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ENFERMEDADES DE ORIGEN VIRAL EN PLANTAS ORNAMENTALES DEL
ESTADO DE MORELOS

RESUMEN

Se detectaron y caracterizaron parciaimente varios virus y otros patégenos
similares en 43 especies de plantas ornamentales cultivadas en el Estado de
Morelos con sintomas de mosaicos, moteados, deformaciones foliares,
enanismos, y torcimientos, entre otros, que provocan dafios en la cantidad y
calidad de follaje y flores. La caracterizacion de los patdgenos se realizd
mediante ensayos de transmisibn mecanica a plantas hospedantes
diferenciales e indicadoras, microscopia de luz, microscopia electronica,
serologia (ELISA), analisis electroforésico de ARN de doble cadena y PCR. Los
resultados indican que algunos virus como el [NSV, el AMV, TSWVy
TRSWYV; son frecuentemente detectados en estas plantas y provocan sintomas
individualmente o mezclados. En algunas especies de plantas se detectaron
mediante PCR fitoplasmas que causan sintomas similares a los causados por
virus.

Palabras clave: Virus, plantas ornamentales, enfermedades.
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VIRAL DISEASES ORIGIN ON ORNAMENTAL PLANTS OF MORELOS
STATE

ABSTRACT

Various viruses and other similar pathogens were partially classified and
detected in 43 species of ornamental plants grown in Morelos State with
symptoms of mosaics, mottles, foliar deformations and twisters among others,
which negatively affect leaf and flower quality and quantity. The characterization
of pathogens was done through tests using electronic microscopy, serology,
RNA electrophoresic analysis in double chain and PCR. The results indicate that
some disease-causing viruses, like Impatiens Necrotic Spof Virus (INSV), Alfalfa
Mosaic Virus (AMY), Tomato Spot Wilt Virus (TSWV) and Tobacco Ring Spot
Wilt Virus (TRSWV), are frequently detected individually or in a mixed form in
these plants. Phytoplasms that cause similar symptoms to those caused by
viruses were detected through PCR in some species of the plants.

Keywords: Viruses, ornamental plants, diseases.
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I. INTRODUCCION

El cultivo de plantas ornamentales tiene su origen hace miles de afios. El
hombre, desde el inicio de la agricultura, y durante el proceso de domesticacion
de las plantas que le sirven de alimento, también seleccioné aguellas gue en su
momento usé para ornamento de su cuerpo y de sus palacios, como sucedio
hace 3,500 afios entre los egipcios (Leszczyfiska-Boris, 1990).

En Mexico, la produccion de plantas de ornato tiene gran importancia
econdmica debido a que son cultivos de una alta rentabilidad (Garcia, 1982).
Uno de los problemas mas importantes en este sector es la obtencion de
plantas y flores de buena calidad la cual es determinada por caracteristicas
morfolégicas como la longitud del tallo; la forma de la planta, tamafio, color,
numero y forma de los pétalos, asi como su sanidad (Garcia, ef af., 1999).

Las enfermedades de los cultivos ornamentales pueden ser causadas por
diversos organismos. L.os patdogenos mas importantes son hongos, bacterias y

virus (Daughtrey ef al., 1995).

Las enfermedades virales o de origen similar al viral en la horticuitura
ornamental se han incrementado fuertemente en los ultimos afios. Su
dispersion en estos cultivos constituye un peligro de caracter especial debido al
sistema de manejo de las plantas y los objetivos del mercado, por lo que
conforman el mayor volumen de material verde en transito en el mundo. El
hombre a fravés de sus actividades productivas y comerciales es el principal
factor que ha causado el surgimiento de nuevas enfermedades, su dispersion y
establecimiento en nuevas regiones productivas (Daughtrey ef al., 1995; Vern,
1999).



El estado de Morelos es actualmente uno de los principales productores de
plantas ornamentales de nuestro pais, con amplia diversidad de especies. Sin
embargo, a pesar de su importancia, la floricultura morelense ha sido limitada
en su desarrollo por varios factores, entre los que destacan las enfermedades
que provocan la reduccion del volumen y calidad de la produccion (Mundo,
2002).

Durante el periodo 2000-2003 en varios recorridos realizados por diferentes
municipios del estado de Morelos que concentran la mayor superficie de
produccién de plantas ornamentales se observo que en los diversos centros de
produccién existen diferentes tecnologias, que van desde las altamente
sofisticadas hasta las muy rudimentarias. También los puntos de venta y los
medios de transporte son muy contrastantes en lo referente a las condiciones
del manejo de las plantas, lo cual incrementa los riesgos de infeccion y

diseminacion de las enfermedades.

En estos centros se detectaron diferentes especies de plantas con sintomas
cuyo origen al parecer era viral, tales como. mosaicos, moteados,
deformaciones foliares, enanismos, torcimientos, entre otros. Ello motivo la
busqueda de informacidn sobre las posibles causas de tales enfermedades. Sin
embargo, la casi nula informacién disponible en México sobre los virus que
infectan a las plantas ornamentales cultivadas, hizo necesario plantear la
realizacion de este trabajo para determinar la_identidad de los patdgenos
involucrados a fin de coadyuvar al disefio de estrategias mas adecuadas para
su prevencion y control en el Estado de Morelos.



Il OBJETIVOS

En base a lo anterior descrito se plantea la ejecucion del presente trabajo con el
siguiente objetivo:

Identificar y caracterizar los virus que infectan a las especies y variedades de
plantas ornamentales mas comunes en el estado de Morelos.



lll. REVISION DE LITERATURA.
3.1. Situacion de la agricultura en México.

El campo mexicano se encuentra en una situacion critica. Diversos autores
coinciden que después de la “Revolucion verde” y el “Milagro mexicano”, la
agricultura de México ha venido de mas a menos, Los origenes de esta crisis se
remontan a la década de los sesenta, alcanzando su pinaculo a fines de los
noventa; desde entonces a la fecha el comportamiento de la produccién
agricola del pais ha tenido un comportamiento erratico (Castafios, 1990;
UNICEDES, 1998; l.una, 2002).

Segun Baldovinos (2002), las causas que dieron pauta a la desaceleracion de la
actividad agricola, incluso a su reduccidon en muchos casos son variadas,
destacéndose: Las politicas de control del estado de los procesos productivos,
crediticios, de comercializacion, de transformacién e incluso de la exportacion;
la reduccidn del aparato estatal para la atencién al campo, o cual ha impactado
en las politicas de precios, en los subsidios, los créditos, seguros, insumos y

asistencia técnica, y desmantelamiento de la infraestructura agricola.

Las modificaciones al Articulo 27 constitucional y su Nueva Ley Agraria
concedieron a los nucleos agrarios la posibilidad de cambiar de uso del suelo y
la libre asociacion; propiciando en muchos casos un mayor fraccionamiento de
las tierras ejidales y comunales, beneficiando a los inversionistas nacionales y
extranjeros promoviendo asentamientos urbanos en tierras productivas (Rueda,
1998).



Como consecuencia de lo anterior el panorama actual del campo mexicano no
luce optimista. Los productores actualmente enfrentan altos costos de
produccién, baja productividad, eliminacién de subsidios o bien si se dan son
insuficientes, lo cual limita su capacidad para competir con los socios del norte.

El ingreso de México al GATT y al TLC, ademas de la influencia del
neoliberalismo, exigen que los productos agricolas tengan una mayor calidad
para competir en los mercados internacionales, lo que incide sobre aspectos del
manejo de las plagas y patdgenos que merman las caracteristicas de venta al
publico (Luna, 2002).

3.2. Situacién de la agricultura en el Estado de Morelos.

El sector agricola en el estado de Morelos se caracteriza por una gran
diversidad de agroecosistemas: desde los céalidos subhUmedos hasta los
semifrios, pasando por los semicdlidos y templados subhumedos. De la
superficie dedicada a la agricultura se sefiala que el 11.32 % se cultiva bajo
riego, el resto es de temporal. En el caso de la superficie de riego, poco mas de
7 % se encuentra bajo sistemas tecnificados, mientras que el resto opera bajo
condiciones de riego tradicional (CIDRSEM, 2003).

Transcurridos 14 afios de la suscripcién de la carta de intencién con el Banco
Mundial y con el Fondo Monetario Internacional, los efectos de tales
cdmpromisos han sido desastrosos para los productores rurales; el Estado de
Morelos no ha escapado de la problematica nacional: La descapitalizacién, el
desempleo, la migracién rural, ia violencia y otros daiios, son muestras de ello
(Serranos, 1998).

De acuerdo con Oswald y Mestries (1992), en Morelos no se ha incrementado
la superficie agricola desde los afios sesenta principalmente a que esta entidad
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ha sufrido durante méas de cuarenta afios inmigraciones provenientes de los
Estados circunvecinos e incluso del Distrito Federal, lo que ha ejercido una gran
presién para el cambio de uso del suelo agricola a uso urbano. Sin embargo, la
rapida urbanizacion y la industrializacion acafrearon consigo no solo dicha

presion, sino también causaron la contaminacion del agua de riego.

La venta de tierras y el acaparamiento de parcelas ha provocado la reduccién
del censo ejidal y comunal; los antes propietarios han dejado su fierra y se
dedican a otras actividades. Las politicas aplicadas al sector agropecuario, los
altos costos de produccion y la disminucién real de la ganancias generadas por
los cultivos basicos provoct su desplazamiento por hortalizas de consumo en
fresco, situacién que fue potenciada debido a la demanda de estas por el
mercado de la Ciudad de México (Baldovinos, 2002).

Dentro de este panorama, la floricultura pasé a ser un factor impulsor de
desarrollo en zonas determinadas del Estado de Morelos que reunen
caracteristicas idéneas por sus factores agroclimaticos (Miranda, 1999,
Baldovinos, 2002).

Debido a su alta rentabilidad por unidad de superficie, en comparacion con
ofros cuitivos, la horticuttura ornamental es una actividad econdémicamente
atractiva para los productores minifundistas cuyo espacio es limitado, por lo que
durante los Gltimos afios esta actividad se ha incrementado sustancialmente
(Cortés, 2001).

La figura 1 muestra que a partir de 1980 la floricultura estatal a tenido un
incremento constante en cuanto a superficie y valor de la produccion,
mostrando una tendencia a continuar expandiéndose por los motivos ya
sefialados (SAGAR, 1998). Sin embargo, se requiere de una mayor atencion
gubernamental que posibilite su crecimiento. También es necesario la
conformacion de cuadros técnico—cientificos que impacten directamente sobre

6



la calidad de los productos ofrecidos, tanto para el mercado interno como para
el de exportacion (Mundo, 2002).

Figura 1: Evolucion de la floricultura en Morelos.

Fuente: SAGAR. Centro de Estadistica Agropecuaria (C.E.A.), 1998. Distrito de
Desarrolle Rural (D.D.R.}

3.3. Importancia de la floricultura.

El hombre desde hace milenios ha ligado su vida espiritual y emotiva a las
plantas ornamentales, por ello algunas sociedades han convertido a la
horticultura ornamental en una importante rama de la economia agricola e
incluso agroindustrial. La produccion de plantas con fines ornamentales en el
mundo posee una gran variedad de especies, desarrolladas por el hombre a lo
largo de mas de 2,000 afios de cultivo y seleccion (Gémez, 1994). Durante los
dltimos cincuenta afios la floricultura y la jardineria se han modificado
sustancialmente a partir del desarrollo de diversas areas relacionadas tales
como: Una mayor cooperacion regional e internacional para mejorar los
sistemas de multiplicacion, mejores sistemas de multiplicacién y manejo; asi
como para el intercambio de materiales vegetales y una constante exploracion e
introduccion de nuevas especies. Esto ha venido impulsando fuertemente la
produccion y comercializacién de plantas ornamentales de tal forma que la
7



disponibilidad de estas supera en mucho a la que se tenia la década pasada
(Cortés, 2001).

En el mundo, las plantas ornamentales son importantes debido a que su
produccion y comercializacion genera fuentes de trabajo directas para miles de
trabajadores. Asi mismo promueve el incremento de empleos de forma
indirecta a través de la creacién de empresas suministradoras de insumos y
materiales diversos como: agroquimicos, macetas, bolsas de polietileno,
coberturas plasticas, estructuras metalicas para invernadero, arreglos florales,
materiales de empaque, medios de transporte, entre muchos otros (Bancomext,
1994).

a) Importancia internacional. Mundialmente la venta de flores se ha
incrementado en forma constante en fos tltimos afos y el mercado potencial es
muy grande. L.as exportaciones en el mundo durante 1998 fueron de un total de
$ 7, 438, 143.00 ddlares, siendo los principales paises exportadores Holanda,
Colombia y Ecuador; México participé apenas con un 1.29 % del total del
mercado (Garcia, ef al., 1999; Olascoaga, 2000).

La SAGARPA (2002) comunicé que la floricultura mexicana ocupa el tercer
lugar mundial en la produccion de flores después de China e India. Asi mismo
indicé que la generacion de empleos directos asciende a 300,000 en forma
permanente, y que el valor de las ventas fue de 30 mil millones de dodlares en el
mercado mundial; de los cuales 14 mil millones corresponden al consumo en
los Estados Unidos.

b) Importancia nacional. En México el establecimiento de areas para

produccién de plantas ornamentales ha cobrado un especial interés en los

ultimos treinta afics. La amplia frontera que tiene el pais con EEUU le

representa importantes ventajas para la exportacién de ornamentales, y podria

convertirse en abastecedor natural de flores y plantas de ornato al mercado del
8



vecino pais del norte, considerado el principal consumidor floricola del mundo
(BancoMext, 1994; Castellanos, 1996; Sotomayor, 2000).

