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| RESUMEN

El objetivo de esta investigacidon fue detectar genotipos de tomate
resistentes a Candidatus Liberibacter solanacearum. Se evalu6 la
resistencia genética a C.L.s. en cuatro variedades comerciales de tomate
(Pony Express, Shanty, Reserva y Charanda) y cuatro lineas (ToA-12,
ToA-14, ToA-20 y ToA-43); los cuatro genotipos anteriores fueron
seleccionados por su baja incidencia de sintomas (5%) en ciclos pasados
en los estados de San Luis Potosi, Michoacan y Baja California, México.
Por otra parte se evaluo en invernadero la resistencia a C.L.s. de plantas
de tomate y se midieron algunas variables morfolégicas, asi como la
deteccion y amplificacién por PCR de un fragmento de 1168 pares de
bases del patdgeno. La fuente de in6culo y los bioensayos de
transmision se realizaron bajo condiciones de invernadero, para lo cual,
tanto el patdogeno como el vector Bactericera cockerelli Sulc, se
colectaron en plantas de tomate y chile en el Sur de Sinaloa, México. La
transmision de planta de tomate en campo a planta de tomate en
invernadero fue por insectos que provenian a partir de plantas que
mostraban los sintomas caracteristicos en campo. El tejido de plantas
enfermas fue analizado por PCR con los pares de iniciadores Oa2/OI2CF
y 0a2/0I2CD. Los amplicones fueron clonados en un vector comercial y
posteriormente  secuenciados. Los resultados mostraron el

establecimiento de la fuente de infestacion y la reproduccién de los



sintomas de la enfermedad en las plantas de tomate expuestas a B.
cockerelli. El bioensayo de transmision del patdégeno por el insecto fue
positivo, 1o que se confirmd por sintomas y por la amplificacion del
producto de PCR de B. cockerelli. Las evaluaciones de resistencia
genética en invernadero indicaron que los genotipos ToA-12 y ToA-14
fueron resistentes a C.L.s. y son candidatos para futuro mejoramiento

genético contra este patégeno.



Il ABSTRACT
The objective of this research was to detect resistant tomato genotypes to
Candidatus Liberobacter solanacearum. Genetic resistance to C.L.s was
evaluated in four tomato comercial hibrids (Pony Express, Shanty, Reserva and
Charanda) and four imbreds (ToA-12, ToA-14, ToA-20 and ToA-43), where
previous genotypes were selected for their low symptoms incidence (5%) in past
cycles in San Luis Potosi, Michoacan and Baja California states of México.
Otherwise the resistance to C.L.s. was evaluated on tomato plants in a
greenhouse where were measured some morfological variables, as well as the
detection and amplification by PCR of a fragment of 1063 bp. Inoculum source
and the bioassays for transmission were performed under greenhouse
conditions, for which both the pathogen and vector (Bactericera cockerelli Sulc),
were collected in pepper and tomato plants from south Sinaloa, Mexico.
Transmission from tomato to tomato plant was performed in a greenhouse
through insects from plants that showed the characteristic symptoms of the
disease in the field. Tissue from diseased plants was analyzed by PCR with the
primers Oa2/0OI2CF y 0a2/0OI2CD. Amplicons were cloned in a commercial
vector and secuenced subsequently. Results showed the establishment of the
source of infestation and the reproduction of the disease symptoms in the
tomato plants exposed to B. cockerelli Sulc. Transmission bioassay of this
pathogen by the insect was positive and was confirmed by the classical

symtoms and for the PCR product amplification of B cockerelli. The genetic



resistance evaluations in the greenhouse indicated that the genotypes ToA-12
and ToA-14 were resistant to C.L.s. and are candidates for future genetic

breeding program.



Il INTRODUCCION
El tomate (Solanum lycopersicum L) es la hortaliza mas difundida en el mundo;
su cultivo se encuentra reportado en mas de 170 paises y su demanda aumenta
continuamente; a nivel mundial se reportan 4.9 millones de ha/afio con una
produccion de 126 millones de toneladas (FAOSTAT, 2009). En México, el
tomate es el principal cultivo horticola con una superficie cultivada de 53,572.62
ha en el afio 2009, con un valor comercial de $12,699,612,000.00. Sinaloa
histéricamente es el estado de mayor importancia en el pais, con una superficie
cultivada de 14,907 ha (SIAP/SAGARPA, 2009). La produccién nacional de
tomate ha tenido altibajos, si bien su tendencia historica ha sido creciente, los
pequefios productores con recursos limitados se han vuelto menos competitivos
y, por otra parte, debido a la existencia de factores bidticos como plagas y
enfermedades se ha vuelto mas problematico el tener éxito en este cultivo. En
lo que concierne a plagas, Pacheco (1985) sefiala que las de mayor importancia
a nivel nacional son: Mosca blanca Bemisia tabaci y B. argentifolli, trips
Frankliniella occidentalis, gusano alfiler Keiferia lycopersicella, gusano del fruto
Helliothis zea y H. virescens, minador de la hoja Liriomyza spp., gusano soldado
Spodoptera exigua, gusano trozador Agrotis spp., gusano del cuerno, Manduca
sexta y M. quinquemaculata, y acaro blanco, Poliphagotarsonemus latus. Sin
embargo, cada vez son mas las plagas que se incorporan en esta lista
(Gonzalez, 1991), dentro de las cuales los insectos transmisores de patogenos

han representado un papel primordial por los dafios y la distribucion de las



enfermedades que llegan a causar. Recientemente se ha sumado como “nueva”
plaga a Bactericera cockerrelli Sulc (Paratrioza cockerelli), la cual se encuentra
ampliamente distribuida en la mayoria de las regiones donde se cultiva tomate,
y que ha sido descrita como vector (Garzon et al., 2009) del agente causal de
una enfermedad conocida como “permanente del tomate” (Garzén, 1984), en la
cual se ha descrito un organismo tipo bacteria denominado “Candidatus”
Liberibacter solanacearum (Psyllaourus) (Munyaneza et al., 2009); las pérdidas
gue causan la combinacion de este vector y C.L.s. son de gran importancia, ya
gue cada afo llega a reducir la produccién hasta en un 45% (Garzén et al.,
1986, 2005 y 2009).

Actualmente, el “permanente del tomate” es una de las enfermedades mas
importantes del cultivo del tomate en México, ya que cada afio llega a reducir la
produccion hasta en un 45%. La transmisidon del agente patogénico ha
confirmado su relacion con Bactericera (Paratrioza) cockerelli Sulc como vector
(Garzon et al., 1986, 2005 y 2009), y se le ha asociado con un procarionte no
cultivable. Entre los procariontes no cultivables se encuentran los fitoplasmas
(Agrios, 2005) y el género Liberibacter en bacterias con este caracter. Entre los
fitoplasmas existen, al menos, 50 diferentes (Lee et al., 1998) asociados a
enfermedades en mas de 300 especies de plantas (McCoy et al., 1989); sin
embargo, como estos patdgenos no pueden cultivarse in vitro, su definicion
como agente causal de alguna enfermedad solo es posible en forma parcial, lo

cual se determina por la asociacion del patégeno con la enfermedad a través de



la observacién al microscopio electrénico de estructuras pleomorficas de un
tamano entre 200 y 800 um, localizadas en el floema de las plantas (Agrios,
2005) y por el analisis molecular del ADN (Lee et al., 1998, 2000). Después de
este reporte, se ha observado que el problema ha estado creciendo afio tras
afo, especialmente en el sur de Sinaloa en los cultivos de tomate (Munyaneza
et al., 2009) y chile (Munyaneza et al., 2009), de ahi el interés de buscar fuentes
de resistencia que sirvan de base en un programa de mejoramiento genético,

como una de las estrategias para minimizar este problema.



IV REVISION BIBLIOGRAFICA

A. Importancia de la enfermedad permanente del tomate

1. Permanente del tomate

En 1984, Garzon reporto6 la existencia de una enfermedad que causé un 60%
de dafios en la produccion de tomate en Guanajuato, a la que denominé
‘permanente del tomate” (PT), cuyos sintomas son hojas quebradizas y
enrolladas, aborto de flor, sobrebrotacion de yemas axilares, frutos muy
pequefios y, por lo tanto, no comerciales, achaparramiento y decaimiento
general de la planta (Figura 1). Los sintomas en las plantas de tomate inician
con una clorosis de los brotes apicales, las hojas inferiores se enrollan tomando
la apariencia de “taco” y presentan una textura quebradiza; de manera normal
estas hojas son de color verde intenso y brilloso debido a una menor presencia
de tricomas en la lamina foliar. Posteriormente, en las flores se manifiesta una
necrosis y son abortadas. La planta es pequefia y de un color verde mas

intenso que las normales (Garzén, 1986).



Figura 1. Sintomas del permanente del tomate.

A) Planta con decaimiento. B) Hojas enrolladas hacia arriba. C) Aborto de flor.
D) Sobrebrotacién de yemas axilares.

La enfermedad del PT, desde 1986 fue asociada al psilido Bactericera

(Paratrioza) cockerelli como su vector (Becerra, 1989). Este insecto ocasiona
dafos directos a la planta al succionar la savia (Munyaneza et al., 2007) e
indirectos al transmitir fitoplasmas (Garzén et al.,, 2004) o bacterias no
cultivables, como C. Liberibacter solanacearum (Munyaneza et al., 2009).
Dichos patdgenos estan asociados a las enfermedades punta morada en papa
0 permanente del tomate en jitomate (Garzén, 2002; Garzon et al.,, 2005;

Munyaneza et al., 2009).



La etiologia de esta enfermedad no estuvo muy clara durante 25 afios; sin
embargo, el analisis de alineamiento de secuencias de los productos
amplificados del gen 16S rRNA de estas plantas, present6 sélo 80% de similitud
con fitoplasmas, lo cual no fue un elemento para indicar su relacidon con este
tipo de patdégenos (Lee et al.,, 1998); no obstante, con algunas bacterias no
cultivables su similitud fue mayor al 98%, de ahi que se haya decidido
denominarlas temporalmente como “organismo tipo bacteria no cultivable”
ademas, observaciones al microscopio electrénico describen la presencia de
cuerpos pleomorficos en el floema de plantas enfermas de apariencia elongada,
mas parecidos a bacterias (Delgadillo et al., 1999).

La distribucion del psilido del tomate es muy amplia, y diversos ejemplares han
sido colectados de Arizona, California, Colorado, ldaho, Kansas, Minnesota,
Nebraska, Nevada, Nuevo México, Dakota Norte, Oklahoma, Dakota del Sur,
Texas, Utath, Wyoming en los Estados Unidos; Alberta Saskatchewan y
Columbia britdnica en Canada; y Durango, Tamaulipas, D.F., Michoacan en
México (Plestch, 1947). En el area agroecoldgica del CIANO (Sonora y Baja
California), Pacheco (1985) lo reporté por primera vez como plaga de algunas
solanaceas cultivadas, tales como tomate, chile y berenjena. Otras éareas
agricolas de México, donde se ha reportado a esta plaga son el Noroeste, como
plaga potencial de papa, El Bajio, Valle de Arista (San Luis Potosi) y La
Comarca Lagunera (Coahuila); también se tiene conocimiento de la presencia

de esta plaga en el area tomatera de Morelos, region papera de Arteaga,



Coahuila, area chilera de Delicias, Chihuahua, asi como Nayarit, Jalisco, Baja
California y Sinaloa (Nava et al., 2006).

