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RESUMEN

El diagnostico de la enfermedad “punta morada”’ de la papa, causada por
fitoplasmas, se ha realizado mediante la observacion de sintomas en planta
y en tubéreulo, lo cual es poco confiable, debide a que estos pueden
confundirse con manifestaciones 6 expresiones de otras enfermedades y
deficiencias nutricionales. Debido a la necesidad de tener métodos precisos,
rapidos y sensibles para determinar la sanidad de la semilla y en
consecuencia de los cultivos comerciales de papa, se plante6é el presente
trabajo con los objetivos de comparar algunos métodos de extraccion de
ADN, establecer las condiciones de reacciéon para la deteccién de los
fitoplasmas causantes de “punta morada” en papa por PCR, y determinar la
ocurrencia de la enfermedad en lotes comerciales de campo y bodegas de
semilla de papa, localizadas en la region de San Rafael, municipio de
Galeana, N.L., México. Los métodos de extraccion de ADN, Doyle y Doyle
(1920), Dellaporta y cols. (1983) y DNAzol ES®, fueron efectivos tanto para
la obtencién de ADN de buena calidad y cantidad, como para la detecci6n de
fitoplasmas por PCR. Se establecieron las mejores condiciones de reaccion
para la amplificacion por PCR, de secuencias parciales de ADN de
fitoplasmas causantes de “punta morada” de la papa, siendo la
concentracién de 2.4 mM de MgCls y los iniciadores fUS/fU3 (Lorenz y cols.,
1995) los méas efectivos. La ocurrencia estimada de la enfermedad,

diagnosticada por PCR, fue de 7.7 % para la zona de estudio.



SUMMARY

The diagnosis of “purple top” potato disease caused by phytoplasmas has been
made by the observations in plant and tuber symptoms; this method is not very
reliable since “purple top” symptoms may be confused with another symptoms
produced by other diseases and even by nutritional deficiencies. Due necessity
to have precise methods, speed and sensitive by seed health and potato
comercial planting, the objetives of this work were to compare some DNA
extraction methods, to establish the reaction conditions for “purple top”
phytoplasmas detections by PCR and to determine disease ocurrence in potato
fields as well in storaged potato tuber seed at San Rafael Galeana, Nuevo Leén,
México. All DNA extractions methods, Doyle and Doyle (1990), Dellaporta
(1983) and DNAzol ES®, were efective to obtain DNA with good quantity and
quality, as well for phytoplasmas detection by PCR. The best PCR amplifications
conditions for “purple top” phytoplasmas DNA partial sequences were
established, being the 2.4 mM MgCl, concentration and the primers fU5/fU3, the
most effective. By PCR diagnosis, there was a 7.7 % of disease ocurrence at

the study region.



1. INTRODUCCION

El cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los mas importantes a
nivel mundial, ya que genera gran cantidad de recursos econémicos en el
sector agricola. El Instituto Nacional de Estadistica Geografia e Informatica
(INEGH reporté para México en el afio 2000, una superficie cosechada de 65,
852 ha de este cultivo. Del costo total de cultivo, un 40 % se destina a la

adquisicion de tubérculos (Martinez y L6pez,1999).

En los estados de Coahuila y Nuevo Lebn, se siembran alrededor de
6,000 ha de papa, que representan una importante fuente de ingresos. La
region contribuye con el 11 % de la produccién nacional y se obtienen un
promedio de 30 a 35 toneladas por ha, superando la media nacional, que es de

20 a 22 toneladas (INEGI, 2000)

Uno de los aspectos mas relevantes en este cultivo es la sanidad, por
ello adquieren gran atencién las enfermedades que inciden en las zonas de
produccion; algunas como el tizén tardio (Phyfophthora infestans [Mont] de
Bary), han sido y siguen siendo motivo de preocupacién para los productores,
sin embargo, existe ofra enfermedad que ests considerada en México, después
del tiz6n tardio, como la més importante del cultivo de la papa;, esta enfermedad
es conocida como “punta morada”, y su nombre fue adquirido por la coloracién
purpura gue adquieren las hojas apicales en las plantas infectadas (Salazar,

1999).



La “punta morada” provoca que se pierda gran cantidad de semilla,
debido a que los tubérculos infectados no brotan o emiten brotes muy débiles,
llamados “brotes de hilo”, los cuales no alcanzan su desarrollo completo. Existe
poca informacion sobre esto Ultimo, siendo un problema que esta presente en
las zonas de produccioén, ya que los agricultores pierden mucha semilla que no

brota y por lo tanto no es viable para la siembra.

En los ultimos aros, la forma de diagnosticar la enfermedad, ha sido a
través de la observacién de sintomas; sin embargo, este método no es muy
confiable y es tardado. Por ofro lado, aunque se sabe de la incidencia de la
enfermedad, en las zonhas de produccién del estado de Nuevo Leén, no se tiene
una estimacién de la misma. Debido a esta problematica, surge la necesidad de
contar con técnicas de deteccién de fa “punta morada” mas rapidas, sensibles y
seguras, ya que un diagnostico en semilla puede evitar la diseminacién de la

enfermedad y sus consecuencias.

1.1 Objetivos

1) Evaluacién de métodos de extraccion de ADN con diferentes tejidos de

plantas y tubérculos de papa.

2) Establecimiento y optimizacién de la técnica reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) para la amplificacién del ADN de fitoplasmas que causan la

enfermedad “punta morada” en el cultivo de la papa.



3) Determinacion de la ocurrencia de "punta morada” de la papa, en la regién

de San Rafael, municipio de Galeana, Nuevo Leén.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Punta morada de la papa

2.1.1 Importancia economica. La “punta morada” de la papa es una
enfermedad reportada en México desde los aftos cincuenta y actualmente es
una de las enfermedades mas importantes de este cultivo en el pais. Se
encuentra distribuida en la mayoria de las zonas productoras de papa,
afectando la calidad y e! rendimiento, a tal grado que dificulta o imposibilita
su comercializacién para consumo en fresco ¢ en la industria de hojuelas
fritas, debido a [a necrosis que induce en el interior de los tubérculos
enfermos. Ademéas es un factor limitante para la produccién de semilla,
debido a que los tubérculos infectados no brotan, o emiten brotes débiles o
muy delgados (brotes finos), dichos tubérculos son desechados, lo que
provoca pérdida de semilla. Considerando que en México la semilla de papa
se comercializa mucho antes de que brote compietamente y por lo tanto no
se sabe en ese momento el porcentaje de infeccién de la semilla; la
enfermedad puede provocar pérdidas econémicas al momento de sembrarla,
ya que la densidad de poblacién deseada no sera realmente la que se

establezca en el campo (Zavala, 1998).

Existen dos paises que han reportado problemas serios por
fitoplasmas en papa, estos son México y Perd. En México esta enfermedad
es considerada después del tizén tardio, como la méas importante del cultivo

de la papa. Los sintomas de la punta morada se detectaron en México desde




hace 50 aflos, sin embargo, su importancia se ha incrementado en los
ultimos S afios. Actualmente se estima que un 50 % de la superficie
sembrada con papa en México esta afectada por la enfermedad. Las
pérdidas varian segun la severidad de la enfermedad, llegando a ser hasta
de un 80 % del rendimiento. Ademas de las pérdidas de rendimiento, los
tubérculos infectados pierden valor comercial por la necrosis interna en los

mismos y esto ocasiona baja calidad industrial (Salazar, 1999).

2.1.2 Agente causal. El agente causal de la “punta morada” pertenece al
grupo de los microorganismos conocidos como fitoplasmas, anteriormente
flamados organismos tipo micoplasma (Martinez y Loépez, 1999). Estos
organismos fueron descubiertos y descritos por primera vez por Doi y cols.
en el afio de 1967, observando en el floema de las plantas infectadas,
microorganismos parecidos a fos micoplasmas que infectaban a humanos. Al

verlos en el microscopio electrénico se pensé inicialmente que eran virus.

Los fitoplasmas presentan algunas caracteristicas similares a los
micoplasmas verdaderos: son organismos pleomorficos, considerados como
procariotes, con ausencia de pared, dimensiones de 0.2 a 1.0 ym y genoma
muy pequefio (600 Kb) por lo que han sido agrupados en la clase Mollicutes;
sin embargo, todavia se diferencian de estos ultimos en algunas
caracteristicas importantes: los fitoplasmas viven dentro de las células del
floema en las plantas, mientras que los micoplasmas verdaderos viven en el
hombre y animales, y tienen la capacidad de desarrollarse dentro de los

espacios intercelulares de los tejidos gue colonizan. Los fitoplasmas, a



diferencia de los micoplasmas verdaderos, no pueden ser cultivados en
substratos artificiales, debido a que carecen de los genes necesarios para la
sintesis de algunos aminoacidos, acidos grasos y lipidos esenciales para el

desarrollo fuera del hospedero (Albanese y cols., 1995).

2.1.3 Sintomatologia. Los principales sintomas de la enfermedad “punta
morada” son la falta de crecimiento, enrrollamientos de las hojas apicales y
coloracién purpura en las mismas. Los tallos pueden llegar a estar
engrosados Yy es comun encontrar tubérculos aéreos en las plantas
enfermas. En los tubércuios almacenados la infeccién con fitoplasmas es

asintomatica (Rowe, 1993).

Cuando los fitoplasmas sobreviven en los tubérculos almacenados
para semilla, las plantas que de estos se generen en el siguiente ciclo
desarrollaran los sintomas caracteristicos de la enfermedad; sin embargo, si
el fitoplasma no sobrevive en dichos tubérculos, las plantas podrian ser
normales. Otra caracteristica importante en los tubérculos infectados con
fitoplasmas son los "brotes de hilo” que son brotes finos, delgados y blancos

de 2 mm de diametro que no producen una planta viable (Hooker, 1981).

En los tubérculos se puede presentar una necrosis causada por la
presencia de fitoplasmas, que se dispersa a través de todo el interior del
tubérculo, con mas concentracion en el anitlo vascular. La enfermedad de
“punta morada” se considera de autoeliminacién, debido a que los tubérculos

infectados al no brotar, 6 producir brotes deébiles, no desarrollan plantas,



aunque si llegaran a producirlas, estas suelen ser con falta de crecimiento y

no produciran tubérculos (Strand y cols., 1992).

Los tubérculos que producen brotes finos no son distintos de los
tubérculos normales por su apariencia externa, estos soélo pueden ser
identificados por sus brotes caracteristicos, es decir, elongados y débiles
después de la brotaciéon, lo cual ocurre después de la cosecha. Las
infecciones tempranas, iniciadas 30 dias después de la siembra, dan como
resultado tubérculos de tamafio y numero reducido, y con 100 % de brote
fino, en cambio las infecciones iniciadas 44 o mas dias después de la
siembra producen un numero normal de tubérculos, pero ligeramente
reducidos en tamafio de los cuales aproximadamente el 50 % brota de
manera normal. Un corte fransversal en el tejido de la union entre el
tubérculo y el estolén, permite observar en tubérculos infectados, un estriado

pardo caracteristico de la infeccién por fitoplasmas (Martinez y Lopez, 1999).

