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RESUMEN
IDENTIFICACION PARCIAL DE UN VIRUS ASOCIADO CON LOS
SINTOMAS DEL FRUTO BLANCO DEL CHAYOTE (Sechium edule
[Jacq.] Sw) EN VERACRUZ, MEXICO.
José Luis Contreras Oviedo. Maestro en Ciencias.
Universidad Autdbnoma Chapingo.
Rodolfo de la Torre Almaraz, Director de Tesis.
Se separé un virus de plantas de chayote (Sechium edule [Jacq.] Sw),
cultivadas en la region de Actopan, Veracruz, con sintomas de mosaico y
defofmacién severa de hojas, decoloracion.de zarcillos, guias y frutos, por lo
que a esta enfermedad se le denominé “fruto blanco del chayote”. Se determinéd
que el virus relacionado con los sintomas de fruto blanco, era mecanicamente
transmisible, con un rango estrecho de hospedantes, causando solo lesiones
locales necréticas en las hojas inoculadas de Gomphrena globosa: en hojas de
Cucurbita pepo causé lesiones locales clordticas, después mosaico con
deformacion severa y reduccion dél tamario de tallos y hojas. En plantas de
chayote producidas en el invernadero e inoculadas con este virus se observaron
lesiones locales clordticas o moteados, después mosaico y deformacion de
hojas vy tallos. Se determind que el patégeno asociado con la enfermedad del
fruto blanco del chayote era un virus de RNA de cadena sencilla, éon forma de

varilla flexible de aproximadamente 650 nm de longitud, probablemente

xi



relacionado con la familia Potyviridae. El ensayo n-PCR confirmé que la
enfermad del fruto blanco del chayote es causada por una especie de Potyvirus
aun desconocida.

Palabras clave: Virus ARN, Potyvirus
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ABSTRACT
José Luis Contreras Oviedo.

THE PARTIAL IDENTIFICATION OF A VIRUS ASSOCIATED WITH THE
CHAYOTE (Sechium edule [Jacq.] Sw) WHITE FRUIT SYMPTOMS IN
VERACRUZ, MEXICO
December 8 of 2005

(under the direction of Rodolfo De La Torre Almaraz)

| ABSTRACT

A virus was isolated from leaves and chayote plants (Sechium Edule [Jacq.]
Sw), grown in the region of Actopan, Veracruz, Mexico, that had symptoms of
mosaic and severe leaf deformation, as well as discoloration in tendrils, main
stems, and fruit. The disease was therefore called the “Chayote White Fruit”. It
was determined that the virus related to the white fruit symptoms was
mechanically transmissible to a narrow range of hosts, producing only local
necrotic lesions in Gomphrena globosa leaves; in Cucurbita pepo L. leaves, it
produced localized chlorotic lesions, followed by sevefe deformation and a
reduction in leaf and shoot size. Localized chlorotic or mottled lesions were first
observed in chayote plants grown in greenhouses that had been inoculated with
this virus and later, mosaic and deformation on leaves were observed. It was
determined that the pathogen related with the chayote white fruit disease was a

single strand RNA virus, with a flexible rod shape 650 nm long that probably
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belongs to the Potyviridae family. The rt-PCR test confirmed that the chayote
white fruit disease is produced by a still undetermined Potyvirus species.

Key words: RNA viruses, Potyviruses.
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INTRODUCCION
El chayote (Sechium edule [Jacq.] Sw) es una planta originaria de las regiones
tropicales del sur de la Replblica Mexicana y Centro América (Cook,1901).
Historicamente ha sido una planta de traspatio. Actualmente se cultiva en el
Continente Americano, desde el sur de los Estados Unidos hasta América del
Sur y Las Antillas. También se siembra en las regiones tropicales y
subtropicales de Malasia, Australia, Nueva Zelanda, India, el sur de Europa y
Algerié (Newstrom, 1985).
En nuestro pais, se cultiva de manera comercial princfpalmente en los estados
de Michoacan, Jalisco y Veracruz, destinando la mayoria de su produccién a la
exportacion hacia los Estados Urjidos de Norteamérica. En el estado de
Veracruz, se cultivan alrededor de 2000 Has. distribuidas en aproximadamente
14 municipios de la zona central, destacando el municipio de Actopan, la zona
de Orizaba-lztaczoquitlan y [a zona de Coscomatepec-Huatusco.
A partir de 1997, los productores de la region de Actopan, Ver. han venido
enfrentando perdidas econémicos debido a la aparicion de una enfermedad, al
parecer de origen desconocido, que ellos han denominado como “frutos
blancos” (Figura 1), mismos que son rechazados en los mercados nacionales e
internacionales.
Los-sintomas que presentan las plantas que producen este tipo de frutos son la
falta de la pigmentacion verde en guias, zarcillos y caracteristicamente en ios
frutos, mientras en las hojas maduras de las plantas enfermas se observan
mosaicos y deformacion de hojas. Los sintomas se pueden presentar en

cualquier etapa de desarrollo del cultivo (Figura 2).



