la sensibilidad v limites de deteccion en la prueba

de PCR de urediniosporas de P. pachyrhizi, impactadas en cinta de

celofan Melinex. Se adicionaron artificialmente 300 ul de cada una de

las diluciones de urediniosporas a cintas de celofan de 14 mm de
ancho x 48 mm de largo, impregnadas con una capa delgada de la
mezcla de vaselina con hexano 5:1. Las cintas fueron secadas al aire
y transferidas a tubos (Sarstedt) de 1.5 ml para la extraccién de
ADN.
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B)

Procesamiento de cintas con urediniosporas de P. pachyrhizi colectadas en

los experimentos con el minitunel de viento con la trampa de esporas tipo

Hirst. Las cintas obtenidas en los experimentos con el tunel de viento (14
mm de ancho x 336 mm de largo) fueron cortadas en segmentos de 7 x 48
mm, equivalentes a un dia de muestreo, de los cuales fueron colocados dos
en cada tubo de 1.5 ml (Sarstedt) para la extraccion de ADN. Se
procesaron un total de 8 tubos. La deteccion molecular de estas muestras
tiene como finalidad verificar la viabilidad de la colecta de urediniosporas

del aire con la trampa de esporas tipo Hirst y la deteccion por PCR.

Procesamiento de cintas con aeroparticulas colectadas con la trampa de

esporas tipo Hirst en el cultivo de soya en Tamaulipas. Las cintas obtenidas

en campo (14 mm de ancho x 336 mm de largo), fueron cortadas
transversalmente para obtener dos fragmentos de 7 mm de ancho x 336

mm de largo, las cuales fueron utilizadas para dos propdsitos:

1. Determinacion de la presencia o ausencia de urediniosporas de P.

pachyrhizi dispersas en la atmdsfera del cultivo de soya por medio

de la deteccion molecular en la prueba de PCR. Las cintas fueron

cortadas en piezas de 7 x 48 mm (equivalentes a un dia),
colocandose dos segmentos en un tubo de 1.5 ml (Sarstedt) para la
extraccién de ADN. Para cada semana de muestreo se procesaron
dos tubos.

2. Corroboracion de la ausencia de urediniosporas de P. pachyrhizi en

caso_de resultar negativa la deteccion molecular. EI segmento de

cinta complementario al utilizado para la deteccién molecular fue
montado en un portaobjetos para su revision al microscopio de

campo claro (Olympus).
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e Extraccion de DNA

La extraccion de DNA se realizé con el DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). A los
tubos de 1.5 pl (Sartstedt) que contenian las muestras tanto de suspensiones
como de cintas, se le agregaron 400 pl del amortiguador (buffer) de lisis AP1
(DNeasy Plant Minikit, Qiagen) y 0.2 g de perlas de vidrio (Jencons-PLS, Leighton
Buzzard, UK). Los tubos fueron agitados en el equipo FastPrep (Thermo Savant
Instruments, Holbrook, Nueva York, EUA) para remover las aeroparticulas
impactadas sobre la cinta de celofan Melinex y romper la pared de las esporas.
Las condiciones fueron: 2 periodos de 40's, a 6 ms'1, con 2 min de enfriamiento en
hielo entre cada periodo. A partir del lisado resultante, se purificé el ADN
siguiendo el protocolo establecido por el DNeasy Plant Minikit (Figura 16), como

se describe a continuacion:

Figura 16: Procedimiento para la extraccion y purificacion del ADN de P. pachyrhizi con el DNeasy
Plant Mini Kit (QIAGEN).

43



A cada tubo (Sarstedt) de 1.5 ml conteniendo el lisado de urediniosporas,
se le agregaron 4 ul de RNAsa (DNeasy Plant Minikit, Qiagen), se agitd en vortex
y se incubd por 10 min a 65°C, ya que es la temperatura 6ptima en la que actua la
enzima. Posteriormente, se les agregaron 130 pl del amortiguador para
precipitacion AP2 (DNeasy Plant Minikit, Qiagen), dejandolos reposar por 5

minutos en hielo. Los tubos fueron centrifugados por 5 minutos a 14,000 rpm.

El sobrenadante de cada tubo se transfirié a una columna QIAshredder Mini
spin (DNeasy Plant Minikit, Qiagen), centrifugandose durante 2 min a 14000 rpm.
En este paso se filtr6 el lisado para eliminar los restos celulares y otros

precipitados.

El lisado resultante se transfirio a un tubo Eppendorf de 1.5 ml, se midi6 y
se adicionaron 1.5 volumenes del amortiguador AP3 (DNeasy Plant Minikit,
Qiagen), el cual contenia etanol, para iniciar los lavados. La mezcla se virtio en
una columna DNeasy Mini spin (DNeasy Plant Minikit, Qiagen), cuya funcion fue
recuperar el ADN. Las columnas se centrifugaron por 1 min a 8,000 rpm,

retirandose el sobrenadante depositado en el tubo colector.

Se agregaron 500 ul del amortiguador AW (DNeasy Plant Minikit, Qiagen),
el cual contenia etanol para continuar los lavados, y se centrifugé durante 2 min a
14,000 rpm para secar la membrana que contenia el ADN. Este paso se realizd

por duplicado.
Posteriormente, se realizo la elucion de DNA, agregando a la columna 100
pl de Agua MilliQ (Millipore), incubando durante 5 min a temperatura ambiente y

centrifugando durante 1 min a 8,000 rpm.

Las suspensiones resultantes fueron almacenadas a 4 °C hasta su uso para PCR.
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e Deteccidon molecular de P. pachyrhizi mediante la prueba de PCR de las
muestras purificadas con los oligonucleoétidos especificos Ppal y Ppa2
(Frederick et al., 2002).

Se realizo la deteccion de ADN especifico de P. pachyrhizi utilizando la sonda
Ppa1 y Ppa2 (Frederick et al., 2002). Las reacciones de PCR se amplificaron en
un termociclador Mastercycler Eppendorf. La prueba de PCR se llevo a cabo en
un volumen total de 25 pl, conteniendo 10 mM TRIS-HCL, 50 mM KCL (pH 8.3);
2.5 mM MgCly; 200 uM de dNTPs, 10 picomoles de cada oligonucleétido (Ppa1 y
Ppa2 (Frederick et al., 2002), 1U de Taq DNA Polimerasa (Fermentas, Thermo
Fisher Scientific Inc.) y 2 ul de DNA. Las condiciones del ciclo fueron 94 °C por 1
min, seguidos por 30 ciclos de temperatura de desnaturalizacién de 94 °C por 30
s, temperatura de apareamiento de 55 °C por 30 s, temperatura de polimerizacion
de 72 °C por 30 s y una extension final de 72 °C por 10 min. Los productos de
PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 2 % y el ADN tefido con bromuro
de etidio (0.2 pg/ml).

