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RESUMEN 

Un virus afectando okra, en lguala, Gro, fue transmitido por mosquitas 

blancas Trialeurodes vaporariorum (Westwood) y por injerto a plantas de okra, 

no se transmiti6 mecanicamente tampoco por semilla. Con el microscopic 

electr6nico aplicando Ia tecnica de tinci6n negativa y microcortes no fue posible 

observar Ia particula viral. . Mediante Ia reacci6n en cadena de Ia polimerasa 

(PCR) y uso de iniciadores degenerados para geminivirus, se estandari.zaron 

las concentraciones de ADN gen6mioo de Ia okra, Ia cantidad de enzima y de 

cloruro de magnesia, resultando que Ia amplificaci6n se realiza desde 20, 40, 

60, 80, y 100 ng de ADN, con 1 y 1.5 unidades de enzima taq polimerasa, y 

con 0.2 ~M de cloruro de magnesia; fue posible sintetizar y detedar un 

fragmento amplificados de ADN propio del virus de un peso molecular de 1.1 

Kb. Se corrieron muestras de los fragmentos amplificados por PCR siguientes: 

ADN de okra con sintomas de virus, ADN de okra sana, ADN como testigo 

negative y ADN de jitomate con sintomas de geminivirus como testigo positive, 

se observ6 Ia presencia de Ia banda de 1.1 kb en las muestras de okra enferma 

y jitomate. Con lo anterior se logr6 demostrar que el virus del amarillamiento 

de Ia okra pertenece at grupo de los geminivirus. 

Por otra parte fue posible Ia transmisi6n mecanica de otro virus que ocurre en 

asociaci6n con el geminivirus que induce los sintomas de mosaicos amarillos, el 

virus induce inclusiones virales de tipo amorfas pr6ximas al nUcleo, semejantes 

a las que inducen los virus del grupo de los potyvirus, se transmite por Myzus 

persicae y de manera mecanica a plantas diferenciales de Nicotiana rustica y 

Capsicun annum. Con lo anterior se demostr6 que Ia enfermedad del 

amarillamiento de Ia okra es ocasionada por un geminivirus y que puede estar 

asociado con otro virus posiblemente del grupo de los potyvirus. 

Palabras clave: Geminivirus, okra, PCR, Abelmoschus esculentus . 
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SUMMARY 

A virus affecting okra Abelmoschus esculentus (Moench) from Guerrero, 

Mexico, have been transmitted for white fly Trialerudores vaporariorum 

(Westwood) and for grafting to okra plants, did not transmitted for seeds and 

mechanical inoculation. With microscopy electron analysis particles like-virus 

not were found. The polymerase chain reaction (PCR) used primers degenerate 

for geminivirus, to make the standing of concentrations the DNA genomic of the 

okra, for enzyme units, and magnesium chloride. To obtain the amplification 

from 20, 40,60, 80 y 100 ng of DNA genomic, with 1 and 1.5 enzyme unit taq 

polymerase, whit 0.2 u M of magnesium chloride. The PCR-amplified DNA 

fragments there were the 1.1 kb weight molecular. The healthy plant DNA of 

okra tested whit other plants diseased of okra and tomato Lycopersicon 

esculentum, and DNA com Zea mays result in the electrophoretic pattern with 

presence of one band in okra and tomato diseased. Was demonstrated than the 

okra yellowish virus to belong is geminiviridae group. Was did detecting other 

virus associating at geminivirus, this virus induced the formation of amorphous 

citoplasmatic body inclusions into epidermis cell like to produce the potyvirus is 

transmitted for Myzus persicae and mechanical inoculation at Nicotiana rustica y 

Capsicum annuum plant. 

Keyword: Okra, geminivirus, characterization, PCR. 
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I. INTRODUCCI6N 

La Okra Abelmoschus esculentus (L) Moench, es una hortaliza de interes 

comercial destinada principalmente a Ia exportaci6n, Ia cual tiene mucha 

importancia para nuestro pafs, ya que en el ano 1997 un total de 4,560 has se 

sembraron a nivel nacional, de las cuales 785 fueron de riego y 3,775 de 

temporal, con esta superficie se obtuvieron 29,329 toneladas de producci6n, 

que generaron un valor de Ia producci6n $ 70, 415, 501 .00. 

Los estados donde se cultivala okra en Ia Republica Mexicana, son: Guerrero, 

Tamaulipas, Morelos, Michoacan y Yucatan con 261, 3,970, 252, 35 y 40 

hectareas sembradas respectivamente (SAGAR, 1997). 

En el estado de Guerrero se estim6 una superficie sembrada para el ano 1997 

de 261 has, siendo, 247 de riego y 14 de temporal, Ia superficie cosechada no 

tuvo diferencia con respecto a Ia superficie sembrada, y se obtuvo una 

producci6n de 1,482 y 98 ton para riego y temporal respectivamente, 

consecuencia de un rendimiento de 6.0 ton/ha en promedio, con lo cual se 

gener6 un valor de Ia producci6n de$ 4 872 524.00 (SAGAR, 1997). 

Los principales pafses consumidores de este producto son E.U.A., Canada y 

Jap6n, poi" esta raz6n genera divisas a nuestro pafs, adicionalmente, constituye 

una importante fuente de empleo, consecuencia de Ia cantidad de mano de 

obra que se requiere, sobre todo en el perfodo de Ia cosecha, con lo que 

contribuye al arraigo de Ia poblaci6n en el Iugar donde se produce (Pereyda et 

a/., 1998). 

Las vainas o frutos se utilizan principalmente para Ia elaboraci6n de alimentos . 

como son sopas, ensaladas y varias preparaciones culinarias, pero tambien 

1 



existe una fuerte agroindustria dedicada a Ia elaboracion de salmueras, 

(Sanchez, 1985). 

Una de las cualidades de Ia okra es su alto valor nutritive, expresado en su alto 

contenido de vitaminas, minerales, asi como de proteinas y un bajo aporte en 

calorias, caracteristicas deseables para los mercados externos. Con relacion a 

las vitaminas se ha reportado a Ia A, C, y E; en cuanto a los minerales 

contienen al Calcic, Hierro y Fosforo. Tambien las semillas presentan un 

elevado contenido de aceites y proteina (Sanchez, 1985). 

Realmente par Ia magnitud de las estadisticas se podria pensar que es un 

cultivo de relativa escasa importancia economica, no obstante los problemas 

fitosanitarios que se presentan en esta especie constituyen un tema primordial, 

sabre todo, par Ia reducida investigacion nacional e intemacional que se ha 

generado en torno a Ia okra y en particular con sus problemas de plagas y 

enfermedades. Par esto nos abocaremos a Ia revision de estos temas, hacienda 

enfasis en las enfermedades de tipo viral. 

Como Ia mayoria de los cultivos, Ia okra es afectada par problemas 

fitosanitarios, destacando los organismos pertenecientes al grupo de los 

hongos, los insectos y los virus principalmente, dentro de estos ultimos, se sabe 

que a nivel mundial, se han reportado varies que afectan al cultivo de okra, . 

causando perdidas en rendimiento muy severas y en ocasiones totales, algunos 

de los virus reportados son: okra mosaic tymovirus, okra leaf-curl bigeminivirus 

y virus mosaico amarillo de las venas de Ia okra (Pereyda et a/. 1998; Brunt et 
a/. 1996). 

En Ia region de lguala, Guerrero se presenta una enfermedad que ocasiona 

mosaicos de color amarillo en las hojas de Ia okra y un moteado clorotico en los 

frutos par lo que ocasiona perdidas severas en el rendimiento y calidad del 

producto, ya que llega a matar a Ia planta, perc principalmente ocasiona un 

manchado del fruto, provocando perdidas de hasta el 70 % en el momenta del 

empaque del producto, de esta enfermedad se desconoce totalmente el agente 



causal, unicamente se sospecha que pueda esta involucrado algun virus Ayvar 

y Michel (1998). Asf, con este primer acercamiento, se pretende determinar el 

agente causal de Ia enfermedad, los mecanismos de transmisi6n y otras 

caracterfsticas que pueden dar algunas evidencias sobre Ia etiologfa de esta 

enfermedad, que permita definir medidas de control mas apropiadas por lo que 

en este trabajo se consideraron los objetivos siguientes. 

OBJETIVOS GENERALES 

1. ldentificar y caracterizar biol6gicamente el agente causal de Ia enfermedad 

del mosaico amarillo de Ia hoja de Ia okra. 

2. Aplicar Ia tecnica de PCR, con fines de diagnostico de virus fitopat6genos y 

en particular para identificar al agente causal del amarillamiento de Ia hoja 

de Ia okra. · 

OBJETIVOS PARTICULARES 

• Caracterizar biol6gicamente al virus o virus asociadas al amarillamiento de 

Ia hoja de Ia okra. 

• Utilizar Ia microscopfa de luz y electr6nica con Ia finalidad de observar algun 

tipo de partfcula semejante a virus, asf como los efectos histopatol6gicos de 

Ia enfermedad. 

• Demostrar las formas de transmisi6n asf como los vectores de Ia 

enfermedad del amarillamiento de hoja de Ia okra. 

• Aplicar Ia tecnica de Ia reacci6n en cadena de Ia polimerasa con Ia finalidad 

de desarrollar una metodologfa rapida y precisa para detecci6n de virus 

semejantes a geminivirus. 
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HIPOTESIS 

• Dados los sfntomas de Ia enfermedad que presenta Ia okra se sospecha que 

esta podrfa ser ocasionada por un virus o un complejo perteneciente al 

grupo de los geminivirus. 

• Las enfermedades virales en plantas requieren para su transmisi6n, en 

muchos casas, de Ia presencia de un organismo vector, en Ia transmisi6n de 

Ia enfermedad del amarillamiento de Ia hoja de Ia okra podrfan estar 

involucrados insectos vectores como mosquitas blancas, afidos o 

cole6pteros. 

• El juego de iniciadores PAL 1 c1978 y PAR1-c496 permiten sintetizar por 

PCR un segmento de ADN de tamano determinado (1 .1 6 1.4 kb) 

caracterfstico del grupo de los germinivirus. 
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- - - - --

II. REVISI6N DE LITERATURA 

2.1 Plagas y enfermedades de Ia okra. 

La okra presenta una serie de problemas fitosanitarios desde etapas muy 

tempranas de su desarrollo, dichas plagas son semejantes a las del algod6n, ya 

que las dos plantas pertenecer a Ia misma familia (malvaceae) (Jaramillo, 

1993). 

2.1 .1 Plagas 

Dentro de las plagas se encuentran a los trozadores, que son larvas de 

diferentes generos (Agrotis spp. 6 Spodoptera spp ) que durante Ia noche 

cortan las plantas pequerias al ras del suelo. Otras especies que se reportan 

son los grilles del genero Grillus o Guillotalpa; las hormigas, afidos, diabr6ticas, 

el "lorito verde" Empoasca spp. Otras plagas afectan directamente al fruto como 

son: larvas de los generos Spodoptera y Heliothis , asr como chinches del fruto 

(Leptoglosus spp) (Jaramillo,1993). 

Por su parte Pereyda eta/. ,(1998) indica que las plagas mas importantes en Ia 

region de lguala Gro. son: grilles, insectos defoliadores y trozadores, trips, 

pulgones, mosquitas blancas, minadores, perforadores de fruto y pedunculo 

entre otras. 

2.1.2 Enfermedades. 

Jaramillo, (1993) reporta como enfermedades para Ia okra las siguientes: 

Virosis.- De acuerdo a este autor Ia virosis es Ia principal enfermedad de Ia okra 

yes producida por varies tipos de virus (dos o tres) . Las plantas obtenidas de 

semillas enfermas parecen ser mas susceptibles a Ia enfemiedad. Cuando Ia 

planta es atacada por virosis, las hojas, ramas y tallos detienen su crecimiento y 

se deforman completamente. 

Otro grupo de enfermedades citadas por Jaramillo, (1993) corresponds a 

Cercospora sp Ia cual forma manchas de color cafe redondeadas, laenfermedad 

concentra su ataque generalmente en las hojas mas viejas y no constituye una 

limitante para el cultivo. 
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Asimismo enfermedad de Ia mancha vellosa producida por el hongo 

Chaenephora sp, se presenta en las hojas y flores como una vellosidad de 

aspecto aterciopelado, su presencia se ve favorecida por Ia humedad en el 

cultivo. 

Existe una enfermedad denominada mancha de Alternaria, este hongo ataca 

tanto a las hojas como al fruto, en las hojas produce manchas irregulares con 

bordes obscures redondeados de un halo o borde claro; el centro de Ia mancha 

se necrosa y se cae, cuando ataca a los frutos estos mueren (Jaramillo, 1993). 

Por su parte Romero, (1994) reporta como una enfermedad de importancia a Ia 

mancha foliar de Ia okra ocasionada por el genero Phyllosticta hibiscina, otra 

especie de importancia es Choanephora infundibulifera Ia cual se reporta que 

ataca flores de okra en Ia India e Islas Occidentales y Sudamerica. Asimismo 

tambien se han encontrado sobre flores marchitas de okra a Choanephora 

cucurbitarum. 

Para Pereyda, (1999) refiere como las enfermedades mas frecuentes, para Ia 

etapa inicial de desarrollo se reporta a Ia secadera ocasionada por Rhizoctonia 

so/ani y Fusarium oxysporum, en plantas de mayor edad se ha reportado el 

dario por nematodes agalladores del genero Meloidogyne que a su vez va 

asociado al ataque de Fusarium, otras enfermedades sonIa cenicilla Oidium sp; 

manchas foliares causadas por Cercospora spy Phyllosticta sp; manchado del 

pedunculo causada por Ascochyta; pudrici6n de las hojas, flores y frutos por 

Chaenephora infundibulata; asl como Ia sarna del fruto de etiologla no 

determinada. No obstante Ia principal limitante que enfrenta el cultivo en Ia 

actualidad es el amarillamiento de Ia hoja y del fruto, que se observa desde las 

primeras etapas fenol6gicas de Ia planta y que dependiendo de Ia estaci6n del 

ario y del manejo sanitaria, las perdidas pueden alcanzar o superar el 50 % a 60 

% de Ia cosecha. 
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2.2 Virus que afectan Ia okra. 

La okra es afectada por virus, actualmente se reportan a nivel internacional tres, 

dos de los cuales pertenecen al grupo de los Geminivirus, uno a los Tymovirus 

(Brunt eta/., 1996); Fami, 1976). Dada Ia importancia de estos virus dentro de 

nuestro problema de estudio, a continuaci6n se describen sus caracteristicas 

principales. 

2.2.1 Geminivirus que afectan a Ia okra. 

De acuerdo a Torres et a/., (1996) los gem1n1V1rus son un grupo de virus 

fitopat6genos que tienen una molecula de ADN de cadena simple, con 

particulas isometricas. Xiong (1999), indica que los geminivirus tienen viriones 

no envueltos, el nuclecapside es geminado de 18-20 nm de diametro, 30 nm de 

longitud, simetria icosaedrica, 22 capsomeros por nucleotidos. Los viriones 

contienen una molecula (bipartita) de uno o dos segmentos, el segundo 

segmento de ADN "ADN B", es similar al ADN A, que se llega a encontrar en 

algunas especies. La cadena de ADN es cerrada circular y simple. La longitud 

total del genoma es de 2500-3000 y de 4800-5600 nucleotidos en moleculas de 

uno y dos segmento respectivamente. Una caracteristica muy importante de los 

virus del tipo geminivirus es que estos no se transmiten mecanicamente, sin 

embargo Honda et a/., (1983) reporta Ia utilizaci6n de dos amortiguadores, uno 

de fosfatos de potasio 0.1 MpH 7.8 y otro de fosfato de sodio 0.1 MpH 7.8 con 

los cuales logr6 transmitir mecanicamente, al mung bean yellow mosaic virus en 

Tailandia, geminivirus transmitido por mosquitas blancas. 

Dentro de este grupo se encuentran, el virus mosaico de las venas amarillas de 

Ia okra y el acortamiento de Ia hoja de Ia okra (okra leaf-curl geminivirus) (Brunt 

eta/., 1996). 

2.2.1.1 Virus mosaico de las venas amarillas de Ia okra (BYVMV). 

Sin Iugar a dudas, uno de los virus de Ia okra mas estudiados en Ia actualidad 

corresponde al virus mosaico de las amarillas (BYVMV), en este sentido Torres 

et a/., (1996) relaciona a los geminivirus por pertenecer al grupo Ill de los 

geminivirus que son transmitidos por mosquitas blancas y atacan a plantas 
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dicotiledoneas; por tal raz6n se ha decidido incluir en esta revision todos los 

reportes cientlficos disponibles, con Ia finalidad de que puedan servir como un 

punta de referencia que nos ayude a comprender a las enfermedades vir6ticas 

causadas por geminivirus y que son transmitidas por mosquitas blancas. Anju et 

a/. ,(1993) caracterizan al agente causal de Ia enfermedad mosaico de las 

venas amarillas de Ia okra, el cual es un geminivirus con una particula de 18 x 

30 nan6metros de tamario. 

Singh, (1990) a partir de okra infectada con el virus mosaico de las venas 

amarillas descubri6 Ia presencia de una pequeria, esferica geminada particula 

semejante a virus en forma de agregado al buscar en el floema. En material 

infectado con el virus enation leaf-curl se observe una particula baciliforme 

semejante a virus, siendo observada con los elementos de detecci6n. Este es el 

primer reporte de Ia asociaci6n de una particula baciliforme semejante a virus 

asociada a Ia transmisi6n por mosquitas blancas. Brunt et a/., (1996) describen 

de manera general al BYVMV indicando lo siguiente: 

El virus mosaico de las venas amarillas de Ia Bhendi, -como se le conoce en Ia 

base de datos-, fue reportado por primera vez en Hibiscus esculentus en 

Bombay, India (Kulkarni citado por Brunt et a/., 1996). Los sintomas son 

persistentes, consisten de aclaramiento de nervaduras seguido por 

engrosamiento, los frutos y las hojas reducen su tamario. En Ia okra se 

presentan aclaramientos de nervaduras seguido por amarillamiento y 

engrosamiento. 

2.2.1.1.1 Rango de hospedantes 

Algunas de las especies susceptibles se encuentran Althaea rosea donde 

ocasiona enchinamiento y arrugamientos de hojas Hibiscus esculentus donde 

es posible conservar y replicar el virus, esta especie es Ia mas adecuada para 

ensayos ya que ocasiona lesiones locales o en general en Ia planta (Brunt eta/., 

1996). 

Dentro de las especies no susceptibles se encuentran Ageratum conyzoides, 

Cajanus cajan, Croton bomplaadianus, Glycine max y Lablab purpureus. 
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2.2.1.1.2 Transmisi6n. 