2.1.4 Formas de transmision. Harding y Teakle (1985) realizaron estudios
en Australia para ver la eficiencia con que los fitoplasmas son transmitidos
de una especie vegetal a ofra. El agente causal de la hoja pequefia en
berenjena fue transmitido por injerto a tomate, causando agrandamiento de
brofes; este ultimo se transmitié a la papa, por injerto ¢ por medio de la
chicharrita Orosius argentatus, resultando en el desarrollo de marchitamiento
por “punta morada”. Posteriormente, se realizaron observaciones al
microscopio electrénico de las plantas de tomate y papa infectadas con

fitoplasmas, por medio de injertc o por chicharritas como vectores, lo cual



demostré la presencia de fitoplasmas en el floema. Cuando los tubérculos de
papa, provenientes de plantas infectadas fueron plantados, el 73% produjo
brotes de hilo y el 44% de estos presenté mas tarde sintomas de

marchitamiento por “punta morada”.

En la India, las ninfas de Alebroides nigroscuteflatus estan reportadas
como los mejores transmisores de fitoplasmas que provocan punta morada
en el cultivo de la papa; sin embargo, los adultos de A. nigroscuteliatus no
han sido considerados como buenos transmisores de estos organismos. Las
hembras infectadas producen 35% menos de ninfas, de las cuales el 42%
muere v el resto, el 58% llega a la etapa adulta, los cuales potencialmente
pueden transmitir el patégeno. La media de longevidad de los insectos
adultos, que adquieren el patébgeno en estado de ninfa, se ha determinado
en 34 dias, comparado con 51 dias cuando el fitoplasma es adquirido en

etapa adulta y 61 dias en insectos sanos (Singh y cols., 1983).

En Australia, Orosius argentatus esta reportado gue transmite la
enfermedad de la hoja pequefia de 1a legumbre, proliferacion de las hojas del
tomate, la escoba de bruja de la alfaifa, la virescencia del tabaco y punta

morada de la papa (Grylls, 1979 citado por Lee y cols.,1998).

En un estudio realizado en el Valle de México para conocer la
dinamica de poblaciones de chicharritas en el cultivo de la papa, se encontré
como probables vectores de “punta morada” las especies colectadas de:

Agallia barreti, Aceratagallia fuscoscnpta, Idiocerus sp., Draeculacephala



crassicornis, Carnecephala sagittifera, Keonella confiuens var. pacffica y
Empoasca fabae. También se encontraron insectos del genero Macrosteles
los cuales fueron considerados, debido a su analogia genérica con el vector
probado de “punta morada” Macrosteles fascifrons (Ramirez y Ramos,

1978).

2.1.5 Incidencia y control. En México, un estudio realizado por Cadena y
Galindo (1985) en donde se evaluaron diferentes variedades para probar su
resistencia a [a enfermedad de “punta morada” de la papa, encontraron que
las pérdidas ocasionadas por esta enfermedad, debido a los fitoplasmas
presentes en los haces vasculares, pueden alcanzar el orden del 100 % vy la
incidencia puede ser reducida, al realizar las plantaciones en la etapa tardia,
en el valle de México. En este mismo estudio se encontré que las variedades
Atleet, Loman, Bintaje, Alemana 4 y Alpha fueron resistentes a punta

morada, ademas de los clones 65-WIS, 64-MX-4, 64-Hol-88 y 58-ES-26.

En el afio de 1995 y 1996 se realizé un estudio en los campos
experimentales del INIFAP, en el Valle de México, para evaluar cuatro
genotipos de papa, tres distancias entre plantas y un insecticida para el
control de punta morada de la papa. Las variedades utilizadas fueron Alpha,
Gigant, Granola y BGPM- 6, las distancias entre plantas consistieron dq 25,
20 y 100 cm, y el insecticida probado para el control fue el Imidacloprid. En
general no hubo diferencias significativas en cuanto a la incidencia de la
enfermedad entre las variedades. En cuanto a la distancia entre plantas, se

observé que al aumentar esta, la incidencia de la enfermedad se



incrementaba, asf, la incidencia de la enfermedad también aument6 en las
parcelas sin aplicacién de Imidacloprid, que en las que si se aplic6 el

producto (Cadena, 2000).

Se ha demostrado gue las enfermedades ocasionadas por fitoplasmas
responden al tratamiento con antibidéticos como tetraciclina pero tales
tratamientos no son curativos y la remisién de sintomas inducida dura un
periodo de tiempo variable dependiendo de la enfermedad que se trate. En
general las enfermedades de plantas herbaceas tienen un periodo de
remision corto, en plantas lefiosas se pueden obtener periodos de remisién
de uno o varios afios, por lo que en estas ultimas, tales tratamientos son
viables economicamente. La oxitetraciclina ha sido utilizada en plantas
afectadas por fitoplasmas en forma preventiva. La remisién inducida por la
tetraciclina, mas no por la penicilina, es indicativo de una infeccion por
fitoplasmas y puede proveer evidencia de la etiologia de estos organismos,
especialmente cuando son vistos en el microscopio electrénico pero

desaparecen después del tratamiento (Barile y cols., 1979).

Se ha intentado el control de la “punta morada” de la papa con
aspersiones foliares con oxitetraciclina, sin embargo, hay que considerar su
alto costo y frecuencia de aplicacion. Los sintomas y efectos son suprimidos
significativamente en la planta hospedante y en los vectores; este
enmascaramiento de sintomas (remisioén) estd también acomparfiado por la
reduccién en la cantidad de fitoplasmas observade por microscopia

electronica en el floema de plantas tratadas. Desafortunadamente tal
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remisién es temporal, ya que la aplicacién de antibidticos no resulta en una

erradicacién o inactivacién de los fitoplasmas (Martinez y Lépez, 1999).

2.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa offrece un método simple e
ingenioso para amplificar exponencialmente secuencias especificas de ADN,
a través de una sintesis in vitro. La PCR tiene varias ventajas con respecto a
los métodos tradicionales de diagnéstico, ya que los organismos no
necesitan ser previamente cultivados en medios especiales; la técnica posee
una alta sensibilidad y un alto potencial para detectar secuencias de ADN
propias de algun organismo de interés e identificarlo dentro de una mezcla
de material genético de varios organismos; ademas la prueba es rapida y

versatil (Henson y French, 1993).

Las tres etapas esenciales de la PCR son: 1) la separacién de la
cadena del ADN molde, 2} el anillamiento de un par de iniciadores a las
cadenas de ADN desnaturalizadas y 3) la extensién del iniciador por medio
de una enzima polimerasa ADN termoestable. Las cadenas sintetizadas
sirven de molde para la nueva sintesis de ADN, repitiéndose estos pasos
hasta 40 veces. La especificidad del método se debe a que los
oligonucledtidos sintéticos definen la regién que ser4d amplificada (Silva y

cols., 1999).
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2.2.1 Etapas de la PCR. La PCR se lleva a cabo en hasta 40 ciclos
térmicos, donde en un ciclo térmico ocurren cada una de las tres etapas
antes mencionadas, las cuales requieren una temperatura y duracion
especifica. A continuacion se describen brevemente los requerimientos de

temperatura para cada etapa de un ciclo térmico.

Desnaturalizacion. la sintesis de ADN requiere que el ADN sea primero
desnaturalizado, esto significa separar las dos cadenas de ADN en hebras
sencillas. Ya que la unién de las dos cadenas de la molécula de ADN duplex
es mantenida por enlaces de hidrégeno, los cuales pueden ser facilmente
separadas aplicando calor, 94° C es una temperatura suficientemente alta

para lograr este objetivo.

Anillamiento. La ADN polimerasa tiene como funcion sintetizar ADN a partir
de ADN, y para ello requiere de una cadena preexistente de ADN
desnaturalizado a la cual se une un pequefio segmento sintético
complementario a la cadena molde para iniciar la sintesis. Este pequefio
segmento que se usa para alargar o extender la cadena se le cohoce como
iniciador © “primer”. Para unir o anillar este iniciador con la molécula molde
se requiere de una temperatura adecuada para que la hibridacion ocurra,
generalmente 55-60° C. A una menor temperatura se tiene mayor eficiencia

pero menor especificidad en la amplificacion de ADN.

Extension. El tercer paso del ciclo es la extensién del iniciador en direccién

5 a 3 usando una ADN polimerasa y desoxinucleésidos trifosfatados

2



(dNTP's). Esta extensién de los iniciadores resultara eh la sintesis de una
copia adicional de ADN entre éstos. La ADN polimerasa funciona en forma

6ptima a 72° C.

Las tres etapas anteriores constituyen un ciclo y dan por resultado
que la molécula de ADN de doble cadena sea copiada para producir 2
cadenas de ADN. En el segundo ciclo, las dos cadenas de ADN se
convierten en 4, y asi sucesivamente. De acuerdo con esto, unos pocos
miligramos de ADN pueden ser amplificados millones o billones de veces en

2-3 horas (Martinez y cols., 2000).

2.2.2 Componentes requeridos. Los componentes requeridos para la PCR
son el ADN blanco, el cual es llamado molde o plantilla y algunas veces
citado errdneamente como templado por su derivacion del inglés “template”;
iniciadores especificos para aparear al gen o segmento que se pretende
amplificar; una enzima ADN polimerasa termoestable, liamada Tag ADN
polimerasa; una mezcla de desoxinucleosidos trifosfatados (dNTP's) y el

cloruro de magnesio (Silva y cols., 1999).

a) Molde o blanco. El primer paso para realizar la PCR es la obtencién del
ADN blanco o molde. Hay profocolos muy rapidos en donde no es necesario
aislar ADN antes de hacer un PCR, sino que se puede trabajar con extractos

crudos de plantas (Silva y cols., 1999).
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b) Iniciadores o primers. La concentracién éptima de los iniciadores se
encuentra entre 0.1 y 0.5 pM, va que altas concentraciones pueden

provocar inespecificidad, resultando en un bajo rendimiento de los productos

deseados (Innis y cols., 1990).

c¢) Tag ADN polimerasa. Se recomienda una concentracion para la Tag
ADN polimerasa de 1 a 2.5 unidades por 100 pL de reaccién, cuande los
demas componentes se encuentran eh una concentracion 6ptima. Sin
embargo, los requerimientos de la enzima pueden variar, respecto al ADN
molde ¢ a los iniciadores. Cuando se esta optimizando una PCR es
importante realizar pruebas con un intervalo de concentracién, el cual puede
ir de 0.5 a 5 unidades por 100 ul, visualizando los resuitados en un gel de
agarosa. Si la concentraciéon de enzima es muy alta, se pueden acumular
productos no especificos y si la concentracién es muy baja, la cantidad de
productos deseados sera también baja. Las temperaturas de disociaciéon de
las cadenas, tanto del ADN molde como de los productos del PCR, pueden

afectar la actividad y especificidad de la enzima Tag ADN polimerasa (Innis y

cols., 1990).

d) Desoxinucleosidos trifosfatados. Las alicuotas preparadas deben ser
diluidas a una concentracién de 10 mM y almacenadas a —20° C. Para tener
un mayor rendimiento de los productos y una mayor especificidad, se
recomienda usar una concentracién de los dNTP’s de 20 a 200 uM de cada

uno (Innis y cols., 1990).
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e) Cloruro de magnesio. La concentracién de los iones magnhesio puede
afectar el anillamiento de los iniciadores. La mayoria de la reacciones de
PCR se deben trabajar a una concentracion de 1 a 4 mM de cloruro de

magnesio para no afectar la actividad de la enzima (Innis y cols., 1990).