La Republica Mexicana dispone de 18 regiones favorables para la produccion
de cultivos ornamentales, en estas se producen plantas para flor de corte, de
follaje y plantas en maceta; en viveros bajo invernadero o a cielo abierto. En
México poco mas de 12,000 productores cultivan una superficie de 21,900 ha
de flores cuyo valor asciende a mil 870 millones de pesos. Las entidades que
producen plantas ornamentales en el pais son: Aguascalientes, Baja California,
Colima, Coahuila, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, México, Michoacan, Morelos,
Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tlaxcala, y Veracruz, siendo el Estado de
México el de mayor volumen de produccion bajo invernadero (Bancomext,
1994; INDAP, 2002).

Sélo el diez por ciento de la produccion se destina a la exportacién, teniendo en
el 2002 un valor de 71 millones de pesos (Cuadro 1), ya que la demanda interna
de plantas de ornato consume el 90 % de la produccion; de tal manera que €l
80 % de la comercializacion se da en la Ciudad de México, el 38 % en otros
estados y Gnicamente un 2 % en los supermercados. Las exportaciones
mexicanas se realizan a 30 paises, sin embargo, el mercado norteamericano es
el mayor consumidor de lo que exporta el pais representando el 85 % del total
(SAGAR, 1998, SAGARPA, 2002).

Los cultivos mas relevantes bajo invernadero son rosa (Rosa sinensis), gerbera
(Gerbera jamesonii), lilium (Lillium spp.), alstromeria (Alstroemeria aurantiaca),
aster (Asfer spp) y clavel (Dianthus caryophyilus), en cultivos a cielo abierto,
sobresale el crisantemo (Chrysanthemun cinerarifolium), clavel (Dianthus
caryophyllus) y gladiola (Gladiolus hortulanus). Otras especies de menor
volumen son statice (Limoniun latifolium), limonion (Limoniun bonduelfi),
solidago (Solidago sp), iris (Iris sp), gypsophilia (Gypsophila paniculada), tulipan
(Tulipa spp), alcatraz (Zantedeschia), liatris (Liatris sp), agapando (Agapanthus
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sp) y ave del paraiso (Strelitzia reginae). Cabe sefialar que la prbduccir’)n a cielo
abierto se destina principalmente al mercado nacional, mientras que para el
exterior se cubre fundamentalmente con flor de invernadero (INEGI, 1998;
INDAP, 2002).

Cuadro 1. Exportaciones Mexicanas de plantas ornamentales durante 1998.

PAlS %
Estados Unidos 85.0
Canada 3.5
Japén 4.3

Paises Europeos 7.2

Fuente: SAGAR, 1998,

¢) Importancia estatal. El estado de Morelos se ha constituido en el principal
productor del pais de plantas de ornato, tanto de maceta como de bolsa. Esta
actividad es importante por el valor de la produccion, los empleos que genera, ¥y
la derrama economica que genera al consumir gran cantidad de materiales
como: mallas, tubos, plasticos, plaguicidas, mangueras, vidrios, etc. (CIDRSEM,
2003).

Se tiene calculado que en la entidad se manejan mas de 200 especies a las
cuales hay que agregarle que dentro de cada una de ellas hay muchas
variedades. El nivel tecnolégico no es alio pero estan organizados de tal
manera que la capacitacién es una de sus prioridades con lo cual Morelos
podra mantenerse a la cabeza de esta cadena (Colegio de Postgraduados.
2004; Luna y Sotelo, 2004).

Segln Miranda, en 1999 la superficie cultivada en 1998 fue de 1,822 hectareas,
de las cuales el 58 % se cultivaron a cielo abierto, el 20 % en invernadero y el
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22 % bajo sombra. El viverismo se desarrollé en 1,072 hectareas que se
distribuyen en 2,000 unidades de produccion de diferentes dimensiones y grado
de tecnificacion: el 25 % es rustico, el 60 % tiene tecnologia intermedia y solo el

15 % son de alta tecnologia.

En relacién al volumen de produccion de este sector en el estado de Morelos, la
SAGARPA (2002) reporta que durante el afo del 2001 los productores
morelenses produjeron 5,420,000 plantas en maceta tanto a cielo abierto como

bajo invernadero, asi como 4 546 gruesas de rosa a cielo abierto.

De acuerdo con Mundo (2002), la horticultura ornamental en Morelos
representa una de las alternativas mas relevantes dentro del sector agricola,
debido a su alta rentabilidad por unidad de superficie, y puede aventajar con
facilidad la explotacion comercial de cualquier cultivo de temporal y de muchos
de riego; asi mismo es una actividad agricola que genera una gran cantidad de

empleos.

El FIRA, en 1996, estimd que la actividad horticola ornamental en Morelos
beneficid en forma directa a 2,000 familias y generé 9,000 jornales fijos
diariamente y 2,000 temporales; ademas de 4,000 empleos indirectos. Estas
cifras se incrementan sustancialmente durante los meses de febrero, mayo,
junio, noviembre y diciembre, en los que se registra un incremento en precios y

volimenes de produccion (Miranda, 1999).

En cuanto a su potencial de expansion, Garcia (1982) y e! FIRA (1996), sefialan
que la produccion de ornamentales es la actividad agricola que representa una
de las mejores alternativas dentro de! sector agropecuario. Mundo, 2002,
menciona que la floricultura de Morelos genera un 20 % del total de las ventas
de productos agricolas lo que representa alrededor de 200 millones de pesos.
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3.4. Origen de la floricultura en México.

A pesar de que no se puede precisar en que momento los habitantes de
América, y mas especificamente en México, iniciaron el uso de las plantas
como ornamento, se tienen antecedentes de que ya desde en la época
prehispanica, nuestros antepasados tenian una alta estima hacia diversas
especies usadas para fines religiosos y estéticos (Hernandez, 1986; Estrada,
1987).

Heyden (1985} indica que las flores estaban relacionadas con el hombre
prehispanico desde su concepcién, su nacimiento y hasta su muerte. Los
antiguos mexicanos usaron las plantas para adornar sus palacios, templos,
casas y mesas; tanto para congraciarse con sus dioses como para honrar a sus
muertos; muchas de esas tradiciones aun se conservan en el pais

(Leszczyiiska-Boris, 1990).

Linares en 1994, tomando como base datos histéricos, menciona que los
jardines botanicos en México ya se construian desde el siglo XIl en |as ciudades
ocupadas por los pueblos nahuas, e indica que estos probablemente fueron
influenciados por los toltecas. El mismo autor describe que a la llegada de los
espafioles el uso de las plantas de ornato estaba muy arraigado en nuestra
cultura y que esto se pone de manifiesto en la segunda carta de relacién que
Hernan Cortés envio en 1520 al emperador Calos V. También se menciona que
las chinampas de la antigua Tenochtitlan eran como “jardines flotantes” en los
que se cultivaban en Xochimilco y Chalco no sélo plantas para alimento sino
también para ornato (Hugh, 1994).

Los jardines botanicos en México con seguridad dieron origen al viverismo.
Existen evidencias de estos en diferentes 4areas geogréficas del pais,
destacandose los que el Rey Netzahualcoyotl mandé construir en el cerro del
Tescutzingo en Texcoco y en Oaxtepec, Morelos. En estos espacios se
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cultivaban las dalias, la noche buena, las begonias, la zinia, los cactus, el

nardo, el cempazuchil, los ahuehuetes, y las orquideas (FIRA, 1989).

Durante la época colonial, y como consecuencia de la fusién cultural mexicana
y europea, se enriquecié la flora ornamental con especies introducidas y el
surgimiento de nuevas tradiciones criollas. Desde el periodo independiente y
hasta mediados del siglo pasado, cada etapa histérica de nuestro pais con sus
costumbres y modas increment6 el ingreso de especies exodticas traidas por
extranjeros o bien por nativos de los paises que visitaban en sus viajes,
sentando las bases del surgimiento de la horticutura ornamental
contemporanea (Estrada, 1987).

3.5. Origen de la floricultura en el Estado de Morelos.

Por sus caracteristicas agroclimaticas, el Estado de Morelos tiene una gran
tradicion como productor de plantas ornamentales cuyo origen probablemente
se remonta al periodo de florecimiento de los toltecas quienes construyeron la
ciudad de Xochicalco; desde ahi extendieron su influencia hacia Chimatacatlan
en el actua! estado de Guerrero y Chalcatzingo, Puebla. Asi mismo, el pueblo
Texcocano al establecer los jardines mencionados de Oaxtepec, influyeron para
que los Tlahuicas construyeran un hermoso jardin botanico en Cuahnahuac,
hoy Cuemavaca (Lopez, 1994).

Con la llegada de los espafioles y el consecuente ingreso de nuevos
cultivos, el mosaico agricola y ornamental de Morelos se modificé radicalmente,
pasando del sistema tradicional nativo al tipo de produccion europeo, cuyo
fundamento era la temporalidad de las plantaciones ubicadas en grandes
extensiones de tierra, situacién que no tuvo variaciones importantes durante la
independencia (Gémez, 1994).
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Durante el periodo del Virreynato, Maximiliano de Hasburgo establecio en
Cuernavaca su finca de recreo predilecta; en este lugar promovi¢ el desarrollo
de la produccion de plantas ornamentales al estilo frances, el cual tenia como
base el modo de produccién diversificada y de traspatic. Fue Alejandro
Humboldt quien en el siglo XIX, con sus estudios cientificos de la flora del
Continente Americano y del Caribe influyé para que impulsara el viverismo tipo
americano, cuyos principios fueron la baja inversion y una alta rentabilidad a
partir de una explotacion mas intensiva de la tierra (Mundo, 2002).

Segln Cortés (2001), el viverismo moderno surgi6 en el Estado de Morelos en
los afios 50 con la fundacién del vivero “Jardin Cortés” que se ubicaba en el
Fraccionamiento Lomas de Cortés de la Ciudad de Cuernavaca. Casi al mismo
tiempo se establecié el vivero “Santa Fe”, de gran importancia en esa época. En
los sesenta se crea en “El salto de San Antén”, Cuernavaca el vivero “El Salto”

especializado en la produccién de arboles y construccién de jardines.

A través del tiempo, en este lugar se establecieron mas viveros, creandose la
primera zona del estado que concentrd a diferentes productores y
expendedores de plantas de ornato, quienes ademas de producirlas, tambien
las compraban de otras partes del estado para su venta. Desde esa epoca, la
proliferacion de unidades de produccién se ha incrementado de forma
constante. Actualmente, existen mas de 1,000 hectareas destinadas a su
produccién en toda la entidad, sin embargo poco mas del 80 % se concentra en
los municipios de Cuautla, Cuernavaca, Jiutepec, Yautepec y Emiliano Zapata
(FIRA, 1996; INEGI, 1997; SAGAR, 1998; Miranda, 1999).

Es necesario destacar gue a partir de 1982 se dio un fuerte impulso a la
floricultura por parte del gobierno estatal, creandose en 1988 el Instituto de
Floricultura, el cual fue desintegrado en 1994; de ese afio y hasta 1997 se
desactivé la politica de apoyo deteniéndose el crecimiento de la actividad. En
1998 se crea el Programa Alianza para el Campo, estableciéndose el
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subprograma de horticultura orhamental que amplia la visién de apoyo y da un

mayor impulso a los productores (Luna, 2002).

3.6. Principales especies de plantas ornamentales producidas en Morelos.

En 1991 se produjeron 12,844,185 plantas en las unidades de produccién de
vivero, mismas que correspondieron a 210 especies diferentes. Las espécies
gue mas se produjeron en la entidad son: buganvilea (Bougamvillea glabra),
aralia (Aralia sp), croto (Criotus sp), rosa (Rosa sinensis), ficus (Ficus
benjamina), juniperus (Juniperus sp), cuna de Moisés (Spatiphylum sp), noche
buena (Euphorbia pulcherrima), crisantemo (Crhysantemun  morifolium),
geranios {Pelergonium spp), belenes o impatiens (/mpatiens balsamina), violeta
africana (Sinangia speciosa) y diferentes especies y variedades de helechos
(INEGI, 1997; SAGAR, 1998). De acuerdo con Cabrera y Orozco (2002), en el
Estado de Morelos, se producen mas de 800 variedades de plantas
ornamentales en las diversas regiones donde se localizan estos cultivos, sin

embargo, cabe sefialar que no existe un censo fidedigno de estas especies.

3.7. Introduccion de nuevas especies.

En relacion a la introduccion de nuevas especies, se ha observado que en los
altimos afios la diversificacion de cultivos es muy amplia; asi se tiene un
nimero considerable de nuevas especies y variedades que se introducen al
estado, ya sea de ofras entidades del pafs, 0 bien por medio de su importacion
de América, Europa, Medio Oriente o de otras regiones. Algunos cultivos que se
han introducido en los Gltimos afios son los anturios (Anthurium andreanum)
para maceta, las bromelias (Bromelia spp), las palmas y helechos de especies y
variedades tropicales diversas, entre muchas mas cuyo valor unitario es mas
alto que las tradicionales (POMAC, 2002).
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3.8. Problematica fitosanitaria.