Dehal et a/., (1993) relaciona a Ia transmisi6n de Geminivirus en Nepal, 

incluyendo al mosaico de las venas amarillas con Ia especie Bemisia tabaci, 

esta no induce sfntomas de fitotoxicidad en plantas indicadoras y no genera el 

patron de bandas en Ia prueba de esterasas tfpica de Bemisia argentifolii. Brunt 

eta/., (1996) senala que Ia transmisi6n es de manera persistente, el virus se 

retiene cuando muda el vector, no es un virus replicativo y no se transmite 

transovaricamente, tampoco se transmite por semilla, mecanicamente, por 

contacto entre plantas, por polen, pero sf por injerto. 

2.2.1.1 .3 Taxonomfa y relaciones serol6gicas. 

Anju et a/.,(1993) present6 al BYVMV como un virus relacionado estrechamente 

con el indian cassava mosaic bigeminivirus (ICMV), cuando se realizaron 

pruebas de ELISA usando un antisuero policlonal de ICMV, el virus mosaico de 

las venas amarillas de Ia okra result6 mas estrechamente relacionado al ICMV 

que al african cassava mosaic bigeminivirus. 

2.2.1.1.5 Epidemiologfa. 

Nath et a/., (1995) indicaron una correlaci6n positiva (r=0.085) entre Ia 

incidencia del virus mosaico de las venas amarillas de Ia okra y Ia poblaci6n de 

mosquitas blancas (Bemisia tabac1). Mientras una fuerte correlaci6n negativa 

(r=-0.84) fue obtenida entre Ia incidencia de Ia enfermedad y el rendimiento de 

fruto. 

Sing, (1990) investig6 las condiciones ambientales, como Ia sequfa con 

ambiente caluroso con escasa o nula precipitaci6n, las cuales fueron propicias 

para el desarrollo de Ia enfermedad del mosaico de las venas amarillas de Ia 

okra y tambien para Ia multiplicaci6n del vector Bemisia tabaci. En contraste el 

frfo con alta humedad relativa y precipitaci6n reduce Ia multiplicaci6n de Ia 

mosquita blanca y su distribuci6n. 
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2.2.1. 2 Virus del enrrollamiento de Ia hoja de Ia okra (OkLCB). 

2.2.1 .2.1 Distribuci6n Geografica 

Este virus fue en contra do por primera vez por Kirkpatrick 1930, ( citado por 

Brunt et a/., 1996) en Sudan en Hibiscus esculentus. Los viriones son 

geminados con diametro de 20 nm, con un contorno redondeado y ocurren en 

bajas concentraciones en Ia savia de plantas enfermas (Brunt eta/., 1997). 

Por su parte Fami, (1976) indica que utilizando Ia tecnica de cortes ultra 

delgados de tejidos para plantulas sanas y enfermas de okra que fueron 

examinadas bajo el microscopic electr6nico no se encontraron particulas 

semejantes a virus. En este sentido el esfuerzo por determinar Ia naturaleza del 

agente causal ha sido seriamente impedido porque el pat6geno no es 

transmisible por Ia sabia. 

Este virus induce sintomas como son engrosamientos de nervaduras, 

acortamiento de las hojas, enaciones, vainas poco desarrolladas y pequerias 

con sintomas como moteados clor6ticos en los frutos y en consecuencia Ia 

planta detiene su crecimiento Fami (1976). 

Este mismo autor seriala que Ia enfermedad ocasionada por el virus okra leaf 

curl es mas devastadora durante Ia estaci6n lluviosa en Nigeria. La magnitud de 

las perdidas depende del periodo de Ia infecci6n. En infecciones tempranas las 

plantas detienen su crecimiento, usualmente no alcanzan los 60 em con pocas 

o ninguna vaina. En cambio en infecciones tardias las vainas que se desarrollan 

unicamente reducen su tamario. El primer sintoma de Ia enfermedad es el 

engrosamiento de las nervaduras. Actualmente se reporta confinado al 

continente africano en Chad, Costa de lvoire Nigeria y Sudan (Brunt et a/., 

1997). 

2.2.1.2.2 Rango de hospedantes. 

Las familias que · presentan especies susceptibles son Malvaceas, y 

Solanaceas, reportandose especies como Gossypium hirsutum, Lycopersicon 

esculentum y Nicotiana tabacum. Para Ia prueba de rango de hospedantes se 

transmiti6 por injerto y por mosquitas blancas a las especies indicadas, 
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induciendo sintomas de arrugamiento de hojas, en todas las especies excepto 

tabaco en el cual desarrollo un moteado ligero; Ia recuperaci6n de los sintomas 

a plantulas de okra sanas fue exitosa en cada caso (Fami, 1976). 

2.2.1.2.3 Transmisi6n. 

Givord citado por Brunt et a/., (1997) transmiti6 el virus por un vector, un 

insecta · Bemisia tabaci, dicha transmisi6n es de una manera persistente, 

tambien puede ser inoculado por injerto. Por otra parte no presenta transmisi6n 

por inoculaci6n mecanica ni por semilla. 

2.2.1.2.4 Taxonomia y virus relacionados serol6gicamente 

El virus del enrrollamiento de Ia hoja de Ia okra pertenece a Ia familia 

Geminiviridae miembro del subgrupo Ill, es decir, . geminivirus que son 

transmitidos por mosquita blanca, Bemisia tabaci, y afecta a especies 

dicotiledoneas, esta relacionado serol6gicamente con el african cassava mosaic 

virus (Brunt eta/., 1997). 

2.2.2 Virus mosaico de Ia Okra. 

2.2.2.1 Distribuci6n geografica. 

Fue reportado primeramente por Givord et a/. ,(1972) en Hibiscus esculentus; 

en Costa de lvoire Nigeria, solo se ha reportado en Nigeria. 

2.2.2.2 Sintomas 

Sintomas persistentes, en todas las familias excepto en Malvaceae, 

consistiendo de mosaico clor6tico de nervaduras y bandeado. Otras familias 

presentan clorosis intervenal, clorosis y bandeado de nervaduras (Brunt et a/., 

1997). Por su parte Fami, (1976) observ6 sintomas tales como diferentes tipos 

de mosaicos amarillo brillante en Ia mayoria de las variedades, en el campo 

mientras mas exotica es una variedad, el sfntomas de mosaico amarillento se 

intercala con islas de color verde, los frutos de plantas infectadas tambien se 

ven afectados por un moteado clor6tico. 
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2.2.2.3 Propiedades Bioquimicas. 

Los viriones contienen 32 % de acid6 nucleico, 68 % de proteina, 0 % lipidos. El 

Genoma consiste de RNA de cadena simple, unipartita de sentido positive con 

un RNA subgen6mico que codifica en ambas direcciones (arriba y abajo) una 

proteina para el capside. La composici6n es 17.2% Guanina, 17.5% Adenina, 

39.8% Citocina y de 25.5% Uracilo. La infectividad es conservada cuando se 

desproteiniza con fenol o detergents. El genoma tiene una estructura de ARN 

de transferencia con actividad aceptora de val ina (Brunt eta/., 1997). 

2.2.2.4 Transmisi6n. 

Se transmite principalmente por insectos vectores del genero Podagrica que 

incluye especies como decolorata, uniforma, sjostedti son los mas importantes 

en Costa de lvoire Nigeria. Posiblemente Bemisia tabaci sea un vector en 

Nigeria, pero esto requiere confirmaci6n. Noes transmitido por Aphis gossypii; 

otros insectos que lo transmiten de manera no persistente son Chrysolagria 

cuprina, Lagria villosa, Medythia quaterna, Ootheca mutabilis, Nisotra dilecta. 

Se transmite por inoculaci6n mecanica y por injerto, pero no por semilla (Brunt 

eta/., 1997). 

Con relaci6n a Ia transmisi6n por semilla Fami, (1976) senala que las semillas 

provenientes de plantas enfermas son generalmente no viables con referencia a 

semillas de plantas sanas. 

2.2.2.5 Citopatologia 

Los viriones son encontrados en hojas y raices, en nucleos o en mitocondrias, 

otros cambios celulares son vesiculas de doble membrana y pequenas que se 

encuentran en Ia periferia de los cloroplastos, los cuales llegan a ser rodeados 

completamente, vacuolados y desorganizados (Brunt et a/.1997). 

2.2.2.6 Taxonomia y relaciones serol6gicas. 

El virus mosaico de Ia okra pertenece al grupo de los Tymovirus, esta 

relacionado serologicamente con los siguientes virus: kennedya yellow mosaic, 

desmodium yellow mottle, clitoria yellow vein y cacao yellow mosaic virus, estos 
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virus estan estrechamente relacionados y otros tymoviruses se relacionan de 

manera distanciada (Brunt et a/.1997). 

2.3 Cambios al nivel celular ocasionado por los virus en Ia okra. 

Xiong (1999a), presenta de manera general el efecto de Ia infecci6n viral en las 

plantas, · ocasionando diversas alteraciones en el metabolismo celular, como en 

Ia fotosintesis, nutrici6n y balance hormonal entre otros. De esta manera, 

algunos virus como el turnip yellow mosaic virus, induce fragmentaci6n de los 

cloroplastos y formaci6n de vesiculas grandes. Las alteraciones de los 

cloroplastos pueden derivar en sintomas de clorosis asi como retraso del 

crecimiento. Algunos reportes han indicado que Ia alteraci6n de los cloroplastos 

esta acompariada por alteraciones de otros organelos. Otro efecto es en el 

balance hormonal resultando en malformaci6n de algunas vegetales tales como 

tumores, achaparramientos y enchinamientos de hojas. Por otra parte los virus 

que se encuentran confinados al floema inducen sintomas de amarillamiento en 

toda Ia planta, esto se debe a que el virus interfiere en las funciones del floema 

como son Ia obtenci6n y movimiento de nutrientes de una parte de Ia planta a 

otra. 

Nagar (citado por Xiong 1999a), considera que Ia mayoria de las celulas en una 

planta madura estan diferenciadas totalmente. Estas celulas no contienen 

niveles detectables de enzimas para Ia duplicaci6n de ADN o de proliferaci6n de 

antigeno nuclear celular (PANC), las cuales estan asociadas con cierta enzima 

ADN polimerasa. Estos autores usando inmunolocalizaci6n para demostrar que 

las proteinas para Ia duplicaci6n del geminivirus tomato golden mosaic virus 

(TGMV) se han localizado en el · nucleo de celulas diferenciadas totalmente. La 

infecci6n del TGMV resulta en una acumulaci6n significativa en el hospedante 

de proteinas para Ia sintesis de ADN y PANC. La PANC es un factor accesorio 

para Ia ADN polimerasa delta, que no esta presente en niveles detectables en 

celulas diferenciadas de plantas sanas. Estos datos sugieren que las proteinas 

del gen AC 1 del geminivirus pueden reactivar Ia maquinaria de duplicaci6n de 

celulas de plantas quiescentes para Ia duplicaci6n del ADN viral. 
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Nazeer et a/.(1994), indican que Ia resistencia genetica al virus mosaico amarillo 

de las venas amarillas de Ia okra, involucra Ia presencia en variedades 

resistentes de fenoles totales, fenoles ortodihidroxi, flavonoides, proteinas 

totales y proteinas solubles. Las enzimas peroxidasas y polifenol oxidasas no 

presentan diferencias significativas entre plantas enfermas y las libres del virus. 

Sin embargo mediante inoculaciones del virus puedan inducirse cambios en 

estos constituyentes. Despues de Ia inoculaci6n, los fenoles totales, fenoles 

ortodihidroxi y flavonoides decrecen en Hneas resistentes acompanadas por un 

incremento en peroxidasas, en tanto que. en Hneas susceptibles ocurre lo 

contra rio. 

Asi Nazeer et a/.(1994), concluyen concentraciones de fenoles y los productos 

de oxidaci6n por ejemplo quinonas, formadas por el incremento de peroxidasas 

y polifenol oxidasas puede ser responsable de una reducci6n en Ia 

multiplicaci6n del virus en las Hneas resistentes. 

Bhagat y Vadav (1997), analizando el contenido de carbohidratos de las hojas 

de tres variedades de okra relacionado con Ia infecci6n del Geminivirus mosaico 

de las venas amarillas, encontraron que las variedades susceptibles inoculadas 

con el virus presentan una alta concentraci6n de carbohidratos reducidos y no 

reducidos, asi como carbohidratos totales, comparado con Ia concentraci6n en 

plantas resistentes. 

Tofazzal eta/. (1989), al estudiar el efecto de Ia infecci6n viral de un virus no 

especificado en Ia okra encontraron que Ia infecci6n viral reduce el contenido de 

clorofila "a", "b" y a + b, y de beta-carotene en todos los 6rganos estudiados en 

comparaci6n con plantas de okra sanas, obteniendo como conclusion, que Ia 

infecci6n viral altera Ia actividad de Ia enzima involucrada en Ia sintesis de beta­

carotene y clorofila. 

Sarma et a/.(1995), en el virus mosaico de las venas amarillas, encontr6 que los 

constituyentes quimicos de las hojas de Ia okra tales como clorofila total "a" y 

"b", carbohidratos reducidos, contenido de f6sforo y potasio se reducen con Ia 

infecci6n viral, mientras que el contenido de fenoles totales, azucares totales, 

azucares no reducidos, nitr6geno y proteinas se incrementa; en este sentido, Ia 
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variaci6n de estos compuestos puede variar en funci6n de Ia edad de Ia planta. 

Otra variable analizada, fueron los frutos verdes, en los cuales el contenido de 

azucares totales reducidos, azucares no reducidos, nitr6geno y protefnas, 

f6sforo y potasio decrece por Ia infecci6n del virus. 

Singh eta/. (1983), coincide con Sarma eta/. (1995), cuando plantean que el 

virus mosaico de las venas amarillas de Ia okra, incrementa Ia cantidad de 

azucares reducidos y no reducidos (excepto en frutos), dextrinas, resinas, 

nitr6geno total, nitrate y nitrite en las hojas, tallos y frutos de Ia okra. El almid6n, 

amonio y aminoacidos libres y totales decrecen en partes de las plantas 

enfermas. 

Johri y Padhi (1985), estudiaron el efecto del virus mosaico amarillo de las 

venas en Ia fisiologfa de Ia okra. Encontrando que los niveles de clorofila y los 

carbohidratos en okra infectada, declinan con el incremento en Ia severidad, 

mientras que los niveles de los acidos nucleicos incrementan en plantas 

infectadas, las protefnas totales decrecen en tejidos enfermos y su fracci6n 

insoluble incrementa tanto como Ia fracci6n soluble. El contenido de f6sforo total 

fue bajo en estados iniciales y posteriormente en Ia mayorfa fue igual, seguido 

por un incremento en f6sforo de Hpidos y acidos nucleicos en Ia fracci6n f6sforo. 
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2.4 Comportamiento de los vectores. 

Alvizo (1997), hace una recopilacion de algunos datos de virus transmitidos per 

mosquitas blancas. De donde se resume Ia informacion presente en el cuadro 

siguiente: 

Cuadra 1. Datos seleccionados de transmision de algunos virus fitopatogenos 
t Td "t bl ransm1 1 os per mosqu1 as ancas. 
Virus Vector Periodo de Periodo de Periodo de Periodo de 

alimentaci6n alimentaci6n incubaci6n retenci6n .. 
mm1mo para minimo para 
adquisici6n lnoculaci6n 

Beet pseudo Trialeorodes 1 h 6h 6h 4-6 dias 
yellows vaporariorum 
Bhendi yellow Bemisia. 30 min 10 min 6-8 h 24 dias 
vein mosaic Tabaci 
Cotton leaf B. tabaci 4-8 horas 1-2 h 20 h 5d 
crumple 
Cotton leaf B. 3 horas 30 min 8-24 h 7d 
curl gossypiperda 
Malvaceae B. tabaci -- --. - 22d 
infectious 
chlorosis 
Malvastrum B. tabaci 30 min 30 min 4h 16 
yellow vein 
mosaic 
Sid a yellow B. tabaci 15 min 15 min -- 7d 
mosaic 

Del cuadro anterior se destaca que el virus mosaico de las venas amarillas 

(bhendi yellow vien mosaic), presenta las caracteristicas de transmision mas 

eficientes comparados con los otros virus, debido a que presenta un periodo 

alimentacion minima para adquirir el virus de 30 minutes, para despues ser 

capaz de inocularlo transcurriendo un minima de 10 minutes y final mente ser 

retenido dentro del vector infective durante 24 dias, equivalente al periodo de 

vida del vector. 

Con relacion a los afidos Alvizo (1997), recopilo informacion donde se presenta 

a Aphis gossypii como vector del virus maize dwarf mosaic virus, sunflower 

yellow blotchy virus mosaico amarillo zucchini. 
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Gill y Rataul, (1990) estudiaron en el laboratorio Ia conducta alimenticia sabre 

tejido vegetal de varias especies de insectos vectores de virus, descubriendo 

para Myzus persicae y Bemisia tabaci que durante el periodo de alimentaci6n el 

camino del estilete llega al floema, no asi el Aphis gossypii que llega a Ia 

epidermis. La ruta del estilete de todas las especies fue inter/intracelular. 

Mohanty y Basu (1990), en un estudio de Ia habilidad para transmitir el virus 

mosaico de las venas amarillas per parte de Ia mosquitas blancas detect6 que 

no existe efecto significative en Ia habilidad para transmitir el virus cuando las 

mosquitas son criadas en diferentes plantas. La habilidad para Ia transmisi6n 

del virus fue influida per las condiciones climaticas. 

2.5 Detecci6n de geminivirus de Ia okra. 

Harrison eta/. (1997), a partir de algod6n con el geminivirus de acortamiento de 

hojas del mismo cultivo, logr6 trasmitirlo per medic de mosquitas blancas 

(Bemisia tabact) a 7 plantas considerando frijol, tabaco, tomate y okra, 

causando sintomas de acortamiento de hojas y engrosamiento de nervaduras. 

La presencia del virus fue corroborada con pruebas de ELISA de triple sandwich 

de anticuerpos (TAS-ELISA) per medic de 11 de 31 anticuerpos monoclonales, 

realizando repeticiones para particulas de tres tipos de geminivirus: cassava 

african mosaic, cassava indian mosaic y okra leaf-curl bigeminivirus; Ia reacci6n 

se intensific6 y fue acelerada cuando a Ia extracci6n del fluido de tejido contenia 

sulfite de sodio. 

Los virus en algod6n y en okra con sintomas de · acortamiento de hojas o 

sintomas de amarillamiento de hojas son tambien detectados per PCR con 3 

pares de iniciadores especificos de CLCuV-PK (acortamiento de hojas del 

algod6n aislamiento Paquistan). 