2.3 Diagnostico de enfermedades causadas por fitoplasmas

La forma ftradicional como han sido diagnosticadas las enfermedades
causadas por fitoplasmas es a través de los sintomas; sin embargo, este
método no es muy confiable, debido a que estos se pueden confundir con
otras enfermedades que afectan al cultivo, o con deficiencias nutricionales u
ofras causas, por 1o que el diagnostico basado en la sintomatologia requiere
que se confirme la presencia de fitoplasmas en el floema de las plantas

afectadas (Martinez y Lépez, 1999).

La tincién con DAPI (4°,6-diamidin-2-fenilindole.2HCI), en conjuncién
con la microscopia electronica han sido usados ampliamente para la
deteccion de fitoplasmas en plantas infectadas (Seemiiller, 1976). Ambos
métodos permiten la detecciéon de fitoplasmas, y aunque DAPI tiene mayor
sensibilidad que la microscopia electrénica, su éxito depende en gran
medida del numero de fitoplasmas en el floema de los tejidos muestreados,
por consecuencia, su sensibilidad es limitada cuando la concentracién de
fitoplasmas es muy baja, como frecuentemente ocurre en hospederos

perenes (Kartte y Seemdler, 1991).
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Se ha usado ampliamente la técnica de ELISA, con anticuerpos
monoclonales y policlonales, para el diagndstico de fitolpasmas en plantas
enfermas; sin embargo, no se han c¢reado antisueros para una gran cantidad
de enfermedades ocasionadas por fitoplasmas, debido a la dificultad para
obtener una alta calidad de antigeno y no existen anticuerpos genéricos para
todos los fitoplasmas, es por eso que la técnica de ELISA tiene muchas
limitaciones para ser aplicada en el diagnéstico de enfermedades

ocasionadas por fitoplasmas {Lee, 1899).

La hibridacion molecular ha sido también usada para la deteccion de
fitoplasmas; esta técnica permite comparar la homologia entre dos
secuencias nucleotidicas. Una de ellas se fija en una membrana de nylon y
la otra es marcada de tal manera que permite la deteccion de la primera una
vez que ha reconocido a la secuencia homologa. Al principio se utilizaba una
sonda marcada con radioactividad, pero esto limitaba su aplicacién a pocos
laboratorios, por lo que actualmente se preparan y utilizan sondas
moleculares no-radicactivas utilizando biotina, fotobiotina y digoxigenina

para el marcaje (Silvay cols., 1999).

La técnica de PCR es mas sensible, especifica y versatil para detectar
fitoplasmas, ya sea en plantas o en insectos hospedantes, ademas es mas
sensible que el microscopic electréonico, la serologia y las técnicas de

hibridacién de acidos nucléicos (Martinez y cols., 1994).

2.3.1 Deteccion por PCR. En el caso de la deteccién y el diagnéstico de

enfermedades causadas por fitoplasmas, las técnicas moleculares son
“a




particufarmente importantes, pues estos microorganismos hasta el momento
no han podido ser cultivados, lo que dificulta su deteccién por técnicas

convencionales.

La tecnologia con base en la PCR ha mejorado grandemente la
deteccion e identificacion de fitoplasmas ya que es una herramienta sensible
para la deteccion temprana de una amplia variedad de patégenos. La técnica
utiliza oligonucledtidos universales y especificos para detectar diversos

grupos de fitoplasmas (SAGAR, 1999).

El uso de las técnicas moleculares para detectar, identificar y clasificar
fitoplasmas, ha hecho posible asociar algunos fitoplasmas con
enfermedades especificas, reconocer algunas enfermedades como
complejos de varios desordenes similares causados por diferentes
fitoplasmas y descubrir infecciones con varios fitoplasmas en una sola planta

(Davis y Sinclair, 1998).

Gibb y cols. (1995) realizaron los primeros estudios en Australia para
detectar fitoplasmas por PCR en lpomoea batatas L., Alysicarpus sp.,
Passiflora foetida, Evolvulus sp. y Amaranthus sp. todas con sintomas
caracteristicos de fitoplasmas. Ademas utilizaron aislamientos de tomate y
fitoplasmas del amariillamiento del aster como testigo. Utilizando dos juegos
de iniciadores, 186R758/16R11232R (Lim y Sears, 1989) y R16F2/R16R2
(Lee y cols., 1993), consiguieron amplificar fragmentos de 513 pb y 1245 pb

respectivamente, en todos los aislamientos. Dicha deteccién comprobé la
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presencia de fitoplasmas en las especies bajo estudio, lo cual ya habia sido

detectado utilizando el microscopio electrénico y tincién con DAP.

Lorenz y cols. (1995) realizaron trabajos para comparar la
especificidad de varios primers ribosomales y no ribosomales en la deteccion
de las enfermedades de “proliferacién del manzano” y “declinamiento de la
pera”. Con el juego de primers fU5/rU3, disefiados sobre la regién 16S ARN
ribosomal, lograron amplificar ADN en muestras colectadas de arboles de
manzano (Malus pumila) y pera (Pyrus communis) infectados con
fitoplasmas. También se amplific6 ADN en muestras provenientes de arboles
de durazno (Prunus persica) enfermos y en aislamientos de teresita
(Catharanthus roseus L., la cual se utilizd como reservorio para el
mantenimiento de fitoplasmas. La talla obtenida en todos los aislamientos
fue de 850 pb y no hubo amplificacién en muestras provenientes de plantas

Sanas.

Liv y cols. (1996) realizaron trabajos con PCR para detectar
arrugamiento amarillo, mosaico y muerte descendente en papaya (Carica
papaya L.), utilizando dos juegos de primers, PO68/P068 y P3/P7, donde
encontraron productos de 560 pb y 300 pb respectivamente, sin embargo
con el segundo juego de primers, no lograron detectar productos en
muestras provenientes de plantas con sintomas de muerte descendente.
Este estudio demostré la asociacién de fitoplasmas con estas enfermedades

gue afectan al cultivo.
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Marzachi y cols. (2000) realizaron pruebas para detectar e identificar
por PCR, fitoplasmas causantes de “stolbur® en plantas sintomaticas de
alfalfa (Medicago sativa L.), apio (Apium graveolens L), correhuela
(Convolvolus arvensis L.), vid (Vitis vinifera L.), olivo (Olea europea L.) y
tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) provenientes de diferentes regiones
de ltalia. La amplificacién del ADN ribosomal de fitoplasmas se llevé a cabo
directamente y por PCR-anidado. Para el PCR directo utilizaron los
iniciadores universales R16F2/R16R2 (Lee y cols.,1993), los cuales
amplificaron una taila de 1225 pb y en el caso que el ADN de plantas con
sintomas no respondiera positivamente a la amplificacién con dichos
iniciadores, los productos se diluyeron 1:40 y se usaron como moldes en una
segunda reaccibn de PCR, utilizando otro juege de iniciadores
R16(DF1/R16R1 (Lee y cols.,1994) que amplificaron una talla de 1100 pb.
Se logré amplificar ADN en todos los aislamientos de las especies bajo
estudio, excepto en olivo, sin embargo, cuando se utilizé PCR-anidado con
los productos obtenidos de esta ultima especie, se obtuvieron resultados

positivos en la amplificacion.

Davis y Dally (2001) realizaron estudios para identificar y clasificar
fitoplasmas asociados con filodia en fresa (Fragaria sp). Algunos de los
sintomas asociados con filodia en esta especie incluian: clorosis,
virescencia, falta de crecimiento y proliferacion de la corona. Para llevar a
cabo la deteccion de fitoplasmas, amplificaron secuencias en la regién del
gen 1635 ribosomal, por medio de PCR. Los juegos de primers utilizados

fueron P1/P7 (Smart y cols., 1996) y R16F2n/R16R2 para realizar PCR-
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anidado. Los resultados indicaron la presencia de fitoplasmas en los

aislamientos sometidos a la reaccion, obteniendo productos de 1200 pb.

Wang y Hiruki (2001) emplearon PCR para detectar e identificar
fitoplasmas asociados con canola (Brassica napus, Brassica rapa) y mano
de leén (Taraxacum officinale). Para llevar a cabo la deteccién, emplearon
los iniciadores universales P1/P6 (Deng y Hiruki, 1991), los cuales fueron
disefiados con base en la secuencia del gen 16S ARN ribosomal de la clase
Mollicutes y que amplificaron una talla de 1500 pb. Para incrementar la
sensibilidad realizaron PCR-anidado, ufilizando el juego de iniciadores
R16F2n/R16R2 (Gundersen y Lee, 1996), con los cuales lograron amplificar
fragmentos de 1200 pb. Asi, los resultados demostraron que tanto el PCR
directo, como el PCR-anidado fueron efectivos en la deteccion de

fitoplasmas en las especies mencionadas.

Lee y Dane (2001) llevaron a cabo estudios para determinar el agente
causal de un brote de filodia en el cultivo de col (Brassica oleracea var
capitata), en el surosste de Texas. Los sintomas de la enfermedad incluian
manchas purpuras en los extremos de las hojas. Se presentd también
proliferaciéon de brotes en la base de los tallos y entre las capas de hojas, la
proliferacion de brotes se extendié en ocasiones por todo el tallo de la
planta. Para detectar el agente, se colectaron plantas con sintomas y sin
sintomas y se sometieron a un proceso de extraccién de ADN. Para obtener
suficiente cantidad de productos de PCR, llevaron a cabo PCR anidado

usando dos juegos de primers, primero con P1/P7, seguido por
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R16F2n/R16R2, con los que lograron amplificar un fragmento especifico
para el gen 165 ADN ribosomal, el cual fue de una talla de 1200 pb. La
utilizacién de PCR anidado con los iniciadores mencionados, le permitié

corroborar que la enfermedad era causada por fitoplasmas.

Los estudios sobre deteccion de fitoplasmas en papa (Solanum
tuberosum L.) son escasos, incluso por medio de PCR, sin embargo, en
México existe el interés por conocer mas acerca de las enfermedades
ocasionadas por fitoplasmas en este cultivo. Los siguientes dos trabajos

estan relacionados con lo descrito anteriormente.

Almeyda y cols. (1998) realizaron estudios para evaluar |a
especificidad de los iniciadores MMF/MMR, R16F2/R16R2, R16F2/MMR,
P1/P7 y P1/Tint en ADN blanco proveniente de tejidos de cocotero (Cocos
nucifera L.), papa (Solanum tuberosum L.), teresita (Catharanthus roseus L.),
zempaxuchitl y yuca. Los iniciadores R16F2/R16R2 dieron una reaccion
positiva en todas estas especies. Estos resultados demostraron la
universalidad de estos iniciadores que ampilifican todos los fitoplasmas que
se someten a prueba, por ofra parte, los iniciadores MMF/MMR, solamente
reaccionaron de manera positiva cuando se utilizé ADN molde que provenia

de papa y yuca.