La produccién y distribucion en el mundo de plantas ornamentales que consiste
de toda la planta, flor cortada, semilla y propagalos vegetativos se ha convertido
en parte integral de los tratados de comercio agricola. En adicién a esto, la
movilizacién de germoplasma para colecciones ex situ con fines cientificos es
considerable. Una consecuencia negativa de este movimiento es la introduccion
accidental y distribucién de patégenos cuarentenados dentro de areas donde no
ocurren o bien no estan ampliamente distribuidos. Los propéagulos vegetativos
infectados por patégenos vasculares que no muestran sintomas (ej. virus
latentes) son especialmente riesgosos y requieren de especial atencion (Ikin y
Parnell, 1999).

En muchos paises, los altos estandares impuestos para la importacion de
plantas y otros materiales vegetativos, involucran la movilizacion de material
libre de patégenos, el cumplimiento de protocolos cuarentenarois. post-ingreso,
y métodos rapidos de deteccion de virus, etc. (Spiegel, 1999, Stefani, 2001).

Por lo que se refiere a la situacion fitosanitaria de estos cultivos en el estado de
Morelos es muy compleja, debide tanto a la diversidad de especies manejadas,
como a la proliferacién de pequefias y dispersas unidades de produccién que
no tienen los elementos técnicos suficientes para mantener sus plantas en
condiciones favorables para el control de plagas y patégenos (Cabrera y
Orozco, 2002). En este sentido, Mundo (2002), sefiala que los productores
manifiestan que el segundo problema de importancia que percibe el viverista
después de la comercializacién es el aspecto fitosanitario, indicando que es un

problema originado por la falta de asistencia tecnica.

De acuerdo con Powell y Linquist, 1992, es muy dificil describir con precision y
amplitud las numerosas plagas y enfermedades que atacan a las plantas
orhamentales. Sin embargo, existen algunas de estas que son comunes en casi
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todas las unidades de produccién de estos cultivos que los dafian tanto en
invernaderos como a cielo abierto. Su conocimiento permite la aplicacion de
técnicas de control dentro de un programa de manejo integrado.

3.8.1. Principales plagas de las plantas ornamentales.

a) Afidos o pulgones (Homoptera: Afididae). Muchas especies de afidos son
plagas de las plantas cultivadas. Los pulgones son insectos chupadores que se
multiplican rapidamente en invernaderos y areas tropicales, su poblacién se
compone de hembras que se reproducen partenogenéticamente. Estos insectos
transmiten virus, e inyectan toxinas en sus secreciones salivales al sistema
vascular de las plantas; en grandes poblaciones pueden provocar debilitamiento
de las plantas reduciendo su valor comercial; s6lo en condiciones especiales

causan la muerte de su hospedero.

Su manejo se basa en una temprana deteccion de los brotes poblacionales. A
pesar de existir muchos depredadores y parasitos de los pulgones, el control
quimico es la mejor opcion para reducir sus dafios (Powell y Linquist, 1992;
Koehler, 1994; Davis University, 2002).

b) Moscas blancas (Homoptera: Aleyrodidae). Hasta hace dos décadas, las
moscas blancas eran consideradas como plagas esporadicas. Sin embargo,
probablemente a causa de las modernas practicas agricolas, ahora son plagas
muy destructivas tanto en cultivos a cielo abierto como bajo invernadero en todo
el mundo. Las moscas blancas son insectos muy comunes en los cultivos
ornamentaies. Existen tres especies importantes, Bemisia tabaci, Bemicia
argentifolii y Trialeurodes vaporariorum, que causan graves problemas en las
unidades de produccién. Son insectos chupadores que atacan cerca de 500
especies de plantas de 70 familias diferentes. Sus poblaciones crecen
rapidamente debido a su capacidad de producir grandes cantidades de huevos.
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Unas cuantas moscas blancas pueden no causar dafio, pero si sus poblaciones
se incrementan, reducen fuertemente la calidad de las plantas e incluso causan
su muerte. Ademas de dafiar de forma directa a su hospedante por su
alimentacion, los problemas se incrementan debido a su capacidad de transmitir
aproximadamente 20 virus que causan mas de 40 enfermedades; ademas de
producir mielecilla que favorece el desarrollo de fumagina.

E| control de las moscas blancas con insecticidas es muy dificil debido a que
desarrollan rapidamente resistencia a estos productos, sin embargo, su uso es
aun el principal método para su control; bajo condiciones especiales la
utilizacion de enemigos naturales como parasitoides, depredadores y patégenos
es una técnica alternativa de control (Powell y Linquist, 1992; Koehler, 1994,
Davis University, 2002).

¢) Escamas blandas (Homoptera). Existen varias especies de escamas
blandas que atacan plantas ornamentales. Al igual que los pulgones y moscas
blancas, las escamas son insectos chupadores que bajo condiciones
ambientales favorables y en grandes poblaciones pueden provocar serios
‘dafios a sus hospedantes. A causa de su poca o nula movilidad, estas plagas
pueden pasar desapercibidas para los productores en las primeras etapas de
incidencia, lo cual tiene como consecuencia que su deteccion se realice cuando

ya han rebasado los limites de tolerancia en el cultivo.

Su control es muy dificil y se basa principalmente en insecticidas, pero debe
realizarse teniendo como base un programa de inspeccion constante. (Powell y
Linquist, 1992; Koehler, 1994: Van Gundi, et al., 1999).

d} Trips (Thysanoptera). Los trips son insectos pequefios que seé alimentan de

flores, follaje y polen. Su dafio lo provocan al raspar la superficie del tejido
atacado provocando deformacion de flores y hojas. Existen varias especies de
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trips pertenecientes a los géneros Frankliniella y Trips, capaces de transmitir

virus que afectan a numerosas especies de cultivos ornamentales.

El contro! de los trips es muy dificil debido a sus habitos de alimentacion entre
los pétalos de las flores. Frecuentemente es necesaria la aplicacién de
insecticidas para reducir sus poblaciones, sin embargo, desarrollan rapidamente

resistencia a estos productos (Powell y Linquist, 1992: Koehler, 1994).

e) Minadores (Diptera: Agromyciidae). Son insectos que pertenecen al
género Liriomyza cuyas larvas son las causantes del dafio en sus hospedantes
al alimentarse en galerias que construyen entre el haz y envés de la lamina

foliar.

Su control se realiza principalmente  con la aplicacién de insecticidas
especificos; actualmente se ha desarrollado el control biolégico utilizando
avispas parasitas 1as cuales pueden usarse €n cultivos semiperennes Y

perennes (Powell y Linquist, 1992; Koehler, 1994).

f) Fungus gnat (Diptera: Agromyciidae). Son moscas pequefias, fragiles, gris
oscuro o hegras que se mantienen casi siempre sobre la superficie del sustrato
o suelo, especialmente en las zonas humedas. El dafio se debe a que s€
alimentan de plantulas, raices de esquejes, y semillas en germinacion. En
adicion al dafo fisico por las larvas, la presencia de los adultos en las macetas
reduce la calidad de venta. Las plantas que se desarrollan en sustratos con alto
contenido de materia organica Yy mal drenaje tienen mayores problemas de

ataque de fungus gnat.

Los programas de control de esta plaga involucran el uso de plaguicidas
aplicados en drench; ademas, el control biologico es posible hacerlo usando
nematodos y acaros depredadores (Powell y Linquist, 1992: Koehler, 1994;
Davis University, 2002).
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g) Larvas (Lepidoptera: Noctuidae). Muchas especies de palomillas atacan
plantas ornamentales en estado de larva. La mayoria 'de estas son palomillas
nocturnas que ovipositan individualmente o en masas de huevos durante la
noche. Las larvas al emerger se alimentan de follajé, tallos y ramas tiernas y
flores; algunas especies perforan y barrenan los tallos y ramas.

Casi todos los grupos de plaguicidas han provocado resistencia en las
poblaciones de estos insectos, sin embargo, su uso es adn el principal método
de combate. El control biolégico basado en la aplicaciéon de insecticidas
microbiales y liberacion de parasitoides es una técnica aceptable de control,
especialmente en invernaderos (Powell y Linquist, 1992; Koehler, 1994).

h) Arailas rojas (Acari): Las arafias rojas son artrépodos muy pequefios de
poco mas de 0.5 mm de longitud que requieren de microscopic para su
observacion. Existen dos géneros de acaros importantes cuyas especies son
plagas de cultivos ornamentales, Tefranichus y Oligonichus, ambos con un
amplio rango de hospederos. El dafio lo causan por alimentacién con sus partes'
bucales chupadoras con las que succionan la savia de los tejidos infestados.
Todos los estadios del ciclo de vida son causantes de los dafios en las plantas,
generalmente provocando pequefias manchas cloréticas de apariencia moteada
y deformaciones de la [amina foliar; en altas poblaciones invaden también otros
tejidos e incluso toda la planta. Las arafias rojas son favorecidas por altas
temperaturas, baja humedad relativa y exceso de polvo en la superficie foliar
(Davis University, 2002).

Su importancia como plagas de ornamentales se ha incrementado en los
ultimos afios a causa de su gran capacidad para desarrollar resistencia a
plaguicidas; algunos de estos como los piretroides estimulan su reproduccién.
El uso de acaricidas debe estar bien fundamentado a fin de evitar estos riesgos;'
por lo que el manejo de la humedad y temperatura, asi como el evitar la
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acumulacion de poivo en follaje y flores son medidas béasicas para reducir las
infestaciones (Powell y Linquist, 1992: Van Gundi et al., 1999; Koehler, 1994).

3.8.2. Enfermedades y patégenos mas importantes.

Las plantas ornamentales se encuentran sometidas a la accién de
determinados agentes patdégenos que frenan su desarrollo y' produccion,
restandoles belleza y originalidad tanto en el colorido corno en las formas,
impactando negativamente en el mercado ocasionando pérdidas 'que
representan entre un 25 a un 35 % del valor de las cosechas. Ademas, |a
reduccion de la calidad de las plantas, repercute en la pérdida de credibilidad de
las empresas dedicadas a esta actividad poniendo en riesgo su participacion en
el mercado (Strider, 1985; Daugthrey y Chase, 1993).

a) Enfermedades bacterianas.

Las bacterias comprenden un grupo diverso de microorganismos unicelulares
que causan muchas enfermedades en plantas. Las especies mas comunes en
ornamentales pertenecen a los géneros Xanthomonas que causa manchas
foliares y marchitamientos, Erwinia cuyas especies provoecan pudriciones de
esquejes, cormos Yy bulbos, Pseudomonas las cuales desarrollan manchas
foliares, y Agrobacterium, principalmente A. tumifasciens cuyo ataque causa
agallas de la corona (Van Gundi et al., 1999).

Pudricién de esquejes. Por la forma de manejo, los esquejes tienen una gran
herida en su base lo cual los hace muy susceptibles al ataque de bacterias,
especialmente Erwinia. Este patégeno se desarrolla bien a temperaturas altas y
mucha humedad. Los esquejes atacados muestran la base reblandecida ¥
ligeramente de olor desagradable.
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Tizén bacteriano. Esta enfermedad es causada por las especies del género
Xanthomonas. Las plantas atacadas se marchitan sin mostrar pudricion de
raices ni canceres en tallos o ramas. Al inicio de la enfermedad, una o dos
hojas se tornan blandas y caen; posteriormente todas las hojas se reblandecen
y se necrosan de forma similar al “qguemado” causado por exceso de sales. Otro
sintoma que puede presentarse es la aparicion de manchas foliares irregulares,

lo cual no siempre ocurre.

Manchas foliares. Las manchas foliares causadas por bacterias son muy
similares a las de los hongos; sin embargo, las bacterianas al observarlas a
contraluz presentan un aspecto translicido y acuoso. En algunos casos las
manchas estan rodeadas de un halo clorético. Los géneros que causan
manchas foliares son Pseudomonas y Xanthomonas; se diferencian en que en

el caso de Pseudomonas las hojas no se marchitan.

El control de las bacterias fitopatdgenas es principaimente preventivo, basado
en medidas culturales; siempre iniciando con el usc de materiales de
propagacion sanos, la no exposicion de esquejes, bulbos y cormos a alta
humedad y bajas temperaturas durante su preparacion para el traspiante y
siembra, asi como la realizacién de podas y cortes rapidos y con navajas
desinfectadas. En caso del desarrollo de brotes de enfermedad, se debe evitar
el exceso de humedad en las hojas durante el riego, espaciar las plantas para
mejorar la aireacion y secado del follaje y sustrato, ademas de reducir la
dosificacion de nitrégeno durante la fertilizacion.

El control quimico es limitado, pudiendo aplicar soluciones a base de cobre, sin
embargo, en muchos casos se puede tener toxicidad en variedades
susceptibles a este elemento (Powell y Linquist, 1992, Daughtrey ef al., 1995;
Chase et al., 1995).
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b) Enfermedades fungosas.