o Diseno de oligonucleétidos especificos para la detecciéon de P. pachyrhizi
(Ppa1-aF y Ppa2-aR) mediante PCR anidado

Para mejorar la sensibilidad de la deteccion de P. pachyrhizi, y en
colaboracion con el QBP. Mario Solis Paredes y la Dra. Maria del Carmen
Calderon Ezquerro, se disefiaron los oligonucleétidos especificos Ppal-aF vy
Ppa2-aR, con el fin amplificar una zona dentro de la region amplificada por
Ppal y Ppa2 (Frederick et al., 2002) mediante PCR anidada. Los
oligonucleétidos fueron disefiados con el programa Primer 3 Plus (Rozen y
Skaletsky, 2000). Asimismo, se compard la secuencia resultante con las
existentes en la base de datos de GENBANK para descartar homologias
utilizando el programa BLAST (Altschul et al., 1997). Una vez estandarizada la
reaccion de PCR, se realiz6 la deteccion molecular de P. pachyrhizi para todas

las muestras mediante la prueba de PCR anidada.
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RESULTADOS

e Diseino de oligonucleétidos especificos para la detecciéon de P. pachyrhizi
(Ppa1-aF y Ppa2-aR) mediante PCR anidada.

Se diseharon los oligonucleétidos especificos para PCR anidada Ppa1-aF
(5°TCT TTG GGC AAT GGT AGC) y Ppa2-aR (5° ACC AAA AGG TGC AAG
GTG), generandose un amplificado de 237 pb dentro de la regidon amplificada por

Ppa1l y Ppa2 (Frederick et al.,, 2002) (Figura 17). Asimismo, se descartaron

homologias con secuencias de nucledtidos de otras especies.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

ggaagtaaaa
agctaaagag
ggctcattga
tattaatcat
atatatatat
tgaaatgtga
ccttgcacct
cattatttct
gcagctcact
aatcatttca
attttttttt

gtcgtaacaa
tgcactttat
ttgataagat
aatctttttt
ataactttta
taattaatgt
tttggtattc
tttttttaaa
ttaaataaat
tcaaaaaaat
aagacctcaa

ggtttccgta
tgtggctcaa
ctttgggcaa
tttttaactc
acaatggatc
gaattgcaga
caaaaggtac
gggaaattgt
aaatatatat
aaatatatgt
atcaggtgag

ggtgaacctg
aactaaactt
tggtagcttt
aaagtcaaat
tctaggctct
attcagtgaa
acctgtttga
tggattttga
aagtttcagt
gagatttatt
actacccact

cggaaggatc
tttaataaac
gaaaaaagct
agaatgtttt
catatcgatg
tcatcaagtt
gtgtcatgaa
gtgttgctgt
atattttgat
ataacattaa
gaacttaagc

attaataaaa
ccatttaatt
gcaacccacc
ataaatttaa
aagaacacag
tttgaacggea
atcttctcaa
tgcttttttt
gtaataataa
ttgaatgtaa
atatcaataa

661 gcggagga
Figura 17: Secuencia especifica para identificar P. pachyrhizi. Se sefiala la region que se amplifica
por la PCR anidada con los oligonucleétidos Ppa1-aF y Ppa2-aR.

La reaccion de PCR se estandarizé en un volumen total de 25 ul, conteniendo
10 mM TRIS-HCL, 50 mM KCL (pH 8.3); 2.5 mM MgCl,. dNTPs, a una
concentracion de 200 uM; se utilizaron 10 picomoles de los primers Ppa1-aF y
Ppa2-aR y 1U de Taqg DNA Polimerasa (Fermentas). A cada reaccion se
agregaron 0.5 yl de DNA del producto de PCR, con los oligonucledtidos Ppa1l y
Ppa2 (Frederick et al., 2002). Las condiciones del ciclo se establecieron en 95 °C
por 3 min, seguidos por 30 ciclos de temperatura de desnaturalizacion de 95 °C
por 30 s, temperatura de apareamiento de 52 °C por 30 s, temperatura de
polimerizacién de 72°C por 30 s, y una extension final de 72 °C por 6 min.
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e Determinacion de la sensibilidad y limites de deteccién en la prueba de

PCR de urediniosporas de P. pachyrhizi

Se realizo la deteccidn molecular mediante PCR de la curva de suspensiones
de urediniosporas con los oligonucleotidos especificos Ppa1 y Ppa2. Se logro la

deteccion de 0.4 - 2000 urediniosporas (Figura 18).

Figura 18. Deteccion molecular de curva de suspensiones de urediniosporas de P. pachyrhizi
con los oligonucledtidos Ppa1 y Ppa2. Carriles: 1) Marcador: escalera de ADN 100 pb, 2)
Testigo positivo, 3) Testigo negativo, 4) 0 urediniosporas, 5) 0.4 urediniosporas, 6) 4
urediniosporas, 7) 40 urediniosporas. 8) 400 urediniosporas, 9) 2000 urediniosporas.

En la figura 19 se observa la deteccidon molecular de la curva de
suspensiones de urediniosporas con los oligonucledtidos especificos Ppa1-aF y
Ppa2-aR mediante PCR anidada, para determinar los limites de deteccion de P.

pachyrhizi en suspension. Se logro la deteccion de 0.4 - 2000 urediniosporas.

47



Figura 19. Deteccién molecular de curva de suspensiones de urediniosporas de P. pachyrhizi con
los oligonucleétidos Ppa1-aF y Ppa2. Carriles: 1) Marcador: escalera de ADN 100 pb, 2) Testigo
positivo, 3) Testigo negativo, 4) 0 urediniosporas, 5) 0.4 urediniosporas, 6) 4 urediniosporas, 7) 40
urediniosporas. 8) 400 urediniosporas, 9) 2000 urediniosporas.

e Determinacion de la sensibilidad y limites de deteccién en la prueba de
PCR de urediniosporas de P. pachyrhizi, impactadas en cinta de celofan
Melinex
En la figura 20 se observa la deteccién de la curva de urediniosporas adheridas

artificialmente a cintas de celofan Melinex con la mezcla de vaselina-hexano

1gr:5ml. Se realizd la deteccion molecular con los oligonucledtidos especificos

Ppa1y Ppa2 de 4 a 2000 urediniosporas.