Leyva y Martinez (1999) detectaron y caracterizaron fitoplasmas
presentes en papa (Solanum tuberosum L.), y posibles hospedantes

alternos. La deteccién de estos patégenos se realizé mediante la técnica de
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PCR con oligonucleétidos disefiados sobre la regién ribosomal 16S (P1) y el
t ARN"™ |ocalizado en la region intergénica (Tint), entre el gen 165 rRNA vy el
23S ARNr. También utilizaron oligonucleétidos disefiados sobre la regién
ribosomal 23S. Para la caracterizacién molecular usaron la técnica PCR-
RFLP, utilizando las enzimas Alu |, Kpn | y Hinf | para digerir el fragmento de
1600 pb obtenido con los oligonucledtidos P1/Tint. Mediante esta técnica
detectaron presencia de fitoplasmas en plantas de papa (Solanum
tuberosum L.), nochebuena (Euphorbia pulchermma Willd), nopal (Opuntia

Spp) ¥ malezas.
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lll. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacién se llevé a cabo en los laboratorios de
Genética y Diagnéstico Fitosanitario ubicados en la Facultad de Agronomia de
la Universidad Auténoma de Nuevo Leon. Los muestreos de material vegetal se
realizaron en siembras comerciales y bodegas de semilla de papa en la regién

de San Rafael, perteneciente al municipio de Galeana, Nuevo Leén.

El trabajo comprendié: i) El muestreo de material vegetal en lotes
comerciales de campo y bodegas de semilla de papa ii) La comparacién de
métodos de extraccién de ADN total para la deteccion de fitoplasmas a partir de
diferentes tejidos de papa iii) El establecimiento de las condiciones de reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) y iv) La estimacién de la incidencia de la

enfermedad “punta morada” de la papa, en la regién bajo estudio (Fig. 1).

3.1 Fuente de fitoplasmas

Como testigos positivos, se utilizaron plantas de papa con sintomas
caracteristicos de “punta morada”, como lo fueron hojas apicales de color
purpura combinado con amarillamientos, plantas con falta de crecimiento y
presencia de tubérculos aéreos. Se utilizaron también tubérculos con brote de
hilo y ausencia de brotacion y ademas hojas de teresita (Catharanthus roseus

L) con amarillamientos y roseteado de las hojas apicales.
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Fig. 1. Esquema general del procedimiento llevado a cabo en la implementacién
de las técnicas de extraccion de ADN y PCR para la deteccion de
fitoplasmas en papa, y determinacion de su ocurrencia en San Rafael,
Galeana, N.L.

3.2 Aislamiento y cuantificacion del ADN total

Las muestras vegetales fueron sometidas a una extraccion de ADN con
diferentes métodos descritos a continuacién. Para cuantificar el ADN obtenido
se preparé un gel de agarosa (Sigma®) al 1%, de la siguiente manera: se
pesaron 0.3 g de agarosa y se colocaron en un recipiente al cual se le
agregaron 30 mL de solucion TBE 0.5X (0.045 M Tris-HCL, 0.045 M H3BO; y
0.001 M EDTA) el cual fue preparado a partir de una solucién concentrada de
TBE 5X y se calenté para facilitar su disolucion. Cuando la agarosa estaba
completamente disuelta, se enfrié la solucién en agua a temperatura ambiente,

hasta alcanzar 55° C aproximadamente, en seguida se agregaron 3 ul de

24



bromuro de etidio de una solucién con 10 mg/mL, se agitdé y la solucién se
deposité en el molde para su solidificacién. Una vez que el gel se formé, éste se

cubrié con solucion TBE al 0.5X.

Para cargar las muestras de ADN en el gel, primeramente se colocaron 2
ML de colorante Halt (50 % de azul de bromofencl al 0.3 % + 50% de xilencianol
al 0.3%) en un trozo de papel parafilm, y en seguida se colocaron 4 L de las
muestras de ADN. El ADN se mezclé con el colorante y luego se colocé en el

orificio de su respectivo carril.

Las muestras se separaron en una camara de electroforesis modelo
Horizon 58 (Gibco, BRL) utilizando un fuente de poder modelo 250 (Gibco,
BRL). EI ADN migré a 62 volts por 5 minutos y después se aumentd a 100 volts
por 35 minutos adicionales y se visualizé en un transifuminador de [uz
ultravioleta (UVP modelo TM-10). El rendimiento de ADN en nanogramoes (ng)
se cuantifico, comparanda la intensidad de las bandas observadas en el gel
contra un marcador de cantidad conocida (DNA Mass Ladder, Gibco BRL). La
cuantificacion de ADN se realizé en todas las muestras utilizadas durante la
investigacién. EI ADN de las muestras se almacené a una temperatura de —20°

C, hasta la realizacién del PCR.

3.2.1 Comparacidon de métodos de extraccién. Se compararon tres de los

métodos de extraccién de ADN mas comunes, con algunas modificaciones:
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Doyle y Doyle (1990), Dellaporta y cols. (1983) y un kit comergial, los cuales se

describen a continuacion,

Doyle y Doyle {(1990). El método consistié en tomar 0.2 g de tejido vegetal, el
cual se lavé con agua corriente y se dejé secar en papel. Las muestras se
colocaron en morteros estériles y se maceraron. Toda la muestra se colocé en

tubos de centrifuga de 2 mL, y estos ultimos se colocaron en hielo.

A cada tubo se le agregaron 600 UL de solucién de extraccién CTAB 2%
(CTAB, Tris-HCL 100 mM pH 8.0, EDTA 20 mM pH 8.0, NaCL 1.4 M, PVP
40,000 1% y B-mercaptoetanol 0.2 %) precalentado a 65° C y se resuspendié el
tejido en la solucién para lograr una mejor homogenizacion. Posterior a este
paso, las muestras se incubaron en un bafio de agua a 65° C, por un periodo de

30 minutos.

Cuando se completd el tiempo, las muestras se volvieron a colocar en
hielo v se les agreg6é a cada una un volumen igual de cloroformo-alcohol
isoamilico en una relacién de 24:1, que en este caso fueron 600 pL. Asi, las
muestras se centrifugaron a 5,000 g durante 5 min a temperatura ambiente. En
seguida se separé la fase acuosa, midiendo su volumen y se transfiré a tubos

de2mL.

Posteriormente a los tubos se les agreg6é un volumen igual de solucién

CTAB al 1% (CTAB, Tris-HCL 50 mM pH 8.0 y EDTA 0.1 mM pH 8.0) y se
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centrifugaron a 800 g, durante 5 min a temperatura ambiente. Los tubos se
vaciaron suavemente y el precipitado se resuspendié en 100 puL de solucion
TEN (Tris-HCL 50 mM pH 8.0, EDTA 0.1 mM pH 8.0 y NaCL 1M) agitando

constantemente para lograr la disolucién del precipitado.

La solucién se cambié a tubos de 1.5 mL y el ADN se precipité con 0.6
voliumenes de isopropanol, es decir 60 uL. Los tubos se balancearon y se
centrifugaron a 3,000 g por 6 min a temperatura ambiente y después se decanté

suavemente.

El precipitado obtenido fue lavado con etanol al 80 %, agregando 40 pL a
cada tubo, después los tubos se centrifugaron a 3,000 g por 3 min a
temperatura ambiente; posteriormente se decanté y los tubos se colocaren en
posicién invertida sobre papel secante, en [a campana de flujo laminar. Cuando
los tubos estaban completamente secos en su interior, se les agregé de 25 a 30
HL de agua mili-Q para resuspender |a pastilla obtenida y se almacenaron a una

temperatura de -20° C, hasta su utilizacién.

Método de Dellaporta y cols. (1983). Este método se realiz6 moliendo 0.1 g
de tejido vegetal en un mortero estéril sin el uso de nitrégeno liquido,
posteriormente el tejido se colocé en tubos de microcentrifuga, a los cuales se
les adicion6é 0.7 mL de solucién de lisis (Tris HCL 1M, EDTA 0.5M y NaCL 5M)

y 50 pL de SDS al 20 % y se agité vigorosamente. Enseguida las muestras se
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colocaron en un bafto de agua a 65° C por 15 min, terminado este tiempo, se
les adicioné a los tubos 0.25 mL de acetato de potasio SM y se colocaron en
hielo por un periodo de 20 min para después centrifugar a 16,000 g por 15 min.
Después de este paso, se adicioné 0.5 mL de isopropanol frio, sin agitar y se

dejaron las muestras precipitando a —20° C por una hora durante toda la noche.

Cuando se completd el tiempo de precipitacion, las muestras se
centrifugaron a 16,000 g por 15 min y luego se decant6, para dejar secando la
pastilla, se adicionaron 65 pl de TE (pH 8.0) por tubo y se dejo que ia pastilla
se disolviera, sin agitar ni resuspender manuaimente, En seguida se realizé una
centrifugacioén a 14,000 g por 5 min y el scbrenadante se paso a tubos limpios,
se adicionaron 70 pL de fenol, agitando después por inversion y se centrifugé
por 5 min a 14,000 g. El sobrenadante se pasé a tubos limpios y se coloco en

hielo; a partir de aqui las muestras se mantuvieron en hielo todo el tiempo.

Se adicionaron 65 ulL de cloroformo por muestra para eliminar el fenol y
se centrifugd a 14,000 g, para después pasar el sobrenadante a tubos limpios,
posteriormente se adicionaron 75 plL de acetato de sodio 3M y 1 un volumen de
isopropanol y las muestras se guardaron por 30 min a —20° C. Transcurrido este
tiempo, se centrifugé a 14,000 g por 10 min y se lavé la pastilla con alcohol
etilico al 70 % para después centrifugar a 14,000 g por un periodo de 5 min, se
decanto, se dejé secar la pastilla y se resuspendié el ADN en 20 o 25 ul de

agua mili-Q.
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Uso de kit comercial. Este método utiliza DNAzol ES (Gibco BRL) y se efectué
siguiendo las recomendaciones del fabricante con algunas modificaciones. Se
colocaron 0.2 g de tejido en tubo de microcentrifuga para después agregar 0.5
mL de solucién DNAzol ES, mezclando posteriormente por inversién para
resuspender la muestra. Posteriormente, las muestras se almacenaron a
temperatura ambiente por S min, completado este tiempo, se agregé 0.5 mL de
cloroformo por cada 0.5 mL de DNAzol ES utilizado, después, se agité la
mezcla vigorosamente por 20 segundos, enseguida las muestras se

almacenaron por 5 min y se centrifugé a 12,000 g por 10 min.

Cuando se completd el tiempo de centrifuga, la fase acuosa se transfirié
a tubos limpios y se agregd a cada muestra 0.75 volimenes de alcohol efilico,
las muestras se mezclaron por inversién 8 a 10 veces y se almacenaron a
temperatura ambiente por 5 min. Después de este tiempo, el ADN precipitado

se sedimenté, centrifugando a 5,000 g por 4 min y se vacié el sobrenadante.

La pastilla resultante fue resuspendida en 50 uL. de EDTA (10 mM, pH 7-
8) y se adicionaron 5 volumenes de solucion de lavade DNAzol ES-alcohol
etilica (1:0.75) por cada volumen de EDTA adicionado a ias muestras,
posteriormente estas se almacenaron a temperatura ambiente por 5 min vy
fueron centrifugadas a 5,000 g por 4 min, se decanté la solucién de lavado y se

adicionaron 200 pL de alcohol etilico al 95 %. La pastilla se mezclé con el
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alcohol etilico por 3 min y el ADN se precipit6, centrifugando a 5,000 g por 4

min.

Terminado el tiempo de centrifugacién, el alcohol etilico fue removido por
decantacion y los tubos se almacenaron por 1-2 min en posicién invertida.
Posteriormente, la pastilla se solubilizé en 25 uL de buffer TE (10 mM Tris-HCL,

1 mM EDTA, pH 7.5-8.0).