las plantas afectadas no presentan sintomas necroticos, pudriciones,
marchitez ni alteraciones del crecimiento y tampoco mueren prematuramente.
El sindrome ha sido atribuido a deficiencias nutricionales o a alteraciones
genéticas. Sin embargo, por el tipo de dafios que manifiestan las plantas
enfermas, es prqbable que esta enfermedad sea causada por virus o
patégenos similares, por tanto los objetivos del presente trabajo fueron

determinar y caracterizar al agente causal de la enfermedad del fruto blanco del

chayote que se cultiva en la regién de Actopan, Veracruz, México.

Figura 1.- Frutos maduros de chayote, Figura 2.- Guias, zarcillos y frutos de

con la caracteristica falta de color de la diversas edades afectados por la

enfermedad del “Fruto blanco” . enfermedad del “Fruto blancc del
chayote”



ANTECEDENTES.

El chayote (Sechium edule [Jacg] Sw) pertenece a la familia de las
cucurbitaceas, en la que se incluyen géneros y especies de mucha impértancia
en la alimentacion mundial, como: calabazas (Cucurbita pepo, C. moschata, C.
maxima, C. mixta.), meldn (Cucumis melo) , sandia (Citrullus lanatus) y pepino
(Cucumis sativus). Estas plantas han recibido mucha atencién cientifica por la
importancia alimenticia que representan, disponiéndose en la actualidad de
una gran cantidad de informacion acerca de llos diversos patégenos que las
atacan. En lo referente a los virus que pueden atacar a las cucurbitaceas, se
sabe que existen un numero considerable de virus y algunos viroides capaces
de infectar natural o artificialmente a una o varias especies de cucurbitceas.
De ellos, solamente 25 virus y un viroide han sido detectados en infecciones
naturales (Alvizo y L.ozoya,1987).

Los reportes de virus en cucurbiticeas en campos agricolas de Mexico son
bastantes, destacando los de Maine et. al., 1969 y Nelson ef al., 1966, quienes
reportaron la presencia de Cucumber mosaic virLts (CMV), Squash mosaic
virus (SqMV), Watermelon mosaic virus variante 2 (WMV-2) y Papaya ring
spot virus (PRSV-W); Verdugo, en 1983 reporta al Tobacco ringspot virus
(TRSV); Nameth et al, en 1985 reportan el Zuchinni yellow mosaic virus
(ZYMV). Mas recientemente, en 1980, Silva y Delgadillo (1990) reportan la
presencia de los mismos virus en campos de calabacita en el noreste det
Estado de Sinaloa y, Aguilar y Lozoya confirman la presencia de CMV, SqMV,

ZYMV y WMV en el estado de Morelos.



Respecto a las enfermedades del chayote causadas por virus, viroides o
fitoplasmas, poca informacion ha side generada a nivel mundial y nula a nivel
nacional, debido tal vez a la poca atencién cientifica que se le ha dado a esta
especie por su corta historia agricola comercial.

En 1985, Silveira, Avila y Mufioz, en Brasil, reportaron haber aislado particulas
del virus de la marchites manchada del tomate (TSWV) de hojas de chayote.
En 1997, Hord et al. reportaron la presencia en campos de cultivo comercial de
chayote en Costa Rica, de un virus que causaba mancha‘s y anillos clordticos
en hojas, mosaico y deformacion de las hojas, al que llamaron virus del
mosaico del chayote (ChMV). El virus fue aislado de plantas de chayote
naturaimente infectadas en campo y subsecuentemente los sintomas
observados en campo fueron reproducido en chayote, por inoculaciones
artificiales con el virus bajo condiciones de invernadero.