Figura 20. Deteccién molecular de curva de urediniosporas de P. pachyrhizi adheridas
artificialmente a cintas de celofan con los oligonucleétidos especificos Ppa1 y Ppa2. Carriles: 1)
Marcador: escalera de ADN 100 pb, 2) Testigo positivo, 3) Testigo negativo, 4) O urediniosporas, 5)
0.4 urediniosporas, 6) 4 urediniosporas, 7) 40 urediniosporas. 8) 400 urediniosporas, 9) 2000
urediniosporas.
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Asimismo, con el amplificado obtenido, se llevé a cabo la prueba de PCR
anidada con los oligonucledtidos especificos Ppa1-aF y Ppa2-aR. Se realiz6 la

deteccion de 0.4 a 2000 urediniosporas (Figura 21).

Figura 21. Deteccion molecular de curva de suspensiones de urediniosporas de P. pachyrhizi
adheridas artificialmente a cintas de celofan, con los oligonucleétidos Ppa1-aF y Ppa2-aR. Carriles:
1) Marcador: escalera de ADN 100 pb, 2) Testigo positivo, 3) Testigo negativo (0 uredosporas), 4)
0.4 urediniosporas, 5) 4 urediniosporas, 6) 40 urediniosporas. 7) 400 urediniosporas, 8) 2000
urediniosporas.

e Experimentos con el minitunel de viento.

En la Figura 22 se muestra el ADN de las urediniosporas colectadas en las
cintas de la trampa de esporas tipo Hirst durante los experimentos en el minitunel
de viento, observandose que fue posible colectarlas y detectar su presencia en el
aire en las ocho muestras evaluadas con los oligonucleétidos especificos Ppa1 y
Ppa2.
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Figura 22. Deteccion molecular con los oligonucledtidos especificos Ppal y Ppa2 de
urediniosporas de P. pachyrhizi colectadas durante los experimentos con el minitunel de viento.
Carriles: 1) Marcador: escalera de ADN 100 pb, 2) Testigo positivo, 3) Testigo negativo, 4-11)
Urediniosporas colectadas del aire con la trampa de esporas tipo Hirst.

En la Figura 23 se muestra la PCR anidada utilizando los oligonucléotidos
Ppal-aF y Ppa2-aR para la deteccion de las urediniosporas colectadas en las
cintas de la trampa de esporas tipo Hirst durante los experimentos en el minitunel
de viento. Se observa claramente la deteccion molecular de P. pachyrhizi en todas

las muestras.

Figura 23. Deteccion molecular con los oligonucleétidos especificos Ppal-aF y Ppa2-aR de
urediniosporas de P. pachyrhizi colectadas durante los experimentos con el minitunel de viento.
Carriles: 1) Marcador: escalera de ADN 100 pb, 2) Testigo positivo, 3) Testigo negativo, 4-11)
Urediniosporas colectadas del aire con la trampa de esporas tipo Hirst.
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Deteccion molecular con los oligonucleétidos especificos Ppal y Ppa2 y

mediante PCR anidada con los oligonucleétidos Ppa1-aF y Ppa2-aR de las

muestras obtenidas en el cultivo de soya con la trampa de esporas tipo

Hirst.

Se realizé la deteccion molecular con los oligonucledtidos especificos Ppa1 y

Ppa2 y mediante PCR anidada con los oligonucledtidos Ppa1-aF y Ppa2-aR, de

las muestras de aeroparticulas obtenidas en el cultivo de soya con la trampa de

esporas tipo Hirst. El periodo de muestreo fue de 18 meses, a partir del 14 de

mayo de 2010 al 11 de noviembre de 2011. Los resultados obtenidos se resumen

enlastablas6y?7.

Periodo Deteccion molecular mediante Deteccion molecular mediante
PCR con oligonucledtidos Ppal | PCR anidada con oligonucledtidos
y Ppa2 especificos Ppal-aF y Ppa2-aR

14-may-10- | -21-may-10 - -
21-may-10- | -28-may-10 - -
28-may-10- | -04-jun-10 - -
04-jun-10- | -11-jun-10 = -
11-jun-10- | -18-jun-10 - -
18-jun-10- | -25-jun-10 - -
25-jun-10- -02-jul-10 - -
02-jul-10- -09-jul-10 - -
09-jul-10- -16-jul-10 - -
16-jul-10- -23-jul-10 - -
23-jul-10- -30-jul-10 - -
30-jul-10- | -06-ago-10 - -
06-ago-10- | -13-ago-10 - -
13-ago-10- | -20-ago-10 - -
20-ago-10- | -27-ago-10 - -
27-ago-10- | -03-sep-10 - -
03-sep-10- | -10-sep-10 - -
10-sep-10- | -17-sep-10 + +
17-sep-10- | -24-sep-10 + +
24-sep-10- | -01-oct-10 + +
01-oct-10- | -08-oct-10 + +
08-oct-10- | -15-oct-10 + +
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15-oct-10- | -22-oct-10 + +
22-oct-10- | -29-oct-10 + +
29-oct-10- | -05-nov-10 + +
05-nov-10- | -12-nov-10 = -
12-nov-10- | -19-nov-10 - -
19-nov-10- | -26-nov-10 + +
26-nov-10- | -03-dic-10 + +
03-dic-10- | -10-dic-10 + +
10-dic-10- -17-dic-10 + +
17-dic-10- | -24-dic-10 - -
24-dic-10- | -31-dic-10 - -

+ Detecciones positivas; - Detecciones negativas

Periodo Deteccion molecular mediante Deteccion molecular mediante
PCR con oligonucledtidos Ppal | PCR anidada con oligonucledtidos
y Ppa2 especificos Ppal-aF y Ppa2-aR
31-dic-10- | -07-ene-11 - +
07-ene-11- | -14-ene-11 = +
14-ene-11- | -21-ene-11 - +
21-ene-11- | -28-ene-11 S +
28-ene-11- | -04-feb-11 - +
04-feb-11- | -11-feb-11 = +
11-feb-11- | -18-feb-11 - -
18-feb-11- | -25-feb-11 - -
25-feb-11- | -04-mar-11 - -
04-mar-11- | -11-mar-11 = -
11-mar-11- | -18-mar-11 - -
18-mar-11- | -25-mar-11 = -
25-mar-11- | -0l-abr-11 - -
01-abr-11- | -08-abr-11 = -
08-abr-11- | -15-abr-11 - +
15-abr-11- | -22-abr-11 o +
22-abr-11- | -29-abr-11 - +
29-abr-11- | -06-may-11 = +
06-may-11- | -13-may-11 - -
13-may-11- | -20-may-11 - -
20-may-11- | -27-may-11 - -
27-may-11- | -03-jun-11 - -
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03-jun-11- | -10-jun-11 -
10-jun-11- | -17-jun-11 -
17-jun-11- | -24-jun-11 -
24-jun-11- -01-jul-11 -