Liu et a/. (1998), indican que Ia secuencia a partir del geminivirus de 

acortamiento de hojas afectando okra, es Guanina Ia misma secuencia como 

los provenientes de algod6n. Aislamientos a partir del mosaico de las venas 

amarillas de Ia okra fueron de des tipos (201 y 301) ambos distintos entre si, 
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perc estrechamente relacionados a los virus aislados a partir de algod6n. 

Concluyendo que los virus que afectan al algod6n en Ia zona de estudio es 

causado per varias variantes distintas del virus y que es posible Ia 

recombinaci6n con el virus mosaico de las venas amarillas de Ia okra y otro 

geminivirus no especificados que han intervenido en su evoluci6n. 

2.6 Papel de las tecnicas moleculares en Ia protecci6n vegetal. 

Las tecnicas moleculares en Ia actualidad se han empleado como un 

complemento a las metodol6gicas de caracterizaci6n morfol6gica de 

organismos pat6genos, con dichas tecnicas es posible detectar diferencias 

minimas entre los organismos y clasificarlo en categorfas inferiores, per 

ejemplo razas, patovares (Valadez 1999). El mismo autor indica que 

actualmente se han diseriado estrategias que ofrecen un amplio potencial para 

poder utilizarse en estudios de diversidad genetica y taxon6mica de 

microoganismos tales como: 

• Analisis de acidos nucleicos (plasmidos y cromosomas) que incluyen 

tecnicas de hibridaci6n con sondas especificas de acidos nucleicos, 

tecnicas de secuenciaci6n y sfntesis discreta de ADN (PCR). 

• Analisis de protefnas, analisis de liposacaridos, y analisis qufmicos que 

consideran cromatografia liqufdo-gas incluso espectrofotometrfa de masas. 

2.6.1 Estudios especfficos de Ia aplicaci6n de las tecnicas moleculares en 

fitopat6genos. 

De acuerdo con Cor~ova, (1999) Ia reacci6n encadena de Ia polimerasa, es 

actualmente Ia mejor tecnica para Ia detecci6n y diagn6stico de enfermedades 

ocasionadas per fitoplasmas. 

Gomez, ( 1999) reporta los viroides como los pat6genos mas pequerios 

conocidos en Ia actualidad, ellos pueden ser caracterizados per metodos 

qufmicos, biol6gicos y moleculares. 

Existen varies metodos de para Ia detecci6n de agentes infecciosos en material 

vegetal entre los que se pueden citar el ensayo de inmunoadsorci6n ligado a 
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enzima (ELISA), electroforesis secuencial (sPAGE), aislamiento de procariotes 

en medio de cultivo (bacterias, espiroplasmas), analisis de ARN de doble 

cadena, micr6scopia · electr6nica de inmunoadsorci6n y Ia hibridaci6n de acidos 

nucleicos, sin embargo para el caso de los viroides se usa las plantas 

indicadoras, el analisis electrof6retico en geles de poliacrilamida y mas 

recientemente Ia hibridaci6n molecular y Ia amplificaci6n enzimatica de acidos 

nuclei cos. 

Silva et a/., (1998) indica que a partir del ario 1985 cuando Kary Mullis 

descubri6 Ia reacci6n en cadena de Ia polimerasa PCR, se marco un hito en Ia 

historia de Ia biologla molecular. Esta tecnica ha permitido Ia detecci6n y 

caracterizaci6n molecular de fitopat6genos tan diversos como hongos, 

bacterias, rickestsias, virus, viroides y fitoplasmas. 

2.6.2 Reacci6n en cadena de Ia polimerasa 

Veilleux, (1999) refiere a Ia tecnica de Ia reacci6n en cadena de Ia polimerasa 

(PCR) como una tecnica de Ia biologla molecular rapida de amplio uso por las 

razones siguientes: es un medio muy rapido y econ6mico para producir un gran 

numero de copias de moleculas de ADN a partir de mlnimas cantidades de un 

material fuente de ADN, aun cuando Ia fuente de ADN se encuentra en una 

baja concentraci6n. 

De acuerdo con Silva eta/., (1998) Ia reacci6n en cadena de Ia polimerasa es 

(PCR) es una slntesis de polimerizaci6n enzimatica que se lleva a cabo en 

ciclos termicos. La enzima participante es una enzima termoestable y en Ia 

reacci6n secuencias de ADN son copiadas muchas veces in vitro. El producto 

de Ia polimerizaci6n del primer ciclo sirve de molde para el siguiente, de tal 

modo que el numero de copias del ADN blanco se duplica exponencialmente en 

cada ciclo de polimerizaci6n. Por ejemplo, partiendo de una molecula de ADN, 

30 ciclos de slntesis produciran una cantidad estimada de un bill6n de 

moleculas nuevas de ADN. El producto nuevo sintetizado permite visualizar el 

segmento en un gel de agarosa o poliacrilamida. La PCR incluye en cada ciclo 

tres pasos fundamentales que son: desnaturalizaci6n, pareamiento y extension. 

19 



La desnaturalizacion consists en Ia separacion de dos cadenas de ADN en 

hebras sencillas, esto se fundaments en que las uniones de las cadenas duplex 

por enlaces de puentes de hidrogeno pueden ser facilmente sueltos a 94 oc. 
El pareamiento del ADN requiere de enzima ADN polimerasa, una cadena de 

ADN pre-existents que actua como molde y de un pequerio segmento sintetico 

que se usa para alargar o extender Ia cadena que se denomina iniciador o 

primers y es un oligonucletido de 15 a 30 bases nucleotidicas. Para parear o 

hibridar este oligonucleotide a Ia molecula molde, se requiere de una 

temperatura de 45-65 o C dependiendo del ensayo. 

El tercer paso del ciclo es Ia extension del iniciador, mediante una 

polimerizacion, en direccion 5' a 3 ' por media de una ADN polimerasa y 

desoxiribonucleosidos trifosfatados (dNTPs). Esta extension de los iniciadores 

resultara en una copia del ADN (ADNc). La ADN polimerasa funciona 

optimamente a 72 o C. 

Los tres pasos anteriores constituyen un ciclo y dan por resultado que Ia 

molecula de ADN de doble cadena sea copiada para producir dos cadenas de 

ADN "hijas". En el segundo ciclo las cadenas de ADN se convierten en 4, y asi 

sucesivamente. 

2.6.2.1 Deteccion de virus por PCR. 

2.6.2.1.1 Deteccion de geminivirus 

De acuerdo con Rojas eta/., (1993) Ia reaccion en cadena de Ia polimerasa 

(PCR) es una tecnica especifica y extremadamente sensible para deteccion e 

identificacion de patogenos vegetales. La especificidad de Ia PCR se basa en el 

uso de iniciadores oligonucleotides que son complementarios a una region 

blanco del genoma que se desea amplificar. Una de las ventajas es que se 

puede partir de una pequeria muestra de tejido vegetal, Ia cual puede estar 

congelada, fresca, o seca, que resulta adecuada para Ia PCR. El metoda de Ia 

PCR ha sido utilizado para Ia deteccion y determinacion de Ia variabilidad de 

virus fitopatogenos, donde se han reportado a los virus del tipo luteovirus, 

potyvirus, geminivirus transmitidos chicharritas que infectan plantas 
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mocotiledoneas y geminivirus transmitidos por mosquitas blancas que afecta al 

tomate, una dicotiledonea. En este sentido tambien se ha reportado por 

Epaminondas et a/., (1994) Ia utilizaci6n de Ia tecnica para detecci6n de 

geminivirus de genoma bipartita que infectan tomates en Mexico. De esta 

manera es posible aplicar Ia PCR para detecci6n e identificaci6n de geminivirus 

porque ellos se replican por Ia vfa de una doble cadena, ADN circular 

intermedio -forma replicativa- Ia cual puede servir como plantilla para Ia 

amplificaci6n de Ia PCR. 

Rojas et a/., (1993) utilize iniciadores degenerados para geminivirus 

transmitidos por mosquitas blancas los cuales fueron diseriados para alinearse 

a regiones de secuencias altamente conservadas de los marcos de lectura 

abiertos, o las regiones comunes de ADN-A y ADN-8. Un iniciador degenerado 

es una mezcla de moleculas en las cuales los nucleotidos hacia una o mas 

posiciones definidas difieren por el diserio. El numero degenerado para un 

iniciador es el producto de todos las opciones combinadas que designa tantos 

como puedan ocurrir en cada una de las posiciones del iniciador. 

La elecci6n de los primer PAV1v1978 para el segmento ADN-A y PARL 1c496 

fue designada para alinear dentro del marco de lectura abierta AL 1, el cual 

codifica para una protefna asociada con Ia duplicaci6n, y el marco de lectura 

abierta AR1 , el cual codifica para Ia protefna del capside respectivamente. 

El iniciador PAV1v1978, fue diseriado para alinearse a Ia cadena de sentido 

complementaria a Ia forma replicativa a partir de AL 1, cuya secuencia codifica a 

Tir-Gii-Lis-Tir-Met-Tri-Aia; dicha secuencia es conservada y los nucleotidos 

trifosfato-obligatorios, supuestamente son sitios en las protefnas asociadas a Ia 

duplicaci6n viral (figura 1 ). 

Los mismos autores presentan al iniciador PAR1c496 que fue diseriado para 

alinease a Ia cadena de senti do del marco de lectura abierta AR 1 ; esta 

secuencia codifica para una secuencia derivada de amino acidos conservada 

Pro-Met-Tir-Arg-Lis-Pro-Arg, Ia cual esta localizada proxima a Ia terminaci6n 

amino de Ia capa proteica (figura 1 ). La secuencia de los dos iniciadores 

mencionados es Ia siguiente: 
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PAL 1v1978 
PAR1c496 

5' GCATCTGCAGGCCCACA TYGTCTTYCCNGT 3' 
5' AA TACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG 3' 

Donde aplica el c6digo IUPAC siendo Y = C,T; R=A,G; N=A,C,G,T,. 

PAR1C496 

_PAL11978 __r, CR 

AL1 , . ADNA J 
AR 1 

~ 

AL3 

CR 

'\ ADNB 

B~ 

Figura 1. Esquema que representa las formas replicativas de los ADN A y ADN 
B, de un tfpico geminivirus bipartita. AL 1 y BR1 = marcos de lectura abierta, 
CR = region comun, Ia linea de los iniciadores indica el fragmento amplificado 
porIa PCR. Tornado de Rojas 1993. 

Por otra parte Epaminondas et a/., (1994) coincide en Ia utilizaci6n de 

iniciadores PAVLiv1978 y PAR1c496 para amplificar un DNA-8, y asi como en 

Ia metodologia de extracci6n del ADN utilizada por Rojas et a/1993; esto con Ia 

finalidad de realizar Ia caracterizaci6n molecular de geminivirus que infectan 

tomates en Mexico. 

Concluyendo Rojas et a/., (1993) obtuvo con los iniciadores PAL 1 v1978 y 

PAR1c496 un fragmento amplificado de 1.1 kb para geminivirus como el 

soybean golden mosaic geminivirus, bean golden mosaic geminivirus 

proveniente de Guatemala y geminivirus de tomate provenientes de Mexico; 

otro fragmento de 1.4 kb se amplific6 para los virus tomato yellows leaf curl 

geminivirus proveniente de Egipto y legume weed geminivirus originario de 

Malawi 

Wilsler eta/,. (1998) demostraron que Ia mosquita blanca es capaz de transmitir 

virus del tipo closterovirus dentro de los cuales estan incluido beet pseudo­

yellows virus (BPYV), cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV), lettuce 

chlorosis virus (LCV), tomato infectious chlorosis virus (ToCV) y un grupo 
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relacionado a los closterovirus que infecta papa dulce, potato chlorotic stunt 

virus (SPCSV). 

Tian et al (1996), para detecci6n de virus transmitidos por mosquitas blancas y 

del grupo closterovirus utilizaron RT -PCR e iniciadores oligonucleotides 

degenerados, donde estes iniciadores corresponden al gen que tiene un 70% 

de homologfa y que codifica una protefna de heat shock. De esta manera los 

iniciadores oligonucleotides son diseflados con una secuencia identica al motif 1 

fosfato (HSP-P-1) para ser complementarios a Ia secuencia correspodiente al 

motif 2 fosfato (HSP-P-2), y a Ia posicion del nucleotide degenerado que no es 

identica. Este procedimiento se utilize para Ia generaci6n de ADNc especfficos 

para virus lettuce infectious yellows closterovirus (LIYV), tomato infectious 

chlorosis virus (TICV), beet pseudoyellow virus (BPYV), cucurbit yellow stuning 

disorder virus (CYSDV) y lettuce chlorosis virus (LCV). Los cDNAs resultantes 

para LIYV, TICV, BPYV, y CYSDV fueron clonados, y fue determinada y 

comparada su secuencia de nucleotidos y de aminoacidos. Tambien se 

generaron sondas para cada eDNA clonado y se uso entonces para identificar y 

diferenciar respectivamente a los virus trasmitidos por mosquita blanca en 

extractos de plantas. Esta metodologfa fue aplicada para identificar a otros virus 

que son transmitidos por mosquitas blancas y no pertenecen a los geminivirus. 

2. 6.3 Detecci6n de germinivirus por sondas marcadas con Digoxigenina. 

Harper y Creamer, (1995) utilizando Ia tecnica de hibridaci6n dot blot, sondas 

marcadas con digoxigenina y colorimetrfa visual detectaron a los virus 

fitopat6geno, considerando a, squash leaf curl virus y beet curly top virus, asf 

como zucchini yellow mosaic potyvirus, lettuce infectious yellows virus, y beet 

yellows closterovirus. Estes mismos autores indican que Ia tecnica de 

hibridaci6n de acidos nucleicos es muy sensible y especffica. Por ejemplo para 

detectar un geminivirus especffico se puede utilizar el componente A del DNA 

como sonda general para hibridaci6n en Ia mayorfa de los cases de geminivirus 

trasmitidos por mosquitas blancas, mientras que una sonda derivada a partir del 
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componente B del DNA permite identificar de que virus se trata 

especificamente. De esta manera las sondas marcadas con digoxigenina se 

vislumbran como una alternativa segura, de bajo impacto ambiental y de bajo 

costa en comparaci6n con las sondas marcadas con radioactividad. Una de las 

desventajas de este metoda es que se requiere de una metodologia especial de 

preparaci6n de las muestras para cada virus o para cada tejido vegetal y no se 

han adaptado los metodos para un range mas amplio de virus. 

2. 7 Manejo de enfermedades virosas de Ia okra. 

2.7.1 Control quimico de vectores. 

Borad et a/., (1993) indican que el porcentaje de incidencia de Ia enfermedad 

incrementa progresivamente con el correspondiente incremento del vector 

Bemisia tabaci, los adultos y los sintomas de Ia enfermedad del virus mosaico 

de Ia venas amarillas fue observado 16-20 dias despues de Ia siembra. 

Bhagat et a!., (1997) probaron Ia eficiencia de tres insecticidas (carbofuran, 

forato, y metil axidemeton) solos o en combinaci6n para el control de vector 

Bemisia tabaci, transmisor del virus mosaico de Ia venas amarillas de Ia okra, 

donde obtuvieron que Ia aplicaci6n al suelo de carbofuran a 1 kg de i. a. /ha a Ia 

siembra y 20 dias despues de Ia siembra, seguida par una aplicaci6n de 

oxidemeton metil a dosis de 250 ml de i. a./ha 45 dias despues de Ia siembra, 

reduce significativamente Ia poblaci6n del vector resultando en una reducci6n 

de Ia incidencia de Ia enfermedad e incremento del rendimiento. 

Borah y Nath (1995), aplicando dimetoato al 0.03 % a los 15-30 dias despues 

de Ia germinaci6n result6 en el mejor tratamiento para el control de Ia mosquita 

blanca Bemisia tabaci vector del geminivirus mosaico de las venas amarillas de 

Ia okra. 

Singh et a/. (1989) reportan Ia realizaci6n de un experimento para controlar al 

vector del virus mosaico de las venas amarillas par aplicaciones de insecticidas, 

fechas de siembra y utilizaci6n de barreras vegetales. El virus fue controlado 

par tres aplicaciones de fosfamid6n (0.02 %) o dimeton s metil (0.025 %) una 
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aplicaci6n simple al suelo de foratox (15 kg/ha) o al intercalar a Ia okra con 

Vigna unguiculata o V. radiata. Los tratamientos con insecticidas resultaron mas 

efectivos para aumentar el rendimiento comparado con los otros. 

Murthy y Reddy (1992) obtuvieron que con aplicaciones de carbofuran en 

granules al suelo en Ia siembra seguido por 2 aplicaciones de monocrotofos con 

un intervale de 48 dias para el control del vector Bemisia tabaci. El tratamiento 

temprano fue importante para prevenir Ia infecci6n durante los primeros 20 dias 

despues de Ia siembra. 

2.7.2 Variedades resistentes 

Sangar, (1997) reporta en un estudio realizado en Ia India donde se probaron 

ocho variedades de okra para resistencia genetica al virus mosaico de las 

venas amarillas de Ia okra, resultando altamente resistentes las variedades 

Arka Anamika, Arka Abhay y moderadamente resistentes Parbhani Kranti y V-6. 

Dhankhar (1996) y Srivastava eta/. (1995) indican que Ia variedad Varsh Uphar 

es derivada de Ia cruza de Ia selecci6n Sam 1X x Parbhani kranti, asi como 

HR855 son resistentes al virus mosaico de las venas amarillas de Ia okra. 

El mismo autor pero con otros colaboradores en 1996 reportan a Ia variedad 

Parbhni Kranti como una variedad resistente al virus mosaico de las venas 

amarillas de Ia okra asi como el hibrido P-7 fue moderadamente 'resistente. 

2.7.3 Practicas culturales. 

Khan y Mukhopadhyay, (1985) estudiaron el efecto en Ia incidencia del virus 

mosaico amarillo de las venas amarillas de Ia okra del acolchado con polietileno 

amarillo, encontrando que este reduce significativamente Ia aparici6n del virus, 

el efecto en Ia aparici6n de los sintomas alcanza los 69 dias despues de Ia 

siembra en los tratamientos acolchados en comparaci6n con solo 28 dias en los 

cultivos no acolchados. La incidencia de Ia enfermedad fue de 24.3% en cultivo 

acolchado en comparaci6n con el testigo que fue de 58.6 %. 

Otro experimento que se realiz6 fue Ia asociaci6n okra-calabaza Ia cual eleva Ia 

incidencia total de Ia enfermedad asi como tasa de distribuci6n. La incidencia 
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de Ia enfermedad fue de un 96.43 % en el cultivo asociado en comparaci6n con 

el testigo que result6 en un 42.17. 