La enfermedad PT fue reportada por primera vez en 2003 en el Valle de
Culiacan, Sinaloa, en forma intensa tanto la enfermedad como el vector en el
campo estrella donde se cultiva berenjena y tomate grape. Los sintomas de
amarillamiento tipicos del PT fueron evidentes y causaron grandes pérdidas

econdmicas debido a la agresividad del problema (Lopez et al., 2003).

B. Organismos tipo bacteria como agentes infecciosos

1. Fitoplasmas

Los fitoplasmas (Figura 2) son parasitos de plantas e insectos vectores, cuyo
tamafio depende del grado de desarrollo de los tubos cribosos donde se
localizan, pudiendo pasar lentamente a través de los poros de las células del
floema.

Entre sus caracteristicas se pueden mencionar: 1) ausencia de pared celular, 2)
genoma con alto contenido de timina (T) y adenina (A), 3) genoma de tamafo
pequefio, 4) habitan en el floema de las plantas, 5) tamafio de 0.2-1.0 ym, 6)
pleomorfismo, 7) relacién filogenética con los Mollicutes y 8) asociacién con
insectos vectores para su transmision en la naturaleza (Albanese et al., 1995).
Sus células estan rodeadas por una membrana plasmatica trilaminar de
aproximadamente 10 nm de grosor, constituida en un 66% de proteinas y 33%

de lipidos. En el citoplasma se encuentran los ribosomas para la sintesis



proteinica y una molécula de ADN doble circular; no obstante, también se ha
detectado la presencia de ADN extracromosomico (Nishigawa et al., 2001).
Estos microorganismos tienen un genoma que mide de 450 a 1180 Kb con alto
contenido de genes, presentan un gen unico de tRNA isoleucina, comun en
todos los fitoplasmas (Kirkpatrick et al., 1994), y un gen que codifica para una
proteina de membrana que es Unica para cada tipo. Estas proteinas son
abundantes en la superficie externa de la célula (Milne et al., 1995) y de sus
estudios se podria explicar la posible interaccién fitoplasma-huésped (Morton et

al., 2003).

A, W
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Figura 2. Fotomicrografia electronica de trasmision de tejido de floema infectado
con fitoplasmas.

Se observan estructuras electron-densos aproximadas a C.L.s. de 1um
(flechas), asi como estructuras aparentemente vanas (estrellas) (Albanense et
al., 1995).



Debido a que no pueden crecer in vitro, se ha dificultado la determinacion de los
caracteres fenotipicos necesarios para su clasificacion. Sin embargo, mediante
técnicas moleculares se han amplificado secuencias altamente conservadas de
regiones de los genes 16S rRNA por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), productos que al ser sometidos a una digestion del ADN con
enzimas de restriccion (RFLP’s) ha sido posible diferenciarlos entre si
(Albanese et al., 1995); ademas, han confirmado la ubicacién apropiada de los
fitoplasmas dentro de la clase de los Mollicutes, asi como el reconocimiento de
éstos en un clado monofilético distinto dentro de esta clase (Davis y Sincalir,
1998).

Se puede decir que existen al menos 75 fitoplasmas distintos ubicados en 14
grupos y cerca de 50 subgrupos (Cuadro 1); cada grupo corresponde
aparentemente al menos a una especie. El nombre de los grupos se refiere a la
importancia de los sintomas observados en la enfermedad provocada por los
fitoplasmas, y el nombre comun asignado a éstos es representativo del nombre
de la enfermedad de la planta, con la que se asociaron primero (Davis y
Sinclair, 1998; Lee et al., 1998; Welliver, 1999).

Un solo fitoplasma puede ser el causante de varias enfermedades, las plantas
pueden albergar dos o mas fitoplasmas diferentes asociados al sindrome de
una enfermedad, y se puede dar el caso de infecciones mezcladas como los
reportados por Lee et al., (2002), en donde dos fitoplasmas pertenecientes al

grupo del aster yellows (16S rl-A y 16S rl-O) se encontraron en plantas de soya;



Leyva et al., (2002), detectaron los fitoplasmas de punta morada y bola de hilo
en la misma planta de papa, y Lee et al., (2003) detectaron dos fitoplasmas
pertenecientes a los grupos 16S rl-A y 16S rl-B infectando ambos, cultivos de
zanahoria, perejil y eneldo.

No obstante que los fitoplasmas se encuentran en bajas concentraciones en el
floema de las plantas, les causan numerosas enfermedades y pueden
transmitirse entre éllas por medio de injertos e insectos-vectores de las familias
Cicadelloidea y Fulgoroidea principalmente, y muy pocos de la Psylloidea
(Salazar, 1997; Kummert y Rufflard, 1997; Lee et al., 1998; Kakizagua et al.,
2001).

Las chicharritas adquieren el fitoplasma al alimentarse de una planta infectada,
y después de un periodo de incubacion de 10-45 dias, en los que el fitoplasma
se multiplica en el interior del vector, llega a las glandulas salivales y se
acumula hasta alcanzar los niveles necesarios como para que el insecto los
introduzca a una planta sana al alimentarse de élla. El insecto infectado puede
dispersar la enfermedad por el resto de su vida (Lee et al.,, 1998; Welliver,
1999), pero si el fitoplasma no llega a células especificas de las glandulas

salivales, el insecto no es infeccioso (Webb et al., 1999; Tanne et al., 2001).
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Cuadro 1. Clasificacion de fitoplasmas en grupos y subgrupos.

Grupo 16S rRNA Subgrupos

16S rl (aster yellow) A, B,C,DEFK

16S rll (peanut witches’ broom) | A, B,C,D

16S rlll (X-disease) A/ B,C,DEFG,H,I

16S rlV (coconut letal yellow) A, B

16S rV (elm yellow) A, B, C

16S rVI (clover proliferation) A, B

16S rVII (ash yellow) A, B

16S rVIll (loofah witches’ broom) | A

16S rIX (pigeon pea witches’ A

broom)

16S rX (apple proliferation) A, B,C,DE
16S rXI (rice yellow dwarf) A, B,C

16S rXIl (stolbur) A, B

16S rXIll (mexican periwincle A

virescence)

16S rXIV (bermudagrass white A

leaf)

Davis y Sinclair (1998); Lee et al., (1998).



2. Rikettsias

Las rickettsias son procariontes Gram-negativo pequefios, de forma bacilar,
cocoide y con frecuencia pleomorficos, son parecidos a las bacterias, pero son
mas pequefios, tienen pared mas permeable y ondulada, que soélo se
multiplican dentro de células huésped con las que mantienen una relacién
parasitaria 0 mutualista: en el primer caso estan asociados con vertebrados y
artropodos, que pueden actuar como vectores o como huéspedes primarios
causando enfermedades en el hombre y en otros huéspedes vertebrados e
invertebrados; las formas mutualisticas se encuentran en insectos. Se ha
sefialado un cierto numero de organismos tipo rickettsia (RLOs) asociado a
enfermedades vegetales que se transmiten principalmente por injerto e insectos
del grupo de los cicadélidos (chicharritas). Se han observado en el xilema de las
plantas enfermas, y su caracteristica principal es que son bacterias
fitopatdbgenas que se cultivan con dificultad. Las enfermedades mas comunes
asociadas con rickettsias son: el amarillamiento, necrosis infecciosa y el mal de
Pierce de la vid, la enfermedad “phony” del durazno, la hoja mazuda del trébol,
la roseta latente de la remolacha y el raquitismo del retofio de la cafia de azucar

(Smith, 1992).

3. Espiroplasmas

Los espiroplasmas son mollicutes pleomdérficos que pueden adquirir mas de una

forma durante su crecimiento activo, ya que pueden observarse como espirales
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(Figura 5) con un diametro de 120 nm y una longitud de 2-4 uym, pudiendo llegar
a medir hasta 15 ym en las ultimas etapas del desarrollo, también presentan
formas redondas u ovoides, con un diametro de 100-250 nm o mas. Carecen de
pared celular y flagelos pero tienen movimiento propio, estan rodeados por una
membrana unitaria constituida por tres capas, requieren de esterol para crecer y
son resistentes a la penicilina, pero inhibidos por tetraciclina, eritromicina,
neomicina y anfotericina; ademas, pueden crecer en medios de -cultivo

artificiales.

Figura 3. Fotomicrografia electronica de transmision de un espiroplasma.

Se observa la presencia de un organismo en forma helicoidal caracteristico de
espiroplasmas.

Dos de los espiroplasmas més estudiados son S. kunkelli y S. citri, que se han

encontrado asociados con el achaparramiento del maiz y las enfermedades

persistentes de los citricos, respectivamente; atribuidas en un tiempo a virus y
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luego a micoplasmas. Estos microorganismos se han encontrado tanto en el
floema como en la superficie de las plantas, y se han aislado en cultivo puro a
partir de sus hospedantes y de los insectos vectores correspondientes, mientras
gue los de los citricos han sido inoculados con éxito a insectos vectores y con
éstos a la planta. Por lo que su patogenicidad se ha demostrado mediante los
postulados de Koch (Sosa et al., 1997; Agrios, 2008).

Los espiroplasmas infectan varias especies de plantas, entre las que se
encuentran citricos, maiz y vinca, induciendo clorosis, achaparramiento,
acortamiento de entrenudos, proliferacion de vastagos, reduccion en el tamafio
de hojas, frutos amargos y asimétricos, necrosis del floema y enrojecimiento
(Fletcher y Wayadande, 2002). Son transmitidos por ciertas especies de
insectos vectores; principalmente cicadélidos y algunos afidos, y se ha
demostrado que también infectan a las abejas (Agrios, 2008). Aun antes de
conocerse su verdadera naturaleza, se sabia que los agentes de muchas de
esas enfermedades se multiplican en el insecto vector; de ahi que se necesite
de un periodo de incubacion de varios dias para que el insecto que se ha
alimentado en la planta enferma pueda pasar el patdgeno a una planta sana.
Durante este periodo ocurre una verdadera infeccion en los tejidos del vector,
qgue incluso puede contrarrestarse con tetraciclinas. Se sabe que muchos
cicadélidos y &fidos también transmiten virus, y que algunos de éstos se
multiplican en el vector, por lo que esta similitud entre la forma de transmision

de ambos tipos de patdégeno hace que todavia exista duda sobre la etiologia de
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algunas enfermedades transmitidas por cicadélidos o afidos en forma
propagativa, cuyo agente causal no ha sido observado; pues podrian ser
causadas por virus, fitoplasma o espiroplamas (Gonzales, 1985). El patdégeno
que produce el achaparramiento del maiz fue el primer espiroplasma
descubierto, es muy parecido al patdogeno que produce la enfermedad
persistente de los citricos y es transmitido por varias chicharritas como Dalbulus
elimatus y D. maidis entre otras (Agrios, 2008).

Desde su primera clasificacion en 1976, el grupo de espiroplasmas ha sido
modificado con el paso de los afios debido a reasignacién y descubrimiento de
nuevos espiroplamas. Actualmente estos microorganismos se encuentran

distribuidos en 34 grupos y 14 subgrupos (Cuadro 2) (Williamson et al., 1998).
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Cuadro 2. Clasificacion de espiroplasmas en grupos y subgrupos.