Las conclusiones del trabajo de estos investigadores indicaron que la
enfermedad estudiada era cauéada por un virus de RNA de cadena sencilla con
un tamafo molecular estimado de aprox. .5.7 Kb, conr particulas virales de forma
jcosahédrica de 29 nm de diametro. Se observaron conglomerados de
particulas virales rodeando a los cloroplastos de las células del mesdfilo e
inclusiones citoplasmaticas, cristalinas y angulares en céiulas guarda,
epidérmicas y en los tricomas. El virus fue nombrado “virus del mosaico del
chayote” (ChMV) y fue provisionalmente ubicado en el grupo Tymovirus. En
1999, Yuki et al., en un trabajo en el que analizaron_ mas de 600 muestras de
cucurbitaceas procedentes de 38 de 40 regiones agricolas de! estado de Sao

Paulo, Brasil para detectar la presencia, distribucidn e incidencia relativa de los



virus: Cucumber mosaic Virus (CMV), Papaya Ringspot virus-watermelon
(PRSV-W), Watermelon mosaic Virus-2 (WMV-2), Zucchini Letal Clqrosis Virus
(ZLCV), Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMV) reportaron haber encontrado,
mediante pruebas de ELISA, que de 23 muestras de chayote analizadas y que
presentaban = sintomas que sugerian la presencia de virus (clorosis,
aclaramiento de nervaduras, moteado, deformacion de hojas, frutos deformes
y/o pequefios, decolorados, etc), cuatro dieron reaccidn positiva con antisuero
de PRSV-W, una con anti-ZLCV y el resto dio reaccion negativa para los
demas antisueros, no significando esto que no estuviera presente algin virus.
En el afio 2000, Bernal ef al. lograron definir el rango de hospedantes del virus
estudiado por Hord et al., en 1997, asi como la secuencia nucleotidica de su
.RNA gendmico, demostrando que el ChMV es una nueva especie del género
Tymovirus. En gf mismo afio, Montano ef al. en Brasil, detecté y clasifico el
fitoplasma que podria ser la causa de la enfermedad conocida como “Chayote
Witches-broom” (ChWB), que ocasiona que las plantas presentes crecimientos
en forma de “escoba de bruja”, achaparramientd y amarillamiento generalizado,

maiformacion de hojas, caida de flores y frutos y malformacion de frutos.



HIPOTESIS

La enfermedad del fruto blanco del chayote es la causa de la pé-rdida gradual
de la produccién de esta planta en las regiones productoras de la region de
Actopan, Veracruz. Esta enfermedad se caracteriza por la presencia de
mosaicos y deformacion de hojas, pero tipicamente se dfstingue por la
decoloracion total de los frutos. Las plantas afectadas no presentan sintomas
necroticos, pudriciones, marchitez ni alteraciones del crecimiento. Por el tipo
de dafios que manifiestan las plantas enfermas, es probable qUé esta
enfermedad sea causada por uno o varios virus o agentes transmisibles

similares de naturaleza desconocida o no descritos en México.



OBJETIVOS

Por la naturaleza de los sintomas observados en plantas de chayote con la
enfermedad del fruto blanco y ante la posibilidad que esta enfermedad sea
causada bor virus o agentes transmisibles similares los objetivos del presente
trabajo fueron:

1.- determinar y caracterizar al agente causal de la enfermedad del fruto bianco

del chayote que se cultiva en la regidn de Actopan, Veracruz, Mexico.



MATERIALES Y METODOS
Después de descartar la posibilidad de que la enfermedad pudiera ser causada
por un hongo, bacteria o nematodo, por la ausencia de sintomas o signos
relacionados con esos patdgenos, se determind que existia la posibilidad de
que el o los agentes causales de la enfermedad del “fruto blanco del chayote”
pudiera ser un virus o agentes transmisibles simifares, como fitoplasma, no
conocidos en México, se procedié a desarrollar el conjunto de pruebas que se
describen a continuacién a fin de conocer algunas de las caracteristicas
biologicas de los agentes involucrados, necesarias para poder realizar una
adecuada identificacion taxonémica, ademas de verificar los postulados de
Koch, modificados por Bos en 1981 para virus de plantas (Dijkstra et al., 1998).
Transmisién mecanica.
Porciones de epidermis de fruto de chayote con los sintomas de fruto blanco
fueron macerados con solucién buffer de fosfatos (0.01M pH 7.0) en un mortero
estéril. Con ayuda de un hisopo de algodon, se frotd el macerado en las hojas
de tres series de plantulas con dos a cuatro hojas verdaderas, de las siguientes
especies: Chenopodium amaranticolor Coste & Reyn., Capsicum annuum L.,
Gomphrena globosa, Datura stramonium L, Nicotiana benthamiana L., N,
Glutinosa L., N. clevelandii L.y N. Tabacum L. var xanthi , previamente
espolvoreadas con carborundum. Las hojas inoculadas fueron lavadas con
agua corriente para eliminar los residuos de abrasivo y de macerado. Las
plantas se incubaron en invernadero a 25- 30°C, con fotoperiodo de 12 horas y