Chowdhury et a/. (1992), al probar extractos vegetales contra el virus mosaico 

de las venas amarillas, extractos en alcohol de Callistemon, Datura, Agave y 

Zingiber officinale, resultaron en un buen grado de inhibici6n de sintomas 

cuando se aplic6 a Ia okra bajo condiciones de campo. Una baja tasa de 

diseminaci6n de Ia enfermedad fue observada en plantas tratadas comparadas 

con el testigo al cual, solo se le aplic6 agua. La mortalidad del vector fue de 20-

80 % cuando se realizaron experimentos de confinamiento de mosquitas 

blancas durante 30 minutes en una caja petri y tratadas con los extractos. 

Mazumber et a/., (1996) en un estudio de Ia incidencia del virus mosaico 

amarillo de Ia okra con relaci6n a Ia variedad y poblaci6n del vector bajo 

diferentes fechas de siembra, observaron una correlaci6n simple positiva 

asociada entre Ia incidencia de Ia enfermedad y Ia poblaci6n de mosquitas 

blancas, temperatura, humedad relativa (en las tardes), precipitaci6n y numero 

de dias lluviosos. 

Singh eta/ (1994), reporta que las siembras tardias presentan mayor incidencia 

de mosaico de las venas amarillas de Ia okra comparado con siembras 

tempranas. 

2.8 Experimentos de campo paralelos a Ia investigaci6n. 

Ayvar y Michel, (1998) realizaron un experimento para evaluar Ia incidencia de 

Ia enfermedad y Ia asociaci6n con algun vector, donde establecieron los 

siguiente tratamientos: 
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Cuadra 2. Tratamientos y dosis aplicadas en el experimento numero 1 en lguala 
1998 
Numero de tratamientos Tratamientos Oasis 
1 Testigo 0.0 
2 Gaucho + lmidacloprid (Bayer) 35 glib- 1 1/ha 
3 Talstar+ orthene 0.25 1- 0.5 1/ha 
4 Vydate + Endosulfan 1 I+ 1 1/ha 
5 Sat-T -Side + Bio J 20 ml+ 20 ml I I de H20 
6 Agribon 

lndependientemente de las consideraciones que requieran estes tratamientos, 

para este experimento, no se obtuvieron resultados debido a .que durante el 

periodo de establecimiento (26 de junio) no se present6 Ia enfermedad en 

ninguri tratamiento en el late experimental, per lo que fue necesaria una 

repetici6n. 

En otro experimento donde se establecieron los mismos tratamientos, fue 

posible observar personalmente el comportamiento de algunos de ellos y que a 

su vez Pereyda et a/., (1998) reporta que el tratamiento de lmidacloprid de 

Bayer mostr6 mejor uniformidad en Ia altura y aspecto de las plantas, el tone de 

las hojas, fue mas oscuro, y no se observaron perforaciones causadas per 

insectos masticadores. Con relaci6n al tratamiento de Agribon (figura 12) este 

resulta prometedor, ya que bajo este tratamiento Ia incidencia de Ia enfermedad 

es de 0 %; a diferencia del tratamiento de imidacloprid donde sf se logra 

encontrar algunas plantas con el amarillamiento caracterfstico. Los otros 

tratamientos no presentan algun comportamiento especial. 
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Ill. MATERIALES Y METODOS 

Areas donde se llevo acabo Ia investigaci6n 

El trabajo de investigaci6n se realiz6 en el invernadero y laboratorio de 

virus fitopat6genos del Departamento de Parasitologla Agricola de Ia 

Universidad Aut6noma Chapingo. Las pruebas de identificaci6n de secuencias 

especlficas de Ia cadena viral se efectuaron en el laboratorio de Biologla 

Molecular del Departamento de Fitotecnia de Ia misma Universidad. Las 

observaciones en el microscopic electr6nico y microscopic de luz se llevaron a 

cabo en el Institute de Fitosanidad del Colegio Postgraduados. 

3.1 Colecta del material enfermo y vectores 

Con Ia finalidad de obtener el material vegetal infectado, asl como insectos 

vectores del virus, se efectuaron tres viajes de colecta en Ia zona productora de 

okra en lguala, Guerrero. Este municipio esta ubicadb a los 18° 22 ' y 99° 33' a 

una altitud de 635 msnm. presentando un clima Awo (w) (i') que significa calido 

con un temperatura media anual sabre 22 o C, con lluvias en verano con poca 

oscilaci6n termica y marcha de Ia temperatura tipo ganges (Garcia 1981 ). 

Dentro del valle de lguala se colect6 material vegetal y vectores en tres sitios 

diferentes debido a Ia seguridad de que se encontrarlan plantas enfermas, 

siendo los siguientes: 

Sitio 1. AI este de Ia Ciudad de lguala en una parcela propiedad de Zacarias 

Velazquez miembro de Ia Asociaci6n de Productores "EI Pentagono". 

Sitio 2. A un costado de Ia carretera lguala-Cocula a Ia altura del kilometre 14, 

propiedad de Ia Asociaci6n de Productores "Agroproductores y 

Comercializadora de Okra" . 

. Sitio 3. Ubicado al este de Ia Ciudad de lguala a un costado del canal principal 

de riego de Ia presa Valerio Trujano. 
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Las plantas de okra enfermas, se seleccionaron al azar y de manera especial 

aquellas que presentaban slntomas de amarillamiento inicial en las hojas y que 

presentaron un tamatio entre 20-30 em de altura; es decir, se aplic6 una 

estrategia de muestreo dirigido. Estas plantas se trajeron al invernadero donde 

completaron su ciclo de desarrollo y soportaran mejor el transports durante 5 

horas de viaje sin sufrir un estres demasiado severo. 

Para colectar las mosquitas blancas, se tomaron dos vasos con fondo de tela 

tipo tul, para atraparlas cuando estuvieran en reposo en plantas de okra o en 

Ia maleza; se tomaron con un movimiento rapido juntando los dos vasos. Estos 

vasos fueron unidos y sellados con cinta adhesiva tipo maskin tape. Se 

tomaron seis muestras con 30-60 insectos aproximadamente y se colocaron en 

una hielera, para ser transportadas a Ia Universidad. 

Para el caso de los afidos que serian ocupados en las pruebas de transmisi6n, 

se colectaron ninfas que fueron transportadas con todo y Ia planta de okra de 

Ia cual se alimentaban, y se introdujeron en una jaula de madera cubierta con 

tela tul. 

3.2 Estimaci6n de Ia incidencia de Ia enfermedad en campo 

En los tres sitios mencionados se seleccion6 al azar un cuadrante de 20 x 20 

metros y se cont6 el numero total de plantas presentes en el cuadrante y el 

numero de plantas enfermas con slntomas de mosaico amarillo, para obtener 

una relaci6n, asimismo fue posible estimar el datio en frutos cosechados, para 

tal efecto se tom6 una muestra al azar de una reja cosechada consistente de 

100 frutos y se cont6 el numero de frutos con slntomas de mosaico clor6tico en 

Ia muestra. 

3.3 Material vegetal 

El genotipo de okra cultivado comercialmente en lguala, el mismo que fue 

colectado y utilizado en todas las pruebas de transmisi6n y extracci6n de ADN 

corresponds a Ia variedad Clempson Spineless, Ia semilla de planta sana fue 

29 



proporcionada por personal del Colegio Superior de Agricultura del estado de 

Guerrero. 

3.4 ldentificaci6n de insectos vectores 

3.4.1 Atidos 

Los afidos ninfas y adultos alados fueron colectados y conservados en alcohol 

70 % para ser identificados en el laboratorio de Entomologia Agricola del 

Departamento de Parasitologia Agricola, utilizando para tal efecto, un 

microscopic estereoscopico y claves entomol6gicas del · orden publicadas por 

Urias et at (1992), asi como las de Peria y Bujanos (1992). 

3.4.2 ldentificaci6n de mosquitas blancas 

Con pupas del cuarto instar colectadas en lotes donde se present6 Ia 

enfermedad, se procedi6 a realizar el montaje de pupas; para tal efecto se 

aplic6 un aclarado con lactofenol calentandose durante 5 minutes, y una vez 

aclaradas las pupas, se depositaron en un portaobjetos que contenia una gota 

de fitossiede (reactive compuesto por . tetraclorato, yodo, glicerina y agua 

destilada) y se cubri6 con un cubreobjeto precortado, se calent6 durante otros 

5 minutes para posteriormente ser visto en el microscopic de luz. Para 

identificar y verificar Ia presencia de una sola especie, se requiri6 de al menos 

50 montajes diferentes, se aplicaron las claves de Martin (1987), y se confirm6 

con Ia Ora Laura Delia Ortega Arenas (Profesor investigador del Institute de 

Fitosanidad del Colegio de Postgraduados). 

3.5 Establecimiento y cuidado de las plantas en el invernadero 

Para Ia conservaci6n del virus se establecieron, plantas de okra con sintomas 

de amarillamiento colectadas en campo, en macetas de plastico de 5 L, con el 

mismo suelo en el que se sembraron originalmente. Dado que Ia okra es una 

planta de clima tropical durante el invierno se acondicion6 el invernadero con 

focos encendidos y un calentador para elevar Ia temperatura durante Ia noche, 
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de esta manera se mantuvo Ia temperatura nocturna en un promedio de 25-28 

°C; durante el dia se mantenia alrededor de los 30-35 o C. 

Para las pruebas de transmisi6n, se utilizaron plantas de okra var. "Ciempson 

Spineless", proveniente de semi II a de lguala Gro. y crecidas en macetas de 

poliestireno de 1 L con suelo esterilizado con bromuro de metilo que fueron 

fertilizadas regularmente con una soluci6n nutritiva de triple 17, y cuando fue 

necesario se aplic6 metalaxil 2 g/L de agua para el control de Pythium. 

3.6 Ensayo de inmunoabsorbancia con enzimas conjugadas (ELISA) 

Para realizar esto se tomaron quince muestras de hojas de okra con sintomas 

de amarillamiento proveniente de lguala, Guerrero de las cuales se obtuvo 2 

gramos de Ia nervadura. Tambien se aplic6 Ia prueba a 5 maleza diferentes 

que expresaban sintomas de mosaico amarillo semejante a Ia okra, de las 

cuales se pes6 1 gramo de nervadura central, que fue molido con el 

amortiguador de extracci6n para ELISA y colectado en una balsa de nylon o 

plastico de 1 0 x 15 em. En cada pozo de una placa previa mente sensibilizada 

con el antisuero policlonal para geminivirus de Ia casa comercial Agdia para 

geminivirus se colocaron 100 ,ul del macerado (antigeno), se dej6 toda una 

neche incubando a 4 o C. 

AI final del periodo de incubaci6n, Ia placa de ELISA se lav6 3 veces. 

Posteriormente Ia placa se golpe6 con firmeza contra un papel secante hasta 

eliminar el exceso de PBST. 

Se adicin6 el conjugado (anticuerpo + fosfatasa alcalina), en donde los 

anticuerpos se adhieren solamente a las particulas del antigeno. 

Posteriormente cad a pozo se le agregaron 1 00 ~L del conjugado ( enzima + 

gammaglobulina) diluido, y se incub6 Ia placa durante 4 horas a temperatura 

del laboratorio; despues se elimin6 el conjugado enzimatico y se lav6 de 

manera similar como se describi6 antes. 
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El paso siguiente consisti6 en agregar el sustrato para Ia fosfasa alcalina que 

fue de 1 00 JJ.I para cada pozo. La placa se coloc6 en Ia obscuridad para 

despues observar Ia coloracion en un lector de placas de ELISA. 

3. 7 Busqueda de inclusiones virales 

De hojas de okra de campo con sintomas de mosaico amarillo se desprendi6 Ia 

epidermis del enves, yen Ia nervadura principal se realiz6 un raspado con lija 

de agua humedecida de 600 mallas. Los fragmentos de epidermis se colocaron 

en las colorantes: azul de bromofenol mercuric, que tirie proteinas de color azul 

y en rodamina verde de metilo, que tirie al ADN de color azul y a las 

inclusiones de color violeta. Se dejaron teriir durante 15 minutes. 

Posteriormente se lavaron; el azul de bromofenol con agua de Ia llave y Ia 

rodamina verde de metilo con agua destilada. Finalmente se montaron en 

glicerina para ser observadas en el microscopic de luz. Para el caso del tejido 

raspado, Ia tinci6n se llev6 a cabo con dos gotas de Azure A, mas una gota de 

fosfato de sodio dibasico; se dejaron teriir durante 15 minutes y se lavaron con 

alcohol al 80 %, se montaron con glicerina y observaron en el microscopic de 

luz. 

3.8 Pruebas de transmisi6n 

3.8.1 Transmisi6n mecanica 

El in6culo obtenido de plantas de campo con sintomas de Ia enfermedad en 

cuesti6n, se prepar6 moliendo el tejido vegetal infectado en una soluci6n 

amortiguadora de fosfato 0.1 M pH 7.0, en una relaci6n 1:3 p/v. Con un isopo 

de algod6n humedecido de Ia savia enferma, se frot6 sobre las hojas de Ia 

planta de okra sana, previamente espolvoreadas con carborundum de 600 

mallas, y se espero para Ia observaci6n de los sintomas hasta 1 mes. 
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3.8.1.1 Rango de hospedantes 

Para Ia prueba de rango de hospedantes se inocularon mecanicamente las 

siguientes familias y especies: 

Chenopodiaceas (Chenopodium album, Ch. Amaranticolor y Ch. quinoa); 

Cucurbitaceas (Cucurbita pepo); Solanaceas (Nicotiana benthamiana, Nicotiana 

clevelandii, N. glutinosa, N. occidentalis, N. rustica, Capsicum annuum, Datura 

stramonumn y Lycopersicon esculentum); Fabaceas (Phaseolus vulgaris y 

Vicia faba); Malvaceas (Abelmoschus esculentus, Gossypium hirsutum y 

Hibiscus sabdarifa) con 3 repeticiones. 

3.8.1.2 Aislamiento de un virus crlptico 

Con plantas de okra con slntomas de mosaicos amarillos se realizaron pruebas 

de transmisi6n mecanica, a plantas de okra sanas, cuando se observ6 que 

estas no expresaban slntomas, se tomaron hojas y se inocularon plantas de 

Nicotiana occidentalis para observar Ia presencia de slntomas, esta prueba se 

repiti6 3 veces con 5 plantas de okra sana y 5 plantas de Nicotiana 

occidentalis. 

3.8.2 Transmisi6n por semilla 

Se establecieron 150 plantas con semillas de okra comercial 

provenientes de planta sana, aunque existe Ia sospecha de que el virus pudo 

estar presente en el embri6n de Ia semilla ya que se mantuvieron aisladas de 

insectos vectores, y despues se observ6 Ia presencia de slntomas de Ia 

enfermedad. 

Por otra parte se sembraron 50 semillas, obtenidas en el invernadero y 

procedentes de plantas de okra con slntomas de amarillamiento, que tiempo 

atras fueron colectadas en campo. En este caso lo unico que se realiz6 fue 

cortar los pocos frutos que se formaron y se secaron las semillas, para despues 

ser utilizadas en Ia prueba de transmisi6n. 
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3.8.3 Transmision por injerto 

Se injertaron 8 plantas de okra sanas de tres meses de edad, con yemas 

provenientes de una planta de okra enferma por el virus, proveniente de 

campo, que expresaba slntomas de mosaico amarillo; Ia zona de union fue 

sellada con parafilm. Con Ia finalidad de mantener Ia humedad relativa, las 

plantas se cubrieron con una bolsa de plastico, se les proporcionaron 12 horas 

de luz durante Ia neche para mantener Ia temperatura nocturna en 25-30 oc en 

el invernadero y se tuvieron durante un mes para Ia observacion de slntomas 

bajo condiciones de aislamiento de insectos vectores. 

Otro experimento realizado con Ia finalidad de aislar el virus fueron los injertos 

de 5 plantas de Nicotiana occidentalis realizados con yemas de okra 

procedentes de plantas con slntomas de mosaicos amarillos, el procedimiento 

fue similar a lo mencionado anteriormente. 

3.8.4 Transmision per mosquita blanca 

En una jaula de madera que contenla plantas de okra con slntomas de mosaico 

amarillo provenientes de lguala Gro. fueron liberadas mosquitas blancas 

colectadas en el campo, con Ia finalidad de que adquirieran el virus; despues 

se introdujeron 1 0 plantas de okra sanas que presentaban 2 hojas verdaderas. 

Cabe mencionar que las plantas enfermas asl como los vectores, fueron 

colectados y transportadas el mismo dla, y ya se contaba con las plantulas de 

okra sana para realizar Ia prueba de transmision en el invernadero de 

Chapingo. Para esta prueba, dado que se trataba de mosquitas blancas que 

estaban adaptadas a altas temperaturas (26 -30 °C), se presto especial 

atencion para proporcionar un ambiente calido en el invernadero, apoyados 

con un calentador y focos encendidos simultaneamente durante Ia neche y solo 

el calentador en el dla. 
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3. 9 Microscopla electr6nica 

Agrios (1991 ), reporta que una de las pruebas mas contundentes para Ia 

caracterizaci6n de un virus y demostraci6n de su presencia en un tejido vegetal 

es Ia observaci6n de Ia partlcula viral en el microscopic electr6nico. 

3.9.1 Tinci6n negativa 

Siguiendo Ia metodologla de Urena (1986) para microscopia electr6nica, se 

tomaron hojas de planta de okra que expresaban slntomas de mosaico 

amarillo, hojas con slntomas de mosaico blanco y brotes tiernos de ramitas con 

hojas enfermas, todos provenientes de campo, estos tejidos se maceraron en 

los contrastantes acido fosfotungstico 1 % pH 6.9 y acetate de uranilo 2 % y 

una vez que se tuvo el macerado, se decanto de tal manera que solo se tuviera 

Ia soluci6n sin tejido yen esta se coloc6 una rejilla de cobre, se sac6 y se dej6 

en una caja de petri hasta que este sec6 para poder ser observada al 

microscopic electr6nico. 

3.9.1 .1 Clarificaci6n del virus 

Para Ia clarificaci6n del virus se sigui6 Ia metodologla de Givord (1973); para 

estos se tomaron 5 gramos de tejido fresco de plantas de okra con slntomas de 

mosaico amarillo, se extrajo Ia savia del foliolo con el amortiguador de fosfato 

de sodio N 0.01 pH 7 adicionado con bentonita 1% y disulfito de sodio 0.5%, 

utilizando un volumen de 1.5 con relaci6n al peso de tejido fresco. 