Grupo Subgrupos Especie
1,2,3 S. citri, S. melliferum, S. kunkelli
4,5
| 6 S. insolitum
7
8 S. phoeiceum
Il
11 S. floricola
v S. Apis
V S. mirum
VI S. ixodetis
VII S. monobiae
1,2 S. syrphidicola, S. chrysipicola
Vil 3
IX S. clarkii
X S. culicicola
XI S. velocicrescens
Xl S. diabroticae
Xl S. sabaudiense
XIV S. corruscae
XV
1 S. cantharicola
XVI 23
XVII
XVIII S. litorale
XIX S. lampyridicola
XX S. leptinotarsae
XXI
XXII S. taiwanense
XX S. gladatoris
XXIV S. chinense
XXV S. diminutum
XXVI S. alleghenense
XXVII S. lineolae
XXVII S. platyhelix
XXIX
XXX
XXXI S. montanense
XXXII S. helicoides
XXXIII S. tabanidicola
XXXIV

16



4. Bacterias no cultivables

Las bacterias fueron observadas por vez primera a fines del siglo XVII, por
Anthony van Leeuwenhoek, en 1876. Louis Pasteur y Robert Koch, entre otros,
realizaron grandes descubrimientos sobre las bacterias como organismos vivos
y Su accion, incluyendo el que fueran agentes causales de enfermedades.

Los primeros estudios con respecto a que las bacterias producian
enfermedades en las plantas se iniciaron alrededor de 1880; Thomas J. Burril
aporto evidencias de que una bacteria era la causa del tizon del fuego del peral
y del manzano; poco después se demostr6 que otras enfermedades de las
plantas eran producidas por bacterias. Las aportaciones de E.F. Smith sobre el
estudio de las enfermedades bacterianas de las plantas, en particular los
marchitamientos bacterianos de las cucurbitdceas, solanaceas y cruciferas,
despejaron cualquier duda acerca de la importancia de esos microorganismos
como fitopatdgenos, y Jan Hendrik Wakker fue el primero en comprobar,
mediante los postulados de Koch, que las bacterias causaban enfermedades en
las plantas (Agrios, 2008; Dirk, 2006).

Hasta la primera mitad del siglo XX la fitobacteriologia fue una ciencia
practicamente descriptiva. Desde la segunda mitad, con el progreso de otras
disciplinas tales como bioquimica, fisiologia y principalmente biologia molecular,
las investigaciones tendieron cada vez mas a explicar la interaccidén entre las
plantas y los patdégenos, por ejemplo, conocer cuales son las sustancias que

produce el hospedero para defenderse de las bacteria, o cuales son las sefiales
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gue intervienen en el reconocimiento de los hospederos por las bacterias. En
los ultimos afos los mayores avances en el conocimiento se han obtenido con
el perfeccionamiento y desarrollo de las técnicas moleculares (Dirk, 2006).

Las técnicas de la biologia molecular, particularmente la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), han permitido reconocer claramente la existencia de
microorganismos no cultivables (Hugenhotz et al., 1998; Liesack vy
Stackebrandt, 1992), ya que a partir de muestras ambientales, de diferentes
suelos o del interior de plantas, se puede aislar ADN sin pasar por un paso de
cultivo. EI ADN se usa como molde para la amplificacion de los genes
ribosomales existentes en la muestra. Esto se logra con una enzima polimerasa
y oligonucleétidos dirigidos a las regiones que se encuentran conservadas de
los genes ribosomales en todas las bacterias. Los fragmentos sintetizados se
clonan en vectores y se determina la secuencia nucleotidica. Las secuencias
obtenidas de los genes del ARN ribosomal se comparan con las existentes en
los bancos de datos. Con este enfoque se ha encontrado una diversidad que no
se detecta con los métodos de microbiologia tradicional (Zehr et al., 1998).

Existen programas para verificar que las secuencias obtenidas de ADN
ambientales no sean artefactos o quimeras, hibridos de genes de diferentes
microorganismos (Komatsoulis y Waterman, 1997). Si las secuencias no se
parecen a la de ningn microorganismo existente en mas de un 97%, es posible
gue se trate de una bacteria nueva, tal vez no cultivable. La secuencia obtenida

permite también identificar aquellos fragmentos de secuencias exclusivos de
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élla, esto es que no se encuentran en ninguna otra especie reportada.
Fragmentos correspondientes a estas secuencias particulares se sintetizan en
maquinas sintetizadoras de iniciadores (oligos), marcados con nucleétidos
fluorescentes, y se utilizan en las muestras originales para visualizar por
microscopia el tipo de bacteria que corresponde a los genes en cuestion, de
preferencia en microscopios confocales (Komatsoulis y Waterman, 1997).

A las bacterias no cultivables, detectadas por su secuencia de genes
ribosomales, se les designa como “candidatos”; algunos ejemplos son
Candidatus Liberibacter africanus, Candidatus Phytoplasma pyri, Candidatus
Phlomobacter fragaria, entre otros. El término Candidatus fue propuesto por
Murray y Schleifer en 1994, para aquellos grupos taxonémicos de procariontes
de los cuales se dispone de alguna informacién pero se desconocen las
caracteristicas requeridas por el Codigo de Nomenclaltura de Bacterias para su

ubicacion taxondémica correcta (Agrios, 2008).

a. Candidatus Liberibacter

Canidatus Liberibacter es una bacteria Gram-negativo (Garnier et al., 1984,
Jagoueix et al., 1996) no cultivable que se aloja en los vasos conductores de
sabia o floema de algunos géneros de las rutaceas. Su tamafio varia de 350-
550 x 600-1500 nm y un grosor de 20-25 nm. Generalmente son cuerpos en
forma de barras y pleomoérficos durante su crecimiento (Batool et al., 2007).

Tiene la capacidad de multiplicarse en la hemolinfa y las glandulas salivales de
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psilidos vectores, y es transmitida por los psilidos Trioza erytreae (Del Guercio)
y Diaphorina citri Kuwayama. Es una bacteria persistente no propagativa (se
reproduce dentro del insecto pero no se transmite a otras generaciones), la
bacteria enferma al vector, el vector se alimenta de la planta y le transmite la
enfermedad, la bacteria se mueve por el floema y al tapar los vasos floematicos
impide la circulacion de los nutrimentos (INISAV, 1999; Hung et al., 2004;
Doddapaneni et al., 2008).

Aungue no ha sido posible hacerlas crecer en medios artificiales, de acuerdo al
analisis de la secuencia nucleotidica del gen ribosomal 16S RNA, se han
caracterizado como un género nuevo de las a-proteobacterias con el hombre
comun “Candidatus” liberibacter (Jagoueix et al., 1994).

Esta bacteria es la responsable de la enfermedad Huanglonbing, una de las
enfermedades mas severas de los citricos en Asia y Africa, ya que disminuye
rapidamente la vida atil de las plantas, afectando plantas jovenes y adultas, lo
gue repercute en grandes pérdidas econdmicas en la industria de los citricos
(Das, 2004). Existen tres formas principales de esta enfermedad que se
encuentran asociadas a tres especies, Ca. Liberibacter asiaticus (Las), Ca.
Liberibacter africanus (Laf) y Ca. Liberibacter americanus (Lam) (Bové, 2006;
Jagoueix et al., 1994).

Recientemente, Hansen et al., (2008) y Morris et al., (2009), reportaron una
especie nueva de Liberibacter, a la que han llamado Candidatus Liberibacter

psyllaurous y Candidatus Liberibacter solanacearum respectivamente, que
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posee caracteristicas diferentes a las de las especies ya conocidas, pues esta
nueva especie se ha encontrado infectando solanaceas: papa, tomate y chile,
principalmente. Ademas de haberla encontrado infectando al psilido Bactericera
cockerelli a quien asociaron como su vector.

Los sintomas de esta enfermedad varian en todas las variedades y condiciones
de crecimiento. En tomates, los sintomas incluyen enrollamiento vy
amarillamiento de las hojas, achaparramiento de la planta y desarrollo disparejo
o deforme de la fruta. En chiles, los sintomas incluyen hojas deformadas de
color verde claro o amarillo con tallos acortados, caida de flores y muerte
repentina de las partes de las plantas (Biosecurity NewZealand, 2008). Estudios
recientes en tomate, han demostrado que este organismo se encuentra
asociado a la enfermedad conocida como permanente del tomate en Nueva

Zelanda (figura 4) (Liefting et al., 2009).

Figura 4. Fotomicrografia electronica de trasmision de tejido de floema de
tomate infectado con células de Candidatus Liberibacter solanacearum. Se

observan cuerpos pleomdérficos caracteristicos de C.L.s (flechas).
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5. Bacterias endosimbiodticas

Las bacterias endosimbidticas son microorganismos que llevan millones de
afos de evolucién en el interior de insectos, como psilidos, mosquita blanca,
afidos, y gorgojos, estableciendo una relacion metabdlica muy intima con éllos,
ya que este tipo de insectos se alimentan de la savia de las plantas, la cual es
el componente del sistema vascular normalmente usado para transportar
azucares y otros nutrimentos organicos. A pesar de la presencia de
nutrimentos, el floema usualmente contiene aminodcidos esenciales que no
pueden ser sintetizados por animales, asi estas bacterias a cambio de azlUcares
y aminodcidos no esenciales, proveen a sus hospederos de aminoacidos
esenciales, esteroles vitaminas y cofactores (Baumann, 2005; Wu y col, 2006).
La disponibilidad de nutrimentos en el entorno de las bacterias ha hecho que
sus genomas perdieran informacién y sufrieran una reduccién muy drastica en
el nimero de genes. Asi, estas bacterias contienen los genomas celulares con
menor contenido de genes que se conocen (Baumann, 2005; Wu y col, 2006).

La simbiosis bacteriana estd ampliamente distribuida entre los insectos, y se ha
estimado que al menos del 15-20% de todos los insectos viven en una relacion
de este tipo. Este es el caso de la simbiosis mutualista de Buchnera aphidicola
y Candidatus Carsonella ruddii con afidos y psilidos respectivamente. Estas
bacterias simbidticas residen en células hospederas especializadas llamadas
bacteriocitos, las cuales forman Organos simbidticos llamados bacteriomas

(Buchner, 1965). La transmisién bacterial ocurre de manera vertical pues los
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huevos o embriones jovenes son infectados por microorganismos presentes en
la madre. La mayoria de las bacterias parasitarias y simbioticas obligadas
intracelulares comparten varias caracteristicas gendmicas, por ejemplo, un alto
contenido de A-T, evolucion acelerada de la secuencia, y reduccion masiva del
tamafio del genoma con respecto a sus ancestros de vida libre (Silva y col,
2001). Esta reduccion ha llegado a ser tan extrema que algunas cepas de
Buchnera aphidicola presentan un genoma de 450 Kb (Gil y col, 2002), mientras
gue el de Carsonella ruddii es de 160 KB, siendo este el genoma mas pequefio

conocido hasta el momento (Tamames y col, 2007).