humedad relativa del 70%, hasta la aparicion de sintomas o durante un periodo



méximo de 30 dias. Con las plantas que desarrollaron sintomas, se realiz6 una
nueva prueba de transmision mecanica en tres serie de plantulas similar a la
anterior, incluyendo ademas las siguientes especies: Cucurbita pepo L.,
Phaseolus vulgaris L., Cucumis sativus L., Vicia faba L., Pisum sativum L.
Dentro de las piantas indicadores que dieron resultado positivo a dicha
inoculacion, se §eleccion6, para mantener y propagar el virus involucrado en la
enfermedad, a aquella en la que los sintomas fueron muy evidentes, el periodo
de incubacion haya sido el mas corto y el tejido vegetal no presentara
caracteristicas que dificultaran la transmisién mecanica a otras plantas
(Kurstak, 1981; May,1985).
Pruebas de patogenicidad
Se plantaron cinco frutos de chayote que mostraban claros indicios de
germinacion de la semilla (presencia de raicecillas), en macetas de 20 cm de
diametro y se incubaron en invernadero a 25- 30°C. Cuando se encontraban en
tercera hoja, cuatro plantas fueron inoculadas mecanicamente con macerado
de hojas de plantas de zucchini en la que se ha venido conservando el virus
extraido del fruto de chayote infectado. L.a quinta planta se utilizé como testigo
( Dijkstra, J., and P.C. De Jager. 1998 ).
Microscopia electronica

Sobre una rejilla de cobre de 300-400 mesh, recubierta de formvar (0.25% en
dicloroetano), se colocé una gota de 50 L de savia de planta de calabacita
enferma. La muestra fue fijada con glutaraidehido al 1% en buffer de fosfatos

(0.01M pH 7.0) durante 15 min. y tedida posteriormente con acetato de uranilo



(2%, pH 4.2) Para la observacion de las rejillas se utilizé un microscopio
electrénico de transmision modelo JEOL 100 CX (Hitchborn—. Hills, 1965).
Prueba serologica (DAS-ELISA)

Con el propdsito de detectar la posible presencia de alg(in potyvirus conocido,
se utilizd la técnica de inmunoadsorcién enzimatica en fase solida de doble
sandwich (DAS-ELISA), para desarrollarse en dos dias (Clark y Adams, 1977),
usando muestras de tejido foliar de plantas de C. pepo infectadas y fruto de
chayote. Se ut_ilizaron antisueros policlonales comerciales (Agdia, Co) para la
deteccion de los virus causantes de: Cucumber mosaic virus (CMV), Tobbaco
eatch virus (TEV), Watermelon mosaic virus- 2 (WMV-2). La absorbancia de las
posibles reacciones antigeno-anticuerpo se registraron en un Microlector con
filtro de 405 nm, alrededor de 20-30 min después de la adicion del sustrato. La
'prueba se consideraria valida si la relac}én Testigo (+) / Testigo (-) es mayor o
igual 10:1 y, positiva la reaccion si la absorbancia de la muestra problema es
igual o mayor a 3 veces la lectura del T(-) o si la lectura de! T(-) era menor de
0.033, |

Extraccion y andlisis de ARN de doble cadena

La extraccién y analisis del RNAdc se realizé usando el procedimiento descrito
por Valverde ef al., 1890, usando hojas y frutos jévenes de chayote colectados
en campo y hojas de plantas de zucchini sanas y de aquellas en las que se ha
conservado el virus. La electroforesis del RNAdc obtenido se realizdé en geles
de 1.5 mm X 7 cm X 8 cm de poliacrilamida al 0.8 %,. Se incluyeron como

controles positivos muestras de TMV y CMV. Las condiciones de electroforesis
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fueron: 2:15 h a 100 voltios y temperatura de laboratorio. Los geles fueron
tefidos con solucion de nitrato de plata (0.011 M). |
RT-PCR

El RNA total de plantas de C. pepo infectadas con el virus en estudio, se extrajo
mediante el método del trizol (GibcoBRL, Life Technologies ). Uti[izando 100 mg
de hojas de plantas de C. pepo que fueron inoculadas 5, 15 y 30 dias antes de
la prueba.