Se centrifug6 durante 20 min a 10 000 revoluciones por minute (8160g) se 

extrae el sobrenadante se incub6 a 4°C por una hora con n-butanol y se vuelve 

a centrifugar 5 min a 3 000 rpm (735 g) para extraer posteriormente Ia fase 

acuosa. El clarificado se utiliz6 para observaci6n en el microscopic electr6nico 

despues de haber sido teriido con acetate de uranilo y colocado en una 

micromembrana. 
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3.9.2 Obtenci6n de cortes ultradelgados 

Siguiendo Ia tecnica de Urena (1986) desarrollada para el microscopic 

electr6nico, se tomaron hojas de okra obtenidas en el campo con sintomas de 

mosaico amarillo, mosaico blanco, y brotes tiernos de ramitas que expresaban 

los sintomas. Las muestras se seccionaron en porciones de 1 x1 mm, e 

inmediatamente las porciones se colocaron en un fijador de glutaraldehido 6.5 

% en amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7 .2, despues de una 1 h los tejidos se 

lavaron con tres cambios de amortiguador y en el ultimo cambia se mantuvieron 

toda Ia neche. Para el dia siguiente se elimin6 el amortiguador y se adicion6 

tetraoxido de osmic 1% en agua y se dej6 durante 4 horas. Posteriormente se 

elimin6 y se lav6 tres veces con amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7.2 con 

intervalos de 15 minutes, posteriormente se realiz6 Ia deshidrataci6n con 

alcohol etilico, con los tiempos indicados: 

Cuadra 3. Concentraciones de alcohol etilico. 
Alcohol Tiempo (min) 

Alcohol 50% 15 

Alcohol70% 15 

Alcohol90% 15 

Alcohol 100 % 20 

Alcohol 100 % 20 

Alcohol 100 % 20 

Por otra parte se prepar6 una resina que mezcl6 los reactivos siguientes: 

Dioxide de vinilciclohexano (VCA) 2.5 mi. 

Diglicidil eter de polipropilenglicol 

Anhidrido nonenil succinico · (NSA) 

Dimeti laminoetanol (DMAE) 

1.4 mi. 

6.5 mi. 

0.1 mi. 

AI tejido deshidratado se le agreg6 Ia resina y se dej6 toda Ia neche en un 

"revolucionador'' Iento para que se mantuviera en movimiento. 
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Finalmente en capsulas de plastico se deposito un cuadrito de tejido y se lleno 

con resina nueva hasta Ia tercera parte de Ia capsula; las capsulas se 

incubaron 60 °C durante 24 h para que Ia resina polimerizara. 

El material incluido en resina se prepar6 para hacer los cortes ultrafinos. Estos 

se realizaron en un ultramicrotomo, los de color gris se montaron en rejillas de 

cobre previamente preparadas con una membrana de formvar 0.25 %, y fueron 

tefiidos con acetato de uranilo, citrato de plomo y colorante de Reynolds. 

Para Ia tinci6n con el colorante de Reynolds se procedi6 de Ia siguiente 

manera: 

En una caja petri grande se coloc6 papel filtro en el fonda y se colocaron arriba 

de 3-5 perlas de hidr6xido de sodio y en el papel filtro se depositaron con 

mucho cuidado unas gotas de colorante Reynolds, en cada gota de este 

colorante de Reynolds se colocaron 3 rejillas, previamente tefiidas con el 

acetato de uranilo, por un tiempo de 15 minutos; y en seguida se procedi6 a 

lavar las rejillas con en el primer colorante. De esta manera las rejillas quedan 

listas para ser observadas al microscopic electr6nico. 

3.10 Extracci6n de ADN de Okra 

Para efectuar Ia extracci6n de ADN de Ia okra, se aplicaron dos metodos 

diferentes, el de PlantDNAzol y el metodo de Dellaporta (Dellaporta et a/1983), 

con Ia finalidad de determinar, cual de ellos producla un ADN de mejor calidad, 

pureza y mayor rendimiento; el ADN se utilizarla posteriormente para Ia 

prueba de PCR. 

3.1 0.1 Metodo de PlantDNAzol 

El metodo de PlantDNAzol desarrollado por Ausubel eta/. (1990) se utiliz6 para 

extracci6n del ADN de Ia okra, el cual involucra los siguientes pasos. 

Extracci6n de ADN, precipitaci6n de ADN, lavado de ADN y solubilizaci6n, una 

vez purificado el ADN se cuantific6 del ADN por medio de un espectrometro, y 

se determin6 su calidad en un gel de agarosa al 0.8%. 
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Para realizar esto, se tomaron 5 muestras de okra enferma procedente de 

lguala y 5 muestras de plantas sanas (sin sfntomas). Se pesaron 0.2 g de cada 

muestra, se molieron en un mortero con nitrogeno liquido y con una espatula se 

transfirio el polvo homogeneizado a un tubo de centrifuga; se le adicionaron 

600 IJI de plantDNAzol se agito y se dejo reposando durante 5 minutes a una 

temperatura ambiente (22-24 °C). Posteriormente se elimino el plantDNAzol y 

se adicionaron 600 IJL de cloroformo con Ia finalidad de eliminar algunos 

pigmentos y el tuvo se transfirio a un agitador durante 5 minutes, 

adicionalmente se mezclo vigorosamente por inversion y se centrifugo durante 

5 minutes a 14 000 rpm (16, 000 g). Despues se extrajo Ia fase acuosa y se 

transfirio a otro tubo eppedorf. Posteriormente se agregaron 450 IJL de etanol 

absolute a cada tubo para precipitar el ADN, el contenido se mezclo por 

inversion durante 6-8 veces para centrifugar nuevamente a 4 minutes a 1 0 000 

rpm (8, 160 g), se elimino el sobrenadante. 

Otra etapa de Ia extraccion de ADN requiere de un lavado. Para preparar una 

solucion de lavado se mezcla el plantDNAzol con 0. 75 volumenes de etanol 

absolute, se adicionan 600 JJL de Ia solucion de lavado por tubo y se centrifugo 

2 minutes a 10 000 rpm (8, 160 g). Se elimino por decantacion el sobrenadante 

y se adiciono nuevamente etanol al 70%, se centrifugo de nuevo 2 minutes a 

10 000 rpm (8, 160 g). 

Con Ia finalidad de eliminar el exceso de etanol y secar Ia pastilla de ADN los 

tubos se incubaron en una estufa a 37° C durante 1 0 minutes. 

Para Ia solubilizacion del ADN, se adiciono amortiguador TE1 (600 J.LL por 

tubo). 

3.1 0.2 Metoda de De !Iaporta 

Para el aislamiento de ADN de alto peso molecular se utilizo el metoda de 

Dellaporta et a/. 1983 

1 TE compuesto de (Tris-HCL 10m M a pH 8.0, EDTA 1 mM) 
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Minipreparaci6n 

Se tomaron 8 muestras de tejido vegetal de okra, 5 con sintomas de mosaico 

amarillo y 3 provenientes de hojas sanas. 

Se pesaron 0.2 g de tejido por cada muestra y se pulverizaron con nitr6geno 

liquido con ayuda de un mortero esteril, el tejido se transfiri6 a tubas 

Eppendorf. A cada tuba se le adicion6 amortiguador de Dellaporta2 y 2-b 

mercaptoetanol, y se incuba a 65° C durante 10 minutes. 

Despues se adicionaron 200 1-1.L de acetate de potasio par cada tuba y se 

incuba durante 60 minutes en hielo. Las muestras se centrifugaron a 12 000 

rpm (11, 750 g) durante 15 minutes. 

Se extrajo el sobrenadante y se transfiri6 a un tuba eppedorf nuevo, donde 

previamente se habia puesto isopropanol, paso seguido los tubas se incuban 

en el congelador a -20 oc durante 30 minutes. 

Cumplido este tiempo las muestras se centrifugaron 10 minutes a 14 000 rpm 

(16 000 g) y se elimina el sobrenadante. A continuaci6n se adiciona etanol 70% 

para eliminar algunas sales que hubieran quedado adheridas a Ia pastilla de 

ADN y se centrifugaron nuevamente durante 5 minutes a 10 000 rpm (8160 g). 

Una vez realizado lo anterior el sobrenadante se elimin6 par decantaci6n y los 

tubas se incubaron a 37 °C durante 15 minutes para eliminar el exceso de 

etanol. 

Finalmente a las muestras se les agreg6 amortiguador TE para que el ADN se 

solubilizaci6n del ADN y posteriormente se realizara Ia solubilizaci6n del ADN 

efectuar Ia correspondiente cuantificaci6n. 

Maxipreparaci6n 

Con Ia finalidad de obtener una cantidad apropiada de ADN se realiz6 un "maxi 

prep" con el metoda de Dellaporta con Ia finalidad de purificar una cantidad 

2 El amortiguador de Della porta esta constituido por 1 00 m M de Tris, 50 m M de EDTA pH 8, 
500 m M de Cloruro de Sodio y SDS al 1.3%. 
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mayor de ADN, pero ahora adaptado a un volumen mayor de tejido para 

obtener una mayor cantidad de ADN en comparaci6n con Ia minipreparaci6n. 

Para llevar a cabo el protocolo de Dellaporta se tomaron 2 muestras de plantas 

sanas obtenidas en el invernadero y 3 muestras de plantas enfermas que 

expresaban slntomas de mosaicos amarillos y nervaduras engrosadas 

procedentes de lguala Guerrero. 

La cantidad de tejido que fue pesado es como sigue: plantas sanas 1.5 gramos 

de cada una de las dos muestras, asimismo de las plantas enfermas se tomo 

0.67, 1.2 y 1,9 gramos por muestra de cada planta. 

Posteriormente el material fresco se macero con nitr6geno liquido y se agrega 

20 ml de amortiguador de extracci6n (Tris -HCI 1 00 m M a pH 8, EDTA 50 m M, 

Na Cl500 m M, SDS al1.3 %) y despues se aplic6 30 ml2-mercaptoetanol10. 

mM. 

Paso seguido se incub6 a 65 o C por 1 0 minutes. Se adicion6 acetate de 

potasio 5 M y se incub6 60 minutes en hielo. 

A continuaci6n se centrifuge a 4 °C durante 20 minutes a 8000 g y el 

sobrenadante obtenido se filtr6 con un sistema de filtraci6n a base de embudos 

y suavitela, el filtrado fue obtenido en un microtubo conteniendo 600 I-LL de 

isopropanol preenfriado para despues ser incubado a 4° C para favorecer Ia 

precipitaci6n de los acidos- nucleicos mediante el alcohol en el que fueron 

depositados. 

Despues se colect6 Ia madeja de ADN con un gancho de vidrio y se le adicion6 

un 700 I-LL de soluci6n para diluir (Tris-HCI 50 m M a pH 8, EDTA 1 0 m M). 

Cumplido lo anterior despues de disolver Ia pastilla mediante un movimiento 

ascendente-descendente suave, se agreg6 4 I-ll de una enzima ARNasa (1 0 

mg/ml) y se incub6 a 37 °C por 1.5 horas y posteriormente se detuvo Ia 

reacci6n con 75 I-LL de acetate de sodio 3 M y 500 I-LL de isopropanol frio, y se 

procedi6 a precipitar a 4° C durante 2 horas. 

Posteriormente se elimin6 el isopropanol se seco Ia pastilla en Ia estufa a 37 oc 
durante una hora y se lav6 con etanol al 70 %. Se agita y se elimina el etanol 
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para despues de que se ha secado bien el mismo, se precede a resuspender Ia 

pastilla en amortiguador TEa un pH de 8 (TRIS HCI 10 mM a pH 8, EDTA 1 

mM) y asi se conserva en el refrigerador a una temperatura de 4 o C. Para 

despues cuantificar el ADN en el espectrometro, y correrlo en un gel para 

observar su integridad. 

3.1 0.3 Cuantificaci6n de ADN por espectrofotometria 

Para los dos metodos aplicados en Ia purificaci6n del ADN se realiz6 Ia 

cuantificaci6n por espectrofotometria como se indica: 

Se prepar6 una diluci6n 1:1 0 del ADN en agua destilada; y se ley6 en un 

espectr6metro Perkin-Elmer Lamda Bio 2.1 UVNIS a una longitud de onda 260 

nm con Ia que se determin6 Ia canti.dad de ADN presente en Ia muestra asi 

como Ia relaci6n A2so/A2ao que permiti6 estimar Ia pureza de Ia muestra. 

La cuantificaci6n de Ia concentraci6n de ADN se llev6 a cabo con Ia siguiente 

formula: 

Factor de diluci6n = Volumen total en Ia celda 
Volumen de Ia muestra 

Mg. de ADN =(Factor de diluci6n) (SO)(Iectura a 260 nm del espectr6metro) 

La concentraci6n estara dada en Jlg/ml. La pureza de ADN se determina 

dividiendo Ia lectura 280 nm. Un ADN de buena pureza debera dar un valor 

entre 1.8 y 2.0. 

3.1 0.4. Electroforesis 

Con Ia finalidad de verificar que el ADN purificado era de alto peso molecular 

se sometieron a electroforesis 1 Jlg de Ia diluci6n de AND. Para esto se 

prepar6 un gel de agarosa al 0.8% en donde se pesaron 0.56 g de agarosa 

que se disolvier6n en 70 mL de amortiguador TAE3 1 X, y una vez disuelta Ia 

agarosa en el horne de microondas, se enfri6 y se verti6 a un portageles que 

contenia al peine de acrilico apropiado. 
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Una vez que el gel hubo solidificado, se retire el peine. 

Paso seguido se "cargo" el gel con el volumen de ADN correspondiente, mas 

un decimo de amortiguador de carga4
, una vez realizado esto se procedi6 a 

correr Ia electroforesis a 80 vel, despues se tiri6 con bromuro de etidio durante 

15 minutes, para poder observar las bandas en un transluminador de luz 

ultravioleta. 

Para utilizar el ADN en Ia tecnologfa de Ia PCR es necesario eliminar el ARN 

de cada muestra, para lo cual se adiciona Ia enzima ARNasa a una 

concentraci6n de 10 mg/mL, se incub6 a 37°C durante 60 minutes para permitir 

que se desarrolle Ia reacci6n. Posteriormente, para detener Ia reacci6n se 

adiciona 6 IlL acetate de sodio 3 M y 36 J.!L de isopropanol y se introduce en un 

congelador a -20 °C durante 8 minutes para despues centrifugar a 1 0 000 rpm 

(8,160 g). 

3.11 ldentificaci6n se secuencias especificas de Ia cadena viral 

3.11.1 Estandarizaci6n de Ia reacci6n de PCR 

3.11.1.1 Estandarizaci6n de Ia concentraci6n de ADN 

Para Ia estandarizaci6n de Ia reacci6n en cadena de Ia polimerasa fue 

necesario considerar Ia cantidad optima de cada uno de los diferentes 

reactantes: Ia concentraci6n de ADN, concentraci6n de enzima Taq polimerasa, 

Ia concentraci6n de cloruro de magnesia y Ia concentraci6n de cada uno de los 

iniciadores a usar. Para este case, solo se estandarizaron los tres primeros, ya 

que los iniciadores se utilizaron de acuerdo a lo referido per Rojas. (1993). 

Para establecer Ia cantidad optima de del ADN viral se diserio el experimento 

referido en el cuadro 4, en donde se utilizaron desde 20 hasta 100 ng de ADN, 

manteniendo constantes el cloruro de magnesia (2 J.!M), Ia enzima Taq 

polimerasa (1 unidad) y los iniciadores (2 J.!M). 

3 TAE esta compuesto de TRIS base 40 mM I acetato de sodio 5 mMI Na2 I EDTA 1 mM a pH 
7.5 
4 El amortiguador de carga esta constituido por: TRIS 50 mMI EDTA 5 mM 1 glicerol25 %1 

Xileno cianol 2 mg/mLI azul de bromofenol 2 mg/mL en agua bidestilada. 
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Para realizar Ia estandarizaci6n de Ia PCR se consider6 Ia muestra numero 9 

de las extracciones de ADN. Esta muestra que tenia una concentraci6n de 

0.823 J.LQ/ J .. tl, de este tubo se tom6 un 1 J.LI que se diluy6 en 81 J.LL de agua 

destilada para que quedara en una concentraci6n final de 1 0 ng I IlL 

Los iniciadores PAL 1 c 1978 y PAR1-c496 se mandaron a sintezar a un 

laboratorio en Estados Unidos de Ia casa comercial GIBCO y correspondieron 

a las secuencias reportadas en Ia revision de literatura, las especificaciones se 

pueden observar en el anexo. Dichos iniciadores se disolvieron en 

amortiguador de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Para obtener 

una concentraci6n aceptable y medible con Ia puntas disponibles en el 

laboratorio, los iniciadores se disolvieron de tal manera que al tomar 0.25 Jll 

resultara en una concentraci6n 0.2 J.LM que es Ia utilizada para Ia PCR. 

Se requiri6 de amortiguador 10 X para PCR de Ia casa comercial GIBCO. Los 

dNTPs utilizados fueron de Ia casa comercial GIBCO a una concentraci6n de 

500 J.LM. 

El cloruro de magnesia (MgCI) tambien de Ia misma casa comercial viene a 

una concentraci6n de 50 mM. 

La enzima utilizada Taq polimerasa viene a 5 unidades por microlitro y fue de 

Ia casa comercial Perkin Elmer. 

Cuadra 4. Preparaci6n de Ia mezcla de reacci6n para estandarizar 
Ia concentraci6n de ADN. 

Tubo H20 bi dNTPs amortig MgCb lniciadores Enzima ADN 1 

PALic PAR1- Taq 
1978 c496 polimera 

1 10,8 10 2,5 1 0,25 0,25 0,2 0 
2 9,8 10 2,5 1 0,25 0,25 0,2 1 
3 8,8 10 2,5 1 0,25 0,25 0,2 2 
4 7,8 10 2,5 1 0,25 0,25 0,2 3 
5 6,8 10 2,5 1 0,25 0,25 0,2 4 
6 5,8 10 2,5 1 0,25 0,25 0,2 5 

Notas:Las cantldades estan dadas en m1crohtros 
ADN extraido de planta enferma de okra colectada en lguala. · 
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El tubo 1 se utiliza como blanco ya que no contiene ADN. 

En los tubos del 2-6 se probaron las cantidades de 20,40,60,80 y 100 ng de 

ADN de tejido vegetal de planta enferma. 

El procedimiento consinti6 en colocar en tubos de 500 J.d nuevos y esteriles las 

cantidades especificadas en el cuadro anterior en el orden siguiente: agua 

bidestilada, dNTPs, amortiguador, cloruro de magnesio, iniciadores, ADN, 

enzima y que entre todo result6 en un volumen final de 25 J .. LI, finalmente se 

cubri6 Ia mezcla con 25 111 aceite mineral esteril (SIGMA), se centrifug6 

brevemente Ia mezcla y se procedi6 a llevar a cabo Ia reacci6n en un 

termociclador Perkin Elmer con el programa siguiente: 

Un periodo de pre-desnaturalizaci6n de 2 minutes a 94 °C, despues un ciclo a 

94 ° C durante 1 minute para Ia desnaturalizaci6n, seguido de 1 minute a 50 

grades centigrados para alineamiento de los iniciadores y 3 minutes a 72 °C 

para extension. En este programa se repitieron 30 ciclos. 