Existe una gran cantidad de especies de hongos que dafian los cultivos
ornamentales, a pesar de ello es posible agruparlos con base a los tipos de
sintomas que causan en sus hospedantes (Powell y Linquist, 1992; Romero,
1996).

Pudricion de esquejes y ahogamiento (damping off). De todas las
enfermedades, el damping-off es ta mas dificil de identificar en el campo, debido
a que la pudricién de esquejes es causada por varios hosngos pertenecientes a
los géneros Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia y Botrytis. EI ahogamiento en
semilleros y plantulas, comunmente lo provocan Pythium, Phytophthora y
Rhizoctonia. Ademas atacan a un amplio rango de hospedantes. Su incidencia
es frecuefitemente asociada con sustratos con alto contenido de materia

organica, al exceso de humedad en el sustrato y temperaturas altas.

El control es fundamentalmente igual al usado para otros microorganismos del
suelo: Uso de sustrato esterilizado, un buen drenaje, riego apropiado Y
plantacion o siembra a profundidad adecuada, son medidas de manejo
eficientes. Adicionalmente se deben mantener los semilleros y enraizadores a
temperaturas de entre 25 y 30 °C. El manejo del material propagativo debe ser
extremadamente cuidadoso evitando su manipulacion excesiva. El tratamiento
de semillas y esquejes con fungicidas como el Carbendazim y Benomilo reduce
la incidencia de estos hongos. Sin embargo es necesario tomar en cuenta que
los funguicidas en semilleros y enraizadores deben utilizarse sélo si es
absolutamente necesario (Strider, 1985; Powell y Linquist, 1992; Romero, 1996;
Casey, 2000).

Pudricién de raiz y corona: Pythium y Phytophthora son patégenos que
presentan en su ciclo de vida esporas conocidas como zoosporas que nadan en
el agua. Atacan una amplia variedad de cultivos, causando pudricién en raices,
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tallos y esquejes. Estos hongos generalmente no matan la planta rapidamente
pero destruyen tejidos en los érganos atacados lo cual resulta en un crecimiento
deficiente, amarillamiento, enanismo y marchitamiento de la parte superior.
Estos organismos probablemente se encuentran en todo tipo de suelos, son
diseminados facilmente por el agua de riego y sustrato contaminado e invaden
facilmente los sustratos aun después de su esterilizacion.

Las medidas de control se fundamentan en un buen saneamiento del cultivo,
desinfeccion de areas de acceso a las unidades productivas, esterilizacién del
agua de riego, uso de sustratos bien drenados y aplicacion de fungicidas en
drench (Powell y Linquist, 1992; Romero, 1996; Horst & Nelson, 1997; Jarvis,
1997).

Otros hongos causantes de pudriciones: Similar a Pythium y Phytophthora,
muchos otros hongos causan pudriciones de rafces y tallos. Estos patégenos
viven en el suelo y tienen un amplio rango de hospedantes. Especies de los
géneros Rhizoctonia, Fusarium, Cylindrocladium, Sclerotinia, Sclerofium y
Thielaviopsis tienen un comportamiento similar, todos elios persisten en el suelo

durante muchos meses por medio de estructuras especializadas.

Su control involucra medidas de saneamiento tales como: desinfeccion del
sustrato, evitar la plantacion profunda, evitar encharcamientos por el uso de
sustratos con buen drenaje, asi como la aplicacién de fungicidas que
generalmente son diferentes a los usados para el control de Pythium y
Phytophthora (Romero, 1996; Horst & Nelson, 1997; Jarvis, 1997).

Marchitez: Fusarium oxysporum y Verticillium spp son dos especies que atacan
muchos cultivos floricolas invadiendo las raices y taponando el sistema vascular
que se torna oscuro, lo que provoca amarillamiento, achaparramiento y
marchitez. La enfermedad afecta generalmente una parte o lado de la planta
que es la que se marchita y ocasionalmente muere, esto provoca un sintoma
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tipico en plantas herbaceas perennes y semiperennes conocido como “cola de
gallo”. Estos patégenos son favorecidos por condiciones de humedad y
temperatura altas en el sustrato.

Su manejo requiere un buen saneamiento del sustrato y del material
propagativo, asi como evitar el estrés de la planta por exceso de agua. Para
Fusatium oxysporum el mejor método de control en especies perennes y
semiperennes es el cultivo de variedades resistentes, pero casi todas estas son
de poco interés para los productores. E| manejo del pH encalando el sustrato y
fertilizacion con nitratos ha sido efectivo en crisantemo, aster, y gladiola.
Generalmente la aplicacion de fungicidas en cultivos infectados no tiene un
buen control por lo que se requiere de variedades resistentes a su ataque
(Powell y Linquist, 1992; Romero, 1996; Van Gundi et a/,, 1999; Casey, 2000).

Cenicillas: Las cenicillas son hongos muy comunes en las plantas
ornamentales y tienen una amplia distribucion. Las especies principales
pertenecen a los géneros Erysiphe y Sphaerotheca. Sus hospedantes incluyen
a cultivos importantes como rosa, noche buena, clavel, crisantemo, begonia,
impatiens y gerbera entre otros. El sintoma tipico de ataque se presenta como
un polvo blanquecino polvoriento sobre la superficie de hojas, tallos y fiores,
formado por los conidios. Generalmente no causan la muerte del hospedante
pero las lesiones provocadas reducen la calidad de la planta o de las flores de
corte, ademas de la deformacion de los tejidos afectados.

Las cenicillas son particularmente severas en regiones semiaridas Yy S0h menos
problematicas en regiones con precipitacién alta. Estos hongos son favorecidos
por temperaturas altas y luminosidad baja; en condiciones de invernadero su
dafio es mayor.

A pesar de que el mejor método de control es el cultivo de variedades
resistentes, existe poca informacién de estas en la floricultura. La aplicacion de
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productos quimicos controla eficientemente estos patogenos, sin embargo el
dafio causado puede permanecer aun despues de la muerte del hongo. La
reduccién de la humedad relativa dentro de los invernaderos y la ventilacion
durante la noche es un método cultural efectivo para el control de las cenicillas
(Powell y Linquist, 1992; Romero, 1996: Chase, 1997, Jarvis, 1997).

Royas: Los hongos causantes de royas en plantas ornamentales son altamente
especificos y pertenecen a los géneros Puccinia, Uromyces y Phragmidium.
Atacan cultivos importantes como geranio, crisantemo, clavel y rosa. La
infeccién se caracteriza por la aparicion de manchas amarillentas en el envés
de las hojas, aunque pueden presentarse también en el haz. En condiciones
favorables y hospedantes altamente susceptibles la infecciéon abarca ramas y
tallos. Los sinfomas evidentes se presentan como pustulas formadas por masas
polvorientas de esporas de color café rojizo a oscuro en las hojas y a veces

sobre tallos.

Son hongos que se desarrollan bien en condiciones frescas con alta humedad
relativa, la germinacién de sus esporas €s favorecida por el agua libre en la

supetficie foliar durante 6 a 8 horas.

Su control involucra e! manejo de la temperatura manteniéndola arriba de los
250 C, riego por las mafianas, espaciamiento entre plantas que favorece la
aireacion y secado del follaje; y la aplicacion de fungicidas especificos (Powell y
Linquist, 1992; Romero, 1996; Chase, 1997; Casey, 2000).

Mildit o moho gris: El mildili es causado por Botrytis cinerea gue es un hongo
saprofito ampliamente diseminado. También es uno de los patégenos mas
destructivos con un amplio rango de hospedantes. Los pétalos florales, tallos y
hojas suculentas y tiernas son atacados por este hongo; las plantulas son
especiaimente susceptibles a su ataque. En la mayoria de los casos el moho se
desarrolla en la superficie del tejido atacado cuando la humedad relativa es
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elevada, las temperaturas frescas y una baja luminosidad son condiciones que
también favorecen la esporulacion del patdégeno formando masas de esporas

caracteristicamente grisaceas.

Las medidas de control incluyen la eliminacion de tejidos viejos, especialmente
flores, para evitar su infeccién: incremento del aporte de calcio; aireacion y
ventilacion del cultivo para evitar agua libre sobre los tejidos; regar en lo posible
lo mas temprano del dia. A pesar de que muchos fungicidas son efectivos para
el control de Botrytis cinerea, no todos pueden ser utilizados en los diferentes
cultivos debido a que pueden ser fitotoxicos en muchas variedades comerciales.
La aplicacion de fungicidas debe realizarse de forma preventiva y en etapas
tempranas del desarrollo del cultivo (Romero, 1996; Chase, 1997, Jarvis, 1997,
Van Gundi et al., 1999, Casey, 2000).

Manchas foliares y florales: Similarmente a las royas y cenicillas, los hongos
causantes de manchas foliares y florales, se dispersan a grandes distancias por
accion del viento. Los géneros mas notables de este grupo son Botrifis,
Septoria, Alternatia y Ascochyta, los cuales son cominmente encontrados
causando dafios a muchos cultivos de flores y follaje. Las infecciones se
caracterizan por la aparicion de manchas foliares bien delimitadas que en un
inicio son cloréticas y que posteriormente toman un color café claro u 0SCUro.
En las ramas y tallos jovenes las manchas generalmente son mas claras y

pueden abarcar todo el érgano atacado y secatlo.

Los hongos que causan manchas requieren de humedad en la superficie foliar

para poder infectar.
La mejor via para su control es la aspersion de fungicidas a base de cobre 0

zinc con accién protectiva para evitar su establecimiento e infeccion (Powell y
Linquist, 1992; Romero, 1996, Casey, 2000).
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¢} Enfermedades causadas por nhematodos.

Varias especies de nematodos causan problemas en cultivos ornamentales.
Estos organismos pueden causar lesiones o bien agallas en las raices como
sucede con las especies de los géneros Pratylenchus, Paratylenchus y
Meloidogyne; consecuentemente su ataque se manifiesta en la parte superior
de la planta como enanismo, pobre crecimiento y debilitamiento general. Los
nematodos sistémicos del género Aphelenchoides causan amarillamiento,
deformaciones, torcimientos y cambios de color en las hojas y tallos, e incluso
provocan su muerte.

El control de los nematodos requiere de medidas de saneamiento del material
propagativo, esterilizacién del suelo con fumigantes o pasteurizacién. Para
nematodos de raices se debe aplicar Oxamyl granulado mezclado con el
sustrato o en forma liquida en drench después de la plantacion. Los nematodos
foliares son controlados eficientemente con la aspersion de Demeton (Powell y
Linquist, 1992; Jarvis, 1997; Casey, 2000).

d) Fitoplasmas.

Los fitoplasmas son microorganismos de alrededor de 1.2 a 500 nm de tamafio.
Carecen de pared celular por lo que son parasitos obligados, pleoméificos. Son
dificiles de cultivar en medios artificiales. Se diferencian de los virus en que
poseen ARN, ADN y una membrana celular. Se especializan en infectar el
floema causando problemas de taponamiento en el sistema vascular de las
plantas. Son responsables de enfermedades en mas de 200 especies de
plantas. Los vectores de estos patogenos son las chicharritas (Homoptera:
Cicadellidae) y Psilidos (Homoptera: Psillidae); ademas se pueden transmitir por
injerto y no se transmiten mecanicamente (Powell y Linquist, 1992; Jarvis, 1997;
Van Gundi ef al. 1999).
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Los sintomas que producen son parecidos a los causados por algunos virus y
viroides predominando los amarillamientos o bronceados, enanismo,
acortamiento de entrenudos, flores estériles, frutos y semillas anormales,
proliferacién de raices aéreas, proliferacion de bulbos y tubérculos aéreos y
desarrollo de apariencia de escoba de bruja. (Powell y Linquist, 1992; Van
Gundi ef al. 1999) Su deteccidn puede ser mediante los sintomas, por
microscopia electrénica, microscopia de luz y actualmente por reaccion de la
polimerasa en cadena (PCR) (Chase, 1997; Wick, 2000).

La prevencién y control de fitoplasmas se puede hacer eliminando a las
chicharritas y las plantas infectadas. Se deben aislar las plantas enfermas; es
importante que las plantas estén separadas ya que puede haber fransmision
por contacto de raices. Se puede usar tetraciclina u oxitetraciclina para curar la

enfermedad. Las dosis dependeran de las plantas a tratar.

Es importante que el material propagativo esté libre de fitoplasmas, siendo
mejor utilizar plantas generadas por cultivo de tejido. El control de la maleza es
importante para eliminar los reservorios de los insectos vectores y de los
patégenos (Powell y Linquist, 1992; Van Gundi ef al., 1999, Casey, 2000)

e) Viroides.

Al igua! que los virus, los viroides son extremadamente pequefios, su material
genéticb esta compuesto de RNA, Sin embargo, a diferencia de [os virus, no
contienen una capsula de proteinas. Estos patégenos son causantes de
algunas enfermedades en cultivos importantes como papa, tomate y frutales.
Uno de los sintomas mas caracteristicos observados en las plantas infectadas
es el achaparamiento o enanismo, acompafiado de algunos amarillamientos y
deformaciones de los puntos de crecimiento de las plantas. Su identificacion se
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basa en técnicas serolégicas y de ingenieria genética (Chase, 1997; Davis et
al., 1999; Wick, 2000).