La Reaccién en cadena de la polimerasa ligada a la transcripcion inversa del
RNA viral, se réalizc') usando los iniciadores POT1 (56-GAC-TGG-ATC-CAT-
TBT-CDA-TRC-ACC-3") (GenLab, Baton Rouge, LA 70803) y POT2 (5-GAC-
GAA-TTC-TGY-GAY-GCB-GAT-GGY-3") (GenlLab, Baton Rouge, LA 70803),
disefiados para Ia amplificacién de una region éspeciﬁca del gen de la proteina
de la cépside de los Potyvirus. El programa de RT-PCR usado fue:
desnaturalizacion del RNA 5 min a 70°C; transcripcién inversa: 5 min a 94°C;
clonacion del DNA: 94°C/1 min, 50°C/2 min, 72°C/3 min durante 32 ciclos;
72°C 7miny 4°C . | |

La electroforesis de los productos de la RT-PCR  se realizd en geles de
agarosa al 0.8 y 1.5%, de 10 cm x 8 cm usando marcadores moleculares
Ladder 125 Gibco y Ladder 100 Promega, respectivamente. Se incluyé como
control positivo producto de RT-PCR de PVY (virus Y de la papa), Las
condiciones de electroforesis fueron: 85 voltios hasta que las muestras
entraran al gel y a 100 voltios durante 20 min a temperatura de laboratorio

{(Sambrook et al., 1989).
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Los sustratos y reactivos utilizados en la RT-PCR del genoma viral fueron:
Buffer 10X 2.5 pl, DTT 2.5 pl, dNTP’s 0.625 I, Tag polimerasa (Pe_rkin-Elmer)
0.5 ul, Reverso transcriptasa 0.5 pl, RNA total 3.0 pl, iniciador POT1 2.0 pl,
iniciador POT2 2.0 pl y agua 11.375 pl .
PCR especifica para fitoplasmas
La deteccién de fitoplasmas por pruebas moleculares se realizé en tres etapas:
la extraccion del ADN total del tejido enfermo de planta de chayote, la
replicacion de alguna parte especifica general del ADN de los fitoplasmas y la
electroforesis del producto de la PCR. La extraccién del DNA total se realizé
mediante el método del DNA-zoI (GibcoBRL, Life Technologies). Una vez
obtenido el DNA total, mediante ta PCR se procedié a la clonacién de una
regiéon de 1800 Pb, correspondiente al gen 16Sr y la regién intergénica del
fitoplasma del ALO; usando los iniciadores P1/P7 y la electroforesis se realizé
en un gel de agarosa al 1.5%. Las condiciones de la electroforesis fueron: 85
voltios hasta que las muestras entraran al gel y a 100 voltios durante 20 min a
temperatura de laboratorio (Sambrook ef al., 1989).
PCR especifica para geminivirus

Utilizando el método propuesto por Dellaporta ef al. (1983), se extrajo el DNA
total de muestras de chayote con sintomas de mosaico y de las plantas
inoculadas por transmisidon mecanica y se realizé la prueba de PCR para
detectar la posible presencia de geminivirus. Los testigos negativos utilizados
en todos los ensayos de caracterizacion fueron el ADN extraido de plantas

sanas de chayote cultivadas en el invernadero y el testigo positivo fue el ADN
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de plantas de okra infectadas con un geminivirus previamente identificado en
Mexico (De La Torre el al., 2004).

La amplificacion del ADN viral por PCR se llevé a cabo utilizando los
oligonucledtidos PALv 1978 y PARc496 que amplifican un fragmento de 1.1 kb |
correspondiente a una parte de la proteina Rep ACI, toda ia regién comun e
intergenética y parte de la proteina de ia capside (AVi) del componente A de
geminivirus pertenecientes al género Begomovirus. También se usaron los
primers PBLv 2040 y PCRc 1 que amplifican un fragmento de 0.600 Kb
localizado en una parte del gen de la proteina del movimiento (BLI) y hasta el
inicio de la regién comun contenido en el componente B (Rojas et al., 1993).