C. Bactericera (Paratrioza) cockerelli Sulc

Bactericera (Paratrioza) cockerelli es un insecto que pertenece al orden
Hemiptera; sub-orden Sternorrhyncha; superfamilia Psylloidea y la familia,
Psyllidae, por lo que se le conoce también con el nombre de psilido, y que junto
con las familias Cicadellidae y Fulgoridae, se han descrito como vectores de
procariontes (Jensen y col, 1964; Kaloostian y Jones, 1968; Harris, 1980;
Kaloostian, 1980; Kawakita y col, 2000; Palermo y col, 2001; Pilkington y col,
2004). En la familia Psyllidae, se han mencionado sélo dos géneros: Cacopsyla
con varias especies y Bactericera trigonica con menor nimero de especies
vectoras(Font y col, 1999).

Los del primer género, se han reportado como transmisores de fitoplasmas

asociados a enfermedades en arboles frutales, en donde se describen a

23



Cacopsylla pyri L. y Cacopsylla pyricola (Forster), transmisores del Pear decline
phytoplasma (Davis y col, 1992), del grupo 16SrX-C (Lee y col, 1998); C.
melanoneura (Forster), C. costales y C. picta transmisores del Apple
proliferation phytoplasma (Alma y col, 1997; Frisinghelli y col, 2000; Jarausch y
col, 2003) del grupo 16SrX-A (Kummert y Rufflard, 1997) y C. pruni como
transmisor del European stone fruit yellow phytoplasma (Carraro y col, 1998),
grupo 16SrX-B (Lee y col, 1998) y Bactericera trigonica como transmisor de un
fitoplasma asociado al grupo del Stolbur (16SrXIl) en el cultivo de zanahoria
(Font y col, 1999; Weintraub y Beanland, 2006); por otro lado, se han descrito
dos especies de bacterias no cultivadas restringidas al floema, que causan una
enfermedad en citricos descrita como “Huanglongbing”, pertenecientes a la
subdivision a-Proteobacteria y previamente propuestas como “Candidatus
Liberibacter africanum” y “Candidatus Liberibacter asiaticum”, las cuales son
transmitidas por los psilidos Trioza erytreae (del Guercio) y Diaphorina citri
(Kuwayama, Hocquellect) respectivamente (Jagoueix y col, 1996).

En México se ha relacionado a Bactericera cockerelli con dos enfermedades
contagiosas: “permanente del tomate” (Garzén et al., 2005) y “punta morada de
la papa-manchado del tubérculo” (Salas, 2006), y recientemente con la
enfermedad de la papa denominada “zebra chip” para la cual la asociacién con

fitoplasmas no es muy clara (Munyaneza et al., 2007).
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B. cockerelli.

En México, debido a su parecido con los &fidos, a este insecto se le conoce
como “pulgdn saltador”. Sus antecedentes datan desde 1947, habiéndose
encontrado inicialmente en los estados de Durango, Tamaulipas y Michoacan;
posteriormente se le localizd en el Estado de México, Guanajuato y doce
estados mas. El pulgdén saltador tiene un aparato bucal tipo picador-chupador,
gue estd armado con un estilete, formado por dos conductos semejantes a un
par de “popotes”, uno para entrada y otro para salida. En la planta, las ninfas
(Figura 5) o los adultos (Figura 6) introducen el estilete hasta el floema; por uno
de los conductos el insecto succiona la savia y por el otro inyecta su saliva a la
planta. El dafio causado por este insecto es por un lado de tipo toxinifero o
directo y por otro lado indirecto como posible transmisor de un fitoplasma u
organismo tipo bacteria (Garzén, 2002; Garzén et al., 2005).

Puede colonizar especies de diversas familias de plantas, pero parece ser que
tiene un gusto especial por especies de la familia Solanaceae, como son
tomatillo (Physalis ixocarpa, Brot.), chile (Capsicum annuum L.), berenjena
(Solanum melongena L.), papa (Solanum tuberosum L.) y tomate (Lycopersicon
esculentum Mill), siendo estos dos ultimos cultivos tan afectados por él, que
también se le conoce como psilido de la papa o psilido del tomate (Al-Jabr,
1999).

El psilido del tomate y/o de la papa también se le conoce como salerillo y

pulgdén saltador. El primer ejemplar fue colectado en 1909 por T.D. Cockerelli
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sobre plantas cultivadas de chile bell pepper en Boulder Colorado, y fue
posteriormente descrito por Sulc como Trioza cockerelli (Plestch, 1947).
Posteriormente Crawford (1911) asigné a la especie el género Paratrioza.
Recientemente el género ha sido reasignado como Bactericera y ha sido
ubicado como miembro de la familia Triozidae, superfamilia Psilloidea, suborden
Homoéptera, orden Hemiptera (Bujanos et al., 2005). En México se documento la
presencia del “salerillo”, Bactericera (=Paratrioza) cockerelli (Sulc), en 1947,
hospedando plantas de la familia Solanaceae, en los estados de Durango,
México, Guanajuato, Michoacan y Tamaulipas (Plestch, 1947). A partir de la
década de los setentas, esta especie se considera una plaga primaria de la
papa (Solanum tuberosum L.), chile (Capsicum annuum L) y tomate

(Lycopersicon esculentum Mill.) (Garzon et al., 1992; Garzon, 2002).

Figura 5. Ninfas y huevecillos de Bactericera cockerelli Sulk. Se observan
diferentes instares ninfales de color naranja y verde, asi como huevesillos de

color naranja de B. cockerelli Sulk.
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Figura 6. Adulto de Bactericera cockerelli Sulk.

1. Daifos directos ocasionados por la toxina

Los dafios toxiniferos provocados por el pulgén saltador fueron dados a conocer
por Richards (1928, 1933), que atribuyd la enfermedad del “amarillamiento de la
papa” a los procesos de alimentacion de las ninfas en la planta, pués por el
estilete también inoculan toxinas, lo que se confirmé al retirar las ninfas de las
hojas y observar que los sintomas desparecian lentamente; asi mismo, la planta
tendia a recuperar su color verde normal. Diversos investigadores han aportado
mayores elementos sobre el efecto de la toxina de Bactericera en las plantas de
papa y tomate; sin embargo, en algunos casos éstos son contradictorios y
provocan confusién, pués algunos investigadores dicen que ademas del

amarillamiento en papa, “las hojas apicales tienen foliolos ondulados y
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morados”, sintomas que estan mas relacionados con los de la punta morada de
la papa que con los causados por la toxina. Otros aspectos contradictorios son
los referidos a la disminucion y acumulacion de almidén en papa reportada por
Eyer en 1937 y Leach en 1940, respectivamente (Garzon, 2002).

En el cultivo de tomate, también se dijo que la misma toxina era la causa de una
nueva enfermedad sobre los tomates del Sur de Texas, a los que les causaba
una disminucién en el rendimiento y menor calidad de los frutos, originando
grandes pérdidas econdmicas (Janes, 1936). Daniels (1934) separd los
sintomas en: a) primarios, consistentes en un retraso en el crecimiento de la
planta con hojas de color parpura y b) secundarios, con distorsion de follaje,
clorosis, estimulos en la floraciébn, menor cantidad de frutos y de tamafio
pequefios. Con base en lo anterior, se puede hacer notar que la literatura
internacional considera a Bactericera cockerelli solamente como un insecto

toxinifero.

2. Dafos indirectos ocasionados por patégenos

Estudios recientes han mostrado que una nueva especie de la bacteria
responsable de la enfermedad Huanglongbing (HBL), Candidatus Liberibacter
psyllaurous, es transmitida por B. cockerelli a algunas solanaceas como la papa

y el tomate (Garzon y col. 2009; Hansen y col, 2008).
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D. Diagnostico de enfermedades en plantas.

1. Métodos para la deteccion e identificacion de organismos tipo bacterias

no cultivables

El diagndstico de enfermedades en plantas, histéricamente ha tomado como
referencia para su desarrollo los postulados de Koch, los cuales describen los
criterios para establecer la relacion entre un microorganismo y una enfermedad.
Estos fueron formulados por Roberto Koch y Friedrich Loeffler en 1884 vy
publicados por Koch en 1890 (Evans, 1976), los cuales, aun y cuando se
basaron para establecer la etiologia entre el antrax y la tuberculosis, se han
generalizado para otras enfermedades, como es el caso de las plantas.
Posteriormente estos postulados han sido discutidos por Evans en 1976, en los
gue se mencionan algunos microorganismos que no pueden ser cultivados, y
que por lo tanto deberian de considerarse algunos aspectos inherentes a este
tipo de organismos para considerarse como agentes causales. En el caso de
enfermedades en plantas, ocasionadas por agentes infecciosos que no se
pueden cultivar in vitro, entre los que ya se menciono el caso de rickettsias,
fitoplasmas o cierto tipo de bacterias, la implementacion de los postulados de
Koch es parcial, y se ha considerado la asociacién constante, entre el
organismo y la enfermedad, asi como la evidencia microfotogréfica, su
presencia en el vector y la planta, y actualmente los estudios del ADN como una

parte importante para establecer “la asociacion” entre el microorganismo, la
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enfermedad en la planta y en su caso el vector. A continuacién se enumeran los
postulados de Koch (Evans, 1976).
1. Presencia del microorganismo en todas las plantas con la misma enfermedad

y Su ausencia en las sanas.

2. Aislamiento del microorganismo de la planta enferma y su desarrollo en

cultivos in vitro para describir sus caracteristicas.

3. El microorganismo cultivado es inoculado en una planta sana de la misma
especie o variedad de la que se aislé y debe causar la misma enfermedad en la

planta inoculada.

4. El microorganismo debe de ser reaislado de la planta inoculada en un cultivo
in vitro, y sus caracteristicas deben corresponder con las ya descritas.

Uno de los requerimientos mas importantes para el manejo adecuado de una
enfermedad es la identificacibn correcta del agente fitopatdgeno. Algunas
enfermedades pueden diagnosticarse facilmente mediante una examinacion
visual, pero otras requieren pruebas de laboratorio para su diagndstico. Estos
procedimientos pueden tomar desde unos cuantos dias hasta varias semanas,
y en algunos casos poseer escasa sensibilidad.

Afortunadamente, el avance de la biotecnologia nos permite emplear nuevos
productos y técnicas que se encuentran disponibles para complementar o
reemplazar algunos procedimientos clasicos de laboratorio, y de esta manera

acelerar la obtencion de resultados y permitir una deteccion temprana. A
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continuacion se describen elementos fundamentales para la deteccion de un

patogeno determinado en plantas cultivadas.

2. Sintomatologia

Debido a que no es posible aislar y hacer cultivos in vitro de los organismos no
cultivables, lo cual sélo permite que los postulados de Koch se realicen en una
forma parcial, una herramienta para su identificaciébn y caracterizacion puede
ser la asociacion de las caracteristicas bioldgicas de estos patdégenos con
ciertas enfermedades de las plantas. Los sintomas pueden incluir
amarillamiento o clorosis, enrojecimiento precoz de las hojas, esterilidad de las
flores, virescencia, filodia, “escoba de bruja”, enanismo generalizado,
desarreglos vegetativos, enrollamiento de hojas, necrosis del floema y
decaimiento general. Sin embargo, puede resultar un método no muy confiable
debido a que algunos de estos sintomas se pueden confundir con otras
enfermedades que producen efectos similares. También puede intuirse la
existencia de los patdgenos en cultivos asintomaticos debido a la presencia de

insectos vectores.