3.8.3. Enfermedades de origen viral.

Los virus son elementos genéticos que actlan como parasitos celulares
especializados. Casi todos los grupos de organismos vivientes, muiticelulares o
unicelulares son susceptibles de ser infectados por virus. Son agentes
patégenos que viven y se multiplican solo dentro de las células vivas de sus
hospedantes, siendo entonces parasitos obligados (Mathews, 1991; Vega y
Rivera, 2001).

Las enfermedades causadas por virus en las plantas pueden ser muy
distintivas, o en otros casos ser extremadamente dificiles de reconocer. En
algunos hospedantes producen sintomas tipicos, pero en otros la
sintomatologia es muy diferente, atn tratdndose del mismo virus por lo gque se
complica su identificacién en campo (Wick, 2000).

3.8.3.1. Definicién y generalidades.

l.os virus son entidades compuestas de acidos nucleicos y proteinas; el acido
nucleico en el 90 % de los virus de plantas es el RNA, sélo el 10 % estan
compuestos de DNA; algunos poseen una envoltura de lipidos. Su tamafio
puede variar entre los 20 y 300 nm. La mayoria de eilos producen cuerpos de
inclusion que en muchos casos pueden servir para su diagnostico. Pueden
presentar dos formas basicamente: Helicoidal e isométricos o icosaédricos
(Powell y Linquist, 1992; Van Gundl ef al., 1999; Vega y Rivera, 2001).
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3.8.3.2. Importancia de los virus fitopatégenos.

La importancia de las enfermedades causadas por los virus fitopatégenos en
cultivos ornamentales se ha incrementado en los afios recientes. La presencia
de virus en ellos, ademas de suponer una amenaza para la produccion floricola
en si, constituye un riesgo para la horticultura en general, al actuar las especies
ornamentales como fuentes de indculo, reservorios y medios de diseminacion
de virus dafiinos a las hortalizas (Dal Bo ef a/.,, 1999 Vern, 1999).

Al igual que otros fitopatégenos, los virus pueden dispersarse de una region a
otra en semillas u otros materiales de propagacién aparentemente sanos sin ser
detectados, lo cual incrementa el problema a los productores. (Powell y Linquist,
1992; Baulcombe ef al., 1993; Van Gundi et /., 1999).

Los virus pueden causar diversos sintomas en la planta infectada pocos dias
después de la infeccion, sin embargo en muchas ocasiones el patégeno puede
mantenerse latente durante mucho tiempo dependiendo de las condiciones
ambientales y manifestarse de forma subita en toda una plantacién provocando
pérdidas enormes al productor al reducir la calidad de venta final de las plantas
afectadas (Gaebe, 2002).

Otra consideracién con respecto a la importancia econémica de los virus que
atacan plantas cultivadas es el incremento de los costos de produccién por el
establecimiento de medidas de prevencion a fin de evitar las infecciones virales.
Tales medidas incluyen la aplicacion de plaguicidas para controlar sus vectores;
la produccién de semilla libre de virus y el disefio de esquemas de certificacién
que permitan la provisién de plantulas y material propagativo sano (Garnsey,
1998).

31



3.8.3.3. Sintomatologia.

Las enfermedades virales afectan a las plantas produciéndoles diversos
sintomas, tales como: Mosaicos, rayados, clorosis de la hoja, aclaramiento de
nervaduras, bandeado de nervaduras, anilios, puntos necréticos, puntas de
tallos o nervaduras distorsionadas, hojas deformes, meristemos hinchados,
enanismo, coloracioén anormal de las flores, afectan la reproduccién, tamafic del
fruto, reducen la cantidad de semillas, provocan esterilidad del polen, reducen
viabilidad de las semillas, marchitez y muerte de las plantas (Bos, 1978; Cann,
1997, Gaebe, 2002).

Lo mas frecuente es que dichas alteraciones sean perjudiciales a la planta, bien
cuantitativamente por ocasionar una disminucion de la produccion o del
rendimiento, bien cualitativamente porque deprecian su valor en el mercado. Sin
embargo, en la horticultura ornamental existen algunos ejemplos en los que los
sintomas de origen virico tienen cierto valor estético y han sido ¢ aln son
explotados con fines comerciales (Powell & Linquist, 1992; Dreckmann, 2001;
Gaebe, 2002).

La sintomatologia ha sido el origen de la descripcién de las enfermedades
viricas y, como consecuencia, de la denominacion de los virus que pudieran ser
su causa. Sin embargo, su valor como criterio para su identificacion es bastante
relativo y en la mayoria de los casos es insuficiente basarse soélo en la
observacion de los sintomas para determinar con certeza cual es el virus
responsable por lo que el diagnostico por sintomatologia debe considerarse
solamente orientativo (Powell y Linquist, 1992; Van Gundi ef a/., 1999)

La aparicién y gravedad de los sintomas esta condicionada por diversos
factores, tales como el material vegetal, estado nutricional y etapa fenoldgica de
las plantas en el momento de la infeccion, el tipo de virus y las condiciones
ambientales, principalmente la temperatura. Ademas, no son raros los casos de
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infecciones complejas de varios virus mezclados provocando que los sintomas
" mostrados por la planta puedan resultar confusos. También es importante
considerar que puede haber infecciones latentes que soélo se manifiestan bajo
condiciones especiales, limitando atin mas ia utilidad de la sintomatologia como
medio de identificacion de una enfermedad viral. Por otro lado, tas plantas
atacadas por virus empiezan a mostrar sintomas aproximadamente 15 dias
después de la infeccidn, actuando durante este tiempo como fuente de inéculo
(Roselld y Nuez, 1999). A pesar de lo anterior, los sintomas, debido a que son
el resultado concreto de la interaccion virus-planta huésped, son los que
determinan realmente el perjuicio causado a la economia de los productores
(Albouy y Devergne, 2000).

3.8.3.4. Virus de importancia en los cultivos ornamentales.

No menos de 260 virus diferentes son capaces de infectar plantas
ornamentales, cuyo grado de complejidad tiene relacién con sus propiedades
biolégicas y fisicoquimicas. Tales caracteristicas permiten a los investigadores
ubicarios en los diversos grupos para su estudio (Eliot, 1996; Albouy Yy
Devergne, 2000).

A pesar de la existencia de muchos virus que atacan plantas ornamentales
(anexo1), hay algunos cuya importancia radica en Ssu amplio rango de
hospedantes y por sef reportados con frecuencia por los investigadores de
diferentes paises como los que causan mayores problemas en este tipo de
cultivos (Van Gundi et al. 1999), entre estos destacan los siguientes:

a) ALFAMOVIRUS (BROMOVIRIDAE): Virus Mosaico de la Alfaifa -AMV-
(Alfalfa Mosaic Virus).
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Genoma: Multipartita con tres RNA de cadena simple de polaridad positiva de
kilobase (Kb}, 3.6 (RNA-1), 2.5 (RNA-2), 2 (RNA-3).

Cépside: Ung Proteina de peso molecular en dalton (PM) 20-26 x 10°,

Serologia; ++ DD, ELISA o IEM.

impatiens, limonium, pelargonium o geranio, gloxinia, vinca 0 teresita, zZinnia,
entre ofros.

b) CUCUMOVIRUS (BROMOVIRIDAE): Virus Mosaico de| Pepino -CMV-
(Cucumis Mosaic Virus).

Morfologia: Tres tipos de particulas isométricas (B, M, T) de 29 nm.

Genoma: Multipartita con tres RNA de cadena simple de polaridad positiva de
Kb 3.4 (RNA-1), 3 (RNA-2), 2.2 (RNA-3).
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Capside: Una proteina de peso molecular PM 26 x 10°.
Serologia: +++ DD, ELISA o [EM.

Transmision: Por pulgones de forma no persistente, tambien se transmite por
semilla en algunos hospedantes; en otros se transmite mecanicamente.

Sintomas: Varian y dependen del cultivo que ataquen. En general produce
enanismo, mosaico foliar, variegados, manchas anulares, distorsién de hojas,
caida y distorsion de flores, necrosis foliar, enrollamiento de la hoja, moteados

de las hojas y aclaracion de nervaduras.

Hospedantes: Es un virus polifago con el mayor rango de hospedantes de los
fitovirus. Se han reportado a mas de 1000 especies de plantas pertenecientes a
muchas familias botanicas, tanto mono como dicotiledéneas. En forma natural,
el virus se presenta en muchas cepas qué s€ distinguen entre si por sus
propiedades seroldgicas. Entre sus hospedantes ornamentales destacan,
alcatraz, begonia, bugamvilea, crisantemo, clematis, coleo, ciclamen, clavel,
cuna de moisés, dalia, delfinio, difenbachia, gladiolo, gerbera, geranio,
hortencia, impatiens, iris, lily, noche buena, peperomia, salvia, violeta, vinca,

zinia.

c) NEPOVIRUS (COMOVIRIDAE): Virus mancha anillada del tabaco -TRSV-
(Tobacco Ring Spot Nepovirus)

Morfologia: Tres tipos de particulas isométricas (B, M, T) de 28 nm.

Genoma: Bipartita con dos RNA de cadena simple de polaridad positiva Kb 7.2-
8.4 (RNA-1), 3.9-7.2 (RNA-2)

Capside: Una proteina de PM 55-60 x 10%,
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Serologia: ++DD, ELISA o IEM.

Transmision: Es transmitido por el nematodo Xiphinema sp. por semilla y

mecanicamente,

Sintomas: Producen enanismo, mosaicos, manchas anulares y moteado de la

hoja.

Hospedantes: Es un virus que se ha reportado atacando plantas de cormos y
bulbos como la dalia, el gladiolo, la gioxinia, el iris y el lily; también ataca
begonia, geranio, gladiolo, hortensia, impatiens, y rosa.

d) POTYVIRUS (POTYVIRIDAE): Existen mas de 200 virus que pertenecen a
este grupo cuyas propiedades son muy similares cuyo miembro tipo es el Virus
Y de la papa (PVY), destacandose por su importancia en plantas ornamentales
el virus mosaico amarillo del frijol (BYMV).

Morfologia: Particulas filamentosas de 680-900 x 11-13 nm.

Genoma: Monopartita con un RNA de cadena simple de polaridad positiva de
8.5-10 Kb.

Capside: Una proteina de PM 30-47 x 10°.
Serologia: +++ ELISA o [EM.

Transmisién: Por pulgones en forma no persistente, y mecanicamente en

gladiolo.

Sintomas: Causan principalmente mosaicos en sus hospedantes.
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Hospedantes: Gladiolo, iris, lisianthus, pasiflora, violeta.
e) TOBAMOVIRUS: Virus Mosaico del Tabaco -TMV- {Tobacco Mosaic Virus)

Morfologia: Particulas en bastoncillos rigidos de 300 x 18 nm.
Genoma: Monopartita con un RNA de cadena simple de polaridad positiva de
6.4 KB.

Capside: Una proteina de PM 17-18 x 10°.
Serologia: +++ DD, ELISA o |IEM.

Transmisién. No se conocen vectores de este virus. Es facilmente transmisible
por contacto (mecanicamente). Las semillas pueden estar contaminadas
externamente.

Sintomas: Este virus produce en las plantas ornamentales enanismo, mosaico,
manchas necréticas y deformacion de hojas en algunos casos y en otras de
flores,

Hospedantes: Sobrevive bien en ol suelo, en residuos de plantas y tuberias.
Tiene una ampiia distribucién mundial y afecta a un amplio rango de
hospedantes ornamentales entre ios que destacan: Aralia, cyclamen, dalia,
geranio, gladiolo, impatiens, iris, lily, lisianthus, petunia y tabaco ornamental.

f) TOSPOVIRUS (BUNYAVIRIDAE): Virus de Ia Marchitez Manchada del
Tomate -TSWV- (Tomato Spotted Wild Virus) y Virus de la Mancha Necrotica

del Impatiens -INSV- (Impatiens Necrotic Spot Virus)

Morfologia: Ploemérfico (1), particulas esféricas con envoliura de 80-110 nm.
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Genoma: Multipartita, tres RNA de cadena simple de 2.7 x 10° (L), 1.5 x 108
(M), y 0.6 x 10% ()

Capside: Varias proteinas de PM (x10%) 78 (G1), 58 (G2), 28.8 (N) y. 200 (L)
Serologia: +++ ELISA o IEM.

Transmisién: Por trips de los géneros Trips y Frankliniella en forma persistente,
por semilla y mecénicamente.

Sintomas: Ambos virus producen sintomas que varian dependiendo del cultivo
que atacan. En general producen manchas clordticas y hecréticas, mosaico,
enanismo, hojas bronceadas con anillos, flores con anillos y necrosis en las
venas. Los tallos muestran estrias o rayas necroticas, muerte del apice de

crecimiento y necrosis severa.

Hospedantes: Tanto TSWV como INSV estan ampliamente distribuidos y
atacan gran variedad de cultivos, entre los ornamentales se distinguen:
Agapando, alcatraz, aleli, amarilis, aralia, aster, begonia, bromelias, caléndula,
crisantemo, cineraria, clavel, cyclamen, cymbidium, dalia, difenbachia, geranio,
gerbera, gladiolo, gloxinia, gipsofila, hortensia, impatiens, iris, kalanchoe, lily,
limonium, petunia, salvia, vinca, violeta, zinia entre muchos otros.