3.2.2 Comparacion de tejidos vegetales. Se llevé a cabo una extraccién de
ADN a partir de diferentes tejidos de plantas de papa con sintomas de “punta
morada”, utilizando los tres protocolos de extraccién descritos anteriormente.
Los tejidos incluidos fueron hojas apicales, hojas intermedias, hojas inferiores,
tatlo principal, talluelo de los peciolos, estolon, unién de estolén (tubérculo),
tubérculo parte media y raiz. Los rendimientos de ADN se visualizaron en un gel
de agarosa al 1 %, cuantificandolos con un marcador de cantidad (DNA Mass

Ladder, Gibco) .

3.3 Amplificacién parcial del genoma dei fitoplasma

3.3.1 Seleccion, anadlisis y sintesis de iniciadores. Se seleccionaron siete

iniciadores, los cuales combinados selectivamente por pares amplifican los

genes 16S y 23S ARNr de diferentes fitoplasmas y pueden considerarse como

universales (Cuadro 1). Se realizé una simulacién de PCR con los iniciadores
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seleccionados y varias secuencias de fitoplasmas reportadas, utilizando el
programa computacional Amplify versién 1.2 (Fig. 11). Todos los iniciadores

fueron sintetizados en la compafiia BioSynthesis, Inc (Lewisville, Tx, USA).

Cuadro 1. Secuencias de los iniciadores utilizados en la amplificacion de ADN

de fitoplasmas en papa.

INICIADOR SECUENCIA REFERENCIA
P1 S'-aag agt ftg atc ctg gct cag gat t-3' | Smart y cols. (1996)
P7 9'-cgt cct tea tog got ctt-3° Smart y cols. (1996)
Tint 5'-tca gge gtg tge tet aac cag -3 Smart y cols. (1996)
R16F2 5'-acg act get got aag act gg-3'’ Lee y cols. (1993)
R16R2 5'-tga c¢gg gcg gtg tgt aca aac ccc g-3' 1 Lee y cols. {1893)
fus 9'-cgg caa tgg agg aaa ¢c-3’ Lorenz y cols. (1995}
ru3 5'-ttc age tac tct ttg taa ca-3’ Lorenz y cols. (1995)

3.3.2 Establecimiento de las condiciones de reaccion. Para la amplificacion
de fragmentos conservados de ADN presentes en fitoplasmas, se utilizaron 50
ng de ADN total proveniente de diferentes tejidos de papa positivos a “punta
morada” (hoja, tubérculo y brotes de tubérculo) y se formaron las siguientes
combinaciones de iniciadores para su evaluacien: PVYP7, P1/Tint,
R16F2/R16R2 y fU5/rU3. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un

volumen de 25 L, las cuales se efectuaron en una mezcla que contenia buffer
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de PCR 1X, 200 yM de cada uno de los dNTP’s, 20 pmoles de cada primer y 2

unidades de Tag-DNA polimerasa (Promega).

Para determinar la concentracién 6ptima de MgCl,, se realizaron
pruebas de PCR con tres concentraciénes: 1.2 mM, 2.4 mM y 3.6 mM. Cada
una de estas concentraciones se probaron con los cuatro juegos de iniciadores,
siendo estos P1/P7, P1/Tint, R16F2/R16R2 y fUS/rU3. La mejor combinacién de
MgCl; e iniciadores, se determiné al observar los productos de amplificacién en
numero, talla e intensidad de la banda obtenida. Los programas térmicos
utilizados fueron los siguientes 94° C de desnaturalizacién, 45, 50, 55 y 56° C
de anillamiento y 72° C de polimerizacién, con tiempos de 1’-1’-120", 1’-1’-80",
1'-1’-80" 1°-1’-60", 30"-50"-80" y 30"-40"-70", durante 34 y 40 ciclos. Antes de
cada programa se dio un inicio de 94° C por 2 min y al final una extensién de

72° C por 4 min.

Con los productos obtenidos en la PCR al utilizar los iniciadores P1/Tint
se procedié a realizar un PCR anidado, utilizando los iniciadores fU5/rU3 y
R16F2/R16R2. Se utilizaron las mismas concentraciones de los componentes
del PCR directo y un volumen de 3 pL del producto de PCR como ADN moide.
Se corrié un programa térmico que consistié en 94° C de desnaturalizacién, 56°
C de anillamiento y 72° C de polimerizacién, con tiempos de 30"-30"-80". Las

reacciones de PCR se realizaron en un termociclador MJ research PTC-100.
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3.3.3 Deteccion en plantas con PCR directo. Para llevar a cabo una
determinacion de la especificidad de apareamiento de los iniciadores fU5/rU3
(Lorenz y cols., 1995), se realizaron pruebas de PCR con estos iniciadores
utilizando ADN genémico de diversas especies vegetales que presentaban
sintomas de infeccién por fitoplasmas. Tales especies incluyeron plantas de
teresita (Catharanthus roseus L.), cocotero {Cocos nucifera L) y papa {(Solanum

tuberosum L.).

3.3.4 PCR anidado. Debido a que en muchas de las muestras positivas se
obtenia una sefial debil, se opté por probar el PCR anidado, también se
pretendia aumentar la sensibilidad en la amplificacién y evitar falsos negativos.
Este procedimiento consistié¢ en hacer un PCR con un primer juego de
iniciadores y después utilizar los productos de PCR para reamplificarfos con
ofro juego de iniciadores. La base del PCR anidado consistido en utilizar los
iniciadores P1/Tint (Smart y cols., 1993) en PCR directo, tales iniciadores
amplifican la regién comprendida entre el gen 18S ribosomal y el espacio
intergénico. En una segunda reaccién se utilizaron otros dos juegos de
iniciadores, que en nuestro cas¢ fueron R16F2/R16R2 (Lee y cols., 1993) 6
fUS/rU3 (Lorenz y cols., 1995); ambos juegos de iniciadores amplifican una

region interna al fragmento amplificado con P1 y Tint.

Para llevar a cabo la amplificacion, se utilizaron muestras de ADN de
papa (hojas y brotes) teresita ( hojas) y cocotero, todas ellas infectadas con

fitoplasmas.
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3.3.5 Deteccidn en tubérculos sintomaticos y asintomaticos. Se someti6 a
PCR, ADN proveniente de tubérculos sintomaticos y asintométicos para
fitoplasmas. Los tubérculos sintomaticos presentaban “ausencia de brotacion™ y
brotes de hilo”, tomando como tejido tubérculo de la seccién que se une con el
estolén. En el caso de los tubérculos asintomaticos, estos presentaban un brote

normal y vigoroso, del cual se tomé el tejido.

Se utilizaron los iniciadores fUS/rTU3 en PCR directo para amplificar ADN
de fitoplasmas en tubérculos sintomaticos y en el caso de los tubérculos
asintométicos, se realizé un PCR anidado, usando los iniciadores P1/Tint y

fusrU3, como internos.

3.3.6 Deteccidn en semilla. Se obtuvo ADN de la semilla de papa muestreada
el 15 de febrero del 2001 (Cuadro 3) el cual se someti6 a un PCR utilizando los

iniciadores fUS/TU3 (Lorenz y cols., 1995).

3.4 Ocurrencia de “punta morada” en San Rafael, Galeana, N.L.

3.4.1 Muestreo de material vegetal. En afio del 2000 se realizé un muestreo
de lotes comerciales de papa (Cuadro 2) para determinar la incidencia de
“punta morada” en la region de San Rafael. En principio se hize un recorrido
para ubicar los lotes de papa y los propietarios ¢ encargados para solicitar el
acceso al lote; se investigd el nimero de hectareas de cada lote, la fecha de

siembra y la variedad. El muestreo se programé dos meses después de la fecha
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de siembra. Se obtuvo una muesira compuesta por cada lote de papa, la cual
se form6 obteniendo una submuestra de hojas apicales de una planta por cada
hectarea del lote, de acuerdo a la recomendacién de tamafio de muestra (Dr. E.
Olivares, com. pers.). Las muestras fueron identificadas y puestas en bolsas de

papel, colocandolas en una hielera para que se conservaran frescas.

Adicionalmente, se seleccionaron dos lotes comerciales de papa para
realizar un muestreo de ftubérculos, el cual se llevo a cabo el dia 3 de
Noviembre del 2000. Los lotes fueron: La Concha y EL Erial, ambos ubicados
en San Rafael, municipio de Galeana, Nuevo Leén. Se definié un punto por
hectarea y en cada punto se obtuvieron los tubérculos que pertenecian a una
planta, en este caso el lote se encontraba sin follaje, ya que habia sido
desvarado. El lote La Concha contaba con una superficie de 20 hectareas de la
variedad Alpha y EL Erial con 17, también de la variedad Alpha. Las muestras
se colocaron en arpillas y se identificaron con la fecha de muestreo, nombre del

lote, variedad y numero de muestra.
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Cuadro 2. Lotes comerciales de papa muestreados en el afio 2000 en la regién

de San Rafael, municipio de Galeana, Nuevo Leén.

No. de lote Localidad Variedad Fecha de Superficie
muestreo (ha)
1 San Antonio Alpha 05 junio 2000 3
2 San Antonio Mondial 05 junio 2000 1
3 San Antonio Escort 05 jurio 2000 1
4 San Antonio ldole 05 junio 2000 7
5 San Antonio Gigant 05 junio 2000 27
6 San Antonio Gigant 05 junio 2000 23
7 San Joaguin Gigant 16 junio 2000 30
8 San Joaquin Gigant 16 junio 2000 30
9 San Rafael Gigant 16 junio 2000 15
10 San Rafael Gigant 16 junic 2000 15
11 El Chaparral Gigant 01 julio 2000 30
12 E! Chaparral Gigant 01 julio 2000 10
13 La Concha Gigant 01 julio 2000 30
14 La Concha Alpha 21 julio 2000 18
15 La Concha Gigant 22 iulic 2000 15
18 La Concha Alpha 22 julio 2000 35
17 El Erial Alpha 11 agosto 2000 25
18 El Erial Alpha 11 agosto 2000 17
19 El Erial Mondial 11 agosto 2000 8
20 La Concha Alpha 12 agosto 2000 20
21 La Concha Alpha 12 agosto 2000 20
22 Santa Lilia Gigant 11 agosto 2000 5
23 Bugambilias Alpha 28 agosto 2000 20
24 Bugambilias Gigant 28 agosto 2000 10
25 La Concha Alpha 03 nov 2000 20
26 El Enal Alpha (3 nov 2000 17
Total 452

E! 15 de febrero del 2001 se realizé un muestreo de semilla de papa en

bodegas ubicadas en el gjido de San Rafael, esta semilla estaba destinada para

la siembra de lotes comerciales y provenia de diferentes lugares (Cuadro 3). En

la bodega No. 1 se determin6 previamente la cantidad de toneladas de semilla y

se obtuvo una muestra de tres tubérculos por tonelada, tratando de hacer el
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muestreo lo mas homogéneo posible. En el caso de la bodega No. 2 no se

siguié este mismo criterio, debido a que de cada lote de semilla (con diferente

procedencia y variedad) se tenian volimenes grandes y en este caso se definié

un numero arbitrario de muestras por lote. Las muestras se colocaron en bolsas

de papel y se identificaron con fecha de muestreg, nimero de muestra, origen

de la semilla, numero de bodega y variedad.