3. Técnicas basadas en la deteccién de acidos nucleicos

La imposibilidad de estos organismos para crecer en medios artificiales, hace
gue su caracterizacion resulte dificil; sin embargo, con la introduccion de los
métodos moleculares en la micoplasmologia de plantas ya es posible

determinar tanto la filogenética, como la relacion taxondmica de éstos. Técnicas
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moleculares, tales como el uso de hibridaciones tipo dot blot, oligonucleétidos
iniciadores universales para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por
sus siglas en inglés) y polimorfismos en el tamafio de los fragmentos de
restriccion (RFLP"s, por su siglas en inglés), han permitido grandes avances en
la deteccion e identificacion de fitoplasmas, ademas de su clasificacion
filogenética basandose en el analisis de la region 16S RNA ribosomal (rRNA)
con secuencias altamente conservadas (Albanese y col, 1995; Lee y col., 1998).
Otros genes de fitoplasmas o regiones que se han empleado para su
clasificacion son los genes de la proteina ribosomal rp/22 y rps3, que aunque
son mas variables que la region 16S rRNA, los resultados en la clasificacion son

similares (Schneider y col, 1997).

a. Hibridacién molecular

Esta prueba se basa en la capacidad de los acidos nucleicos para formar
hibridos cuando reaccionan con bandas homélogas. En un proceso de
incubacion con extractos de plantas, estas pruebas detectan la presencia del
acido nucleico del patégeno, por la formacion de hibridos con éstos.

El acido nucleico de la planta que contiene el ADN del patdgeno se fija a un
soporte sélido (filtro o membrana), sobre el cual se agrega la sonda en solucion,
gue reconoce en forma parcial o total la parte homologa del genoma del
patdgeno y procede a hibridarse sobre este genoma ya fijado en la membrana.

Generalmente se utilizan sondas marcada con P32; sin embargo, se pueden
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utilizar métodos no radiactivos, tales como digoxigenina (Genius Kit, Boehringer
Mannhim) y biotina (Photo Gene nucleic acid sysems Gibco BRL). La luz
emitida por la fuente de energia y la presencia de fluorocromos excitados es
detectada por una pelicula fotografica para rayos “X”. Pueden realizarse varias
exposiciones en diferentes areas de la pelicula de diagnostico revelando
distintas intensidades de manchas oscuras (Figura 7), lo que corrobora la

presencia del patdgeno en la muestra analizada (Schneider et al., 1997).
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Figura 7. Hibridacion tipo dot blot. Se observan sobre la ldmina las manchas
circulares oscuras, que indican la deteccion del patégeno, y donde no se
observan indican la deteccion negativa.

El uso de laboratorios especializados con personal capacitado en algunas
técnicas de biologia molecular, la disponibilidad de sondas, asi como tecnologia
para su multiplicacion, extraccion, marcado y el costo de los reactivos
relativamente altos, son algunas de las desventajas de esta técnica (Schneider

et al., 1997).
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b. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es un método in vitro para la sintesis enzimatica de secuencias
especificas de ADN. Se puede utilizar para detectar diminutas cantidades de un
fitopatdgeno que esté presente en el suelo, tejido, savia, etc. Esta técnica
permite multiplicar geométricamente regiones especificas del ADN blanco por
medio de ciclos sucesivos de sintesis que ocurren in vitro. Los componentes de
reaccion de la PCR son ADN blanco, desoxinucle6tidos, una enzima ADN
polimerasa que resiste altas temperaturas y oligonucleétidos iniciadores. Con
estos componentes, el ADN es desnaturalizado por calentamiento a mas de 90
°C, luego por enfriamiento a menos de 60 °C, se permite la hibridacion de los
iniciadores y la cadena es extendida por la polimerasa a 72 °C en una solucién
tampon. En la Figura 8 se indica este proceso, el cual es repetido de 20 a 40
ciclos hasta producir el segmento de ADN deseado (Rosales, 2002).
Tedricamente, una copia Unica de ADN puede ser amplificada millones de
veces. Los productos de la PCR son analizados usualmente por medio de
electroforesis para asi determinar si el ADN blanco fue amplificado. Este nuevo
ADN se puede clonar y secuenciar para comparar su similitud con el segmento
correspondiente del ADN en prueba, ya que los iniciadores son especificos
Gnicamente para determinadas secuencias del ADN que se analiza (Rosales,
2002).

La PCR ha sido aplicada inicialmente a la deteccion e identificacion de

fitoplasmas, virus y viroides. Sin embargo, hongos, bacterias y nematodos
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pueden también ser detectados. En general, la aplicacion de esta técnica al
diagnéstico de enfermedades en plantas se ha centrado en organismos que no
son facilmente detectados por medio de otros métodos, 0 en aquellos casos en
gue la obtencion de resultados es lenta (Rosales, 2002).

Se han recibido reportes verbales de diferentes empresas de semillas de que
los sintomas del permanente del tomate estan presentes en E.U.A. (Texas,
Nuevo Meéxico, Colorado y California), Guatemala, ElI Salvador, Honduras,

Nicaragua y Panama (Rosales, 2002).
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Figura 8. Empleo de la PCR en el diagndstico de fitopatdogenos.

A: muestra problema de donde se extrae ADN, B: microtubo con los
componentes de la reaccion de la PCR, C: termociclador donde se efecttan los
ciclos térmicos de desnaturalizacion, alineamiento de iniciadores y extension del
ADN, D: electroforesis de ADN, E: visualizacion de un producto especifico

amplificado por PCR en un gel de agarosa.

c. Métodos para determinar relaciones filogenéticas

La informacion filogenética permite identificar relaciones entre organismos
debidas a descendencias a partir de un ancestro comun. La representacion de
las relaciones filogenéticas mas comun es un grafico de conexiones en forma
de arbol, donde se muestran las relaciones entre las especies actuales y sus
ancestros. La reconstruccion de arboles filogenéticos requiere del analisis de

datos especialmente adecuados, teniendo como herramientas caracteres
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macroscopicos, microscopicos, el estudio del desarrollo de los organismos
(Embriologia), de fésiles (Paleontologia), de comportamiento (Etiologia), de
composicién (Bioquimica) y secuencias moleculares (Biologia Molecular). Son
tres los principales métodos taxondmicos que se manejan para hacer una
reconstruccion filogenética: fenético, cladista y sistematica evolutiva (Marquez,
1996; Lopez y Pérez, 1999).

En 1960, Sokal propuso la fenética como método de clasificacion que se basa
en el criterio de la similitud o diferencia morfolégica, anatémica, fisioldégica o
bioguimica, en donde los caracteres poseen igual valor. Las caracteristicas de
las especies se dividen en caracteres unitarios, se les asignan nameros y se
codifican como mas, menos o cero. Los datos se procesan matematicamente
usando un algoritmo que genera una matriz de acuerdo al namero de
similitudes (o diferencias) que compartan. Con este sistema se da igual peso a
un cardacter, sin tomar en cuenta cualquier evaluacion subjetiva, y no se hace
diferencias entre homologia y analogia.

El cladismo es un método util para reconstruir la genealogia de los organismos
de modo objetivo y verificable, fue propuesto por Hennig en 1960 y se basa en
tres principios: a) los taxones se encuentran unidos en grupos naturales
basandose en los rasgos derivados compartidos (sinapomorfias); b) todos los
grupos validos descienden de un ancestro comun unico (son monofiléticos); y c)
el patron mas parsimonioso (el que requiere menor nimero de pasos para

resolver las relaciones entre taxones) es el que tiene mayor probabilidad de ser
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correcto. Es decir, se buscan los arboles mas sencillos, con menor numero de
cambios.

Un arbol filogenético elaborado a partir de este método se conoce como
cladograma y se basa en las sinapomorfias. El punto de partida (antepasado
comun) de una rama es un nodo, y las lineas entres nodos son los internodos.
En este cladograma se puede detectar lo que se conoce como clado que es el
antepasado comun de un grupo con todos sus descendientes (Lopez y Pérez,
1999).

La clasificacion filogenética tradicional organiza las especies por su grado de
parentesco dentro del arbol filogenético, agrupa las especies que comparten
caracteres derivados de un antecesor comdn pero que no necesariamente
incluye a todos los descendientes. Esta es la principal diferencia entre la
filogenia tradicional y la cladistica. Asi resulta que los arboles filogenéticos
tradicionales incluyen una serie de ramas que se suceden en el tiempo y que
tienen la misma categoria taxonémica (Lopez y Pérez, 1999).

El método mas empleado es el cladista pues distingue claramente entre
caracteres analogos (simplemente parecidos) que sirven para establecer
filogenias y caracteres homologos (semejaza debida a un mismo origen
embrionario a partir de un mismo ancestro), los cuales evidencian una historia
evolutiva comun (Lépez y Pérez, 1999).

La comparacion de secuencias de algunas macromoléculas es la forma mas

precisa y confiable para inferir relaciones filogenéticas. El empleo de
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secuencias lo suficientemente largas evita relacionar equivocadamente a los
organismos debido a la convergencia de sus fenotipos. No existe una molécula
mejor para los estudios comparativos de secuencias, solo se requiere que la
secuencia de la molécula no tenga transferencias genéticas entre especies, que
su funcion sea lo mas constante posible y que contenga un nimero suficiente
de residuos que cambien a un ritmo correspondiente con la distancia evolutiva
considerada, tal es el caso de las secuencias de las moléculas de rRNA cuyos
genes ya se han identificado (Pace et al., 1986).

Mediante la comparacion de las secuencias 16S rRNA se ha facilitado la
identificacion de bacterias, incluyendo microorganismos no cultivables, y la
elucidacién de sus relaciones naturales. Estas secuencias pueden ser clonadas
y detectadas por hibridacion con genes que codifican para sondas de rRNA
(rDNA) de un organismo diferente y empleando la PCR se puede amplificar
especificamente la regidén a secuenciar. Estas secuencias amplificadas pueden
subclonarse para secuenciarse por métodos convencionales, 0 secuenciarse
directamente del amplicon (Pace et al., 1986).