3.11 .1.2 Estandarizaci6n de Ia enzima 

Para realizar Ia estandarizaci6n de Ia enzima se sigui6 el mismo procedimiento 

de Ia estandarizaciqn del ADN, solo que ahora se vari6 Ia cantidad de enzima 

desde 0, 0.5, 1.5, y 2 unidades por reacci6n. Las cantidades de cada reactive 

se presentan en el cuadro siguiente: 

Cuadro 5. Mezcla de reacci6n para Ia estandarizaci6n de Ia enzima taq 
r po 1merasa. 

Tubo H20 bi dNTPs amorti. MgCI2 lniciadores 
PALic PAR1-
1978 c496 

1 10,8 10 2,5 1 0,25 0,25 
2 9,9 10 2,5 1 0,25 0,25 
3 9,8 10 2,5 1 0,25 0,25 
4 9,7 10 2,5 1 0,25 0,25 
5 9,6 10 2,5 1 0,25 0,25 

Nota:La de ADN se determin6 porIa estandarizaci6n previa. 
Las cantidades estan dadas en microlitros 

Enzima ADN 
taq 

oolimerasa 
0 20 ng 

0,1 20 ng 
0,2 20 ng 
0,3 20 ng 
0,4 20 ng 
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3.11.1.3 Estandarizaci6n de Ia concentraci6n de cloruro de magnesia 

El cloruro de magnesia se estandariz6 de Ia misma manera que lo anterior, 

solo que ahara se vari6 Ia cantidad de cloruro de magnesia 0, 0.5, 1.0 y 2.0 J.!M. 

Estas cantidades se consideraron · e funci6n de Ia reportado previamente en Ia 

literatura (Rojas 1993). Las cantidades de cada reactive se presentan en el 

cuadro siguiente: 

C d 6 M ua ro ezca d I I t d . e reacc1on para es an anzar e c crura d e magnes1o. 
Tubo H20 DNTPs amorti. MgCI2 lniciadores Enzima ADN 

PALic PAR1- taq 
1978 c496 polimerasa 

1 10.8 10 2.5 0 0.25 0.25 0.2 (1 U) 20 ng 
2 10.3 10 2.5 0.5 0.25 0.25 0.2 (1 U) 20 ng 
3 9.8 10 2.5 1 0.25 0.25 0.2 (1U) 20 ng 
4 8.8 10 2.5 2 0.25 0.25 0.2 (1 U) 20 ng 

Nota:Las cantldades estan dadas en m1crohtros 
La concentraci6n de ADN se determin6 porIa estandarizaci6n previa. 

3.11.2 Reacci6n en cadena de Ia polimerasa 

Para Ia reacci6n definitiva de PCR se consideraron muestras de ADN de 

planta sana de okra, una muestra de planta de okra enferma, una muestra de 

jitomate como testigo positive para geminivirus proporcionada per el 

Departamento de Biotecnologfa de Sanidad Vegetal5, una muestra de ADN de 

maiz de planta como testigo negative, ya que se considera al mafz, puesto que 

este cultivo no es hospedero del virus de Ia okra. En esta reaci6n definitiva se 

consider6 el cuadro siguiente: 

5 A cargo del Bi61ogo Jorge Aguilar. 
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Cuadro 7. Mezcla de reacci6n para Ia prueba de PCR definitive. 

Tubo H20 DNTPs amorti. MgCI2 lniciadores Enzima 
PALic PAR1- taq 
1978 c496 polimerasa 

1 a 9.8 10 2.5 1 0.25 0.25 0.2 (1 U) 
1 b 9.7 10 2.5 1 0.25 0.25 0.3 (1.5 U) 
2a 9.8 10 2.5 1 0.25 0.25 0.2 (1 U) 
2b 9.7 10 2.5 1 0.25 0.25 0.3 (1 .5 U) 
3a 9.8 10 2.5 1 0.25 0.25 0.2 (1 U) 
3b 9.7 10 2.5 1 0.25 0.25 0.3 (1.5) 
4a 9.8 10 2.5 1 . 0.25 0.25 0.2 (1 .5 U) 
4b 9.7 10 2.5 1 0.25 0.25 0.3 (1.5 U) 

Nota:Las cantidades estan dadas en microlitros 
La concentraci6n de ADN se determin6 por Ia estandarizaci6n previa. 

1 a y b = okra enferma 
2 a y b = jitomate control ( +) 
3 a y b = okra sana 
4 a y b = maiz control (-) 

3.11.3 Electroforesis de los productos de Ia PCR 

ADN 

20 ng 
20 ng 
20 ng 
20 ng 
20 ng 
20 ng 
20 ng 
20 ng 

Para observar el tamario de los fragmentos sintetizados por Ia estandarizaci6n 

de los diferentes reactantes asi como de Ia prueba final de PCR, prepararon 

geles de agarosa al 1.2 % y se corrieron electroforesis, bajo el procedimiento 

indicado anteriormente, para estima el peso molecular de los fragmentos 

sitetizados en cada caso, se utiliz6 un marcador de peso molecular de Ia casa 

comercial GIBCO, de 100 pb para Ia estandarizaci6n de los reactantes y 1000 

pb para Ia prueba definitive de PCR. 

3.12 Experimentos de campo 

Simultaneamente a las pruebas de laboratorio planteadas a este trabajo, en los 

campos experimentales de Ia Escuela Superior de Agriculture de lguala Gro. 

se realizaban investigaciones de campo, con Ia finalidad de evaluar diferentes 

tratamientos para el control y aislamiento del cultivo de los vectores del virus. 

Los resultados de estos experimentos ya fueron presentados en Ia revision de 

literature. 
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IV. RESULTADOS 

4.1 Colecta en campo. 

Por cada salida de colecta se tomaron de 10 a 15 plantas enfermas, con los 

sintomas que se mencionan enseguida, estas plantas se utilizaron para las 

pruebas de transmisi6n y pruebas de laboratorio. 

Los insectos que se colectaron fueron mosquitas blancas y afidos, para las 

moscas se capturan vivas aproximadamente 50-100 por cada jaula de vaso que 

sobrevivieron el traslado solo Ia primera colecta. 

Con relaci6n a los afidos se colectaron con todo y Ia planta hospedante, no se 

realiz6 alguna aproximaci6n de Ia cantidad de afidos colectados, unicamente 

nos percatabamos que se encontrara por lo menos una colonia en el 

hospedante. Estos insectos posteriormente serian identificados. 

4.2 Sintomas en campo. 

En campo se encontraron sintomas de Ia enfermedad en las hojas 

consistiendo de mosaicos amarillos con acortamiento de Ia lamina foliar (figura 

2) y mosaicos color blanco, ambos sintomas se observan tanto en hojas 

maduras como en brotes tiernos, que se manifiestan en Ia okra desde el 

estado de plantula. Los frutos presentan un moteado clor6tico (figura 3), siendo 

este el problema principal que afecta a los productores, ya que en el momenta 

del empaque, genera perdidas debido a las estrictas normas de calidad de los 

productos destinados a Ia exportaci6n. 

4.3 Evaluaci6n de Ia incidencia de Ia enfermedad en campo 

Se realize Ia evaluaci6n de Ia incidencia de Ia enfermedad e tres cultivos 

diferentes de Ia zona productora de lguala, obteniendo los siguientes 

resultados. 
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Figura 2. Mosaicos amarillos 

Figura 3. Sintomas de mosaico clor6tico en frutos de okra (C y E). 
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Cuadro 8. lncidencia de Ia enfermedad del amarillamiento de Ia hoja de Ia okra 
I I G en 1g_ua a, ro. 

Sitio Ed ad de las plantas (dfas lncidencia (%) 
despues de Ia siembra) 

1 50 6 
2 50 8.5 
3 60 46 . . .I. La mc1denc1a esta por Ia defimc16n de un cuadrante al azar de 20 m donde se obtuvo Ia 

relaci6n de las plantas presentes en total y a las plantas enfermas, debido al tipo de siembra 
mateado casi chorrillo. 

En el tercer sitio se presento una intensidad 13 veces mayor, puesto que el 

cultivo tiene mayor edad y Ia enfermedad tiende a incrementarse con esta de 

acuerdo a las observaciones de Pereyda et a/ (1998). . Las incidencias 

encontradas coinciden con las reportadas por los mismos autores citados en 

sus evaluaciones de campo en Ia region. 

Adicionalmente en el sitio numero tres, dado que se encontraba en periodo de 

cosecha, fue posible evaluar Ia incidencia del moteado clorotico en frutos, 

caracterfstico de Ia infeccion viral, resultando una incidencia de 14 frutos con 

sfntomas en una muestra aleatoria de 100 frutos, analizando este dato al 

parecer no es significative, sin embargo es de las incidencias en fruto menores 

que se han reportado, (comunicacion personal Pereyda 1999)1
. Ademas, este 

sitio presenta Ia particularidad de que fue establecido en asociacion con mafz, 

lo que seguramente repercutio en Ia dispersion de Ia enfermedad en el 

espacio, aunque esta apreciacion requiere de una comprobacion. 

4.3 Pruebas de ELISA. 

Dados los sfntomas de Ia enfermedad, se sospecho que esta pudiera ser 

ocasionada por un virus del grupo de los geminivirus; en este sentido, se 

realizaron dos pruebas de ELISA con un antisuero policlonal para geminivirus, 

las cuales indicaron resultados negatives (anexo 3). 

1 lng. Juan Pereyda Hernandez. Universidad Aut6noma del Estado de Guerrero. 
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4.4 Pruebas de transmisi6n 

4.4.1 Transmisi6n mecanica. 

Con los amortiguadores de fosfato de potasio 1.0 MpH 7.0 y 7.8 no fue 

posible Ia transmisi6n mecanica del virus que ocasiona los mosaicos amarillos 

en ninguno de los multiple intentos (cuadro 8). 

Cuadra 9. Especies que se incluyeron en Ia prueba de transmisi6n mecanica 
I . . d , t d ·u I k para e v1rus que 1n uce sm omas e mosa1cos aman o en a o ra. 

Familia Especie Numero de plantas 
infectadas 

Chenopodiaceas Chenopodium album negativo 
Ch. Amaranticolor negativo 
Chenopodium quinoa negativo 

Cucurbitiaceas Cucurbita pepo negativo 
Solanaceas Nicotiana benthamiana negativo 

Nicotiana glutinosa negativo 
Nicotiana occidentalis negativo 
Nicotiana rustics negativo 
Capsicum anmum negativo 
Datura stramonion negativo 
Lyco~rsicon esculentus negativo 

Fabaceas Phaseolus vulgaris negativo 
Glicine max negativo 

Malvaceas Abelmoschus esculentus negativo 
Gossypium hirsutum negativo 
Hibiscus sabdariffa negativo 

4.4.1.1. Aislamiento de un virus crfptico. 

Los virus cripticos no inducen sfntomas en las plantas, tambien se les 

denomina virus latentes Agrios, (1991 ). Mediante pruebas de transmisi6n 

mecanicas fue posible detectar un virus latente que se presenta en Ia planta de 

okra en combinaci6n con el virus que induce los sfntomas de mosaico ·amarillo 

y acortamiento de hojas. 

El procedimiento que se sigui6 para obtenerlo fue Ia inoculaci6n mecanica de 

plantas de okra sanas con plantas enfermas posteriormente se tomaron estas 

plantas asintomaticas con las que se inocularon plantas de tabaco Nicotiana 

occidentalis, esta planta de tabaco si manifesto sfntomas del virus que 

consistieron en necrosamiento de las hojas y muerte de Ia planta; con respecto 
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a lo anterior fue posible establecer un esquema de transmisi6n que se puede 

observar en Ia figura 4. 

Okra (mosaico amarillo) 

Nicotiana occidentalis 

(Ia planta muere) 

Okra sana 

asintomatico 

Nicotiana occidentalis 

Virus latente aislado 

Figura 4. Esquema de transmisi6n mecanica 
para el aislamiento de i.m virus criptico 

"" ~ r . , rr~. T AL 
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4.4.2 Transmisi6n por semilla. 

No se presentaron sfntomas en ninguna planta proveniente de las 

semillas obtenidas de planta sana cuadro 1 0. 

De Ia segunda prueba con semi lias provenientes de plantas · enfermas, los 

resultados fueron: que todas las semillas germinaron normalmente y no 

manifestaron el sfntoma de amarillamiento en Ia hoja tfpicos de Ia enfermedad. 

4.4.3 Transmisi6n por injerto. 

Esta prueba result6 en una planta enferma con sfntoma de mosaicos y 

acortamientos de las hojas identicos a Ia planta enferma. Las 7 plantas 

restantes no presentaron sfntomas (cuadro 1 0), el perfodo de incubaci6n fue de 

30 dfas. Lo anterior nos indica que es posible reproducir los sfntomas mediante 

transmisiones por injertos. 

4.4.4 Pruebas de transmisi6n por vectores 

4.4.4.1 Prueba de transmisi6n por mosquitas blancas. 

De las dos ocasiones que se realiz6 Ia prueba de transmisi6n por 

mosquitas blancas, se obsei"Varon tres plantas con sfntomas de mosaico 

amarillo en las hojas (cuadro 10), lo que indica que es muy probable que el 

virus se transmita por mosquitas blancas. 

Cuadro 10. Resultados de las pruebas de transmisi6n del virus que induce 
sfntomas de amarillamiento en Ia okra 
Transmisi6n Plantas inoculadas (+)/1 (-) Frecuencia 
lnjerto 8 1 7 1/8 
Semi II a 200 * 0 200 0/200 
Mosquitas blancas 10 3 7 3/10 
Mecanica 25 0 0/25 
Semillas sembradas. 

1 Sfntomas identicos de amarillamiento de las hojas y reducci6n de lamina foliar. 
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4.4.4.1.2 ldentificaci6n de mosquitas blancas. 

De los 50 montajes realizados para identificar a las mosquitas blancas, 

se identific6 Ia especie Trialeurodes vaporariorum (Westwood) en todos los · 

casos, las caracterlsticas que permiten identificar esta especie son las papilas 

submarginales y orificio vasiforme circular; en Ia figura 5 y 6 es posible 

observar las estructuras que nos permitieron llegar a este resultado. 

4.4.4.2 Pruebas de transmisi6n por afidos. 

Se estableci6 una colonia de afidos procedentes de lguala Guerrero, de 

donde se tomaron afidos de color verde y afidos de color amarillo para inocular 

plantas de okra sanas, estos insectos se mantuvieron durante dos dlas en 

contacto, utilizando para tal fin jaulas de vaso; a los 30 dlas se observaron dos 

plantas enfermas, una present6 slntomas de enchinamiento de hojas y otra con 

acortamiento de lamina foliar. De estas plantas infectadas via vectores se 

realiz6, una transmisi6n mecanica (figura 7) a Nicotiana occidentalis y Datura 

stramonium con Ia finalidad de observar los slntomas. La especie de afido que 

transmiti6 el virus fue Myzus persicae. Otra cuesti6n interesante, es que 

algunos afidos venlan parasitados con una avispita Afidiius spp, lo cual por una 

parte redujo Ia eficiencia de Ia transmisi6n en el invernadero y por otra parte 

puede ser importante su consideraci6n como mecanisme de control natural de 

afidos en Ia zona de lguala. 

4.4.4.2 ldentificaci6n de afidos. 

En todas las colectas de afidos realizadas en Ia zona de estudio se identific6 al 

Myzus persicae y Aphis gossypii (posiblemente el Myzus persicae este 

implicado en Ia transmisi6n de un virus, pero esto requiere confirmaci6n y su 

debida caracterizaci6n). 
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Figura 5. Micrografia a . 40X de pupas de Trialeorodes vaporariorum, 
mostrando, papilas submarginales evidentes (1}, setas caudales (2) y orificio 
vasiforme (3). 

Figura 6. Micrografia a 40X de pupas de Trialeorodes vaporariorum 
mostrando papilas submarginales evidentes (1), seta caudal (2) y orificio 
basiforme (3). 
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Okra (amarillamiento y enchinamiento) 

Atidos c==) Okra sana(+) 

Nicotiana occidentalis ( +) 

Virus aislado 

Figura 7. Esquema de transmisi6n por vectores 
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4.5.2.1 Aislamiento de un virus transmitido por afidos 

La prueba de transmisi6n por afidos result6 en el aislamiento de un virus que 

ocasion6 los siguiente slntomas (cuadro 11) 

Cuadra 11 . Especies susceptibles por inoculaci6n mecanica a partir del virus 
transmitido por afidos aislado en Nicotiana occidentalis. 

Especie lnoculaci6n Slntomas 
Nicotiana occidentalis positive Lesiones locales, nervaduras color 

morado, las hojas basales necrosadas, 
las nervaduras necrosadas 
parcial mente. 

Datura stramonium positive Enchinamiento de hojas, enrrollamiento 
enanismo, no lesiones locales. 

Nicotiana rustica positive Detenimiento del crecimiento, 
enchinamiento de hojas nuevas. 

Capsicum annum positive Hojas flacidas, mosaicos amarillos 
tenues, hojas deformes con muescas. 

Chenopodium album positive lesiones locales holas ap_icales chicas. 
Capsicum annuum positive Hojas flacidas, mosaicos amarillos 

tenues, hojas deformes con muescas. 
Nicotiana glutinosa positive Hojas basales amari llentas lesiones 

locales. 

4.5 lnclusiones virales 

Se encontraron inclusiones virales en celulas epidermicas de tipo amorfas muy 

cercanas al nucleo y agrupadas en par como lo cita Christie et a/ 1977, en lo 

que ellos denominan estructuras "ropey", es decir con una estructura muy 

delgada que las separa; esto se puede observar mejor en Ia figura 7 y 8. Para 

este caso el mejor colorante fue el azure A. 
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Figura 8. lnclusiones virales amorfas en celulas epidermicas de okra. 
N = Nucleo; In = inclusion; R= estructura "ropey". 

Figura 9. lnclusiones amorfas en celulas epidermicas de okra N = Nucleo; 
In = lnclusi6n, R = estructura "ropey". 
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4.6.Microscopia electr6nica 

De tres intentos realizados con microcortes ultradelgados, observados en el 

microscopic electr6nico no fue posible encontrar las partlculas virales, 

inclusiones citoplasmaticas o los efectos de una infecci6n viral. 

4.7.2 Tinci6n negativa. 

De los cuatro intentos efectuados en el microscopic electr6nico donde se 
-

utilize sabia de hojas infectada con el virus y e·mpleando como contrastantes al 

acetato de uranilo y al acido fosfotungstico, no fue posible observar las 

partlculas virales. 

En las observaciones · al microscopic electr6nico de un supuesto virus 

clarificado y Ia preparaci6n teriida con acetato de uranilo no fue posible 

encontrar partlculas semejantes a virus. 