01-jul-11- -08-jul-11 -

08-jul-11- -15-jul-11 -

15-jul-11- -22-jul-11 -

22-jul-11- -29-jul-11 -

29-jul-11- | -05-ago-11 -
05-ago-11- 12-ago-11 -
12-ago-11- | -19-ago-11 -
19-ago-11- | -26-ago-11 -
26-ago-11- | -02-sep-11 -
02-sep-11- | -09-sep-11 =
09-sep-11- | -16-sep-11 -
16-sep-11- | -23-sep-11 -
23-sep-11- | -30-sep-11 -
30-sep-11- | -07-oct-11 =
07-oct-11- | -14-oct-11 -
14-oct-11- | -21-oct-11 -
21-oct-11- | -28-oct-11 -
28-oct-11- | -04-nov-11 -
04-nov-11- | -11-nov-11 -

+ Detecciones positivas; - Detecciones negativas

En la figura 24 se observa la deteccién molecular de P. pachyrhizi utilizando

ese periodo.

oligonucledtidos especificos Ppa1 y Ppa2 para el periodo del 14 de mayo al 16 de

julio de 2010. No se encontro la presencia de urediniosporas de P. pachyrhizi para
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Figura 24. Deteccion molecular de urediniosporas de P. pachyrhizi con oligonucleétidos especificos
Ppa1 y Ppa2 del 14 de mayo al 16 de julio 2010. Carriles: 1) Marcador molecular 100 pb, 2) Testigo
positivo, 3) Testigo negativo, 4) 16 al 21 mayo, 5) 21 al 28 de mayo, 6) 28 mayo al 4 junio, 7) 4 al
11 de junio, 8) 11 al 18 de junio, 9) 18 al 25 de junio, 10) 25 de junio al 2 de julio, 11) 2 al 9 de julio,
12) 9 al 16 de julio.

Asimismo, se realizé la PCR anidada con los oligonucleétidos Ppa1-aF y
Ppa2-aR para mejorar el limite de deteccion de urediniosporas de P. pachyrhizi.
En la figura 25 se confirma la ausencia del hongo en el periodo del 14 de mayo al
16 de julio de 2010.

Figura 25. Detecciéon molecular de urediniosporas de P. pachyrhizi con oligonucleétidos especificos
Ppa1-aF y Ppa2-aR del 14 de mayo al 16 de julio 2010. Carriles: 1) Marcador molecular 100 pb, 2)
Testigo positivo, 3) Testigo negativo, 4) 16 al 21 mayo, 5) 21 al 28 de mayo, 6) 28 mayo al 4 junio,
7)4 al 11 de junio, 8) 11 al 18 de junio, 9) 18 al 25 de junio, 10) 25 de junio al 2 de julio, 11) 2 al 9
de julio, 12) 9 al 16 de julio.
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En la figura 26 se observa la deteccion molecular con oligonucledtidos
especificos Ppa1 y Ppa2 para el periodo del 16 de julio al 31 de diciembre de
2010, encontrando la presencia del hongo en el periodo del 10 de septiembre al

17 de diciembre de 2010, excepto en la semana del 5 al 19 de noviembre.

Figura 26. Deteccion molecular de urediniosporas de P. pachyrhizi con oligonucleétidos especificos
Ppa1 y Ppa2 del 16 de julio al 31 de diciembre de 2010. Carriles: 1) Marcador molecular 100 pb, 2)
Testigo positivo, 3) Testigo negativo PCR, 4) Testigo negativo extraccion, 5) 16 al 30 de julio, 6) 30
de julio al 13 de agosto, 7) 13 al 27 de agosto, 8) 27 de agosto al 10 de septiembre, 9) 10 al 24 de
septiembre, 10) 24 de septiembre al 8 de octubre, 11) 8 al 22 de octubre, 12) 22 de octubre al 5 de
noviembre, 13) 5 al 19 de noviembre, 14) 19 de noviembre al 3 de diciembre, 15) 3 al 17 de
diciembre, 16) 17 al 31 de diciembre.

Mediante la prueba de PCR anidada, se confirmoé la presencia del hongo en
el periodo del 10 de septiembre al 17 de diciembre de 2010, excepto en la semana

del 5 al 19 de noviembre (Figura 27).

Figura 27. Deteccion molecular de urediniosporas de P. pachyrhizi con oligonucleétidos especificos
Ppa1-aF y Ppa2-aR del 16 de julio al 31 de diciembre de 2010. Carriles:1) Marcador molecular 100
pb, 2) Testigo positivo, 3) Testigo negativo PCR, 4) Testigo negativo extraccion, 5) 16 al 30 de julio,
6) 30 de julio al 13 de agosto, 7) 13 al 27 de agosto, 8) 27 de agosto al 10 de septiembre, 9) 10 al
24 de septiembre, 10) 24 de septiembre al 8 de octubre, 11) 8 al 22 de octubre, 12) 22 de octubre
al 5 de noviembre, 13) 5 al 19 de noviembre, 14) 19 de noviembre al 3 de diciembre, 15) 3 al 17 de
diciembre, 16) 17 al 31 de diciembre.
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Para el periodo del 31 de diciembre de 2010 al 17 de junio de 2011, no se
encontré la presencia de P. pachyrhizi con los oligonucleétidos Ppal y Ppa2
(Figura 28).

Figura 28. Deteccion molecular de urediniosporas de P. pachyrhizi con oligonucleétidos especificos
Ppa1 y Ppa2 del 31 de diciembre de 2010 al 17 de junio de 2011. Carriles: 1) Marcador molecular
100 pb, 2) Testigo positivo, 3) Testigo negativo PCR, 4) Testigo negativo extraccion, 5) 31 de
diciembre al 14 de enero, 6) 14 al 28 de enero, 7) 28 de enero al 11 de febrero, 8) 11 al 25 de
febrero, 9) 25 de febrero al 11 de marzo, 10) 11 al 25 de marzo, 11) 25 de marzo al 8 de abril, 12) 8
al 22 de abril, 13) 22 de abril al 6 de mayo, 14) 6 al 20 de mayo, 15) 20 de mayo al 3 de junio, 16) 3
al 17 de junio.

Sin embargo, con la prueba de PCR anidada se detect6 la presencia de P.
pachyrhizi para el periodo del 31 de diciembre de 2010 al 7 de febrero de 2011,
asi como del 8 de abril al 6 de mayo de 2011 (Figura 29).