La mezcla final de reaccién de la PCR (50 pL volumen total) consistio en: 2.5
uL | de MgCl; 50 mM, 5 pL | de buffer de readcic’m 10x, 1 uL. | de mezcla de
dNTPs 10 mM (cada nucledtido), 1 pL. de cada oligonucleétido 10 uL M, 2
unidades de Tag ADN polimerasa (Amplitaq DNA polimerasa, Invitrogen), y 1
HL de DNA (100 ng) de las muestras de chayote. La mezcla de reaccién fue
incubada en un termociclador GeneAmp PCR System 2400, iniciando con un
preincubacion a 95°C por 3 minutos y consumando 35 ciclos bajo las siguientes
condiciones: 94 °C durante 1 min, 55 °C por un min y medio y2mina 72 °C;
ademas de un tiempo de extensién de 7 minutos a 72 °C. Los productos
amplificados fueron analizados directamente por electroforesis en geles de
agarosa al 1.0 %, a 80 Volts /1 h (Rojas ef al. 1993; Mehta et al., 1994

Surzycki, 1999).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Transmision mecanica

A los 14 dias de la transmisién mecanica en el primer rango de hospedante
solamente se observaron manchas necroticas locales en Gomphrena globosa
(Figura 3), el resto de las plantas no presento sintoma alguno. En la segunda
inoculacién mecanica, utilizando extracto de tejido enfermo de G. globosa en un
grupo de Vplantas diferenciales igual al anterior en el que se incluyeron plantas
de Cucdrbita pepo L., Phaseolus vulgaris L., Cucumis sativus L., Vicia faba L. ,
Pisum sativum L. , solamente se observé el desarrollo de manchas necroticas
locales en Gomphrena globosa a los 14 dias y aclaramiento de nervaduras,
ligero mosaico e hiponastia en hojas de C. pepo de siete dias de edad o
cuando presentaban la primera hoja verdadera tdtaimente desplegada, a los 5
dias de la inoculacion (Foto 4), acentuandose dichos sintomas con el tiempo
hasta desarrollar necrosis del tejido foliar y la muerte de las plantulas en un
lapso aproximado de 30 dias.

De las dos especies vegetales que desarrollaron sintomas (G. globosa' y C.
Pepo), se seleccionéd a C. Pepo como el hospedante mas adecuado para
propagar y mantener o conservar el virus relacionado con la enfermedad del
chayote, ya que en esta especie se desarrollan sintomas muy evidentes, el
periodo de incubacion del virus es muy corto: 5 dias; la especie vegetal es de
muy facil propagacion, la susceptibilidad de C. pepo al virus en estudio es muy

alta ya que se pudo desarrollar sintomas en plantas inoculadas hasta treinta
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dias después de la emergencia y el tejido vegetal no presenta problema alguno

para usarse en |a transmision mecanica.

Foto 4.- Aclaramiento de nervaduras, mosaico
e hiponastia en C. pepo. Inoculada con G.
globosa enferma

Foto 3.- Manchas necroticas
en G. globosa Inoculada con
S. edule enfermo.

Por la respuesta de las diversas plantas indicadoras utilizadas en las pruebas
de transmision mecanica, comparadas con las respuestas de las mismas
especies vegetales a los virus mas comunes en cucurbitaceas (Cuadro 1),
podemos decir que el virus en estudio es un virus que no ha sido reportado en

infecciones naturales en plantas de dicha familia.
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Cuadro 1.- Respuesta de las diversas plantas indicadoras usadas en el estudio,
a los virus mas comunes en cucurbitdceas, comparadas con la respuesta
‘presentada al virus en estudio (V E ) :

VE CMV TEV SqMV ZYM WMV-2 PRSV- TRS

V W V

ChenOpthum oy + ) R . R .
amaranticolor
Capsicum . . _
annuum ¢ ¢ ¢ ¢
Gomphrena + N . . N . ; .
globosa
Datura . i + . ] . N ; .
stramonium _
Nicotiana . _ _ _ . _
benthamiana ¢ ¢ ¢ & & ¢
Nicotiana '
tabact_fm V. - + + L i + i) +
Xanthi
N:cqtlana i + + ) (_’ R ; .
glutinosa
Nicotiana

.n - + + - ; + +
clevelandii . &
Cucurbita pepo  + + + + + + + +
Phaseplus _ + + ] . N . N
vulgaris
Cucumis sativus - + + + + + + +
V;:cia faba' - + é - i + . +
Pisum sativum - + - + + + . +

(+) Las plantas desarrollan algtin sintoma.
(-) Las plantas no desarrolian sintoma alguno.
(¢) No se dispone de informacion
Prueba de patogenicidad
A los 30 dias después de la inoculacidn mecanica de plantas de chayote en
invernadero, utilizando extracto de planta enferma de C. pepo se observd en

las cuatro plantas tratadas, el mismo sintoma de aclaramiento de nervaduras

de las hojas de chayote (Figuras 5y 6 ) que el observado en plantas enfermas
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de plantaciones comerciales en el sitio de estudio, desarroilandose

posteriormente mosaico y deformacion de las hojas.

|

e

: Figura 6.- Hojas de chayote en invernadero,
%’%% inoculadas con savia de C. pepo enferma,

g

o mostrando el mismo aciaramiento de

nervaduras que las plantas de chayote en

Figura 5.- Aclaramiento de
campo.

nervaduras en hojas de chayote
en campo

Microscopia electrénica
La observacion de preparaciones de extracto de planta de C. pepo enferma en
tincién negativa, en el microscopio electrénico mostré la presencia de particulas
virales en forma de varilla flexible (Figuras 7 y 8) de aproximadamente 650 nm

de longitud. Que por sus dimensiones podrian corresponder a algun virus de la

familia Potyviridae.