Cuadro 3. Bodegas con “semilla” de papa muestreadas en San Rafael,

municipio de Galeana, Nuevo Le6n.

No. de bodega Origen de la semilla Variedad No. de muestras
1 Tapalpa, Jalisco Alpha 60
Galeana Gigant 4
(Galeana Alpha 7
Sayula, Jalisco Gigant 10
2 Jamé, Coahuila Gigant 10
Tapalpa, Jalisco Alpha 10
Chihuahua Gigant 10
Total 111

3.4.2 Induccion a brotacion de los tubérculos. Los tubérculos colectados en

el campo y la semilla muestreada en bodegas se sometieron a un tratamiento

con Biogib® (4cido giberélico) utilizando una dosis de 0.5 g en 10 litros de agua.

En principio, el material se lavé con agua cofriente para remover la tierra y

después se colocd en la solucion por un periodo de 10 minutos; completandose
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este tiempo, los tubérculos se sacaron de la solucién y se colocaron en papel
secante para eliminar el exceso de agua. Cuando los tubérculos se encontraron
completamente secos, se taparon con el mismo tipo de papel y se dejaron
reposar por un periodo de tres a cuatro semanas o hasta obtener brote, el cual

se utilizé para llevar a cabo las extracciones de ADN.

3.4.3 Determinacion de la incidencia de “punta morada”. Las muestras
compuestas de cada lote comercial de papa fueron sometidas a extraccién de
ADN por el método de Doyle y Doyle (1990) de la forma ya descrita y se
determiné la incidencia de la enfermedad por la proporcion de lotes que
resultaron positivos en la amplificacion de ADN de fitoplasmas por medio de
PCR. Adicionalmente se calculé un intervalo de confianza para la proporcion,

con una confiabilidad del 95%, utilizando la siguiente férmula:

(1-p N - p(1-p) | N-n
p'z\/pn )\/ N-: < ps p+z\/ n N-1

Donde:

p = Proporcién de la poblacién.
Z = Valor estandar de desviacién normal de 1.96.
n = Tamafio de la muestra.

N = Tamafio de la poblacién.
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Los tubérculos muestreados en los lotes comerciales de campo fueron
puestos a brotar y después se les realizé una extraccién de ADN, utilizando
también el método de Doyle y Doyle (1990). Una muestra correspondié a un
tubérculo individual, del cual se tomaron 0.2 g de brote y se colocaron en un

mortero estéril, moliendo sin nitrégeno liquido.

Los tubérculos-semilla de papa muestreados en bodegas, fueron puestos
a brotar en acido gibérélico y sometidos a extraccion de ADN por el método de
Doyle y Doyle (1890). Se formaron muestras compuestas de nueve tubérculos
para la bodega No 1 y de tres para la bodega No 2. De las muestras
compuestas de tres tubérculos se tomé como tejido el brote, mientras que en
las muestras compuestas de nueve tubérculos se tomé la unién del estolén. El
tejido se colocd en morteros estériles y se maceré sin nitrégenc liquido, la
muestra se homogenizé y se tomaron solamente 0.2 g de material, el cual se
colocé en tubos de microcentrifuga de 2 mL y se procedié a la extraccion. El
rendimiento de ADN se cuantificé comparando con un marcador de cantidad
(DNA Mass Ladder) en un gel de agarosa al 1 %. Posteriormente se realizé la
PCR en todas las muestras, para la estimacién de proporcién de positivos,

comparado con el total.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento y cuantificacion de ADN total

La cantidad de ADN obtenida en las muestras compuestas de los lotes
comerciales de papa muestreados en campo en el afio 2000 fue de 0.6 a 2.5 g
por gramo de tejido utilizado (ug g'1). En el caso de los brotes de tubérculos de
papa préximos a cosecha y brotes de semilla almacenada para siembra, las
cantidades obtenidas de ADN se encontraron en un intervalo entre 2.5 a 6.3 ug
por gramo de tejido (pg g, dichas cantidades fueron superiores a las
obtenidas de follaje y apices debido a que en este caso el tejido estaba fresco,
en pleno crecimiento y de buen vigor, en cambio las muestras de follaje y
apices fueron almacenadas inmediatamente después de la colecta, por un
periodo de tres meses a una temperatura de -10° C y el tiempo de
almacenamienfo provocé un deterioro def tejido y por lo tanto del ADN, fo cuaf
fue reafirmado al procesar muestras frescas y muestras almacenadas a 6° C
por periodos cortos de tiempo (datos ho mostrados), a este respecte Doyle y
Doyle (1990} reconocen la importancia de utilizar material fresco para obtener

un mayores rendimientos de ADN.

4.1.1 Comparacion de métodos de extraccion y tejidos vegetales. Las
cantidades de ADN genémico obtenidas de diferentes tejidos de plantas de
papa, utilizando tres métodos de extraccién de ADN en plantas con sintomas de

“punta morada”, se presentan en el Cuadro 4.




Al observar los rendimientos promedio por tipo de tejido (Cuadro 4), se
puede comprobar que los tejidos que presentan mayores valores son: unidon de
estolén (tubérculo), tubérculo parte media y hojas apicales. Estos valores
promedio nos dan una idea del tejido més consistente en cuanto a rendimiento
de ADN se refiere y en este caso lo presentdé union de estolon (tubérculo), sin
embargo, esto no nos asegura que en estos tejidos estén mas concentrados los

fitoplasmas.

Cuadro 4. Rendimiento de ADN (ug g™ de tejido) obtenido de diferentes tejidos

de plantas de papa con sintomas de “punta morada”.

Método/Muestra 1 2 3 4 | 5§ 6 7|8 )| 9 |Prom

DoyleyDoyle (1990} | o5 | 06 | 03 |03 ) 18| 16 138 |28 | 02| 14

Dellaporta (1983) 31 | 03 | 03 | 0 |13 ]016; 25| 13|09 | 1.1
DNA zol ES 28 | 31 | o6 (03|03 | 2525|2503 17
Promedio 22 | 13 | 04 |02 | 10|14 | 20| 25| 05

! Hojas apicales

2 Hojas intermedias

® Hojas inferiores

4 Tallo principal

5 Talluelos de los peciolos

6 Estolon

" Uni6n de estolén (tubérculo)
® Tubérculo parte media
*Raiz

Haciendo una comparacién de los métodos de extraccién, podemos
observar en [a columna gue presenta los promedios, que el método del DNA zol
ES (kit comercial) presentd el mayor valor, seguido del método de Doyle y

Doyle (1980} y al final el método de Dellaporta (1993). Hay que destacar que el
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método de Doyle y Doyle (1990) dio los mas altos rendimientos en tejidos como
unién de estoldn (tubérculo) y tubérculo parte media, sin embargo, el método
fue superado en promedio por el método de DNA zol ES. En la Figura 2 se
presenta la imagen visual de los resultados de las extracciones de ADN de

diferentes tejidos, utilizando los tres métodos descritos anteriormente.

123 45 6789 1234567829

Fig. 2. ADN obtenido por tres métodos de extraccion, a partir de diferentes
tejidos, visualizado en un gel de agarosa al 1%. Carril 1) hojas apicales,

2) hojas intermedias, 3) hojas inferiores, 4) tallo principal, 5) talluelo de

los peciolos, 6) estoldn, 7) unién de estolon (tubérculo), 8) tubérculo

parte media y 9) raiz, utilizando el método de: A) Doyle y Doyle (1990),

B) Dellaporta (1993) y C) DNA zol ES®.

Al hacer una comparacién de los tres paneles de la Figura 2 (A, B, y C),
se puede apreciar una mayor consistencia en la calidad del ADN, al utilizar el
método de Doyle y Doyle (1990), lo anterior basados en la contaminacion por
ARN y al ADN degradado que se observa en varios de los carriles de los

paneles B y C, correspondientes a los métodos de extraccion de Dellaporta y
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DNAzol ES®, Lo anterior, aunado con los resultados de PCR, nos llevo a
seleccionar el método de Doyle y Doyle (1990) para las extracciones masivas

cde muestras,

4.2 Reaccion en cadena de la polimerasa

421 Establecimiento de las condiciones de reaccion. Los primeros
experimentos realizados con el objetivo de amplificar ADN de fitoplasmas en
papa, fueron para establecer las concentraciones de los componentes de PCR

para lograr una amplificacién adecuada, y la combinacién de iniciadores.

Se obtuvieron resultados favorables al amplificar fragmentos de ADN con
cuatro juegos de iniciadores: P1/P7, P1/Tint (Smart y cols., 1993),
R16F2/R16R2 (Lee y cols., 1993) y fUS/rU3 (Lorenz y cols., 1995) y tres
concentraciones de cloruro de magnesio: 24 mM y 3.6 mM, ya que con la
concentracion de 1.2 mM de MgCl; no se obtuvo amplificacién con ningun par

de iniciadores {Fig. 3).

Se puede observar en la Fig. 3 que las bandas con los cuatro juegos de
Iniciadores, son mas visibles a la concentracién de 2.4 mM de MgCl, (Carriles
5-8), sin embargo, a la concentracion de 3.6 mM todavia existe buena
amplificacién, aunque las bandas son mas tenues, excepto con los iniciadores
fUSMU3 en que se obtuvieron bandas con igual intensidad a las

concentraciones de 2.4 mMy 3.6 mM de MgCl> (Carriles 8 y 12).
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Fig. 3. Fragmentos amplificados por PCR utilizando cuatro pares de iniciadores

y tres concentraciones de MgCly, visualizado en un gel de agarosa al 1%.

Carril M= Marcador de talla molecular Ladder 100, carriles 1-4= 1.2 mM

de MgCl; con P1/P7, P1/Tint, R16F2/R16R2 y fUS/rU3 respectivamente,

carriles 5-8= 2.4 mM de MgCl. con los iniciadores respectivos, carriles 9-

12= 3.6 mM de MgCl con los iniciadores respectivos. Las flechas

sefialan a los fragmentos amplificados con tallas de 1.8, 1.6, 1.2y 0.9 kb
aprox.

En general la mejor concentracién de MgCl; fue la de 2.4 mM con todos
los iniciadores, al obtenerse bandas mas intensas, por lo que se selecciond esta
concentracion para todas las pruebas subsecuentes. Se tuvo también éxito en
la amplificacién al utilizar la concentracion de 3.6 mM de MgCl,, la cual se
encontraba fuera del intervalo recomendado de 0.5 a 2.5 mM por Innis y cols.
(1990), sin embargo dicha concentracién se encuentra dentro de los valores

recomendados por Sambrook y cols. (1989) que es de 0.05 a 5 mM.




Se obtuvieron resultados favorables al utilizar los iniciadores P1/Tint
(Smart y cols., 1993) al amplificar un fragmento de 1600 pb, utilizando ADN de
plantas de papa con sintomas de “punta morada” (Figura 4). Leyva y Martinez
(1999) obtuvieron resultados similares, al detectar fitoplasmas en plantas de
papa, malezas, noche buena y nopal, y amplificando un fragmento de 1600 pb
con los iniciadores P1 y Tint, asi también Almeyda y cols. (1998) al utilizar los
iniciadores P1 y Tint, lograron reacciones positivas de PCR con ADN genémico
extraido de cocotero, zempaxuchitl, teresita y papa, amplificando un fragmento

de 1600 pb aproximadamente.