Figura 29. Deteccion molecular de urediniosporas de P. pachyrhizi con oligonucleétidos especificos
Ppa1-aF y Ppa2-aR del 31 de diciembre de 2010 al 17 de junio de 2011. Carriles:1) Marcador
molecular 100 pb, 2) Testigo positivo, 3) Testigo negativo PCR, 4) Testigo negativo extraccion, 5)
31 de diciembre al 14 de enero, 6) 14 al 28 de enero, 7) 28 de enero al 11 de febrero, 8) 11 al 25
de febrero, 9) 25 de febrero al 11 de marzo, 19) 11 al 25 de marzo, 11) 25 de marzo al 8 de abril,
12) 8 al 22 de abiril, 13) 22 de abril al 6 de mayo, 14) 6 al 20 de mayo, 15) 20 de mayo al 3 de junio,
16) 3 al 17 de junio.
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Por otra parte, se realiz6 la prueba de PCR con los oligonucleétidos Ppa1l y
Ppa2 sin encontrar la presencia del hongo del 15 de abril al 1 de julio de 2011
(Figura 30), ni del 1 de julio al 2 de septiembre de 2011 (Figura 31):

Figura 30. Deteccion molecular de urediniosporas de P. pachyrhizi con oligonucleétidos especificos
Ppa1 y Ppa2 del 15 de abril al 1 de julio de 2011. Carriles: 1) Marcador molecular 100 pb, 2)
Testigo positivo, 3) Testigo negativo 4) 15 al 29 de abril, 5) 29 de abril al 6 de mayo, 6) 6 al 20 de
mayo, 7) 20 de mayo al 3 de junio, 8) 3 al 17 de junio, 9) 17 de junio al 1 de julio.

Figura 31. Deteccion molecular de urediniosporas de P. pachyrhizi con oligonucleétidos especificos
Ppa1 y Ppa2 del 1 de julio al 2 de septiembre de 2011. Carriles: 1) Marcador molecular 100 pb, 2)
vacio, 3) Testigo positivo, 4) Testigo negativo, 5) 1 al 15 de julio, 6) 15 al 22 de julio, 7) 22 al 29 de
julio, 8) 29 de julio al 5 de agosto, 9) 5 al 12 de agosto, 10) 12 al 19 de agosto, 11) 19 al 26 de
agosto, 12) 26 de agosto al 2 de septiembre.
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En la figura 32 se muestra que no fue detectada la presencia de P.
pachyrhizi con los oligonucleétidos Ppa1 y Ppa2 en el periodo del 2 de septiembre
al 11 de noviembre de 2011, contrario a lo sucedido en 2010 para el mismo

periodo.

Figura 32. Deteccion molecular de urediniosporas de P. pachyrhizi con oligonucleétidos especificos
Ppa1 y Ppa2 del 2 de septiembre al 11 de noviembre de 2011. Carriles: 1) Marcador molecular 100
pb, 2) Testigo positivo, 3) Testigo negativo, 4) 2 al 9 de septiembre, 5) 9 al 16 de septiembre, 6) 16
al 23 de septiembre, 7) 23 al 30 de septiembre, 8) 30 de septiembre al 7 de octubre, 9) 7 al 14 de
octubre, 10) 14 al 21 de octubre, 11) 21 al 28 de octubre, 12) 28 de octubre al 4 de noviembre, 13)
4 al 11 de noviembre, 14) Testigo negativo extraccion.

Asimismo, se realiz6 la PCR anidada con los oligonucleétidos Ppa1-aF y
Ppa2-aR para la deteccién de P. pachyrhizi del periodo del 17 de junio al 11 de

noviembre de 2011, sin encontrar su presencia, como se muestra en la figura 33:

Figura 33. Deteccion molecular de urediniosporas de P. pachyrhizi con oligonucleétidos especificos
Ppa1-aF y Ppa2-aR del 17 de junio al 11 de noviembre de 2011. Carriles:1) Marcador molecular
100 pb, 2) Testigo positivo, 3) Testigo negativo, 4) 17 de junio al 1 de julio, 5) 1 al 15 de julio, 6) 15
al 29 de julio, 7) 29 al 12 de agosto, 8) 12 al 19 de agosto, 9) 19 al 26 de agosto, 10) 26 de agosto
al 2 de septiembre, 11) 2 al 9 de septiembre, 12) 9 al 16 de septiembre, 13) 16 al 23 de
septiembre, 14) 23 al 30 de septiembre, 15) 30 de septiembre al 7 de octubre, 16) 7 al 14 de
octubre, 17) 14 al 21 de octubre, 18) 21 al 28 de octubre, 19) 28 de octubre al 4 de noviembre, 20)
4 al 11 de noviembre.
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¢ Revisidon de las cintas para corroborar la ausencia de urediniosporas

de P. pachyrhizi.

La parte complementaria de las cintas procesadas, en los casos de deteccidn
molecular negativa, fue observada al microscopio (Figura 34). No se encontré en
ningun caso la presencia de urediniosporas de P. pachyrhizi impactadas en la

cinta de celofan.

Figura 34. Observacién al microscopio de las cintas muestreadas en campo 40x.

e Obtencion de variables ambientales del Campo Experimental “Las
Huastecas del INIFAP”.

Se registraron los parametros ambientales de la zona de estudio: temperatura
maxima (Figura 35), temperatura media (Figura 36), temperatura minima (Figura
37) y precipitacion (Figura 38), a partir del mes de enero de 2010 hasta el mes de
diciembre de 2011.
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Temperatura maxima 2010-2011
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Figura 35. Temperatura maxima durante 2010-2011, en la estaciéon del Campo Experimental

Las Huastecas del INIFAP.

Temperatura media 2010-2011
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Figura 36. Temperatura media durante 2010-2011, en la estacién del Campo Experimental Las

Huastecas del INIFAP.
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Temperatura minima 2010-2011

e Tmin2010

e Tmin2011

o ] (RN o -0 () < < 2 <
Q S\ AS SN\ L B L N < N\ N
Q \ NS) > Q D ©) NS Ne) NS) Ne)
& \ > B SN o >
o NS

Figura 37. Temperatura minima durante 2010-2011, en la estacién del Campo Experimental
Las Huastecas del INIFAP.
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Figura 38. Precipitacién durante 2010-2011, en la estacion del Campo Experimental Las
Huastecas del INIFAP.
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Asimismo, se registrd la humedad relativa de enero de 2010 a junio de 2011,

debido a que la estacion meteorologica dejo de funcionar (Figura 39).
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Figura 39. Humedad relativa durante el periodo de enero 2010-junio 2011, en la estacién del
Campo Experimental Las Huastecas del INIFAP.

e Analisis de las variables ambientales del Campo Experimental “Las

Huastecas” del INIFAP.

Se realizé el analisis estadistico con la prueba de T de las variables de
temperatura de 2010 y 2011. Los valores de temperatura maxima anual varian
significativamente (p<0.05) durante el afno 2010, respecto a lo observado en
2011, con una media de 29.5 y 32.5°C, respectivamente. Sin embargo, los
valores de temperatura media y minima anual, no presentan diferencias

significativas entre ambos afios.