Actualmente existen bases de datos como el Proyecto de Base de Datos
Ribosomales, el Banco de Genes y el Laboratorio Europeo de Biologia
Molecular, que contienen mas de 2000 secuencias de rRNA, pertenecientes a
una gran cantidad de microorganismos. En éllas se puede realizar una
comparacion estadistica de las secuencias obtenidas de un aislamiento, contra

las que ya estan publicadas, y asi elaborar dendogramas, en los que se indique
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la posicién del nuevo microorganismo recién identificado, para éllo se pueden
emplear una gran variedad de métodos y programas computacionales, como
son DNASTAR, SegED y PileUp, para hacer alineamientos; Analisis
Filogenético Usando Parsimonia (PAUP) y CLUSTAL X para andlisis cladistico;
Método de Agrupamiento de Pares con la Media Aritmética no ponderada
(UPGMA); y el Método del Vecino mas Cercano (Neighbor-Joining) para hacer
los arboles filogenéticos; y Bootstrap para valoracion de las agrupaciones
mediante remuestreos (500-1000) al azar de sitios para un alineamiento; solo
por mencionar algunos (Schneider et al., 1997; Montano et al, 2000; Davis y

Dally, 2001; Harrison et al., 2001; Zhang et al., 2004).
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V JUSTIFICACION
Actualmente, el control de las enfermedades de tipo viral y de algunos tipos de
procariontes (fitoplasmas, spiroplasmas, bacterias no cultivables, etc.) no ha
sido posible lograrlo directamente. Por lo que su forma de control esta limitada a
meétodos indirectos como la interferencia en la multiplicacion de estos
organismos a través de la formacion de genotipos resistentes. El PT es una de
las enfermedades mas importantes del cultivo del tomate en México, ya que
cada afio llega a reducir la produccion hasta en un 45%. Durante 2009 se
detectd a Candidatus Liberibacter solanacearum, en los Valles de La Cruz de
Elota y Culiacan, asociado a los sintomas del (PT). Esta es una enfermedad
gue se describié por primera vez en la region de El Bajio, México, y en esa
temporada esta enfermedad fue considerada como la mas dafina en las
siembras de tomate del ciclo primavera-verano; sin embargo, en 2009 fue
reportada en siembras de invierno, como ya se menciond antes para Sinaloa.
Existe muy poca informacion sobre resistencia genética a esta enfermedad, ya
gue todas las variedades o hibridos que se han sembrado en regiones con
problemas, como Guanajuato, Querétaro, San Luis Potosi, Baja California,
Michoacan, Coahuila y Sinaloa, han sido susceptibles. Por tanto, es sumamente
importante detectar fuentes de resistencia genética de tomate para empezar un
futuro programa de mejoramiento genético de hibridos comerciales, para

colaborar con los agricultores en el combate a este patogeno.
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VI HIPOTESIS
Existe germoplasma de tomate resistente a Candidatus. Liberibacter

solanacearum, causante de la enfermedad permanente del tomate.

VII OBJETIVOS

A. Objetivo general

Detectar genotipos de tomate (Solanum lycopersicum L.) resistentes a

Candidatus Liberibacter solanacearum.

B. Objetivos especificos

1. Establecer fuente de in6culo de Candidatus Liberibacter solanacearum bajo
condiciones controladas.

2. Determinar la presencia del patbgeno por microscopia electronica y deteccién
molecular.

3. Establecer colonia de Bactericera cockerelli Sulk, bajo condiciones
controladas.

4. Transmitir C. Liberibacter solanacearum a genotipos de tomate, por medio
del vector B. cockerelli.

5. Analizar molecularmente la presencia del patégeno Candidatus. Liberibacter
solanacearum, en la fuente de in6éculo, insectos y genotipos evaludos.

6. Evaluar el dafio de C. Liberibacter solanacearum sobre los genotipos de

tomate.
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VIl MATERIALES Y METODOS

A. Localizacién del estudio.

El experimento se establecio en la estacion experimental de Vilmorin Inc, la cual
se encuentra ubicada en el km 8 de la carretera Culiacan-Culiacancito en el
poblado de La Higuerita, Culiacan, Sinaloa. N. 24° 47' 55" w. 107° 29' 37" altura

sobre el nivel del mar 30 m (Figura 9).
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Flgura 9. Fotografia satelltal de la estamon experlmental V|Imor|n INC

B. Clima.

De acuerdo a la clasificacion de Koppen el clima es BS (h) w (e), descrito como
clima subtropical con lluvias invernales, precipitacion media anual de 800 mm.
La temperatura media anual es de 28 °C, presentandose la maxima de 45 °C en

el verano, y la minima de 4 °C en el invierno. La humedad relativa atmosférica
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media anual es de 68%, presentandose la maxima de 81% en el mes de

septiembre, y la minima de 51% en el mes de abril.

C. Suelo

El suelo, segun la clasificacion de la FAO es del tipo Aluvidn. Se caracteriza
por tener una estructura areno limosa, y esta constituido principalmente por

arena de coloracion café claro a gris.

D. Areaexperimental.

El lugar donde se llevdo a cabo el experimento fue un invernadero pasivo,
(Figura 10) con dimensiones de 24 m de largo por 20 m de ancho, 5 m de alto,
dividido en 4 secciones; en las partes laterales se aplicé cal, y en la parte
superior se coloc6 una malla sombra para regular el paso de los rayos del sol y

reducir el riesgo por altas temperaturas.

Figura 10. Area experimental donde se llevé a cabo el estudio.
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E. Fechade siembra en vivero y obtencion de plantulas

Se efectud el dia 1 de marzo del 2010; se utilizaron charolas de poliestireno con
200 cavidades, las cuales se desinfectaron con una solucion de cloro en
relacion 1:1, después fueron llenadas con sustrato kekyla; posteriormente se
procedié a colocar una semilla por cavidad, por uGltimo se optd por cubrir con
vermiculita, tapar la semilla depositada por cavidad y se rego.

Cuadro 3. Productos utilizados en invernadero después de la germinacion.

ENRAIZADORES

NOMBRE COMERCIAL DOSIS APLICACION

Rooting 1.0 mL/L de agua Se aplico cada 15 dias

Fosfacel 1.0 g/L de agua .. Se aplicé cada 5 dias

FUNGICIDAS
NOMBRE COMERCIAL DOSIS ENFERMEDAD
Ridomil gold 4E(Metalaxil) 0.1 mL/L de agua Damping Off
INSECTICIDAS
NOMBRE COMERCIAL DOSIS PLAGA
Confidor 350 SC (Imidacloprid) 1.0 mL/L de agua Chupadores

Tracer (Spinosad)

0.25 mL/L de agua

Trips y lepidopteros

Actara (Thiametoxan)

0.5 g/L de agua

Chupadores

Bacillus thuringiensis

0.5 mL/L de agua

Lepidopteros
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F Formacion de las camas de siembra

Consistié en formar surcos en forma de camas de aproximadamente 40 cm de

altura y 180 cm de distancia entre ellas, por seis metros de largo.

G Fechade trasplante

Las plantas en estado de tres hojas verdaderas, obtenidas del vivero, fueron

llevadas al invernadero y trasplantadas el 1 de abril del 2010.

H Topologia
La plantacién fue a doble hilera a una distancia de 50 cm y una separacion
entre surcos de 1.8 m, con una densidad de cuatro plantas por m? y una

poblacion total de 480 plantas por el experimento.

Cuadro 4. Calendario de riegos en invernadero, durante el analisis de la
resistencia a Candidatus Liberibacter solanacerum, en genotipos de
tomate (Solanum lycopersicon L.). Estacion Experimental Vilmorin,
Culiacan, Sinaloa, México.

Meses Total de riegos (goteo) Minutos por riego
Abril 60 30
Mayo 60 30
Junio 60 30
Julio 60 30

Nota: Los riesgos se realizaron diariamente de 8:00 a 8:30 y de 11:00 a 11:30

am.
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I. Conduccién de la planta

Se llevd a cabo a partir de la primera bifurcacion de la planta, y consistio en tirar
hilos a lo largo de los surcos por ambos lados para la conduccion vertical de

ésta durante el desarrollo vegetativo (fajado convencional).

J. Aporque (como labor de cultivo)

Esta actividad se realizd desde el trasplante hasta la etapa de fructificacion, la
cual se llevo a cabo mecanicamente con la ayuda de un azadon manual, para
controlar la maleza que se presentd durante las diferentes etapas de
crecimiento del cultivo y al mismo tiempo proporcionar un mejor cubrimiento a la

raiz de la planta.

K. Fertilizacion
Se hizo mediante el sistema de riego por goteo, desde el trasplante hasta la

dltima evaluacion. Se suministraron los siguientes fertilizantes.

Cuadro 5. Fertilizantes usados en fertirriego.

NOMBRE COMERCIAL Dosis/ha
Nitrato de amonio 50 kg
Nitrato de potasio 50 kg
Nitrato de calcio 50 kg
Sulfato de magnesio 50 kg
Acido fosférico 30L
Cloruro de potasio 50 kg
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L. Establecimiento de la coloniade B. cockerelli.

1. Recoleccion de insectos en campo.

Se colectaron insectos adultos con un succionador entomoldgico, y ninfas de B.
cockerelli con un pincel directamente de plantas de tomate y chile cultivadas
bajo condiciones de campo abierto (Figura 11). Los sitios de Sinaloa en donde
se colecto fueron: La Cruz de Elota, Valle de Culiacan, Concordia y Escuinapa.
Los insectos colectados fueron colocados en plantas de tomate contenidas
dentro de jaulas entomoldgicas mismas que fueron trasladadas por tierra hasta
el invernadero en la Estacion Experimental Vilmorin, para su posterior empleo

en el ensayo de resistencia.

Figura 11. Recoleccion de insectos adultos de Bactericera cockerelli Sulk en

campo abierto.
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2 Formacion de la colonia en invernadero.

Con los insectos se estableci6 una colonia que fue mantenida en plantas
hospederas de tomate (S. lycopersicum L.) y chile (Capsicum annum L.).

Para formar la colonia del psillido se utilizaron jaulas de madera con ventanas
cubiertas con tela de organza que permitio el paso de luz y aire. Dentro de éllas
de colocaron individualmente plantas de tomate y chile en vasos de poliuretano

con capacidad de 1.0 L.

3 Fuente de inoculo en invernadero.

Después de haber capturado a los insectos en jaulas, se liberaron dentro del
invernadero con plantas de tomate grape y bell pepper tipo lamuyo, para formar
la colonia y crear la fuente de indculo.

La fuente de in6culo fueron 100 plantas de tomate, en una jaula cubierta con
malla antivirus calibre 20X40 0 40X40, para evitar otros insectos. Para éllo,
insectos procedentes de plantas con los sintomas del PT fueron liberados en
plantas sanas de tomate hasta la manifestacion de sintomas, que se calcul6 en
20 dias. En estas plantas enfermas se mantuvieron en alimentacién los psilidos
para que adquirieran el patégeno, y de aqui emplearse para inocular las plantas

sanas.

M. Disefo experimental.

Se utilizé el completamente al azar con 6 repeticiones (Steel y Torrie,1988).
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N. Tratamientos evaluados.

* 1-ToA-12 (Vilmorin).

* 2- ToA-14 (Vilmorin).

+ 3- ToA-20 (Vilmorin).

* 4- ToA-43 (Vilmorin).

* 5- Pony Express (Harris Moran).

* 6- Shanty (Hazera).

* 7- Reserva (Vilmorin).

+ 8- Charanda (Vilmorin).
N. Parametros para el analisis de la resistencia. Los parametros fueron
establecidos en base al sindrome descrito para la enfermedad del “permanente
del tomate” (Garzon, 1984), aplicando un valor al nivel de expresion de cada

uno de éllos (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Descripcion de parametros que se evaluaron para determinar

resistencia genética

Liberibacter solanacearum.