En otra observaci6n donde el acetato de uranilo se prepar6 al 1 % y se 

adicion6 a Ia preparaci6n EDTA pH 7.0, tampoco fue posible observar 

partlculas. 

4.8 Extracci6n de ADN de okra 

4.8.1 Concentraci6n de ADN. 

AI aplicar los dos metodos de extracci6n de ADN se obtuvo una mayor 

concentraci6n promedio de ADN en el metoda de Dellaporta con relaci6n al 

metoda de PlanDNAzol como se observa en el cuadro 12. Sin embargo ambos 

metodos funcionan de manera muy eficiente. 

Cuadra 12. Concentraciones de ADN obtenidas por el metoda de PlanDNAzol y 
d D II rt I f d k e e apo a para plantas sanas yen ermas eo ra. 
Muestra Concentraci6n de ADN de (J.Lg/ml) 

Plant DNAzol Della porta 
planta sana Planta enferma planta sana planta enferma 

1 0.539 0.669 0.652 1.163 
2 0.613 0.988 1,57 0.634 
3 0.671 0.884 1.52 0.887 
4 0.587 0. 655 - 0.348 
5 0.599 0.517 - 0.680 
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4.8.2 Pureza del ADN. 

La pureza del ADN esta determinada por Ia relaci6n A2so/A280 siendo un nivel 

6ptimo que el valor obtenido se encuentre en 1.8 a 2.0. lamentablemente las 

lecturas del espectr6metro obtenidas para este parametro resultaron 

deficientes por efectos de error en Ia calibraci6n. Sin embargo, al analizar el 

ADN en el gel de agarosa, se pudo apreciar una banda de alto peso molecular 

libre de protefnas. 

4.8.3 Calidad 

De acuerdo con Ia observaci6n del ADN extrafdo por los dos metodos, en un 

gel de agarosa 0.8%, se decidi6 utilizar el metodo de Dellaporta por producir 

un ADN con mejores parametres, no obstante con el metodo de PlantDNAzol 

se obtuvo buena calidad del ADN. 

4.9 Extracci6n definitiva de ADN 

Una vez definido el metodo de Dellaporta como el metodo de extracci6n de 

ADN para Ia okra, se realiz6 una extracci6n de ADN definitiva, y se cuantific6 

los datos se pueden ver en el cuadro 13. 

c d 13 c ua ro oncentrac1on e .. d ADN y re ac1on 2 280 . • A sofA 
Muestra Concentraci6n de ADN uo/ul relaci6n A2so/A2ao 

Planta sana 1 0.205 1.701 * 
Planta sana 2 0.260 1.540 * 
Planta enferma 1 1.240 1.311 * 
Planta enferma 2 0.319 1.352 * 
Planta enferma 3 0.823 1.519 * 

Del cuadro anterior se puede observar que las concentraciones y pureza del 

ADN son aceptables, sin embargo en las lecturas de Ia relaci6n A2so/A2ao se 

aprecia ligera contaminaci6n debido posiblemente a al presencia de solventes 

o fenoles. Sin embargo bajo estas condiciones se utiliz6 el ADN para Ia tecnica 

de Ia PCR. 
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Con relaci6n a Ia calidad del ADN, estimada por una electroforesis en un gel de 

agarosa al 0.8% se obtuvo buena integridad del ADN al observarse una sola 

banda, sin presencia de bandas con barridos caracteristicas de un ADN 

fragmentado. 
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4.10 Estandarizaci6n de Ia PCR. 

Los productos de Ia PCR con Ia utilizaci6n de los iniciadores degenerados 

(PALv1978 y PAR1c 496) fueron fragmentos de ADN de un peso 

molecular de 1.1 Kb (Figura 12), lo cual es un indicativo de que se logr6 

amplificar ADN de un geminivirus que esta presente en tejido foliar 

enfermo de Ia okra. Este resultado fue posible observarlo con cada una de 

las variantes de las condiciones de Ia estandarizaci6n de Ia reacci6n de Ia 

PCR. 

9.1 0.1 Estandarizaci6n de Ia concentraci6n de ADN 

Con base a Ia figura 12 se tiene que con las concentraciones 

experimentadas (0, 20, 40, 60, 80, 100 ng de ADN) se amplific6 

perfectamente un fragmento correspondiente con una parte de secuencia 

comun de geminivirus que se encuentra presente en el tejido de Ia okra 

con excepci6n del blanco o testigo (0 ng de ADN) el cual no contenia 

ADN. 

MPM 0 20 40 60 80 100 ng ADN 

Figura 9 Gel de electroforesis de los fragmentos amplificados porIa PCR 
para estandarizar Ia concentraci6n de ADN proveniente de una planta de 
okra enferma. 
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4.10.2 Estandarizaci6n de Ia enzima Taq polimerasa. 

Para estandarizar cantidad de enzima Taq polimerasa, se probaron 0, 0.5, 

1.0, 1.5, 2.0 unidades de enzima por reacci6n, los resultado obtenidos 

indican que el fragmento del geminivirus se amplitica eticientemente con 

todas las concentraciones de Ia enzima evaluada, considerando 20 ng del 

ADN, lo mencionado se puede observar en Ia figura 13. En funci6n de este 

resultado, se consider6 utilizar 1 U por reacci6n en los experimentos 

consecutivos. 

MPM 0 0.5 1.0 1.5 2.0 Unidades 

Figura 10. Gel de electroforesis para Ia estandarizaci6n Ia cantidad 6ptima 
de enzima Taq polimerasa. 
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4.10. 3 Estandarizaci6n de Ia concentraci6n de cloruro de magnesia. 

De las cancentraciones de clarura de magnesia que se experimentaran en Ia 

reacci6n de PCR (0.5, 1.0, 2.0 J,LM) Ia concentracl6n de 1 J.LM fue Ia (mica 

que permiti6 Ia amplificaci6n de Ia banda correspandiente al ADN viral, 

cantidad que fue considerada con Ia reacci6n definitiva. 

Kb 
2.0 

1.5 

1.1 

MPM 0 1.0 1.5 2.0 J1 M 

Figura 11. Gel electroforesis para Ia estandarizaci6n de Ia concentraci6n 
6ptima de clorura de magnesio. 
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4.11 Prueba de PCR definitiva. 

En Ia figura 12 se observa el gel de electroforesis donde se aprecian los 

productos de Ia PCR que consiste de una banda bastante visible de 1.1 kb en 

las muestras de planta enferma de okra (carril 1 y 2) y del control positive 

(tomate Lycopersicom esculentum procedente de Morelos) (carril 3 y 4). En 

cambia para Ia muestra de ADN de malz (testigo negative) no se amplific6 

ninguna banda (7 y 8). Para el carril 5 y 6 que consisti6 de una muestra de okra 

sana se alcanza a observar una banda muy tenue de un peso molecular de 1.1 

kb, to que nos puede indicar Ia alta capacidad de Ia prueba de PCR para 

detecta cantidades mlnimas de ADN viral que pueden estar presentes incluso 

en plantas que no manifiestan slntomas. 

Lo anterior nos corrobora Ia presencia de un geminivirus atacando a Ia okra en 

lguala Gro. y confirma Ia presencia de geminivirus en plantas de tomate 

procedente de Morelos asr como una baja concentraci6n del ADN viral que 

puede estar presente en plantas sanas. 
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MPM 2 3 4 5 6 7 8 9 

Figura 12. Productos de Ia PCR, marcador de peso molecular, carril 2 y 3 planta de 
okra enferma, carril 4 y 5 planta de jitomate (testigo positivo), carril 6 y 7 okra sana, 
carril 8 y 9 testigo negativo. 
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4.11 Observaciones de campo. 

Simultaneamente a Ia realizaci6n de Ia fase de laboratorio en Ia Universidad 

Aut6noma Chapingo, en el Colegio Superior de Agricultura de Guerrero se 

realizaban experimentos de campo donde aplicaban diversos tratamientos con 

Ia finalidad de controlar Ia incidencia de Ia enfermedad del amarillamiento de Ia 

hoja de Ia okra, dichos tratamientos consistieron de aplicaciones de 

agroquimicos para controlar posibles vectores, aplicaciones de aceites con las 

misma finalidad, y Ia utilizaci6n de microtules de agribon (figura 13), los 

resultados ya fueron presentados en Ia revisi6n de literatura. 

Figura 13. Experimento de campo para Ia evaluaci6n de Ia incidencia de Ia 
enfermedad del amrillamiento de Ia hoja de Ia okra en lguala, Gro. 1998. 
Cortesia del Dr. Sergio Ayvar Serna. Colegio Superior de Agricultura de 
Guerrero. 
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V. DISCUSION 

En este apartado se analizara algunos aspectos sobresalientes en cuanto a 

los resultados obtenidos. 

5.1 Sintomas 

Con relaci6n a Ia sintomatologia de Ia enfermedad, estos corresponden a los 

sfntomas tfpicos de las enfermedades ocasionadas por virus del grupo de los 

geminivirus, como se sabe estos virus se alojan en el floema donde son 

capaces de alterar las funciones del mismo como: obtenci6n y movimiento 

de nutrientes de una parte de Ia planta a otra, inducen fragmentaci6n de 

cloroplastos y formaci6n de vesiculas grandes, las alteraciones de los 

cloroplastos pueden derivar en sfntomas de clorosis, asf como retraso del 

crecimiento, como lo ha reportado Xiong (1999a), lo que explica Ia expresi6n 

de los mosaicos amarillos caracteristicos de esta enfermedad. 

Para el caso del okra mosaic tymovirus Fami (1976), seriala Ia observaci6n 

de sintomas de diferentes tipos de mosaicos amarillo brillante en Ia mayoria 

de las variedades de okra y un moteado clor6tico en el fruto. Estos sintomas 

al parecer, se parecen a los sintomas encontrados en campo, pero el virus 

en estudio, no se trasmite mecanicamente como lo hace el okra mosaic 

tymovirus. 

5.2 Evaluaci6n de Ia incidencia de Ia enfermedad en campo. 

En realidad esta informacion correspondiente con Ia incidencia puede ser 

muy variable, ya que esta en funci6n de las condiciones climaticas 

prevalecientes, Ia epoca de siembra, Ia incidencia de los vectores y del 

manejo del cultivo. No obstante, con base a los recorridos de campo fue 

posible apreciar Ia gravedad del problema para Ia zona del Valle de lguala, 

ya que en ocasiones Ia incidencia en las parcel as alcanzaba hasta un 100%. 

El dario principalmente en las parcelas fue mayor donde Ia fecha de 

67 



desarrollo vegetative coincidia con los meses de marzo, abril, mayo o junio 

en donde periodos de altas temperaturas, sequia y baja humedad relativas 

(anexo 2) son condiciones ideales para el desarrollo acelerado de los 

vectores en lguala; como lo han mencionado, Mohanty y Basu (1990), 

Mazumber et al 1996; y Sing (1990). Por lo tanto merece atencion Ia 

trascendencia que presenta conocer con precision Ia incidencia de Ia 

enfermedad y poder correlacionarla con otras variables como el clima, Ia 

epoca de siembra, las variedades, el manejo y Ia presencia de los vectores 

sin dejar de considerar el criteria economico, determinants para este cultivo. 

Baja este contexte es importante, entender como se comporta Ia incidencia a 

lo largo del tiempo. Situacion que fue considerada por Murthy y Reddy 

(1992), cuando senalan que las aplicaciones de insecticidas tempranos son 

importantes para prevenir Ia infeccion viral durante los primeros 20 dias 

despues de Ia siembra. Asimismo Nath eta/ (1995), senala que existe una 

correlacion negativa (r = - 0.84) entre Ia incidencia de Ia enfermedad y el 

rendimiento del fruto, este reporte corrobora lo observado en campo con 

relacion a Ia incidencia y al rendimiento de fruto en el sitio 3. 

En Ia zona productora se considera que Ia incidencia de Ia enfermedad 

ocurre a partir del primer corte de Ia okra, es decir, despues de que entran 

los cortadores a cosechar. Con respecto a lo anterior, se llego a manejar que 

Ia enfermedad era transmitida niecanicamente, sin embargo, se demostro 

que no es asi; pero es posible suponer Ia incidencia puede deberse 

posiblemente a Ia suspension de las aplicaciones de agroquimicos justa 

alguno dias antes, de Ia cosecha y con el efecto del movimiento de las 

plantas por los cortadores, se favorece el desarrollo de los vectores y su 

dispersion. 

5.3 lncidencia de las malezas en el campo. 

Se observaron en campo al lo menos dos especies diferentes de maleza, 

que expresaban sintomas semejantes a los del problema de estudio; Sida 

spp y Eufhorbia heterophylla L. Estas especies fueron incluidas en Ia prueba 

de ELISA sin resultados significativos para un antisuero de geminivirus (solo 

una muestra resulto positiva). En cuanto a una maleza del genera Sida spp, 
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se tiene que esta pertenece a Ia familia malvaceae y presenta sintomas muy 

parecidos al mosaico amarillo de Ia okra. 

5.4 Pruebas de Elisa 

La tecnica de ELISA es muy eficiente para el diagn6stieo de virus que ya han 

sido debidamente caracterizados. Sin embargo las pruebas que se 

realizaron indicaron resultados negatives, lo cual, pudo haberse a Ia 

inespecificidad del antisuero para este virus en estudio. Posiblemente se 

requieran de otras estrategias de detecci6n, como Ia denominada "T AS­

ELISA" que consiste de un triple sandwich de anticuerpos, tal y como lo 

realizaron Harrison et a/. (1997) para el virus del acortamiento de las hojas 

del algod6n. 

5.5 Pruebas de transmisi6n 

5.5.1 Transmisi6n mecimica: 

La consideraci6n de que el virus no se pudo transmitir mecanicamente, nos 

indica que este virus se encuentra confinado al floema y se requiere de 

algun procedimiento para su introducci6n hasta este tejido. Con respecto a 

esto, Gill y Rataul (1990), encontraron que solo algunos insectos vectores de 

virus como Myzus persicae y Bemisia tabaci alcanzan el floema con el 

estilete durante el periodo de alimentaci6n. 

Como se mencion6 en Ia parte 2.2.1 de Ia revision de literatura, una 

caracteristica importante de los geminivirus es su carencia de transmisi6n 

mecanica, caracteristicas que coinciden con lo encontrado para el virus en 

estudio, no obstante Honda et a! (1983), reportan haber logrado transmitir 

mecanicamente algunos virus del grupo de los geminivirus, sin embargo en 

los ensayos que se realizaron no fue posible coincidir con este autor. 

Con relaci6n a caracteristica de Ia transmisi6n mecanica, se coincide con Ia 

senalado por Brunt eta/ (1996), para el virus mosaico de l~s venas amarillas 

de Ia okra (BYNMY) y para el virus okra leaf-curl bigeminivirus. Y no se 

concuerda con lo reportado por Giver eta/ (1972) con relaci6n al virus okra 

mosaic tymovirus. 

5.5.2 Transmisi6n por semilla 
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En las diferentes pruebas para Ia transmisi6n por semilla, no se lograron 

reproducir los sintomas de Ia enfermedad, esta caracteristica concuerda con 

lo reportado para el virus mosaico de las venas amarillas de Ia okra, okra 

leaf-curl bigeminivirus y para el okra mosaic tymovirus que tienen Ia 

caracteristica de no transmitirse por esta via. 

De acuerdo a lo serialado por Fami (1976), en relaci6n que las semillas 

provenientes de plantas enfermas son generalmente no viables con respecto 

a semillas de plantas sanas; se realizaron algunas pruebas de germinaci6n 

con semillas de este tipo, y se encontr6 que son perfectamente viables en un 

100%, por lo tanto no se concuerda con lo indicado por este autor. Sin 

embargo no es recomendable Ia utilizaci6n proveniente de plantas infectadas 

por algun virus. 

5.5.3 Transmisi6n por injerto 

Normalmente los virus y algunos otros organismos se transmiten por injerto. 

En los resultados que se obtuvieron en invemadero, fue posible reproducir 

los sfntomas de Ia enfermedad del virus del amarillamiento de Ia hoja de Ia 

okra por media del injerto de yemas provenientes de plantas infectadas 

sabre plantas sanas de okra; Lo cual concuerda con lo reportado por Brunt 

eta/ (1996). Para otros virus que afectan a Ia okra, como es el caso el virus 

mosaico de las venas amarillas y para el okra leaft-cul bigeminivirus y por 

Givord eta/ (1973) para el okra mosaic tymovirus. 

5.5.4 Aislamiento de un virus criptico. 

En campo es comun Ia ocurrencia de infecciones de varies virus 

simultaneamente Agrios ( 1991 ), en las pruebas realizadas de transmisi6n 

mecanica, fue posible ai~lar un virus latente a partir de plantas provenientes 

del campo, que expresaban sintomas de amarillamiento; lamentablemente 

por lo limitado del tiempo para realizar una maestria, no fue posible 

caracterizar cotnpletamente a este virus. En este sentido es pertinente 

serialar, que esta prueba es perfectamente repetible. 
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5.6 ldentificaci6n de vectores. 

5.6.1 ldentificaci6n de mosquita blanca. 

Con base a las pruebas de transmisi6n realizadas en el invernadero es 

posible asociar a Ia especie Trialeorodes vaporariorum (Westwood) como 

probable vector de Ia enfermedad del amarillamiento de la hoja de Ia okra, lo 

cual coincide con lo reportado por Velazquez y Rodriguez (1990) para Ia 

enfermedad del chino del tomate, ocasionada por un geminivirus y que se 

transmite tambien por Ia misma especie. 

5.6.2 ldentificaci6n de afidos. 

De las observaciones realizadas, se obtuvieron a dos especies de afidos 

presentes en el area de lguala Guerrero, Myzus persicae y Aphis gossypii, Ia 

primera constituye una amenaza potencial hacia el cultivo de Ia okra por su 

alta eficiencia en Ia transmisi6n de virus fitopat6genos. Aunado a lo anterior 

en Ia region de lguala, se ha logrado identificar a machos del genero Myzus 

(comunicaci6n personal Pena1 1998); esta situaci6n permite suponer que los 

afidos pueden realizar todo su ciclo completo y generar descendencia 

procedente de reproducciones sexuales con una mayor capacidad de 

supervivencia. 

Con respecto a Ia especie Aphis gossypii no se cuenta con reportes de que 

este relacionado con Ia transmisi6n de virus en Ia okra, solo se ha senalado 

por Givord (1973), que esta especie no es transmisora del okra mosaic 

tymovirus. Por otra parte Gill y Rataul (1990) reportaron, que Aphis gossypii 

al momento de alimentarse introduce su estilete hasta Ia epidermis de Ia 

hoja, con lo cual Ia transmisi6n del virus se ve limitada solo a aquellos que 

tambien se pueden transmitir mecanicamente, por lo tanto se descarta a esta 

especie como probable vector de Ia enfermedad del amarillamiento de Ia 

okra. No obstante, en Ia literatura se reporta Ia transmisi6n del virus 

enanismo amarillo del maiz, virus mosaico amarillo zucchini y el sunflower 

yellow blotch, Alvizo (1997). 