Los unicos meses que presentan diferencias significativas (p<0.05) para las
tres variables de temperatura (maxima, media y minima) entre los dos afios,
fueron los meses de septiembre y octubre, donde la diferencia en la media

mensual fue de 1 a 2°C, en promedio.
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En el caso de la precipitacion para ambos afos, el valor de la precipitacion
acumulada anual para 2010 fue de 823 mm y para 2011 de 763.1. La
distribucion de la precipitacion durante ambos afios fue diferente; en el afio
2010 se registraron precipitaciones acumuladas mensuales superiores a 45
mm en los meses de enero, febrero, abril y mayo, mientras que para 2011 las
lluvias se registraron casi en su totalidad a partir del mes de junio (Figura 40).

Precipitacion acumulada mensual 2010-2011
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Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto |Septiembre| Octubre |Noviembre| Diciembre

m2010 46.8 79.4 2.4 62.8 19.1 83.6 373 65 80.2 0 6.6 4.4

m2011 23.8 3.6 15 4.2 7 162.9 349 107.2 9.6 63 28.6 2.7

Figura 40. Precipitacion acumulada mensual durante el periodo de enero 2010- diciembre 2011,
en la estacion del Campo Experimental Las Huastecas del INIFAP.
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DISCUSION

La roya asiatica causada por P. pachyrhizi es reconocida por ser la
enfermedad foliar mas destructiva de los cultivos de soya (Teran 2007, Isard et al.,
2011). El dafo ocasionado puede causar pérdidas de hasta el 100% de los
cultivos, dependiendo del momento de inicio de la enfermedad, logrando bajo
condiciones optimas una defoliacion severa en tres semanas (Teran et al., 2007).
Segun lo reportado por SINAVEF para 2010, las pérdidas econdmicas en México

pueden alcanzar los 11 mil millones de pesos (SINAVEF, 2010).

En México se han desarrollado métodos para muestreo y diagnostico de la
enfermedad en parcelas, mediante inspecciones continuas en busca de signos de
la enfermedad, con el uso de tiras inmunocromatograficas que permiten un
diagnodstico rapido y preciso de la presencia de la enfermedad en las plantas
(SENASICA, 2012), o incluso a través de la deteccion especifica de P. pachyrhizi
por PCR en hojas sospechosas de infeccion. Sin embargo, estas pruebas se
realizan cuando el hongo ya inicid la infeccion en el cultivo. Por ello, es de
primordial importancia realizar la deteccion o diagnostico del hongo antes de que
aparezcan los primeros signos de la enfermedad en las plantas. De esta manera,
es posible proponer acciones oportunas de prevencion y control, que permitan

contrarrestar el avance de la enfermedad y los dafios que ésta produce.

Se han disefiado modelos para pronosticar la dispersion y distribucion
potencial de P. pachyrhizi, los cuales utilizan variables tanto meteoroldgicas, como
de distribucion y de abundancia del patégeno. Estas proporcionan informacion
precisa sobre las zonas con mayor riesgo de infeccién (SINAVEF, 2011). Debido a
que la diversidad de condiciones climaticas en las que se desarrollan los hongos
es muy amplia, aunado a las variaciones microclimaticas (humedad por riego,
radiacion solar, cambios de temperatura) que se presentan dentro de los cultivos,
se pueden modificar las condiciones y el tiempo estimados para la maduracién y
liberacion de las esporas de hongos (Rogers et al., 2009). Para esto, es

importante evaluar en campo la presencia de urediniosporas de P. pachyrhizi para
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aceptar o descartar de manera oportuna la presencia del patdbgeno en areas

determinadas.

En este estudio fue posible realizar por primera vez, con éxito y de manera
eficiente, la deteccidn molecular de urediniosporas de P. pachyrhizi dispersas en
la atmésfera de cultivos de soya en México. La detecciéon por PCR fue realizada
en muestras de laboratorio y de campo, ofreciendo una deteccion confiable y
especifica de este agente patogeno. Se verifico la sensibilidad de los
oligonucledtidos especificos Ppa1 y Ppa2 (Frederick, et al., 2002), detectando la
presencia minima de 4 urediniosporas/ul de muestra. Debido a que las
concentraciones de urediniosporas en la atmodsfera pueden ser muy bajas, se
decidi6 realizar el disefio y estandarizaciéon de la PCR anidada mediante los
oligonucledtidos Ppa1-aF y Ppaz2-aR, con el fin de mejorar la sensibilidad de la
prueba, logrando la deteccion de 0.4 urediniosporas/ul de muestra. Asimismo, se
demostrd la viabilidad de esta prueba en laboratorio y en campo, mediante la
deteccién del ADN de urediniosporas del aire colectadas en los experimentos
realizados tanto en el minitunel de viento, como en los cultivos de soya. El método
utilizado para el monitoreo de urediniosporas de P. pachyrhizi, permitié detectarlas
aun cuando estaban mezcladas con otras particulas, tanto organicas como
inorganicas, presentes en la atmdsfera. Lo que concuerda con los resultados
obtenidos por Calderon et al.,, (2002), quienes siguieron el mismo método,
detectando el ADN de esporas fungicas de muestras que tenian una mezcla de

otras particulas colectadas del aire de la Ciudad de México.

La deteccion molecular de P. pachyrhizi en cultivos de soya mostré un
resultado positivo para determinar la presencia de las urediniosporas del hongo en
el aire, antes de que se desarrollara la enfermedad. El patégeno fue detectado a
partir del periodo del 10 al 24 de septiembre de 2010, cinco semanas antes de
que fueran reportados los primeros signos de la enfermedad, los cuales fueron
observados hasta el 20 de octubre de 2010. Esto demuestra el potencial del

método para la deteccion temprana del agente patdégeno.
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El monitoreo aerobioldgico y la deteccion del ADN de urediniosporas de P.
pachyrhizi utilizando los oligonucleétidos Ppa1 y Ppa2, asi como su PCR anidada
(Ppa1-aF y Ppa2-aR), permitié la deteccién del hongo en el periodo del 10 de
septiembre al 17 de diciembre de 2010, excepto en el periodo del 5 al 19 de
noviembre, en el cual no se encontraron urediniosporas en las muestras.
Asimismo, con la PCR anidada, se obtuvieron detecciones positivas durante el
periodo del 31 de diciembre de 2010 al 25 de febrero de 2011 y del 8 de abril al 6
de mayo de 2011. Lo anterior coincide con los reportes de roya asiatica
registrados durante 2011 por el Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Tamaulipas,
para el municipio de Altamira (comunicacién personal con el Dr. Teran, experto
nacional en roya asiatica de la soya). Contrario a lo sucedido en 2010, para el
periodo de septiembre a noviembre de 2011, la deteccion de urediniosporas de P.
packyrhizi del aire fue negativa, lo que coincidié con informes proporcionados por
el Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Tamaulipas, sobre la ausencia del
patdbgeno en el area de Altamira durante ese periodo (SINAVEF, 2011 y

comunicacion personal con el Dr. Teran).