Figura 7. Particula viral en forma de
varilla flexible en el extracto de ¢. Figura 8. Particulas virales en forma de

pepo enferma. varilla flexible

Prueba serologica (DAS-ELISA)
La prueba antigeno- anticuerpo realizada con extracto de frutos de S. edule Yy
plantas de C. pepo enferma y los anticuerpos policlonales para la deteccién de
CMV, TEV y WMV-2 dio resultados negativos para los tres antisueros
utilizados.
Extraccion y analisis de RNA de doble cadena

El analisis electroforético de los productos del tratamiento tanto de plantas y
frutos de S. edule enfermas y colectadas en campo y de plantas de C. pepo
tanto sanas como enfermas, segln el metodé descrito por Valverde (1990),
nos indica que en ambas especies se pudo aislar la forma replicativa (RF o
dsRNA) del genoma de un virus de RNA de cadena sencilla, como se puede
observar en los carriles 2,3,4 y 5 de la Figura 9 en las que observa una banda
de acumulacion de RNA de aproximadamente 6 X10° Daltons, teniendo como

Fd

referencia el patron electroforetico del CMV, virus de RNAcs. Asi mismo, en el
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experimento, el producto de la extraccién de Acido nucleico de plantas
enfermas fue tratado con nucleasas, permitiendo demostrar que el genoma del

virus en estudio es de RNA, como se observa en el carril 6 de la Figura 9.

Daltons x 10°

6.0
23
1.4

0.5

Figura 9. Electroforesis de RNAdc en poliacrilamida. Carril 1,7: CMV;
Carril 2: Fruto de S. edufe enfermo; Carril 3: hojas de S. edule enfermo;
Carril 4: C. pepo enferma + DNAasa; Carril 5: C. pepo enferma; Carril 6:
C. pepo enferma -+ RNA asa

Con esta misma prueba se descartd la posibilidad de que las plantas de C.
pepo estuvieran infectadas previamente a ia inoculacién mecanica como se
demuestra en la electroforesis presentada en la Figura 10, en la que se observa
el 'patron electroforético de tres plantas de C. pepo infectadas mecanicamente
con extracto de chayote enfermo y de una planta de C. pepo sana. En el
patron electroforético de las tres plantas enfermas (carriles 3,5 y 6) se observa
una banda de acumulacién de RNAdc de aproximadamente 6.0 x 10° Daltons,

misma que no se observa en el carril 4,correspondiente a la planta sana.
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Como se puede ver, tanto en las figuras 9 y 10, la cantidad de RNA de dobrle
cadena extraido tanto de plantas de chayote como de calabacita, fue reducido,
lo cual seguin Valverde, puede deberse a que el virus en estudio puede ser un
potyvirus o un luteovirus. Asf mismo, en las mismas figuras y en los carriles
correspondientes a plantas de chayote o de calabacita, se observan ligeras
bandas de acumulacion de dcRNA de muy bajo peso molecular lo cual segun el
mismo autor puede pertenecer a dcRNA celular vegetal o a RFs de RNA

subgenomicos derivados del RNA viral ¢ de origen desconocido.

Daltons x 10°

2.3

1.4

0.5

Figura 10. Electroforesis de RNAdc de plantas de C. pepo, en
poliacrilamida: carril 1: CMV; 2. TMV, 3, 5,6: C. pepc enferma;
4: C. pepo sana; 7:TMV, 8: CMV
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RT-PCR
El programa de RT-PCR empleado, utilizando iniciadores especificos para
potyvirus, permiti6 la clonacion de fracciones de aproximadamente 1000 Pb del
genoma del virus de plantas de C. pepo de 15 dias de haber sido inoculadas,

como se observa en las Figuras 11y 12

900 Pb

Figura 11. Electroforesis en agarosa al 0.8% de los productos de la
RT-PCR. carril M= marcador Ladder 123 Gibco, Carril 1= C. pepo 5
~ dias, Carril 2= C. pepo 15 dias, +1=PVY.