3.8.3.5. Aspectos epidemiol6gicos.
A pesar de que en 1998 se cumplieron cien afios del estudio de los virus, sélo
recientemente, gracias al estudio de sus funciones geneticas y de su interaccion

con la célula huésped, se han empezado a entender los procesos de las
patogénesis virales (Vega y Rivera, 2001).
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A partir de 1983, la investigacion sobre los virus fitopatégenos ha jugado un
papel importante en la formulacién de modelos para el entendimiento de los
mecanismos de la recombinacién del genoma viral, la funcién de los
plasmodesmos, la adquisicion de resistencia sistémica por parte de las plantas
infectadas, y el desarrollo de métodos para la deteccion de estos patégenos.
Todo ello con la finalidad de lograr un manejo mas eficiente de las

enfermedades que causan en los cultivos (Zaitlin y Palukaitis, 2000).

El proceso de las enfermedades virales inicia cuando los virus penetran en los
tejidos de la planta a través de la infeccién de un grupo de células. La infeccion
puede ser resultado de un dafio fisico causado por un objeto o por un insecto al
alimentarse. Una vez que los virus estan dentro de las células del hospedante,
se apropian de su sistema metabdlico e inducen a este a producir sus diferentes
componentes comenzando su replicacion y multiplicacion; en cuestion de horas
son capaces de infectar otras células vecinas y finalmente invaden el tejido
vascular y el citoesqueleto moviéndose a través de estos a toda la planta; como
patogenos sistémicos pueden ser transferidos a nuevas plantas por los
insectos, especialmente trips, pulgones y moscas blancas (Costa, 1976; Naulty
Ammar, 1989), en las manos de los trabajadores o en herramientas de poda y
corte, o bien en semillas y esquejes provenientes de plantas madre infectadas e
incluso por contacto de pianta a planta (Powell y Linquist, 1992; Van Gundi et
al,, 1999; Dreckmann, 2001, Gaebe, 2002).

La diseminacion de una virosis depende de muchos aspectos, cuyo
conocimiento es indispensable para establecer los métodos de lucha
adecuados, eficaces y racionales. Los diferentes factores epidemioldgicos de la
diseminacién de las virosis, afectan a las plantas hospedantes del virus y al
vector. También se indica que en un sistema “virus-vector-planta” dado, la
importancia de la diseminacion es funcién del origen del virus, de la actividad de
los vectores y de la sensibilidad de la planta al virus, ademas de las condiciones
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ambientales (Pirone y Harris, 1977; Mattews, 1991; Baulcombe et al., 1993;
Munford ef al., 1996).

En el caso de las especies ornamentales, las fuentes de indculo primario estan
representadas por las plantas enfermas introducidas durante la plantacion del
material vegetal. Estos focos primarios de infeccion, que se sitdan en el interior
mismo del cultivo, son los mas peligrosos. Las demas fuentes posibles de virus
estan representadas por los cultivos préximos o por rebrotes infectados. En este
sentido, las plantaciones al aire libre son mas dificilmente protegibles que las
efectuadas bajo cubierta, y los riesgos son tanto mayores cuanto mas amplia es
la gama de hospedantes del virus (Sidek ef a/., 1993).

En el caso de los virus polifagos, sus reservorios son abundantes porque fodas
las plantas hospederas son potencialmente reservas de estos. Asimismo, las
malas hierbas juegan un papel de plantas de reserva y permiten con frecuencia
la sobrevivencia de los virus fuera de los periodos de cultivo y de una a otra
estacion ademas son en muchos casos, importantes reservorios de sus
vectores, lo cual da mayor prioridad al establecimiento de medios mas efectivos
de control de estos patégenos a través del conocimiento de sus relaciones
ecologicas con las malezas (Mink, 1993; Sidek, 1999).

3.8.3.6. Control de enfermedades causadas por virus.

lLa adecuada identificacion de patdgenos virales es el paso previo para la
elaboracion de estrategias de control (Alcalde ef al., 1999). Las caracteristicas
epidemiologicas de los virus fitopatégenos hacen que su control resulte
complejo. En muchos casos, tanto el virus como su vector disponen de forma
practicamente ininterrumpida, espacial y temporalmente, de gran cantidad de
hospedantes que les permiten perpetuarse en el campo. Sin embargo debido a
que estas enfermedades ocasionan grandes perdidas en los cultivos se estd
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buscando la manera de combatirlas (Cann, 1997). En la investigacién agricola,
se han podido obtener variedades con resistencia a uno o mas virus; se han
disefado estrategias para controlar los vectores y para obtener plantas libres de
virus (Vega y Rivera, 2001). '

No existen productos viriscidas, los virus deben controlarse con métodos
preventivos ya que una vez que infectan a la planta practicamente es imposible
evitar el dafio y en muchos casos la muerte de estas. De acuerdo con Jarvis,
1997, las medidas fitosanitarias contra estos patégenos estan orientadas a
reducit el numero de reservorios del virus que acttan como focos de infeccion o
dificultar e incluso impedir la transmision del virus por el vector, entre tales

medidas destacan las siguientes:
a) Reduccién de la fuente de in6culo.

Comunmente los virus tienden a persistir y acumularse en la mayoria de los
organos vegetativos de propagacion de las plantas. Sin embargo, la mayoria de
los virus son excluidos de las semillas y de las yemas de plantas infectadas.

a.1. Material certificado. El uso de semilla sana y la micropropagacién pueden
eliminar los riesgos de diseminacién de estos patdgenos. Las plantas madre
procedentes de cenfros de produccién no certificados pueden representar un
foco primario de infeccion, por lo que debe evitarse su utilizacion.

El uso de material certificado es muy importante; se incluye el material
proveniente de cultivo de tejidos. Una vez obtenido este material es necesario
conservarlo en condiciones adecuadas evitando su contaminacion ya que estas
plantas seran las que proporcionaran los esquejes para la plantacion del cultivo
comercial, y esta técnica no protege a las plantas de infecciones posteriores
(Fernandez, 1999).
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a.2. Culturales. Eliminacién de maleza dentro de la unidad productiva y en
franjas de 5 a 10 metros en los bordes del terreno o invernadero Yy uso de
sustrato esterilizado. Para algunos virus como el TSWV es recomendable la
eliminacién de los residuos de la cosecha anterior que funcionan como fuente
de in6eulo primario (Prins and Goldbach, 1998; Rosellé y Nuez, 1999). Cabe
destacar que la eliminacion de maleza préxima al cultivo es Contraproducente
cuando las hierbas ya estan muy grandes y tienen flores, ya que provoca la
migracion de los vectores, especialmente de los trips, al cultivo aunado a la
eliminacién de los enemigos naturales presentes.

b} Control de la transmisién.

Evitar la transmisién de los virus es una actividad determinante en la aparicién y
desarrollo de las enfermedades y su nivel de repercusién sobre la calidad de las
plantas ornamentales. Ello implica la aplicacion de técnicas que reducen los
riesgos de contagio durante las diversas actividades de manejo de los cultivos
ornamentales (Prins and Goldbach, 1998).

b.1. Culturales. Desinfeccion de las herramientas, vestimentas, maquinaria;
uso de trampas para capturar a los vectores, uso de termoterapia; destruccion
de plantas enfermas; mantener las plantas madre aisladas de las plantas en
produccion.

b.2, Control del vector. El controi del vector presenta mayores dificultades en
cultivos al aire libre que bajo invernadero debido a ta movilidad de los vectores,
especialmente frips y mosca blanca; ademas de que en los invernaderos el
acceso de los insectos puede ser mas restringido (Ullman ef al., 1997).

b.2.1. Quimicos. Debe estar basado en el monitoreo constante de flores y
brotes, asi como el trampeo de vectores. El control quimico debe dirigirse a los
insectos vectores, especialmente afidos v trips; sin embargo debe considerarse
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que el uso de insecticidas es poco eficiente en el control de enfermedades
virales ya que es muy probable que los insectos vectores transmitan el virus
antes de que el insecticida surta efecto (Pappu et al., 1995) e incluso se sabe
gue con la aplicacién de ciertos insecticidas se incrementa la incidencia de
aigunos virus como el TSWV (Munford et al., 1996). También es importante
considerar el nivel de resistencia que adquieren los vectores a los plaguicidas.

b.2.2. Control fisico. La utilizacion de mallas anti-insectos en los invernaderos
puede ser una buena solucidn en este tipo de cultivos al evitar las infestaciones
y disminuir la incidencia de la enfermedad. Sin embargo, es necesario restringir
el acceso a las areas de produccion para evitar la introduccion de los vectores
al invernadero. En apoyo a esto se recomienda la utilizacién de trampas
pegajosas para la deteccion de los insectos a fin de tomar medidas oportunas
para su control.

b.2.3. Control biolégico. Generalmente este método tiene poco efecto sobre
el control de los virus porque atn unos pocos vectores que sobrevivan y
permanezcan infectivos son capaces de transmitirlos y causar graves dafios al
cultivo. Por ello es necesario combinar la lucha biolégica con la aplicacién de
productos especificos compatibles con los ehemigos naturales de los vectores,
sin embargo esta medida no garantiza el éxito por lo que su uso es muy

limitado.

c¢) Control Genético. El método mas eficaz para el manejo de los virus es el
uso de variedades tolerantes o resistentes, sin embargo, la resistencia natural
de las plantas a los virus es limitada. Dos han sido las principales estrategias de
trabajo para la obtencion de resistencia genética: la busqueda de fuentes de
resistencia en especies relacionadas y desarrolio de plantas transgénicas con
resistencia procedente del propio patégeno. El desarrollo de estas variedades
se basa en la utilizacién de genes virales o de informacién en la seleccion para
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la resistencia con apoyo de la biotecnologia (Powell y Linquist, 1992; Van Hundi
et al., 1999).

d) Biotecnologia: La utilizacién de cultivos desarrollados por la ingenieria
genética usando la técnica de proteccidn cruzada es una técnica efectiva para
el manejo de los virus en varios cultivos. Esta técnica consiste de la
transformacién de plantas a las cuales se les han introducido porciones del
genoma viral que promueven la resistencia a infecciones posteriores de virus
homélogos, y en algunos casos a virus no homoélogos. El resultado final es |a
interferencia del proceso de multiplicacion del virus en la planta a traves de la
interrupcion de la produccion de ARN mensajero viral (Pappu ef af., 1995; Vaira
et al., 1995).

Las posibilidades en este campo son muy amplias y pueden reducir en el futuro
los efectos adversos de los virus fitopatogenos. Actualmente se esta
investigando sobre la expresion de las glicoproteinas en cultivos de plantas
transgénicas que bloquean la adquisicién de particulas virales por los vectores;
sobre la expresién del bloqueo del movimiento de las proteinas virales a traves
de las membranas celulares (Ares ef al. 1998; Carrillo ef al., 1998) y sobre la
expresion de anticuerpos especificos como la produccién de secuencias de
DNA de interferencia que hibridan con los acidos nucléicos virales y detienen su
sintesis .(Goldbach and Peters, 1996; Daub et al., 1997; Rosell6 y Nuez, 1999;
Rubio ef al., 1999).

3.8.3.7. Métodos de deteccién, identificacién y caracterizacién de virus

fitopatégenos.

En los sistemas de manejo fitosanitario, la deteccion e identificacion oportuna
del in6culo viral adquiere gran importancia para evitar su dispersion e
introduccién a zonas libres, asi como para implementar las medidas de
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prevencion y control de estos patégenos (Alegria sf al, 2001). Segun Vega y
Rivera, 2001, durante los ultimos veinte afios, se han desarrollado sistemas y
protocolos confiables y rapidos para la deteccion oportuna de los virus gue
infectan plantas (Anexo 2).

Los virus son muy pequefios, por lo que para poder ser observados, se requiere
del uso del microscopio electronico. Por lo que su deteccion, identificacién y
caracterizacion se efectlia por medio de la observacion de los sintomas que se
presentan en las plantas enfermas, pruebas de transmision, sintomatologia en
plantas hospederas e indicadoras, tipo de particula, inclusiones virales,
serologia y deteccién del acido nucleico viral. Debido a la gran variabilidad de
los virus, su identificacién y caracterizacién adecuada requiere del uso de mas
de un método a fin de precisar el o los virus bajo estudio (Streets, 1984; Wick,
2000; Alegria ef al., 2001).

3.8.3.7.1 Transmisién mecanica.

La capacidad de ser transmitidos de planta a planta en forma mecanica es una
caracteristica importante de un gran ndmero de virus, pero debe tomarse en
cuenta la influencia de la temperatura y otros factores ambientales, ademas del
tipo y concentracién de los aditivos usados para realizarla experimentalmente
(Bock, 1982). Para aprovechar esta caracteristica de los virus en los procesos
de identificacion, se requiere del cultivo de plantas indicadoras sanas y en
condiciones de ambiente controlado. De ello depende la manifestacién de los
sintomas tipicos, asi como su periodo de aparicién, que va de 3 a 6 dias en el
caso de los locales en las hojas inoculadas, y hasta de 12 a 20 dias para los
sistémicos, y alin mas si se trata de la infeccién por injerto en plantas lefiosas
(Albouy y Devergne, 2000).
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3.8.3.7.2. Deteccion y separacién de virus y pruebas de susceptibilidad en

hospedantes diferenciales.