Parametro

Significado

Valor

Enpurpuramiento

Hojas con coloraciones
purpuras(acumulacion de
antocianina)

1-Sin coloracion purpura
2- Baja coloracion

3- Media coloracion

4- Alta coloracion

5- Extremada coloracion

Amarillamiento

Hojas con coloraciones
amarillas  (acumulaciéon de
xantofila)

1-Sin coloracién puarpura
2- Baja coloracion

3- Media coloracion

4- Alta coloracion

5- Extremada coloracion

Hoja crujiente

Hojas que se tornan crujientes
(al presionarlas)

1- Hoja no crujiente

2- Hoja poco crujiente

3- Hoja medio crujiente
4-Altamente crujiente
5-Extremadamente crujiente

Enrollamiento de
hoja

Hojas que se contraen en
forma de “taco”

1- Hoja no enrollada

2- Hoja poco enrollada

3- Hoja medio enrollada

4- Altamente enrollada

5- Extremadamente enrollada

Aborto de flor Absicion debido a la | Porcentaje de aborto
enfermedad

Achaparramiento Reduccion de tamafio de | Porcentaje de plantas que
entrenudos mostraban este sintoma, ya

que los genotipos no eran del
mismo habito de crecimiento

Plantas enfermas

Sintomas evidentes de la
enfermedad

Porcentaje de plantas que
mostraban padecimiento de la
enfermedad

O. Deteccién del patogeno.

1. Extraccion de DNA.

en genotipos de tomate contra Candidatus

La extraccion del ADN se realiz6 por el método Dellaporta (Dellaporta, 1983).

Para el caso del presente estudio, a partir de tejido infectivo de plantas de

tomate, se realizé extraccion total de DNA, empleando el kit comercial Master
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Pure Purification Kit. Se maceraron 3.0 g de tejido de planta de tomate, se
agregaron 300 uL de solucién de lisis y 1.0 yL de Proteinasa K, y se coloco a
bafio maria a 65 °C durante 15 minutos, dando agitacion con vortex cada 5 min;
posteriormente se agregaron 200 yL de proteina de precipitacion (MPC), se
agité en vortex y se centrifugd 10,000 rpm por 10 min a 4 °C, se transfirié en
sobrenadante que contiene acidos nucléicos a tubo nuevo, y se agregaron 500
ML de isipropanol frio y se agito manualmente posteriormente se centrifugo
10,000 rpm por 10 min a 4°C, enseguida se retir0 el isipropanol y se agrego un
volumen de etanol, y se centrifugo 10,000 rpm por 5 min a 4°C, se retir6 el
etanol y se dejo secar; posteriormente se agregd 50 uL de agua estéril libre de

nucleasas.

2. Iniciadores para PCR

El disefio de los iniciadores se realizd en base a las secuencias registradas en
GenBank (Munyaneza et al, 2009) (Cuadro 7).

Cuadro 7. Iniciadores que se utilizaron en la amplificacion de fragmentos

por PCR.
Iniciadores Secuencia
0a2/012cF (5) GCC TCGCGACTTCGCAACCCAT
0a2/012Cd(3") GCGCTTATTTTTAATAGGAGCGGCA
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3. Amplificacién del ADN por PCR.

Para la amplificacion de fragmentos de DNA, se emple6 la mezcla de reaccién

que se describe en el (Cuadro 8). La reaccion de amplificacion se llevd a cabo

en un termociclador TECHNE (Modelo:Touchgene gradient), programado para

40 ciclos con temperatura de desnaturalizacién 15 s a 94 °C, alineamiento 30 s

a 55 °C, polimerizacion 1.0 m a 72 °C, con un precalentamiento a 94 °C por 2

min y una extension final de 10 min a 72 °C (Munyaneza, 2009).

Cuadro 8. Condiciones de reaccién para la amplificacion de fragmentos

por PCR.
Reactivos Concentracion | Volumen (uL)
Agua Libre de 11.75
nucleasas

Buffer PCR 10X 2.0

DNTPs 10mM 0.4

Mg Cl2 50mM 0.6

Primer 1 20 pmoles 2.0

Primer 2 20 pmoles 2.0

Enzima DNA Taq Pol | 5u/pL 0.25

ADN 2-100ng 1.0
20 uL
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4. Analisis del ADN en agarosa 1.0 %.

El DNA amplificado se separ6 por electroforesis en gel de agarosa 1%. Para
éllo, se cargaron 1.0 uL de DNA producto de PCR mas 1.0 uL Buffer de carga
(azul de bromofenol 0.025%, xilenocianol 0.025% vy glicerol al 30%), y como
buffer de corrida se usé TAE 1X. El gel se corrié a 80 V/45 minutos.

Finalmente el DNA tefiido con Bromuro de Etidio (0.5 pug/mL) fue observado y
analizado en un transiluminador de luz UV Spectroline (Modelo: Slimline
Series). La imagen del DNA en el gel fue capturada en un equipo automatico

para capturas de imagen a partir de luz UV.

5. Microscopia electronica de transmision

a. Fijacién

Las muestras fueron colectadas de plantas de tomate sano y enfermo. Las
cuales fueron seccionadas en tamafios de 0.25 cm, empleando un bisturi, y
fueron procesadas para microscopia electronica de transmisién, siguiendo el
orden que se muestra a continuacion.

Las muestras fueron incubadas en glutaraldehido al 2.5 % en amortiguador
cacodilato de sodio 0.1M, pH 7.2 durante 2 hrs, a temperatura ambiente.
Posteriormente se retird el fijador y las muestras fueron lavadas con cacodilato

de sodio 0.1 M por tres veces.
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b. Post-fijacidon
Las muestras fueron incubadas durante una hora con 0OsOs al 1% en

amortiguador de cacodilato 0.1 M, pH 7.4, y nuevamente fueron lavadas con

cacodilato de sodio para retirar todo el exceso del OsOa.

c. Deshidratacion

Se procedi6 con la deshidratacion, que consistié en someter la muestra en una
serie de alcoholes de diferentes concentraciones (50, 70, 90 y 100) durante 10
minutos cada uno; para concluir mediante el empleo de Oxido de propileno

durante 20 minutos.

d. Pre inclusioén

Se retird el 6xido de propileno de las muestras, y se incubaron durante 2 h a
temperatura ambiente en una resina epoxica y Oxido de propileno en
proporciones de 1:2, 1:1 y 2:1, consecutivamente. Después se agrego la resina
fresca y se incub6 durante 2 h en el Rotator (Pelco R2). Después de las 2 h se
retird6 la resina y nuevamente se incub6 toda la noche en el Rotator a

temperatura ambiente.

e. Inclusidén

Se retir6 completamente la resina de preinclusion y se agrego la resina pura en
los moldes, y se coloco la muestra en la posicion deseada. Una vez ubicada, se

coloco el molde en la estufa a 60 °C durante 48 h (Brauer, 2003).
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6. Ultramicrotomia

Los bloques incluidos en la resina epoxica fueron preparados para realizar los

cortes semifinos de 0.7 um de espesor.

a. Cortes semifinos

Se utilizé un ultramicrétomo Ultracut E (Reichert-Jung) y cuchillas de vidrio. Los
cortes se recuperaron empleando una asa de alambre, se colocaron sobre un
portaobjetos libre de particulas de polvo y se tifieron con azul de toluidina al
0.5%, y se observaron mediante un microscopio Optico Primo Star (Zeiss), para

delimitar el area de interés.

b. Cortes finos

Los cortes finos de 70 nm de espesor se obtuvieron empleando el mismo
ultramicrotomo con una cuchilla de diamante. Se colectaron con una asa de
alambre y se colocaron sobre una rejilla de cobre de 200 mesh. Posteriormente,
los cortes se contrastaron con acetato de uranilo en agua al 2.5% durante 20
min y con citrato de plomo durante 1 min., se lavaron con agua destilada filtrada
y se dejaron secar a temperatura ambiente. El examen ultraestructural fue

realizado utilizando un microscopio de transmision JEM-1400.

P. Andlisis estadistico

Los conteos de las observaciones realizadas en las plantas de tomate se

transformaron en rangos y se sometieron a analisis de varianza con la prueba
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de Kruskal y Wallis (Daniel 2002); la comparacion de los valores medios de los
rangos se hizo con la prueba de Dunn (Dunn, 1964), y para éllo, se utiliz6 el
procedimiento RANK y GLM, del paquete computacional SAS (SAS, 2002). El

nivel de alfa para aceptar diferencia estadistica fue maximo 0.05.
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IX RESULTADOS Y DISCUSION

A. Area experimental

La colonia se estableci6 satisfactoriamente, ya que se detectaron los estadios
correspondientes al ciclo biolégico del insecto (huevecillos, ninfas, exuvias y
adultos en hojas) en la fuente de inoculo (Cuadro 9). En la misma area
confinada se observo que la poblacion del insecto migré uniformemente hacia
los tratamientos (Figura 12), obteniéndose una aceptable distribucion del
patégeno que se reflejé en la incidencia de la enfermedad en el100% de los
genotipos.

Cuadro 9. Poblaciones promedio de individuos en diferentes estadios

biolégicos de Bactericera cockerelli Sulk en la fuente de inéculo.

Chile (Lamuyo) Tomate grape
Huevecillos: 140/hoja Huevecillos: 195/hoja
Ninfas: 50/hoja Ninfas: 238/hoja
Adultos jévenes: 24/hoja Adultos jévenes: 26/hoja
Adultos maduros: 31/hoja Adultos maduros: 40/hoja
Exuvias: 77/hoja Exuvias: 31/hoja

58




Figura 12. A) Excremento (Salerillo) clasico de Bactericera cockerelli Sulk. B)
Diferentes estadios ninfales y adultos jovenes de B. cockerelli Sulk.

B. Fecha de siembray obtencion de plantulas

Se obtuvieron las plantulas a los 33 dias de sembrado la semilla en una etapa
de 4-5 hojas verdaderas.

C. Conduccién de la planta

Después de plantada, cuando ésta llegé a la primera bifurcacion, se empezé a
guiarlas mediante hilos que iban de un extremo del surco al otro por ambos
lados (fajado convencional), con el cual se logré una conduccion que nos
permitié trabajar en las evaluaciones de resistencia genética. Se considera
apropiado para estudios posteriores sobre Candidatus Liberibacter

solanacearum.
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D. Recoleccién de insectos en campo

La metodologia de obtencién de insectos procedentes de plantas enfermas de
campos comerciales funciond, ya que se logrdé capturarlos sin lastimarlos y
transportarlos sin problemas hasta el lugar del estudio. Los insectos se

encontraron viruliferos, ya que se logro detectar al patbgeno por PCR

E. Formacion de la colonia en invernadero

Los insectos se establecieron en plantas de tomate tipo grape y de chile tipo
lamuyo, bajo invernadero, encontrandose oviposturas desde el primer dia de
haberse liberado, con las cuales se logr6 una reproduccidbn masiva de

Bactericera cockerelli Sulk.

F. Fuente de in6culo

La metodologia de obtencidén de insectos procedentes de plantas enfermas de
campos comerciales funciond, ya que se logrd trasmitir al patégeno a las
plantas que se tenian para fuente de inéculo, comprobando la presencia del
patégeno en las plantas por el método de PCR. Los primeros sintomas se

observaron alrededor de los 20 dias después de haber liberado los insectos.

G. Deteccién del patégeno por PCR

La amplificacion del ADN de Candidatus Liberibacter solanacearum en insectos

(Figura 12), plantas de tomate como fuente de inéculo (Figura 13) y en los
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tratamientos (Figura 14), fue positiva, lo que implica que todo el procedimiento

fue adecuado, y por lo mismo se recomienda para trabajos futuros.

1650pb

1168pb
1000pb

Figura 13. Amplificacion por PCR del ADN de insectos sanos y viruliferos.
Linea 1. MPM; 2-4 insectos negativos; 5 y 6 insectos positivos.