1500

600

Fig. 4. Fragmentos amplificados por PCR utilizando los iniciadores P1/Tint y
ADN de plantas de papa, visualizado en un gel de agarosa al 1%. Carril
M= Marcador de talla molecular Ladder 100, carril 1= testigo positivo,
carriles 2-4= muestras de papa, carriles 5 y 6= muestras de papa
negativas. La flecha indica la talla del fragmento amplificado de 1600 pb.
En general las condiciones 6ptimas de reaccion fueron con 1X de buffer

de PCR, 2.4 mM de MgCl;, 200 uM de cada dNTP’s, 20 pmoles de cada

iniciador, 2 unidades de Tag DNA polimerasa y 50 ng de ADN, llevando a cabo
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la reaccién en un volumen de 25 pL. El programa térmico que mejor funcioné en
la amplificacion fue 94-56-72 °C con 30, 50 y 80 seg respectivamente por 34

ciclos, con un inicio de 94° C por 2 min y una extension de 72° C por 4 min.

4.2.2 Deteccion en plantas con PCR directo. Los iniciadores fUS/riU3, dieron
una reaccién positiva cuando se utilizé ADN de teresita (Catharanthus roseus
L.), cocotero (Cocos nucifera L.) y papa (Solanum tuberosum L.), obteniendose

un producto de 900 pb aprox. ( Figura 5).

Tales resultados muestran la universalidad de estos iniciadores, que en
general amplifican varios fitoplasmas. Estos iniciadores fueron utilizados
también por Avinent y Llacer (1995), obteniendo resultados favorables al
amplificar un producto de 880 pb para detectar “stolbur” del tomate en Espafia.
Asi también, Lorenz y cols. (1995) utilizaron estos iniciadores para amplificar
ADN de fitoplasmas en teresitas infectadas con fitoplasmas y otros fitoplasmas
mantenidos en esta ultima especie, por lo que también confirmaron la
universalidad de estos iniciadores. Cabe observar que no se logré amplificacion
en las muestras de nochebuena y en una muestra de papa (Figura 5, carriles 2

y 4), ya que éstas muestras fueron negativas para fitoplasmas.
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Fig. 5. Fragmentos amplificados por PCR utilizando los iniciadores fUS/rU3 y
ADN de diferentes especies vegetales, visualizado en un gel de agarosa
al 1%. Carril M= marcador de talla molecular Ladder 100, carril 1=
teresita, carril 2= noche buena, carril 3= cocotero, carriles 4 y 5= papa.
La flecha sefiala el fragmento amplificado con una talla de 900 pb aprox.

4.2.3 PCR anidado. Al realizar una prueba de PCR y PCR anidado, utilizando

los iniciadores R16F2/R16R2 y fU5/rU3 respectivamente, se encontr6 que solo

con las muestras de teresita se logré la amplificacion, obteniendo un producto

de 1200 pb. aprox.

En una segunda prueba, donde se utilizaron los iniciadores P1/Tint en
PCR y fU5/rU3 en PCR anidado, se logré amplificar un fragmento de 900 pb.
aprox. utilizando muestras de papa, teresita y cocotero. En la Figura 6 se

muestran los resultados del PCR anidado, utilizando solo muestras de papa.
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Al parecer las combinaciones P1/Tint y fU5/rU3 en PCR anidado
respectivamente, fueron las que dieron mas consistencia en la amplificacién de
fragmentos de ADN, aumentando la sensibilidad en la amplificacién comparado
con la PCR directa. Se logré amplificacion utilizando ADN proveniente de tejidos

de hojas y brotes de papa, lo cual nos indica la presencia de fitoplasmas en

estos dos tipos de tejido.

Fig. 6. Fragmentos amplificados por PCR y PCR-anidado utilizando los
iniciadores P1/Tint y fU5/rU3 con ADN de papa, visualizado en un gel de
agarosa al 1%. Carrii M= Marcador de talla molecular Ladder 250,
carriles 1-4= muestras de papa, carril 5= testigo positivo. A= PCR directo
con P1/Tint, B= PCR anidado con fUS/fU3. Las flechas indican el
fragmento amplificado que en el caso de A es de una talla de 1600 pb y
en B de 900 pb aprox.

4.2.4 Deteccién en tubérculos sintomaticos y asintomaticos. Se obtuvieron

resultados positivos con el ADN genémico de los tubérculos con sintomas de

“brote de hilo” y “ausencia de brotaciéon”, obteniendo un producto de 900 pb

aprox. al utilizar los iniciadores fU5/rU3 (Lorenz y cols., 1995) (Fig. 7). Los

resultados demostraron la presencia de fitoplasmas en tubérculos con sintomas
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caracteristicos de la enfermedad en cuestion. Hay que destacar que se utilizé
como tejido para las extracciones, tubérculo de la parte que se une con el
estolén, ya gue suponiamos que en esta parte del tubérculo existia una mayor

concentracién de fitoplasmas y tales resultados demostraron dicha suposicién.

Se logré detectar fitoplasmas en tubérculos de papa que presentaban
brotes normales, es decir, no presentaban sintomas caracteristicos de infeccién
por fitoplasmas, los cuales incluyen: “brotes de hilo” y “ausencia de brotacién”.
Esto nos hace suponer en la posibilidad de que el “brote de hilo” sea producido
por otro fitoplasma diferente al causante de “punta morada”, de hecho, al
concluir el presente trabajo de investigacion, el Gen Bank publicé la anica
secuencia parcial de otro fitoplasma en papa asociado con “brote de hilo”

sometida por el grupo de Martinez-Soriano, lo cual avala la suposicion anterior.

Se logré amplificar ADN de fitoplasmas obtenido a partir de tubérculos
asintomaticos que presentaban brotes normales y vigorosos, utilizando los
iniciadores P1/Tint (Smart y cols., 1993) y después fUS/rU3 (Lorenz y cols.,

1993) en PCR anidado, obteniendo un producto de 800 pb. aprox.

La deteccion de fitoplasmas en tubérculos asintomaticos, nos da una

idea del grado de infecciéon oculta en que se encuentra un material, el cual

aparentemente se encuentra en condiciones sanas y sin embargo estos
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tubérculos pueden desarrollar sintomas en el campo, disminuyendo el

rendimiento del cultivo y diseminando la enfermedad.

Fig. 7. Fragmentos amplificados por PCR utilizando los iniciadores fU5/rU3 con
ADN obtenido de la unién del tubérculo con el estolén, visualizado en un
gel de agarosa al 1%. Carril M= Marcador de talla molecular Ladder 100,
carriles 1-6= muestras de papa y carril 7= testigo positivo. La flecha
sefala el fragmento amplificado con una talla de 900 pb aprox.
4.2.5 Deteccion en semilla. No se detectaron fitoplasmas en las muestras de
semilla procesadas, tanto de la bodega No. 1 como de la bodega No. 2 (Cuadro
3), al utilizar los iniciadores fU5/rU3 (Lorenz y cols., 1995). Estos resultados
presumen que la semilla, la cual tenia diferente procedencia, se encontraba
libre de fitoplasmas; sin embargo, con los descubrimientos recientes de que
existe otro fitoplasma causante de “brote de hilo”, diferente al de “punta morada”
y que presuntamente predomina en etapa de semilla, puede ser que nuestros

iniciadores universales fU5/rU3 no se unan con el ADN de este nuevo

fitoplasma.
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4.3 Ocurrencia de “punta morada” en San Rafael, Galeana, N. L.

Al llevar a cabo los muestreos en los lotes comerciales de papa, se observé que
la variedad Alpha presentaba una mayor incidencia de plantas con sintomas de
“punta morada”, lo anterior no ceincide con los resultados obtenidos por Cadena
y Galindo (1985) quienes encontraron en sus experimentos de campo, que la
variedad Alpha es resistente a la enfermedad. Se encontré también que en los
lotes comerciales de la variedad Gigant, no se observaron plantas con sintomas
de “"punta morada”, esto podria traer de manifiesto alguna resistencia en esta

variedad, sin embargo, tendria que ser probado experimentaimente.

Se obtuvo ADN gendmico de las muestras compuestas de los 26 lotes
comerciales de papa, muestreados en la regién de San Rafael, municipio de
Galeana, Nuevo Ledn en el afio 2000 (Cuadro 2). Las muestras se sometieron a
una reaccion de PCR, utilizando los iniciadores fUS/rU3 (Lorenz y cols., 1995).
De las 26 muestras, solamente las muestras procedentes de los lotes 17 y 23
resultaron positivas para fitoplasmas, tales muestras correspondieron al lote El
Erial de la variedad Alpha y al lote Las Bugambilias también de la variedad
Alpha. Con los resultados anteriores, se determiné una proporcién de la

enfermedad, que en nuestro estudio fue de 7.7 %.

Se obtuvo un intervalo de confianza para dicha proporcién, el cual se
encontré entre los valores de 0. 0048 y 0.16, es decir la proporcién enconirada

se encuentra en el intervalo de 0.48 % y 16 % con una confiabilidad del 95%,
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con lo cual se concluye que se presentd uha ocurrencia baja de la enfermedad

para el ciclo de estudio.

Los dos lotes comerciales de papa que resultaron positivos,
correspondieron a la variedad Alpha y de acuerdo con esto, es importante
recordar que en los muestreos realizados en el campo, se observé una mayor
incidencia de plantas con sintomas de “punta morada” en esta variedad. Cabe
destacar también que en la region estudiada, no existen antecedentes de
incidencia de “punta morada” a través de la deteccion por medio de técnicas
moleculares, por lo que la aportacién del presente trabajo tiene mayor

relevancia.

Hasta ahora los estudios de incidencia de la enfermedad “punta morada”
de la papa son escasos y casi no existe informacién al respecto. Con el
surgimiento de las técnicas modernas, como PCR y con trabajos de
investigacion como este, se puede diagnosticar la enfermedad de una manera
mas rapida, y ademas generar informacién nueva sobre la enfermedad en las

zonas de produccion para los préximos afos.
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V. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos y en las condiciones que
prevalecieron durante el desarrollo de la investigacion, se llegd a las

siguientes conclusiones:

1. Los métodos de extraccién de ADN, Doyle y Doyle (1990), Dellaporta y
cois. (1983) y DNAzol ES®, fueron efectivos tanto para la obtencién de ADN
de buena calidad y cantidad, como para la deteccién de fitoplasmas por

PCR.

2. Se logré establecer un protocolo de PCR para la deteccion de fitoplasmas
causantes de “punta morada™ a partir de hojas apicales de plantas de papa,
asf como la deteccion de fitoplasmas en brotes de tubérculo y tubérculo de la

parte que se une con el estolén.

3. Se desarroll6 un protocolo de PCR anidado para aumentar la sensibilidad

en la amplificacién de fitoplasmas causantes de “punta morada” de la papa.

4. Se definieron las condiciones de reaccién para la amplificacion de ADN
de fitoplasmas, utilizando los pares de iniciadores P1/P7, P1/Tint,
R16F2/R16R2 y fUS/rU3. Los iniciadores fUS/IU3 y la concentracién de 2.4
mM de MgCl;, resultaron en nuestras condiciones ser mas efectivos en la
amplificacion de ADN de fitoplasmas, ademas de lograr amplificar productos

al utilizar ADN genomico proveniente de tubérculos asintomaticos.