El uso de plantas indicadoras €s posiblemente el método mas antiguo utilizado
para la identificacion de los virus fitopatogenos. Su uso €s uno de los primeros
pasos en el proceso de confirmacion de la naturaleza de una enfermedad
causada por virus; debido a que con esta técnica se precisan sus propiedades
infecciosas, permitiendo frecuentemente su identificacion. Las técnicas de
transmisién varian dependiendo del virus, as/ como del tipo y especie de planta

infectada (Albouy y Devergne, 2000).

El rango de hospedantes de un virus esta determinado por la expresion de los
sintomas causados en las plantas indicadoras, por las condiciones ambientales
en las que se mantengan estas, ademas de la variante del virus (Hamilton et al.,
1981). '

3.8.3.7.3. Microscopia de luz.

De acuerdo con Cardenas (1999), la utilizacién de las inclusiones virales
inducidas en las células de los hospedantes infectados, es una técnica cuya
utilidad se manifiesta al evidenciar la presencia de virus a partir de la induccion
de particulas especificas de los diferentes grupos de virus, y son auxiliares
tanto en el diagnéético de una enfermedad de origen yiral, como en la

clasificacién de los virus en género, familias y variantes.
Tanto su distribucién en la planta, como su forma, tamafio, localizacion dentro

de la célula y composicion varian dependiendo de la interaccion virus-planta

hospedante (Anexo 3).

46



3.8.3.7.4. Microscopia electrénica.

La observaciéon de las particulas virales a partir de extractos de tejido vegetal
infectado usando el microscopio electrénico, es una técnica ampliamente
considerada para la deteccion de virus y hace posible su identificacion con base
a criterios morfologicos (Milne y Luisoni, 1977).

Su fundamento es la union de anticuerpos especificos a un virus sobre una
rejilla de membrana de fomvar que se contrasta con acetato de uranilo para la
deteccion de los virus atrapados por los anticuerpos (Milne y Luisoni, 1975).
Tiene como ventaja el que se realiza relativamente rapido y es factible realizarla
directamente de extractos de savia; sin embargo, tiene la desventaja de que es
muy limitada en su aplicacién a un gran nimero de muestras, debido a que los
diferentes grupos de virus pueden tener mucha variabilidad en su longitud a
pesar de tener la misma forma, reduciéndose su valor como criterio
identificativo, requiriendo ademas de tener acceso a un microscopio electrénico
(Albouy y Devergne, 2000).

3.8.3.7.5. Extraccion y analisis electroforético de RNA de doble cadena.

El método de purificacion y andlisis de RNA de doble cadena (RNAdc), fue
desarrollado por Morris y Dodds (1979), quienes la usaron para aislar y analizar
el material genético de virus y hongos fitopatégenos. Esta basado en el proceso
de replicacién de los virus dentro de las células vegetales que tiene como
producto intermedio cadenas dobles de RNA llamadas formas replicativas, las
cuales se encuentran de forma consistente en las plantas infectadas por virus
de RNA de cadena sencilla, y normalmente no se presentan en plantas sanas.

Aproximadamente el 90 % de los virus fitopatdgenos estan constituidos por
cadenas simples de RNA. Esta técnica tiene la ventaja de ser sencilla y
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relativamente rapida ya que se requieren de 8 a 12 horas para la extraccién del
RNAdc. Es un método de analisis no especifico que permite detectar la mezcla
de virus fitopatégenos diferentes, ademas de virus satélites que normalmente

no son detectados por otras técnicas (Valverde ef al., 1990).

3.8.3.7.6. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Reaccién en

Cadena de la Polimerasa de la Transcripcién Reversa (RT - PCR).

Las técnicas de PCR y RT — PCR son altamente especificas y sensibles en el
diagnéstico de virus fitopatogenos (Savki ef al, 1988). Su principio es
relativamente simple, se basa en la capacidad de sintesis de una cadena de
DNA por una enzima de replicacién, la DNA polimerasa, utilizando
oligonucledtidos de secuencias cortas de alrededor de 20 pares de bases que
son complementarios del DNA que se amplifica mediante cambios de
temperatura (Innis ef al., 1990; Albouy y Devergne, 2000).

3.8.3.7.7. Reaccioén en cadena de polimerasa (PCR) para la deteccion de

fitoplasmas.

Los fitoptasmas en las plantas usualmente se encuentran en concentraciones
muy bajas, ademas de que estan localizados en tejidos muy especificos, por lo
que es dificil detectarlos. Una metodologia alterna para resolver este problema
es la de PCR anidada (Nested), la cual ha permitido la deteccion de fitoplasmas
con una alta sensibilidad y especificidad. Este ensayo se realizé con base al
protocolo propuesto por Leyva y Martinez en el 2000.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Recorridos de campo.

Se realizaron recorridos durante el 2000 y 2003 en instalaciones de productores
del estado de Morelos, tanto en sistemas de produccion a cielo abierto, como
bajo malla sombra y en invernadero. Estos recorridos se efectuaron en las
zonas representativas de la floricultura del estado abarcando los Municipios de
Cuernavaca, Jiutepec y Yautepec de la Regién | o Noroeste; Cuautla de la
Region Il o Noreste, y Xochitepec de la Region IV o Suroeste que concentran la
mayoria de productores de plantas ornamentales del estado (Cabrera y Orozco,
2002).

4.2, Seleccidn y colecta de las plantas.

Se seleccionaron y colectaron ejemplares que presentaron sintomas cuyo
origen se sospechd eran causados por virus (Anexo 4). Algunas se colectaron
en sus macetas y de ofras se colectaron follaje y ramas. Después se
trasladaron a los invernaderos de virus del Departamento de Parasitologia
Agricola de la UACH para los ensayos correspondientes. lLas especies
analizadas aparecen en el Anexo 5.

4.3. Ubicacién del experimento.

El presente trabajo se realizé tomando como base los protocolos propuestos

por Dijktra y Jasper (1998), se llevé a cabo en el invernadero y en el Laboratorio
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de Virologia del Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad
Auténoma Chapingo, asi como en el Laboratorio de Microbiologia de la
UBIPRO de la FES-Iztacala de la UNAM realizandose los ensayos siguientes:
Transmisién mecanica, deteccion y separacién de virus y pruebas de
susceptibilidad en plantas indicadoras y diferenciales, serologia por ELISA,
caracterizaciéon de las particulas virales por microscopia de luz, microscopia
electrénica, extraccion de DNA, y analisis Southern y PCR (Anexo 2).

4.4. Deteccion y separacion de virus y pruebas de susceptibilidad en

hospedantes diferenciales.

Esta tecnica fue usada como contraprueba de los ensayos inmunoenzimaticos y
para el mantenimiento de los aislamientos. Se buscaron los hospedantes mas
adecuados para determinar el género viral con el menor nlimero de especies en
las condiciones del ensayo.

Con las plantas colectadas que presentaban sintomas tipicos (Figuras 2 a8 y
Anexo 5) se realizaron pruebas de transmision mecanica con savia cruda
obtenida de macerados de tejidos infectados e inoculando plantas indicadoras y
diferenciales, utilizdndose el siguiente rango de hospedantes: Quelite
(Chenopodium amaranticolor, Ch. quinoa), Gonfrena {Gonhrena gfobosa),
Toloache (Datura stramonium), Chile (Capsicum annum), Jitomate
(Lycopersicum esculentum), Tabaco (Nicotiana tabacum var. Xanthi , N.
Glutinosa, N. Rustica, N. benthamiana, N. clevelandii, N. occidentalis).

Se maceraron hojas de plantas con sintomas en solucién amortiguadora 0.02 M
de fosfato de sodio, pH 7.2; los extractos fueron frotados con isétopos de
algodon humedecidos en ellos en hojas de plantulas sanas con 2 a 4 hojas
verdaderas, previamente espolvoreadas con carborundum. Las hojas
inoculadas fueron lavadas someramente con agua corriente para eliminar los

50



residios del macerado y el carborundum de acuerdo con (May, 1985). Las
plantas inoculadas se mantuvieron bajo condiciones de invernadero a
temperatura de 25-35 °C un tiempo variable bajo observacién hasta [a aparicién
de sintomas o por un mes. Durante este periodo se tomaron datos sobre los
sintomas que presentaron y se seleccionaron las que mostraron una

sintomatologia tipica.

Figura 2: Sintomas observados en algunos ejemplares bajo estudio.

1.- Abutilon (Abutifon x hybridum Hort), Mosaico y moteado; 2.- Anturio
(Anthurium andreanum Lind.), deformacién de espadice y bractea,
amarillamiento; 3.- Azucena (Hippeastrum hybrid Lectin), ~mosaico; 4.-
Bougamvilea (Bougamvillea glabra Choisy), mosaico; 5.- Begonia cerosa
(Begonia x hiemalis L..), mosaico y amarillamiento de nervaduras; .- Begonia
Real (Begonia rex L.), reduccién y deformacion de hojas.
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Figura 3: Sintomas observados enralguno

$ ejemrplares bajestudio.

7.- Biznaga (Mamillaria sp L.), mosaico amarillo; 8.- Cactus (Scontria chotiya
l..), deformacién; 9.- Pitaya (Hylocereus sp L.), moteado; 10.- Nopal (Opuntia
linguiformis D. Griffiths), moteado y amarillamiento; 11.- Coleo vareigado
(Coleus blumei L.), deformacién de hojas; 12.- Coleo Rizado (C. blumei L.),
proliferacion foliar; 13.- Coleo amarillo (C. blumei L.), reduccion de lamina foliar.

Figura 4: Sintomas gbservados en algunos ejemplares bajo estudio.
i

14.- Crisantemo (Chrysantemum x morifolium Ramat.), moteado amarillo; 15.-
Croto (Codiaeum variegatum L.), deformacioén foliar; 16.- Geranio (Pelargonium
hortorum Bailey), amarillamiento de nervaduras; 17.- Gerbera (Gerbera
jamesonii Boulus y Hook), flor doble; 18.- Girasol (Helianthus annum L.),
moteado, amarillamiento de nervaduras, deformacién de hoja, deformacién de
inflorescencia.
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Figura 5: Sintomas 9bservados en algunos ejemplares bajo estudio.
 A1gLlio i
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19.- Gladiola (Gladiolus hortulanus Bailey), mosaico; 20.- Gloxinia (Sinningea
speciosa Hiern), amarillamiento nervaduras; 21.- Helecho Daisy (Pleridium sp
L.), reduccién foliar, deformacion de fronda; 22.- Helecho leather (Rumohra
adiantiformis G. Forst.), amarillamiento, deformacién de fronda; 23.- Helecho
Boston (Blechum sp L.), reduccion foliar; 24.- Hiedra gold (Hedera helix L)),
amarillamiento de nervaduras.

Figura 6: Sintomas observados en algunos ejemplares bajo estudio.
¥, r

25.- Hortensia (Hydrangea macrophyla variegata Ser.), deformacion foliar,
amarillamiento;, 26, 27.- Impatiens (/mpatiens waleriana Hook), marchitez,
manchas necroticas, mosaico, reduccién foliar; 28.- Impatiens variegado
(Impatiens bafsamina variegata L.), amarillamiento y proliferacién foliar; 29 y 29
a.- Lily (Lifium macufatum Thumb.), mosaico amarillo, bulbos aéreos.
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Figuffa 7: Sintomas observados en algunos ejemgolares bajo estudio

30a.- Malvon (Pelargonion x domesticum Bailey), moteado amarillo; 31.-
Orquidea (Cymbidium sp L.), mosaico amarillo: 32. Orquidea (Odontoglossum
Sp L.), mosaico, reduccién de lamina foliar; 33 .- Petunia (Petunia hibrida Hort. y
Vilm.}, proliferacién foliar 34.- Filodendro (Philodendron  sefloum Koch),
mosaico; 35.- Noche buena (Euphorbia pulcherrima Wild y Klotzsch), mosaico.

Figura 8: Sintomas observado €n algunos ejemplares bajo estudio

36a y 36b.- Rosa (Rosa hybtida L.), mosaico, teado, anillos amarilios,
variegado; 37a y 37b.- Cuna de Moisés (Sphatiphyium sp L..), mosaico.
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4.5. Deteccion serolégica por medio de ELISA.

Se desarrollaron protocolos de ELISA y DAS-ELISA (Clark y Adams, 1977) para
detectar infecciones virales directamente en muestras de campo y hospedantes
indicadores (Matteoni & Allen, 1989; Sherwood, 1989; Dal B6 sf al., 1995).

Se utilizaran antisueros policlonales comerciales (Adglia, Co,) para la deteccion
de Geminivirus, Potyvirus, Tobamovirus, Potexvirus, virus mosaico del pepino
(CMV), virus mosaico de ia alfalfa (AMV), virus jaspeado del tabaco (TEV), virus
marchitez manchada del tomate (TSWV), virus mancha necrética del impatiens
(INSV), virus mancha anular del tabaco (TRSV), virus mosaico del tabaco
(TMV), virus enanismo arbustivo del tomate (TBSYV), virus estriado de tabaco
(TSV), virus mosaico amarillo del frijol (BYMV), entre otros, a una dilucion de
1/1000 y se siguieron las instrucciones del fabricante.