La presencia de las urediniosporas de P. pachyrhizi en el aire del cultivo se
presentd en condiciones de precipitacion de 0-10 mm diarios, humedad relativa
70-85% y temperatura media de 12-26°C, siendo estas dos ultimas favorables

para el desarrollo 6ptimo de la enfermedad, segun lo reportado por Teran (2007).

De acuerdo con el analisis de variables ambientales, los valores de
temperatura maxima, media y minima fueron significativamente diferentes (p<0.05)
para los meses de septiembre a octubre de 2010 (cuando se realizé la primera
deteccion del hongo en el aire), con respecto al mismo periodo de 2011. La
temperatura media reportada para 2010 fue de 23 a 25°C, en comparacién con la
registrada en 2011 que vari6 entre los 24 y 27°C, alcanzando una maxima de 32 a
34 °C para ese periodo. Las temperaturas maximas registradas en abril y mayo
de 2010 alcanzaron entre los 38 y 41°C, no reportandose el hongo en la zona;
mientras que las temperaturas maximas registradas en 2011 alcanzaron entre los

40 a 49°C, sin embargo, la deteccion del hongo fue positiva. Esto demuestra de
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que pesar de que la temperatura 6ptima para el desarrollo de P. packyrhizi es
entre los 18 y 25°C, éste es capaz de crecer a temperaturas elevadas. Lo anterior
ha sido corroborado directamente por los productores de soya de la zona

(comunicacion personal con el Dr. Teran).

Otro aspecto importante a considerar es que de enero a mayo de 2010 sdlo
se presentd una precipitacion acumulada de 210 mm, con una HR que fluctué
entre 71 y 83%, mientras que para ese mismo periodo en 2011 se registré menor
precipitacion acumulada (40 mm) y con una HR entre 70 y 80%. Aunque de enero
a mayo de ambos afos el porcentaje de HR fue similar; s6lo en 2011 se

obtuvieron algunas detecciones positivas en el periodo del 8 de abril al 6 de mayo.

Debido a la discrepancia de los resultados anteriores, tanto meteorologicos
como de la presencia del hongo en el aire y en las plantas, entre lo registrado en
2010 y 2011, es necesario continuar la vigilancia epidemiologica de la presencia
del hongo, tanto en la zona de estudio como en el Estado de Tamaulipas de
manera permanente, asi como contar con estaciones meteoroldgicas funcionales y
que sean validadas por un Sistema Meteoroldgico Estatal y Nacional, que registre
parametros ambientales como temperatura, HR, precipitacion, direccion vy
velocidad del viento, radiacion solar y punto de rocio, entre otros, que permitan
correlacionar adecuadamente y corroborar aquellos factores ambientales que
favorezcan el desarrollo del hongo, su dispersion en la atmédsfera y el riesgo de

infeccion de los cultivos.

De acuerdo con informacion proporcionada por el Comité Estatal de
Sanidad Vegetal de Tamaulipas, los registros positivos de P. pachyrihizi en
cultivos (en las plantas) del estado se presentaron desde agosto de 2010 en
localidades situadas entre 11 y 109 Km de distancia del Campo Experimental “Las
Huastecas”, INIFAP, en donde la primera deteccidn en el aire se presentd hasta el
10 de septiembre de 2010 (Figura 41, Tabla 9). Lo anterior sugiere que las
urediniosporas de P. pachyrhizi probablemente fueron transportadas por el viento

desde las localidades infectadas hasta la zona de estudio.
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Figura 41. Detecciones positivas (1-9) en el estado de Tamaulipas, proporcionadas por el Comité
Estatal de Sanidad Vegetal, para el periodo de agosto a septiembre de 2010.

Tabla 9. Detecciones positivas para P. pachyrhizi en el estado de Tamaulipas, proporcionadas por el

Comité Estatal de Sanidad Vegetal, para el periodo de agosto a septiembre de 2010

Municipio Predio ::ti:iii: Latitud Longitud Di:;?;i?satiﬁzﬂ?std e
El Mante Ejido La Chaca 2010-08-09 | 22.84938 | -99.09464 101 km
Altamira Ejido José M. Luis Mora 2010-08-13 | 22.59431 -98.05669 11 km
Gomez Farias Ejido El Riachuelo 2010-09-08 | 22.86996 | -99.10839 103 km
Gonzalez El Limonal 2010-09-13 | 22.66171 -98.58205 44 km
Xicoténcatl Citricos La Victoria 2010-09-20 23.04453 -99.08292 108 km
Aldama El Lucero 2010-09-24 22.90427 -98.12453 40 km
Ocampo El Dorado 2010-09-27 22.81211 -99.18928 109 km

Para llevar a cabo la vigilancia continua de la presencia de las
urediniosporas de P. pachyrhizi en el aire del Estado de Tamaulipas, con la que
sera posible realizar la deteccion temprana y oportuna del hongo en el aire de los
cultivos, antes de que las plantas sean infectadas y se desarrolle la enfermedad,

se propone la creacion de una red aerobioldgica de vigilancia epidemiolégica
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fitosanitaria, mediante la colocacion de diversas trampas de esporas ubicadas en
zonas determinadas mediante mapas de riesgo, los cuales seran desarrollados
con base en: detecciones positivas registradas en los cultivos, direccién de los
vientos y otras variables ambientales, asi como por modelos de dispersion y
distribucion potencial, como el modelo de Hysplit (Hybrid Single-Particle
Lagrangian Integrated Trajectory Model), el cual fue desarrollado por Roland
Draxler de la Administracion Nacional de Océanos y Atmdsfera (NOAA, 2012), con
el que se puede modelar el transporte y dispersion de las aeroparticulas que se
originan en diversas fuentes, calculandolo tanto a partir de los movimientos de
difusion y adveccion del aire, como de la concentracion de particulas en el
sistema. Asi como, utilizando el Sistema de Modelado Aerobiolégico, IAMS (Isard
et al., 2005) el cual fue disefiado para pronosticar la incursién y dispersion de P.
pachyrhizi, causante de la roya asiatica de la soya en Estados Unidos de América.
Lo anterior permitiria que la red aerobiologica lleve a cabo el monitoreo integral y
de amplia cobertura de los cultivos de soya y de otras leguminosas en peligro de

infeccion.