Pb
1100
1000

Figura 12. Electroforesis en agarosa al 1.5% de

los productos de ia RT-PCR. carril M= Marcador
molecular Ladder 100 Promega, Carril (+1)= PVY,;
Carril 1= C. pepo 5 dias; Carril 2= C. pepo 15 dias,
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Comparando los patrones electroforéticos de las figuras 11 y 12 se puede
observar que en el primer caso existe una banda de acumuiacion de producto
de la t-PCR de 900 Pb y en la segunda, se observa una banda de
aproximadamente 1100 Pb, lo cual sugiere la probabilidad de la preseﬁcia de
mas de un virus del mismo grupo, es decir, de los potyvirus, lo cual es posible
dadeo que los primers utilizados pueden ampilificar la region especifica del gen
de la proteina de la capside de los Potyvirus, que fluctiia entre los 800 y los
1100 Pb, dependiendo del grupo de virus de esa familia al gue pertenezca el
virus en estudio. Por otro lado, los resultados de las diversas pruebas de rt-
PCR realizadas nos permiten afirmar que es mas factible lograr la clonacidn
esperada utilizando plantas de C. pepo que hayan sido inoculadas 15 dias
antes de la prueba y que el material vegetativo necésario para la extraccion de
ARN debe de ser colectado en el momento mismo de la realizacién de la
prueba.
PCR para determinar fitoplasmas

| a electroforesis de los productos de la reaccion en cadena de la polimerasa
con el DNA total extraidos tanto de piantas de chayote como de zuchinni,
muestra que no hubo clonacién alguna, para ambas especies vegetales, de la
region del ADN de los fitoplasmas que se deberia clonar si algtin patégeno de
este grupo estuviera presente, mismo que si se obtuvo con el ADN del testigo
positivo, es decir del fitoplasma del ALC.

PCR especifica para geminivirus

De igual manera, en la reaccién en cadena de la polimerasa con el DNA total

extraidos tanto de plantas de chayote como de zuchhinni, para detectar la

22



presencia de algin virus de ADN, el resultado fue negativo. La prueba se
considero valida ya que en la electroforesis de los productos de la PRC si se
observd el resultado de la clonacién de la fraccion de ADN esperada, en el

ADN del testigo.
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CONCLUSIONES
Los sintomas de los frutos blancos del chayote son causados por cuando
menos un virus mecanicamente transmisible solo a plantas de G. globosa, en
donde céusé lesiones locales necréticas y a plantas de C. pepo causando
mosaico y deformacién severa de hojas en cinco dias después de la
inoculacion. El virus fue muy virulento y capaz de infectar plantas de C. pepo
en cualquier etapa de crecimiento y provocar [a muerte de la misma en tres a
cuatro semanas después de la inoculacion. Las pruebas de patogenicidad
realizadas con el virus separado de plantas de chayote cultivado en campo e
inoculado en G. globosa, de ésta a C. pepo y finalmente de C. pepo a S. edule,
causé sintomas similares a los observados en plantas de chayote en campo, lo
que permite afirmar que él agente causal de la enfermedad del fruto blanco es
un virus. rechazando las hipotesis de que la enfermedad podria ser causada
por un fitoplasma, ya que dichos patégenos no se tranémiten mecanicamente y
de que el sindrome podria ser de origen genético. Asi mismo, la prueba de
PCR para fitoplasmas confirma que los sintomas del fruto bianco no estan
relacionados con la presencia de organismos parecidos a fitoplasmas. El
resultado negativo de la prueba de PCR para geminivirus descarta la
posibilidad de que algtn virus de ADN esté relacionado con esta enfermedad.
La prueba de RNA de doble cadena confirmé que dicho virus pertenece a los
virus de RNA de cadena sencilla, con forma de varilla flexible de
aproximadamente 700 nm de longitud segln los resultados obtenidos en la
observaciones realizadas en el microscopio electrénico. Los resultados de la

prueba de DAS-ELISA descartan la posibilidad de que el virus asociado con la
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enfermedad del fruto blanco esté relacionado serologicamente con CMV, TEV o
WMV-2, Los ensayos de RT-PCR confirmaron.que dicho virus pertenece al
grupo de Tos potyvirus, que por sus caracteristicas permiten suponer que se
trata de un virus no descrito en México y que tentativamente podria definirse

como “Virus de los frutos blancos del Chayote” (ChWFV).
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