2. Parala zona de estudio, que comprendio 452 ha distribuidas en 26 lotes
comerciales ubicados en la regi6én de San Rafael, municipio de Galeana,

N.L. Se obtuvo un valor de incidencia para ia enfermedad “punta morada” de

la papa de 7.7 %.
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VI. RECOMENDACIONES

1.- Se recomienda realizar uha evaluacién de variedades con respecto a la
susceptibilidad de la enfermedad “punta morada” de la papa. Esta evaluacién
seria conveniente realizarla utilizande un disefio experimental, en el que se

incluyeran minimamente las variedades Alpha, Gigant y Mondial.

2~ Debido a que no existe informacion sobre vectores y hospederos
alternantes, se deben llevar a cabo muestreos de malezas e insectos en el area
circundante, durante el ciclo del cultivo de la papa, y aplicar la técnica de PCR

para la deteccion de fitoplasmas.

3.- Es importante continuar con las evaluaciones de semilla en bodegas para
determinar la presencia de fitoplasmas y asi conocer la situacion sanitaria,
ademés de tener informacién sobre los origenes de semilla con mayor
problemas de sanidad, con especial atencién en el fitoplasma causal de “brote

de hilo”.

4.- Se recomienda ampliar el estudio de incidencia de la enfermedad a otras
zonas de produccion del estado de Nuevo Lebn y Coahuila, como lo es la
regién de Huachichil o la sierra de Arteaga, ya que en esta Ultima se produce
semilla de papa y aparentemente es una zona con menor incidencia de

enfermedades, lo cual tendria que evaluarse.
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VIIl. APENDICE

8.1 Sintomas de la enfermedad

Fig. 8. Sintomas asociados con la ocurrencia de fitoplasmas en papa. A. Planta
de papa con hojas apicales color purpura. B. Tubérculos con “necrosis de
red”. Estos tubérculos no emitieron brotes. C. Tubérculos con “brote de
hilo”. Compare por el tipo de brote, los tubérculos infectados, con el
tubérculo sano. D. Planta sintomatica con presencia de tubérculos
aéreos. E. Planta sintomatica con falta de crecimiento.



8.2 Seleccion de iniciadores

Espacio
intergénico

> > -
P1 fUS ru3
R16F2 R16R2

P1-P7 1813 pb
P1-Tint 1639 pb
R16F2-R16R2 1246 pb
fUS-rU3 881 pb

Fig. 9. Representacion esquematica de los genes 16S y 23S ARN ribosomal de

fitoplasmas y la regiéon intergénica. La flecha indica la posicién de

apareamiento entre el iniciador y la secuencia molde de ADN.

A9




8.3 Secuencias disponibles de los fitoplasmas causantes de "brote de hilo” y
“punta morada"

Cuadro 5. Secuencias disponibles en GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov/) de
fitoplasmas causantes de "brote de hilo” y "punta morada”.

1: AF32831
LGCUs
DEFINITICN

ACCESSION
SOQURCE

CRGANISM

REFERENCE
AUTHORS

TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS

TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

BASE COUNT
CORIGIN

1

a1
121
181
241
301
361
121
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

5.
AF329315

Potato purple top...
1024 bp

[gi:l133571
DNA

B¢

BCT

l6-

Taxonomy
MAR-2001

Potato purple top phytoplasma 165 ribosomal RNA gene, partial

sequence,

AF329315

Potato purple top phytoplasma,

Potato purple top phytoplasma

Bacterla; Firmicutes; Bacillus/Clostridium group; Mollicutes;

Acholeplasmataceae; Phytoplasma;
1 (bases 1 to 1024)
Martinez Soriano,J.P., Leyva-Lopez,N.E., Zavala-Soto,M.E., Beres,M.

and Leal-Klevezas,D.5.

Molecular detection of the causative agent of the "witches' broom?®

165r1

Aster yellows group).

syndrome of pcotato in both infected and asymptomatic seeds

Biotecncl. Apl.
bases 1 to 1024%)
Martinez-Soriano,J.P., Leyva-Lopez,N.E., Zavala Soto,M.E., Beras,M.

3

16,

93-96 (1999

and Leal-Klevezas,D.S.
Direct Submission

Submitted (14-DEC-Z000} Bictecnologia y Bioguimica, CINVESTAV, Km
Irapuato, Gto 36500, Mexico

8.6 lib.

e

294 a

acgactgectg
agtaataggt
ctaccaagac
cacggcccaa
gaccgagcaa
aagaaaagca
tatgtgeccag
aaagggtgeyg
gctattgaaa
aaaatgcgta
acgctgagdgc
taagcgatdga
cgcctgagta
cggtggatca
ttttgcgaaa
cgtcagctcy
gttgccagca
tgag

nte. carr.

Irapunatc-Le

Location/Qualifiers

1..1024

on,

/organism="Potato purple top phytoplasma"
/specific host="potatc"
/do xref="tazon:111873"
/ocountry-"Mexico"
/note—"hair sprouts-inducing tvpe II phytoplasma;

associated with potato seeds

/product="165 ribosomal RNA™

189 c

ctaagactygg
atactttady
gatgatgtgt
tctectacag
cgccgogtga
agtggcgaac
cagecegeggt
taggcggtca
ctgctaaact
aatatatgga
acqaaagcda
gtactaagtg
gtacgtacgc
tgttgtttaa
cggtagtazt
tgtcctgaga
cgttatggtg

296 g

ataggaagaa
aggggcttge
agctggactg
gaggcagcag
acgacgaagt
catttgtttyg
aagacataag
agtaagtcag
tgagttaggt
ggaacaccag
gddgagcaaa
LCcgggttaaa
aagtatgaaa
ttccaagata
atcgtagagg
tgttaggtta
gggactttaa

63

245 t

ataaggcatc
gccatattag
agaggttgaa
taaggaattt
actttggtat
ccggtacttg
gggcaagtgt
tggtgteatg
agaggcgagt
aggcgtagge
caggattaga
ccggtactga
cttaaaggaa
cccgaaaaac
ttatcagaaa
agtcctaaas
cgagactgcc

ttatttettt
ttagttggta
cagccacatt
teggecaatgg
gtaaagttct
atgaataagc
tatccggaalt
gcaacgctca
ggaattccat
ggctegetgg
taccectggta
agttaacaca
ttgacgggac
ctcaccaggt
cacaggtggt
cgagcgaaac
agtgataaac

that de not germinate"”

taaaagacct
gggtaatgygc
gggtctgaga
adJgaactct
tttatcaagg
ccecggctaat
tattgggegt
acgttgtcecg
gtgtagtggt
gtcttaactg
gtcecacgecg
ttadagtacte
tccgecacaag
cttgacatgt
gcatggctgt
cttatogita
tggaggaagg



{Cuadro 5 Continuacion.--

2: AFZ17247. Potato purple top...[gl:66%94859] Related Sequences, Taxolomy

LOCUS
DEFINITION

ACCES3ION

VERSTION

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS

TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

rRNA

BASE COUNT
OFIGIN

1

61
121
181
241
31
36l
421
481
941
601
6ol
121
781
g41
o01
961
1021
1081
1141
1201

DNA

BCT

16~

JAN 2000

Potato purple top phytoplasma 1€5 ribosomal RNA gene, partial

AF217247 1238 bp
sequence.

AFZ217247

AF217247.1 GI:66354859

Potatc purple top phytoplasma.
Potato purple top phytoplasna
Bacteria; Firmicutes; Bacillus/Clostridium group; Mocllicutes;

Acholeplasmataceas; Phytoplasma; 165rI
1 (bases 1 to 1234)
Martinez~Sorianc,J.P., Leyva-Lopez,N.E., Zavala Sotc,M.E., Beres,M.

and Leal-Klevezas,D.5.
Deteccion melecular del agente causal de la 'bola de hile' de la
papa en semilla infectada y asintcomatica
93-96 (19599

Biotecnol
2

Direct Su
Submitted

Unidad Irapuato, Km 9.€ Lib. Norte, Carr. lrapuato-Leon, lrapuato,

Gto. 3650

=]

359 a

acgactgetyg
agcaataggt
ctaccaadgac
cacgacccaa
gaccgagcaa
aagaataaat
tgtgccagea
agggtacgta
tataaasact
aatgcgtaaa
gctgaggcac
aacgatgagt
cctgagtagt
gtggatcatyg
ctgcgaaget
tcagetegtyg
ttaccagcac
ggggatgacg
tgttacaaag
cygattgaag
atgtcgeggt

. Apl. 16,

{bases 1 to 1238)
Leyva-Lopez,N.E. and Martinez Sorianc,J.P.

bmission

{Aster yellows group).

(17-DEC-1999) Biotecnolecgia y Bioguimica, CINVESTAV

0, Mexico

Location/Qualifiers

i..1228

/organism="Potato purple top phytoplasma™
/specific host="Solanum tuberosum"

/db xref="taxon:111873"
/clone—"Toluca 8-6"
/note="agent of 'Potatoc purple top'™

<l..>1238

/prodict="168 ribosomal RNA™

230 ¢

ctaagaclgg
atgcttaggy
tattatgtgt
actcctacygy
cgccgegtga
gatggaaaaa
gcecgocggtaa
ggcggttaaa
gtatagctag
tatatggagg
gaaagcgtgy
actaaacgtt
acgtacgcasa
Ltgtttaatt
gtagaaacac
tcgtgagaty
gtaatggtyg
tcagatcate
ggtagctygaa
Lctgeaacte
gaataggttc

349 g

ataggggaca
aggagctitge
agccgggetg
gaggcagcag
acgatgaagt
tcattctgac
tacataggygg
taaglttatg
agtaagatag
aacaccagta
ggagcaaaca
gggtagaacce
gtatgaaact
ggagggtacc
agtggaggtt
ttgggttaag
ggactttagc
atgcccctta
gcgcaagttt
gacttcatga
teggggtttyg

64

300 ¢

agaadggeatlc
gtcacattag
agaggttgaa
tagggaattt
atttcggtac
ggtacctaat
gcaagcgtta
gtctaagtgc
aggcaagtgg
gcgaaggcygyg
ggattagata
agtgttgaag
taaaggaatt
cgaaaaacct
atcagttgca
tcececgeatcg
aagactgcca
tgacctgggce
ttggcgaatc
agttggaatc
tacacacc

ttotigtott
ttagttyggtg
cggacacatt
tcggcaatgyg
gtagagttct
gaataagccc
teccggaatta
aatgctcaac
aattccatgt
cttgctgggt
ccctggtaat
ttaacacatt
gacgggactc
caccaggtct
caggtggtge
agcgcaaccc
gtgataaatt
tacaaacgtyg
tcaaaaaaac
gctagtaatc

Laaaagacct
ggglaaaggce
gggactgagg
aggaaa_tct
tttattagyg
cggctaacta
ttgggcgtaa
attgtgatgc
gtagtggtaa
ctttactgac
ccacgccgta
aagtactccg
cgcacaadgcg
tgacatgett
atggttgtcg
ttattgttag
ggaggaaggt
atacaatggce
agtctcagtt
gcgaatcagc




8.4 Simulaciéon computacional de PCR.
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914
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Fig. 10. Simulacidn de amplificacion por PCR de una parte del genoma de
fitoplasmas, utilizando la accesion AF222064 como secuencia molde y los
iniciadores P1, Tint, P7, fU5S, rU3, R16F2 y R16R2.
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