1 2 3 4 5 6

1650pb
1168pb
1000pb

Figura 14. Amplificacion por PCR del ADN de tomate como fuente de inoculo de
Candidatus Liberibacter solanacearum.
Linea 1 MPM; 2-4 controles negativos; 5y 6 plantas positivas de tomate.
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1650pb —>

1168pb —>
1000pb —

Figura 15. Amplificacion por PCR del ADN de tomate de los tratamientos Pony
Express, Shanty, Reserva y Charanda con C. Liberibacter solanacearum.

Linea 1= MPM; 2= Control positivo; 3= Control negativo; 4= Pony Express; 5=
Shanty; 6= Reserva; 7= Charanda; 8= MPM.

1 2 3 4 5 6 7 8

1650pb
1168pb
1000pb

Figura 16. Amplificacion por PCR del ADN de tomate de los tratamientos ToA-
12, ToA-14, ToA-20 y ToA-43 con C. Liberibacter solanacearum.

Linea 1= MPM; 2= ToA-12; 3= ToA-14; 4= ToA-20; 5= ToA-43; 6= Control
negativo; 7= Control positivo; 8= MPM.
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H. Microscopia electrénica de transmision

Se detect6 a Candidatus Liberibacter solanacearum en una muestra de tejido
de plantas de tomate enfermas (Figura 16), observdndose con nitidés las
estructuras alargadas del patégeno; en la Figura 4 (Liefting et al., 2009) donde
aparece la micrografia del C.L.s., es bastante similar a la que se obtuvo en

esteestudio.

190 ugn

Figura 17. Fotomicrografia electronica de tejido de tomate enfermo de C.L.s.
Flechas indican la presencia de cuerpos pleomorficos dentro de las células.

| Analisis de resistencia genética

Se obtuvo diferencia estadistica significativa (p<0.01) dentro de cada una de las
siete variables evaluadas en cada genotipo (Cuadro 10), determinando las
calificaciones por escala del 1 al 5 en los parametros: enpurpuramiento,

amarillamiento y hoja crujiente. La calificacion de 1 significa asintomatica, 2
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sintomas ligeros, 3 sintomas visibles, 4 sintomas severos y 5 sintomas
extremadamente severos (marchitez); en los otros parametros, aborto de flor,
achaparramiento y plantas enfermas, la evaluacion fue diferente, ya que ésta se
definid en base a porcentajes. Estas lecturas se realizaron dos meses y medio
después de la infestacion (15/julio/2010), lo que permitié encontrar diferencias
entre la sensibilidad de los genotipos a la enfermedad, lo cual es fundamental
en el mejoramiento genético de hibridos resistentes a enfermedades.

La descripcion se presenta a continuacion:

1. Enpurpuramiento

En el Cuadro 10 se puede observar que en relacion al enpurpuramiento de
hojas los genotipos ToA-12 y ToA-14 fueron los menos afectados ya que ToA-
12 tuvo disminuciones de 47.4, 78.9, 86.9, 83.2, 81.3 78.8 y 87.4% con respecto
a los genotipos ToA-14, ToA-20, ToA-43, Pony Express, Shanty, Reserva y
Charanda; mientras que en ToA-14 el enpurpuramiento disminuy6é con los
respectivos 59.9, 75.1, 68.1, 64.4, 59.7 y 76.1% en relacion a ToA-20, ToA-43,
Pony Express, Shanty, Reserva y Charanda.

La acumulacién de antocianina en las hojas nuevas, afectadas por la presencia
del patégeno mostré color violdceo especialmente en la region apical de la
planta, donde también se observd crecimiento filiforme. Esto ultimo no se
reporta en la literatura aunque es muy comun observarlo en cultivos
comerciales donde el clima es mas fresco que en Sinaloa.

2 Amarillamiento
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El genotipo ToA-12 presenté amarillamiento foliar con disminuciones de 45.7,
81.2, 85.0, 82.5, 79.2, 82.7 y 87.7 en comparacion con ToA-14, ToA-20, ToA-
43, Pony Express, Shanty, Reserva y Charanda respectivamente; No obstante,
ToA-14 también tuvo un amarillamiento del follaje estadisticamente igual que
ToA-12, pero con 65.4, 72.4, 67.7, 61.7, 68.2 y 77.3% menos que los
respectivos genotipos ToA-20, ToA-43, Pony Express, Shanty, Reserva y
Charanda (Cuadro 10).

Este tipo de pigmentacion se observd mas intenso entre las nervaduras de las
hojas; es decir, el tejido adjunto a lo largo de las nervaduras se observé verde
clorético. Fue bastante comun observar que el amarillamiento predominé en el
tercio superior de la planta.

3 Hoja crujiente

Esta variable fue en valores absolutos y desde el punto de vista estadistico,
igual en los genotipos ToA-12 y ToA-14, por lo que ambos tuvieron porcentajes
de 81.0, 80.4, 73.6, 71.6, 79.9 y 82.4% menos en comparacion con ToA-20,
ToA-43, Pony Express, Shanty, Reserva y Charanda en el mismo orden
(Cuadro 10).

Lo quebradizo de las hojas no se ha considerado en evaluaciones con relacién
a otras enfermedades que dafan el follaje, aunque el fenébmeno se menciona

pero sin que se hayan hecho evaluaciones, como en esta investigacion
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4 Enrollamiento de hoja

Los tratamientos ToA-12 y ToA-14 mostraron diferencia estadistica entre
tratamientos (Cuadro 10), siendo los menos afectados en este pardametro
(Figura 17). Al observar las hojas, se evaluo el enrollamiento de ellas, sintoma
que Garzén en 1984 menciono como caracteristico en el descubrimiento de
esta enfermedad.

Calificacion del 1 al 5 de Enrollamiento de hojas, Amarillamiento,

Enpurpuramiento y Hojas crujientes

6.00

5.00

4.00

2.00 ® CURLING LEAF
= YELLOWING

2.00 = PURPLING

1.00 m CRISPY LEAF

0.00

Figura 18. Calificaciones promedio de la evaluacion de Enrollamiento de hoja,
Amarillamiento, Enpurpuramiento y Hoja crujiente.
5 Aborto de flor

Este fendmeno ocurrié con claras diferencias estadisticas entre los genotipos,
pero en este caso fue ToA-14 el genotipo menos afectado, en el que la aborcién

de flores disminuy6 62.9, 81.7, 73.4, 78.8, 81.2, y 82.4% comparado con lo que
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se observo en ToA-20, ToA-43, Pony Express, Shanty, Reserva y Charanda,
respectivamente; aunque le sigui6 ToA.12 con disminuciones de 42.3, 71.5,
58.6, 67.1, 70.7 y 72.6% en relacion a los mismos genotipos (Cuadro 10). Cabe
mencionar que durante esta etapa de las plantas la temperatura llego a ser = 33
°C, y quizas tuvo consecuencias en el aborto de flores. Pero también los
materiales son genéticamente diferentes, de tal manera que en el
enpurpuramiento y amarillamiento que ocaciona el patdgeno, afecto el proceso
de fotosintesis y, en consecuencia, la acumulacibn de materia seca y la
aborcion de flores. Esto ultimo indica que el patbgeno también juega un papel
importante en la caida de flores, como lo menciona Garzon (1984).

También se considera importante mencionar, que fue comun observar que las
plantas enfermas mostraron amarillamiento mas intenso en el area de absicion

del peddnculo en comparacién con las plantas sanas.
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Figura 19. Porcentaje de aborto de flor de los tratamientos evaluados.
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6 Achaparramiento

La respuesta de los genotipos en esta variable se puede notar en el Cuadro 10,
de donde se pudo estimar que ToA-12 tuvo la menor frecuencia de plantas con
achaparramiento, de tal forma que el problema disminuy6 41.8, 79.8, 84.1, 84.4,
84.2, 76.1 y 83.5% comparado con los promedios que se observaron en los
genotipos ToA-14, ToA-20, ToA-43, Pony Express, Shanty, Reserva y
Charanda, respectivamente. Sin embargo, otras disminuciones importantes
también se observaron en ToA-14, en donde la frecuencia de plantas disminuyo
65.4, 72.7, 73.2, 72.8, 59.0 y 71.7% en comparacion con los respectivos
materiales ToA-20, ToA-43, Pony Express, Shanty, Reserva y Charanda.
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Figura 20. Porcentaje de achaparramiento entre tratamientos evaluados.
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7 Plantas enfermas

Los promedios de esta variable se pueden notar en el Cuadro 10, de donde se
estimo que en ToA-12 el nimero de plantas enfermas fue 38.7, 63.9, 81.0, 82.9,
81.7, 83.3 y 84.4% menos con respecto a ToA-14, ToA-20, ToA-43, Pony
Express, Shanty, Reserva y Charanda, en el mismo orden. No obstante en ToA-
14 también se observaron disminuciones importantes, las que llegaron a ser de
41.1, 69.0, 72.1, 70.1, 72.8 y 78.6% en relacion a los promedios observados en
ToA-20, ToA-43, Pony Express, Shanty, Reserva y Charanda. Lo Anterior
permite deducir que los genotipos ToA-12 y ToA-14 fueron poco afectados por

Candidatus Liberibacter solanacearum y por tanto los mas resistentes.

J Analisis estadistico

En el Cuadro 10 se puede observar que en todos los parametros antes
mencionados, se detectd diferencia estadistica significativa, donde los
tratamientos ToA-12 y ToA-14 fueron los mejores. Esto evidencia segun el rigor
experimental que estos ultimos tratamientos fueron menos afectados por la

influencia Candidatus Liberibacter solanacearum.
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Cuadro 10. Observaciones de signos en las plantas de tomate infectadas

con “Candidatus Liberobacter solanacearum” (valores medios de los

rangos).
Genotipos de tomate
Parametro
Pony
ToAl12 | ToAl4 | ToA-20 ToA-43 Shanty | Reserva | Charanda
Express

Enpurpuramiento 5d 95cd | 23.7bc | 381ab | 29.8ab | 26.7ab | 23.6bc 39.7a
Amarillamiento 5d 9.2cd | 26.6ab | 33.3ab | 285ab 24 be 28.9 ab 40.6 a
Hoja crujiente 65c | 65c | 342ab | 33.1ab | 246ab | 229b | 31.3ab 37a

10.1 17.5
Aborto de flor 6.5d 355a | 24.4abc | 30.7ab | 34.5ab 36.9a

cd bed
Achaparramiento 53c | 9.1bc | 26.3ab 33.3a 34a 33.5a | 22.2abc 32.2a
Plantas enfermas | 5.7c 9.3c | 15.8bc 30 ab 33.3a | 3l.1ab 342 a 36.6a

abcd; Literales diferentes en renglon, indican diferencia estadistica, con la

prueba de Dunn (p < 0.05).
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X CONCLUSION

El método para establecer la fuente de inoculo fue el adecuado al
detectar a Candidatus Liberobacter solanacearum en las plantas de

tomate enfermas

El método para establecer la colonia de Bactericera cockerelli Sulk fue el

correcto al registrarse con éxito el ciclo completo del insecto.

Las evaluaciones de resistencia genética en invernadero indicaron que
los genotipos ToA-12 y ToA-14 fueron mas resistentes a Candidatus
Liberobacter solanacearum y son candidatos para futuro mejoramiento

genético contra este patdégeno.
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