1 Pena M. R. Escuela Nacional de Ciencias Biol6gicas lPN. 
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5. 7 Pruebas de transmision por vectores 

5.7.1 Mosquitas blancas 

La probabilidad de que el vector de Ia enfermedad del amarillamiento de Ia 

hoja de Ia okra es alta, ya que solo se realizo una prueba debido 

principalmente a las caracteristicas inherentes a Ia especie, las condiciones 

del transporte de los especimenes colectados en campo, Ia lejania de Ia 

zona de estudio, asi como Ia diferencia climatica entre Ia zona donde se 

colectaron las mosquitas y Ia zona donde se realizaron las pruebas de 

transmision, ya que esto influyo en el malogro del segundo intento de 

transmision, puesto que las mosquitas blancas se murieron durante el 

transporte. 

Con base a Ia revision de literatura sobre mosquita blanca, se sabe que las 

especies Bemisia tabaci y Trialeorodes vaporariorum, estan muy asociadas 

a Ia transmision de virus del tipo geminivirus (incluso Bemisia tabaci tambien 

se ha reportado como transmisora de virus del grupo de los closterovirus). 

Para Ia okra se reporta a Bemisia tabaci como transmisora del virus mosaico 

de las venas amarillas, okra leaf-curl geminivirus y posiblemente tambien el 

okra mosaic tymovirus Brunt (1996), y Givor (1973). 

En cambio Trialeurodes vaporariorum se ha identificado como vector del 

virus chino del tomate y beet pseudo yellows. Velazquez (1990), Alvizo 

(1997). 

El hecho de que las mosquitas blancas pudieran ser el vector de Ia 

enfermedad presenta un significado intrinseco, puesto que implica que se 

debe implementar medidas de control integrales para hacer un manejo de Ia 

plaga, bajo el esquema de Ia proteccion al ambiente. 

Por otra parte, al considerar los datos de Ia revision bibliografica, con 

relacion a las caracteristicas de transmision del vector Bemisia tabaci para 

el virus mosaico de las venas amarillas, se sugiere para sucesivas 

investigaciones, considerar pruebas de transmision con mayor detalle, donde 

se incluyan ensayos como el periodo de inoculacion, periodo minimo de 

alimentacion para adquisicion, periodo de retencion, periodo de alimentaci6n 

minimo para inoculacion 
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5. 7.2 Pruebas de transmisi6n por afidos: 

La presencia de afidos de Ia especie Myzus persicae en las parcelas de okra 

en lguala Guerrero, constituye un riesgo constante debido a su alta eficiencia 

para transmitir virus fitopat6genos; bajo las condiciones de invernadero se 

logr6 aislar un virus que se transmiti6 por esta especie y posteriormente por 

inoculaci6n mecanica a las especies indicadas en el cuadro 5 . . 

Lamentablemente por las limitaciones de tiempo no fue posible demostrar Ia 

repetitividad de las pruebas y de esta forma realizar otras pruebas 

adicionales con este virus y su vector. 

5.8 lnclusiones virales. 

De las inclusiones virales encontradas en las celulas epidermicas de hojas 

de okra con sintomas de amarillamiento y procedentes de campo, se puede 

suponer que estas corresponden a otro virus diferente al que ocasiona los 

sintomas de amarillamiento en Ia okra, ya que de acuerdo a Chrstie (1977), 

se parecen mas a las inclusiones inducidas por los potyvirus. A diferencia de 

las encontradas en tejido del floema las cuales coinciden con lo reportado 

Christie eta/ (1986). 
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Cuadra 15. Caracterlsticas generales de los virus que afectan a Ia okra con 
relaci6n al virus en estudio. 

Caracteristicas Virus 
BYVMV* OkLCV* OkMV* Amarillamiento 

de Ia hoja 1 
Grupo Geminivirus Geminivirus Tymivirus Geminivirus 
Genom a ADN ADN ARNcs ADN 
Sintomas Aclaramiento de Engrosamiento Mosaicos amarillo Mosaicos 

nervaduras, de nervaduras brillante, clorosis amarillos en 
engrosamiento, acortamiento de de nervaduras, hojas y frutos, 
los frutos y hojas hojas, moteados nervaduras y acortamiento de 
reducen su clor6ticos en los 
crecimiento frutos 

Transmisi6n 
Vector Bemisia tabaci Bemisia tabaci 

Semilla No no 
lnjerto Si si 
Mecanica No no 
Distribuci6n India Nigeria y Sudan 

* Descnpc16n de Brunt et al (1996). 
BYVMV = Virus mosaico amarillo de las venas de Ia okra. 
OkLCV = Okra leaf-cur1 geminivirus. 
OkMV = Okra mosaic tymovirus. 
1 Virus problema. 

bandeado, frutos 
con moteados 
cloroticos. 

Coleopteros 
Podagric a spp, 
Chrysolagria 
cuprina 
Nisotra dileta, 
Ootheca mutabilis 
Medythia quatema 
no 
si 
si 
Nigeria 

5.9 Gama de hospedantes con un virus transmitido por los afidos. 

hojas, 

Trialeurodes 
vaporariorum 

no 
si 
no 
Mexico (Gro 
Mor.) 

En realidad es muy complejo estudiar a dos o tres virus diferentes asociadas 

a una planta no obstante, es posible analizar algunos supuestos a partir de 

Ia informacion que se logr6 obtener por media de los ensayos realizados en 

el invernadero. 

En primera instancia a traves de afidos se logr6 aislar un virus que induce 

slntomas de reducci6n y deformaci6n de lamina foliar en Ia okra y a su vez 

fue transmitido mecanicamente a Nicotiana occidentalis, para despues 

recuperar los slntomas en okra. 

Los slntomas expresados en Nicotiana occidentalis cuadro 11, son muy 

semejantes a los slntomas ocasionados por un virus del grupo de los 

potyvirus, asl mismo como las inclusiones vlrales en celulas epidermicas 
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encontradas en Ia okra segun Christie (1997). Por otra parte 

independientemente del grupo al cual puede pertenecer el virus aislado, algo 

que no se puede dejar de lado, es que en el area de lguala se pueden 

encontrar mas de un virus diferente asociado al cultivo de Ia okra. 

5.1 O.Microscopia electronica 

5.1 0.1 Tecnica de cortes ultradelgado 

En Ia revision de literatura solo se cuenta con un reporte de Fami (1976), 

que indica Ia utilizacion de Ia tecnica de cortes ultra delgados de tejidos, para 

plantulas sanas y enfermas de okra que fueron examinadas bajo el 

microscopic electronico, no se encontraron particulas semejantes a virus, 

situacion que se repitio para esta investigacion. 

5.1 0.2 Tincion negativa 

Desgraciadamente no fue posible observar alguna particula semejante a 

virus a traves del microscopic electronico, posiblemente debido a que Ia 

concentracion del virus sea muy baja en el memento que se colectaron las 

muestras para realizar las preparaciones, o posiblemente porque el virus no 

se transmite por medic de Ia savia como lo indico Fami (1976). 

Con relacion a Ia preparacion que contenia al virus clarificado, tal vez no se 

logro ver alguna particula porque solo se realizo un intento de clarificacion y 

se tomo muy poco tejido vegetal infectado (5 gramos). 

Otra consideracion importante, Ia savia de Ia okra presenta Ia cualidad de 

ser muy viscosa y es probable que esto haya incidido en Ia tincion de las 

particulas virales. 

4.11 Extraccion de ADN de Ia okra 

El metodo de Dellaporta (1983), permitio extraer ADN de Ia okra de buenas 

caracteristicas para que despues pueda ser utilizado en pruebas de PCR. 

4.12 Estandarizacion de Ia PCR. 

Fue posible coincidir con lo reportado por Rojas (1993), con relacion a Ia 

utilidad de los iniciadores degenerados para el diagnostico de geminivirus ya 
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que funcionaron eficientemente para Ia sintesis de secuencias de ADN viral. 

La consideraci6n mas importante de Ia prueba de PCR es que result6 

positiva para geminivirus en el ADN extraido de hojas de okra con sintomas 

de amarillamiento. 

4.13 Prueba definitiva de PCR 

Como se report6 en Ia revision de literatura, en este trabajo se coincide con 

los autores Epaminondas eta/ (1994), Rojas eta/ (1993) y Veilleux (1999), 

en cuanto a Ia alta especificidad y eficiencia de Ia prueba de PCR. Esto pudo 

ser demostrado con los resultados obtenidos e incluso se logr6 demostrar Ia 

alta capacidad de detecci6n de Ia prueba, ya que fue capaz de detectar 

cantidades miminas de ADN viral presentes incluso en tejido que se habia 

considerado sano. 
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VI. CONCLUSIONES 

En este primer acercamiento al tema de Ia virosis de Ia okra y en funci6n de las 

condiciones bajo las cuales se realize Ia presente investigaci6n fue posible 

obtener las siguientes conclusiones: 

1. El agente causal de Ia enfermedad amarillamiento de Ia okra en Guerrero, 

corresponde a un virus fitopat6geno y en particular por sus caracteristicas se 

aproxima a ser del grupo de los geminivirus. Con Ia consideraci6n de que no fue 

posible establecer el nombre del virus a nivel de especie, y mas bien no 

corresponde con los virus reportados anteriormente. 

2. Las caracteristicas que se lograron demostrar son las siguientes: virus no 

transmitido por inoculaci6n mecanica, se transmite por injerto, por mosquitas 

blancas de Ia especie Trialeurodes vaporariorum (Westwood) y no se transmite 

por semilla. 

3. Se logr6 aislar un potyvirus asociado al geminivirus del amarillamiento de Ia 

okra, el cual induce inclusiones amorfas en celulas epidermicas, se transmite 

mecanicamente y por afidos. 

4. En Ia zona de lguala, Guerrero es posible encontrar por lo menos dos virus 

fitopat6genos en conjunto con el geminivirus del amarillamiento de Ia okra, uno 

de ellos es el criptico y otro es el potyvirus. 

5. Los fragmentos amplificados por Ia reacci6n en cadena de Ia polimerasa 

fueron de un peso molecular de 1.1 Kb, lo que indica que corresponds a parte 

de Ia secuencia de un geminivirus. 

6. La reacci6n en cadena de Ia polimerasa para Ia identificaci6n ·del fragmento 

de 1.1 Kb del geminivirus de Ia okra se realiza mejor con una concentraci6n de 

ADN desde 20 hasta 100 ng, con 1 unidades de enzima taq polimerasa y con 2 

uM de cloruro de magnesia. 
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RECOMENDACIONES 

• Una de las consideraciones muy importantes, es el momenta 6ptimo para 

Ia colecta del material vegetative, de acuerdo a las pruebas realizadas, el 

mejor momenta para colectar las plantas con sintomas de enfermedad es 

cuando el mosaico amarillo inicia su expresi6n en las hojas, 

aproximadamente a los 40-50 dias despues de Ia siembra durante el 

periodo de siembra realizado en los meses de febrero-marzo. 

• Es imperative Ia realizaci6n en campo de investigaciones en materia de 

epidemiologia de Ia enfermedad, y con especial enfasis a Ia incidencia de 

Ia enfermedad y los vectores. Ya que estes resultados permitiran 

establecer los mementos mas adecuados para aplicar una protecci6n al 

cultivo y saber el momenta 6ptimo para suspenderla. 

• Dada Ia rigurosidad que se requiere para hacer una caracterizaci6n de un 

virus fitopat6geno, es indispensable que a esta investigaci6n se le de 

seguimiento, ya que han quedado algunas interrogantes que par las 

circunstancias en que se desarrollo esta tesis, asi como lo extenso del 

proyecto y lo limitado del tiempo, no fue posible responder. 

• Un componente importante y que no fue posible incluir en esta 

investigaci6n, es el papel que juegan Ia malezas que rodean el cultivo, 

par lo cual, consideramos pertinente que en lo sucesivo se realicen 

investigaciones, con Ia finalidad de determinar el grade de influencia que 

tiene el agroecosistema en Ia enfermedad del amarillamiento. 
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Anexo 1. Superficie sembrada y cosechada, producci6n, rendimiento, precio medio 
rural y valor de Ia producci6n del cultivo de Ia okra (Angu o Gombo ), por estados y 
tot I . I I - 1997 a nacrona para e ano 

Estado Superficie sembrada Superficie Producci6n (ton) Rendimiento ton/ha 
(ha) cosechada (ha) 

R T Total R T Total R T Total R T 

Guerrero 247 14 261 247 14 1,580 1,482 98 1,580 6.0 7.0 
Michoacan 28 7 35 28 7 325 220 105 325 7.857 15 
More los 252 - 252 246 - 3,063 3,063 - 3,063 12.45 -
Tamaulipas 216 3,754 3,970 111 3,754 23,87 390 23,488 23,878 3.514 6.25 

8 
Yucatan 40 - 40 40 - 480 480 - 480 12 -
Total 785 3,775 4,560 673 3,775 29,32 5,638 23,691 29,329 8.377 6.27 
nacional 9 

Fuente: Anuario Estadistico de Ia producci6n Agricola de los Estados Unidos 
Mexicanos 1977. 

Continuaci6n ... 
Est ado Precio medio rural ($) Valor de Ia producci6n ($) 

R T Total R T Total 
Guerrero 3,182 1,600 3,083.88 47'157,724 56,800 4'872,524 
Michoacan 3,000 3,000 3,000 660,000 315,000 975,000 
More los 1,501 1,501 4 '600,507 - 4'600,507 
Tamaulipas 2,317.3 3,380.3 2,379.3 903,774 55'909,896 56 '813,670 
Yucatan 6,500 - 6,500 3'120,000 - 3'120,670 
Total 2,489.15 2,379.88 2,400.88 14'033,805 56'381,696 70 '415,501 
nacional 

Total 

6.05 
9.2 
12.45 
6.17 

12 
6.59 
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Anexo 2, Figura 1. Distribuci6n de Ia temperatura y precipitaci6n en lguala 
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Gro. 

Anexo 2. Datos clim<Uicos del municipio de lguala Gro. 

Coordenadas 18° 22' y 99° 33' 
Altitud 635 msnm. 
Awo (w) (i')g 

Meses Temperatura Precipitaci6n 
Enero 3,1 23,8 
Febrero 1,2 25,7 
Marzo 3,7 27,9 
Abril 7,6 29,8 
Mayo 57,7 30,2 
Junio 213,1 28,3 
Julio 236,9 26,9 
Agosto 243 26,6 
Septiembre 208,5 26,4 
Octubre 80,4 26,2 
Noviembre 18,2 25,1 
Diciembre 12,9 23,5 

' Fuente: Garc1a (1981) . 

N D 
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A nexo 3 L t ec uras d I t e as mues ras o bt .d b d ELISA em as en a prue a e 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 0.00 0.01 0.02 0.01 1.05 1.05 0.02 0.01 0.37 0.39 0.00 0.01 
B 0.00 0.00 0.00 0.00 0.29 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
c 0.00 0.00 0.00 0.00 0.40 0.34 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
D 0.00 0.00 0.00 0.00 0.21 0.23 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
E 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
F 0.00 0.00 0.00 0.00 0.18 0.21 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
G 0.00 0.00 0.00 0.00 0.07 0.12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
H 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
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Anexo 4a. Concentraci6n de ADN y relaci6n A'2.6dA28o obtenidos por el 
metoda de PlanDNAzol 
Muestra Concentraci6n de ADN de (ug/ml) Relaci6n A2sdA2ao 

Planta Sana Planta enferma Planta Sana Planta enferma 
1 0.539 0.669 0.520 0.537 
2 0.613 0.988 0.502 0.674 
3 0.671 0.884 0.590 0.646 
4 0.587 0.655 0.513 0.537 
5 0.599 0.517 0.501 0.443 

Anexo 4b, Concentraci6n de ADN y relaci6n A26()!A2eo obtenidos por el 
metoda de Dellaporta (minipreparaci6n). 
Muestra Concentraci6n de ADN de{IJg/ml) Relaci6n A2sdA2ao 

Planta Sana Planta enferma Planta Sana Planta enferma 
1 0.652 1.163 0.550 0.764 
2 1,57 0.634 0.886 0.498 
3 1.52 0.887 0.492 0.722 
4 - 0.348 - 0.334 
5 - 0.680 - 0.344 
de= doble cadena 

• 

Anexo 4c. Concentraci6n de ADN y Relaci6n A26()!A280 obtenido por el 
met d o 11 rt 0 0 e apo a. 

Muestra ug/ul Relaci6n A2sdA2ao 
1 0.205 
2 0.260 
3 1.229 
4 1.590 
5 1.240 
6 0.319 
7 0.268 
8 0.360 
9 0.82 
10 1.562 
11 0.159 
12 1.396 
* muestras selecc1onadas por su concentrac16n de ADN y pureza. 
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Anexo 1. Superficie sembrada y cosechada, producci6n, rendimiento, precio medic 
rural y valor de Ia producci6n del cultivo de Ia okra (Angu o Gombo), por estados y 
tot I . I I - 1997 a nac1ona para e ano 

Estado SuperfiCie sembrada Superficie Producci6n (ton) Rendimiento ton/ha 
(ha) cosechada (ha) 

R T Total R T Total R T Total R T 

Guerrero 247 14 261 247 14 1,580 1,482 98 1,580 6.0 7.0 
Michoacan 28 7 35 28 7 325 220 105 325 7.857 15 
Morelos 252 - 252 246 - 3,063 3 063 - 3,063 12.45 -
Tamaulipas 216 3,754 3,970 111 3,754 23,87 390 23,488 23,878 3.514 6.25 

8 
Yucatan 40 - 40 40 - 480 480 - 480 12 -
Total 785 3,775 4,560 673 3,775 29,32 5,638 23,691 . 29,329 8.377 6.27 
nacional 9 

Fuente: Anuario Estadlstico de Ia producci6n Agricola de los Estados Unidos 
Mexicanos 1977. 

Continuaci6n .... 
Est ado Precio medio rural ($) Valor de Ia producci6n ($) 

R T Total R T Total 
Guerrero 3,182 1,600 3,083.88 47'157,724 56,800 4'872,524 
Michoacan 3,000 3,000 3,000 660,000 315,000 975,000 
Morelos 1,501 1,501 4 '600,507 - 4 '600,507 
Tamaulipas 2,317.3 3,380.3 2,379.3 903,774 55'909,896 56'813,670 
Yucatan 6,500 - 6,500 3'120,000 - 3'120,670 
Total 2,489.15 2,379.88 2,400.88 14'033,805 56'381 ,696 70'415,501 
nacional 
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Total 

6.05 
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12.45 
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