Los resultados obtenidos con la red pueden ser desplegados en
plataformas de informacién de vigilancia epidemioldgica, como el sistema SCOPE
y sistemas de alerta directa a los productores. El éxito de este tipo de monitoreo
ya ha sido demostrado en Estados Unidos, donde se han tomado medidas
oportunas para el manejo adecuado de la roya asiatica, creando la plataforma de
informacion ipmPIPE por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos
(USDA) (PIPE, 2012), la cual proporciona el registro en tiempo real de la
dispersion del patégeno en Norteamérica, asi como de probables escenarios de
distribucion potencial y manejo adecuado de la enfermedad. Esta plataforma
beneficia a miles de productores (Isard et al. 2011). De esta manera, los
agricultores podran tomar medidas de prevencion y control en tiempo y espacio
para evitar el desarrollo de la enfermedad, protegiendo al cultivo con la aplicacion
de fungicidas quimicos, como los triazoles o las estrobilurinas para su control. En
el caso de no encontrarse el patégeno en el aire, se retrasaria o evitaria la

aplicacion del fungicida, por lo que se reducirian los gastos en el manejo del
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cultivo. Por otro lado, el monitoreo continuo no sélo de las urediniosporas de P.
pachyrhizi, sino de diversas especies de hongos patdégenos de importancia
nacional en zonas estratégicas del pais, permitira dar un seguimiento a la
diseminacion de las enfermedades y brindara una vigilancia epidemioldgica
fitosanitaria, tanto para las zonas que presenten la enfermedad, como para

aquellas que se encuentren en riesgo o0 aun no la presenten.
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CONCLUSIONES

Se realizdé por primera vez en México, con éxito y de manera eficiente la
deteccion molecular de urediniosporas de P. pachyrhizi colectadas del aire
mediante la prueba de PCR, demostrandose la viabilidad de esta prueba en
laboratorio y en campo, mediante la deteccion del ADN de urediniosporas
del aire colectadas en los experimentos realizados tanto en el minitunel de
viento, como en los cultivos de soya.

Se verifico la sensibilidad de los oligonucledétidos especificos Ppa1 y Ppa2
(Frederick, et al., 2002) detectando la presencia minima de 4
urediniosporas/ul de muestra.

Se realiz6 el disefio y estandarizacién de la PCR anidada mediante los
oligonucledtidos Ppa1-aF y Ppa2-aR, la cual permiti6 mejorar la sensibilidad
de la prueba, logrando la deteccién de 0.4 urediniosporas/ul de muestra.

Se determind la presencia de P. pachyrhizi con los oligonucleétidos Ppa1l y
Ppa2 (Frederick, et al. 2002) en los cultivos de soya en el periodo del 10 de
septiembre al 17 de diciembre de 2010.

Se determind la presencia de P. pachyrhizi en los cultivos de soya mediante
la PCR anidada con los oligonucleétidos Ppa1-aF y Ppa2-aR en el periodo
del 10 de septiembre al 17 de diciembre de 2010, del 31 de diciembre de
2010 al 25 de febrero de 2011 y del 8 de abril al 6 de mayo.

La presencia de las urediniosporas de P. pachyrhizi en el aire del cultivo se
presentd en condiciones de precipitacion de 0-10 mm diarios, humedad
relativa 70-85% y temperatura media de 12-26°C, siendo estas dos ultimas
favorables para el desarrollo 6ptimo de la enfermedad, segun lo reportado
por Teran (2007).

Las urediniosporas de P. pachyrhizi fueron detectadas del aire aun cuando
se registraron temperaturas maximas entre 38 y 49°C.

La deteccidon de urediniosporas de P. packyrhizi del aire fue negativa para
el periodo de septiembre a noviembre de 2011, contrario a lo sucedido en

2010; lo que coincide con informes de la zona en donde se determiné la
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ausencia del patégeno en el area de Altamira durante ese periodo
(SINAVEF, 2011).

La falta de estaciones meteorolégicas funcionales y continuas no
permitieron contar con el registro de variables tan importantes como
direccion y velocidad del viento y radiacion solar entre otras, las cuales son
necesarias para realizar un analisis completo y adecuado entre las
condiciones ambientales y el desarrollo y presencia del hongo en los
cultivos a lo largo del afo.

Se propone la creacibn de una red aerobiolégica de vigilancia
epidemiologica fitosanitaria (REMAVEF-Tamaulipas), mediante la
colocacion de diversas trampas de esporas, ubicadas en zonas
determinadas mediante mapas de riesgo, para llevar a cabo el monitoreo
integral y de amplia cobertura de los cultivos de soya y de otras
leguminosas en peligro de infecciéon. De esta manera, se podran tomar
medidas de prevencién y control en tiempo y espacio para evitar el

desarrollo de la enfermedad.
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PERSPECTIVAS

Continuar con el monitoreo aerobiolégico, mediante la creacién de la red
aerobiologica de vigilancia epidemiologica fitosanitaria para Tamaulipas
(REMAVEF-Tamaulipas) para la deteccion de roya asiatica, mediante el
empleo de diversos tipos de trampas de esporas, ubicadas en zonas

seleccionadas mediante mapas de riesgo y modelos de dispersion.

Disefar estudios aerobiolégicos en los que se considere el monitoreo de
urediniosporas de P. pachyrhizi a diferentes alturas dentro del cultivo, con el fin
de determinar si la fuente de indculo se encuentra dentro del cultivo o proviene

de otras localidades.

Complementar el monitoreo aerobioldgico con la instalacion de colectores de
lluvia, con el fin de determinar la presencia de urediniosporas de P. pachyrhizi
transportadas a través de la atmésfera, lo cual complementara la vigilancia
epidemidlogica de la roya asiatica, como se ha realizado con éxito en Estados
Unidos (Isard et al., 2011).

Desarrollar el método para realizar la deteccion molecular de urediniosporas de
P. pachyrhizi colectadas del aire y del agua de lluvia mediante QPCR (PCR en
tiempo real), mediante el cual se cuantificara el ADN de las urediniosporas
determinando con exactitud su concentracién. Esta técnica ha sido empleada
exitosamente para la deteccion de patégenos en bioaerosoles (Schweigkofler
et al.,, 2004; Walsh et al., 2005; Fountaine et al., 2007; Luo et al., 2007;
Viljanen-Rollinson et al., 2007; Falacy et al., 2007 y Rogers et al., 2009).

Contar con estaciones meteorolégicas funcionales y que sean validadas por un
Sistema Meteorologico Estatal y Nacional, que registren parametros
ambientales como temperatura, HR, precipitacion, direccion y velocidad del
viento, radiaciéon solar, punto de rocio, entre otros. Lo que permitira mostrar la

relacion entre los factores ambientales y el desarrollo del hongo, con el fin de
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predecir mediante modelos como el de Hysplit, su dispersion en la atmdsfera y

el riesgo de infeccidn de los cultivos.
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