4.6. Microscopia de luz.

Esta técnica se realizd siguiendo |a metodologia propuesta por Cardenas
(1999), para la tincion y observacion al microscopio de las inclusiones virales
inducidas en las células de algunos hospedantes.

4.7. Microscopia electronica.

Se obtuvieron extractos de algunas especies de plantas infectadas con Virus;
colocando una gota en rejillas de cobre previamente preparadas con fonvar y

recubiertas con carbono, después de cinco minutos s€ retiraron las rejillas y se

lavaron con agua destilada; secandose con papel filtro.
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Posteriormente se transfirieron las rejillas a portaobjetos colocandolas dentro de
una gota de acetato de uranilo al 2% (pH 6.8) durante cinco minutos, se lavaron
y secaron. Finalmente, las preparaciones se observaron en un microscopio
electronico de transmisién Mod. Jeol 100 CX.

4.8. Extraccion y analisis de RNA de doble cadena.

Se obtuvo RNA de doble cadena (RNA-dc) a partir de 3.5 g de tejido enfermo
con virus, utilizando columnas de cromatografia preparadas con celulosa CF-11.
El RNA-dc se analizé por electroforesis en geles de poliacrilamida al 6%, a 100
volts por 3.5 hrs. Se incluyeron como marcadores de peso molecular, los RNA-
dc de tobacco mosaic virus (TMV = 4.3 y 0.4 x 10° Daltons) y cucumber mosaic
virus (CMV = 2.0, 1.9, 1.3 y 0.5 x 10° Daitons), ademas de los tratamientos
enzimaticos con RNAasa y DNAasa de los extractos de RNA-dc obtenidos de
las plantas enfermas.

4.9. Extraccion de DNA y PCR.

Para virus se hizo la extraccién de acidos nucléicos totales de hojas de plantas
infectadas. Las muestras se analizaron en geles de agarosa y se transfirieron a
membranas de nylon en buffer TBE (50 mM Tris-borate, pH 8.0, 1.25 mM
EDTA). Se utilizaron sondas marcadas con Dogoxigenina. Los ensayos PCR y
-PCR se realizaron utilizando primers especificos a los virus encontrados y se
analizaron tambien en ensayos Southern y Northern. Para fitoplasmas se
realizo el ensayo de PCR anidado (Nested) propuesto por Leyva y Martinez,
2000).
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V. RESULTADOS

Por las caracteristicas del trabajo no fue posible efectuar todas las pruebas a
todas especies de plantas; debido principalmente a la disponibilidad de equipo,
materiales y reactivos especificos para todos los posibles virus, viroides y
fitoplasmas sospechosos de ser los causantes de la sintomatologia observada.
En dalia, petunia, rudbequia, sinangea y vinca, no se efectud ningUn ensayo ya
que estas plantas murieron rapidamente en el invernadero. En plantas de
Azucena, Cactus, y Gladiolo se efectuaron todas las pruebas para la
identificacion y caracterizacion de los virus. E|l resumen de los resultados de los
ensayos se observa en el Guadro 2. Donde: + = Prueba positiva (en tres niveles
+ bajo a +++ alto); - = Prueba negativa; * = Prueba no efectuada. Este cuadro
muestra los resultados del ensayo ELISA donde se observan los virus mas
frecuentemente enconfrados en las plantas ornamentales estudiadas, asi como
las mezclas de virus presentes en elias. La figura © muestra algunos resultados

de las pruebas realizadas a diferentes plantas ornamentales.

Cuadro 2. Resumen comparativo de las técnicas de los ensayos del

experimento.
r Cultivo T. ELISA Mic. Mic. ds- | rt-PCR virus PCR VIRUS
Mec. luz Elect. RNA RNA DNA
Abutilon - Geminivirus * * * ¥ Geminivirus
Alcatraz - * * * * * *
Aleli +++ * * * W * *
Anturio - - * * * * *

[ Azucena Tr CMV CMV | CMV | CMV CMV *
Begohia - - * * * * *
cerosa
Begonia real ++ INSY * * * * *

TSWV
Bugamvilea ++ Potyvirus * * * * *
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Cuadro 2 (Continuacion): Resumen comparativo de las técnicas de los
ensayos del experimento.

ds-RNA

Cultivo T. ELISA Mic. | Mic. elect. rt-PCR RNA | PCR
mec luz DNA

Cactus + * * * * *

Mamiflaria)

Cactus (O.| ++ | Tobamovirus | * |Tobamovirus | Tobamovirus | Tobamovirus | *

linguiformis)

Cactus + Potexvirus * * * Potexvirus *

(Pitahaya)

Cactus + * * * * Tobamovirug | *

Scontria)

Coleo amarillo ++ | AMV, TRSV * AMY * AMV *

Coleo rizado ++ | AMV, TRSV * * * *
INSV

Coleo variegado | ++ | AMV, TRSV * * * * *
INSV

Crisantemo + AMV * * * * *

Croton - * * * * *® *

Cymbidium ++ TMV * * * TMV *

Filodendro ++ CMV * * * CMV *

Gerbera - - * * * * *

Girasol - - * * * Potyvirus *

Gladiola +++ | AMV, CMV + AMV AMV, AMV *
BMYV CMV

Gloxinia - - * * * * *

Helecho - * * * * * *

Blechum

Helecho Cuero - - * * * * *

Helecho Pteris - - * * * * *

Hiedra gold ++ Potyvirus * * * * *

Hortensia - * * * * * *

Impatiens +++ | INSV, TSWV | INSV INSV INSY INSV *
TRSV

Impatiens +++ [ INSV, TSWV | INSY INSV INSV INSV *

variegado TRSV

Litlo azul +++ AMV * * AMY Potyvirus *

Potyvirus
Lily ++ TMY * + * TMY, AMV *
CMV

Malkvén - - * * * * *

Mandevila - - * * * * *

Noche buena ++ PoMV * * * PoMV *

Odontoglossum - TMVY * * * * *

Petunia *® w* * ¥ * * *

Rosa - PoMV, * * * PoMV, *
ApMV ApMV

Rudbequia * * * * * * *

Salvia +++ - * # * * *

Spatiphylum - - * * * * *

Terciopelo - * * v * * *

Vinca o teresita * * * * * ¥ *
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5.1. Deteccién y separacion de virus; y pruebas de susceptibilidad en

algunos hospedantes indicadores y diferenciales.

A continuacion se describen los principales sintomas que mostraron las plantas
indicadoras como respuesta evidente de la inoculacidén mecanica con savia de
las plantas ornamentales bajo estudio (se omite mencionar las plantas que no

mostraron sintomas).

Aleli. En Chenopodium amaranthicolor se desarrollé un moteado y lesiones
locales y un mosaico sistémico inconspicuo; en Chenopodium quinoa se
presenté un moteado y después lesiones locales, ademas se presenté un
mosaico sistémico y leves deformaciones en hojas apicales; en Datura
stramonium un moteado incipiente y lesiones locales incipientes; Gomphrena
globosa mostrd un moteado y lesiones locales irregulares, asi como un
moteado sistémico incipiente; para Lycopersicum esculentum se observaron
lesiones locales en hojas huevas, en las inoculadas no se observaron sintomas;
Nicotiana benthamiana mostré lesiones locales y posterior muerte de las hojas
inoculadas; sistémicamente se presentd marchitamiento y deformacién de hojas
con un mosaico difuso, en Nicofiana clevelandii un amarillamiento y muerte de
hojas inoculadas; Nicofiana glutinosa lesiones locales incipientes; Nicotiana
occidentalis se desarrolld un mosaico sistémico; Nicotiana rustica lesiones
locales y muerte de hojas inoculadas; y finalmente en N. tabacum var. Xanthi se
observaron lesiones locales y muerte de hojas inoculadas; sistémicamente se
desarrollé un mosaico incipiente.

Azucena. Sdélo se ebservaron sintomas en Nicotiana occidentalis
desarrollandose un moteado en las hojas inoculadas.
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Begonia real. En Gomphrena globosa l0s sintomas fueron moteado, ¥ lesiones
locales, los sintomas sistémicos fueron moteados y lesiones locales, ademas de
un amarillamiento de la planta; en Lycopersicum esculentum se observo un
moteado y posteriormente un amarillamiento general de toda la planta, ademas
de achaparramiento e hiponastia inconspicua; Nicotiana penthamiani presentd
moteado y manchas anilladas; en Nicotiana glutinosa se desarrollé un moteado
en las hojas inoculadas y amarillamiento sistémico; en Nicotiana occidentalis s
mostraron en las hojas inoculadas manchas amarillas sin borde definido ¥y
posteriormente un mosaico difuso, asi como un amarillamiento general de |2
planta y puntos necrosados. En Nicotiana clevelandii la planta fue atacada por

una pudricion radicular.

Bugamvilea. En Chenopodium quinoa seé presentod un amarillamiento lento en
toda la planta; Gomphrena globosa mostré un moteado y lesiones locales, asi
como manchas amarillas difusas en forma sistémica; L ycopersicum esculentum
desarrolié un amariliamiento de hojas inoculadas y un crecimiento lento de Ia
planta; Nicotiana penthamiana mostré un moteado Yy lesiones locales,
sistémicamente se observé marchitez y muerte prematura de las hojas; en
Nicotiana glutinosa moteado y lesiones locales incipientes; Nicotiaha
occidentalis se desarrollé un moteado Y lesiones locales necroticas; Nicotiana
rustica moteado y lesiones locales severas; y finalmente en Nicotiana tabacum
var. Xanthi se observaron lesiones locales severas Y muerte de hojas

inoculadas.

Coleo amarillo. En Chenopodium amaranthicolor se desarroli6 un moteado y
amarillamiento sistémico incipiente; en Chenopodium quinoa se presenté un
moteado y después lesiones locales, ademas se presenté un mosaico
sistémico; en Datura stramonium un moteado incipiente y lesiones locales

amarillentas; Gomphrena globosa mostré un moteado Y lesiones locales
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pequefias, asi como un moteado sistémico que derivo a lesiones locales, en
Lycopersicum esculentum se observaron las venas de las hojas de color rojizo y
ligera deformacion de la lamina foliar, sistémicamente se presenté un
achaparramiento; Nicotiana benthamiana mostré un moteado y lesiones locales
en las hojas inoculadas; sistémicamente se present6 un moteado incipiente; en
Nicotiana occidentalis se presentd un moteado y necrosis en las nervaduras;
Nicotiana rustica mostré un moteado; y en forma sistémica mosaico inconspicuo
y leve deformacién de hojas; finalmente en N. tabacum var. Xanthi se

observaron lesiones locales pequefias.

Coleo rizado. En Datura stramonium se desarrollé un amarillamiento prematuro
de la planta; Gomphrena globosa mostré lesiones locales irregulares, asi como
un moteado sistémico incipiente; en Nicotiana benthamiana se presentaron
lesiones locales anilladas y marchitamiento de las hojas inoculadas;
sistémicamente se presenté marchitamiento de la planta; en Nicotiana
clevelandii un mosaico local, Nicotiana occidentalis mostré moteado y lesiones
locales inconspicuas; y N. tabacum var. Xanthi moteado.

Coleo variegado. En Nicofiana benthamiana se desarrollaron lesiones locales
anilladas y sistémicamente se presentd marchitamiento; Nicotiana occidentalis
moteado y lesiones locales y un ligero moteado sistémico; Nicotiana rustica
amarillamiento generali incipiente; en N. tabacum var. Xanthi moteado incipiente
y apice de la planta ligeramente deformado.

Crisantemo. En ninguna planta indicadora se presentaron sintomas pudiendo
deberse a un error durante la inoculacion o bien que el posible patégeno no se

transmita mecanicamente.
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Hiedra gold. En Gomphrena globosa mostré un moteado vy lesiones locales
necroticas, ademas de moteado sistémico; en Lycopersicum esculentum
amarillamiento, hiponastia de hojas inoculadas Y nervaduras rojizas; en
Nicotiana benthamiana moteado inconspicuo; en Nicotiana clevelandii 1a planta
fue destruida por una pudricion radical; Nicotiana glutinosa mostré moteado y

lesiones necroéticas severas.

Impatiens. En Datura stramonium un amarillamiento; Gomphrena globosa
mostré un moteado y lesiones locales, asi como un moteado sistémico que
después derivé a lesiones locales incipientes; en Lycopersicum esculentum se
observo hiponastia, nervaduras rojizas, y de forma sistémica amarillamiento; en
Nicofiana clevelandii moteado severo y marchitamiento; Nicotiana occidentalis
mostré lesiones locales y muerte de las hojas inoculadas, en las hojas jovenes
se presentaron los mismos sintomas; Nicotiana rustica lesiones locales y

muerte de hojas inoculadas.

Impatiens (variegado). En Chenopodium amaranthicolor se desarrollaron
manchas amarillas sin borde definido: en Chenopodium quinoa se presento un
moteado y después lesiones locales; en Gomphrena globosa se mostrd un
moteado y sistémicamente algunas hojas mostraron deformacion de la
nervadura central; en Lycopersicum esculentum se observo amarillamiento de
hojas jovenes € hiponastia, en ias inoculadas no se observaron sintomas;
Nicotiana benthamiana mostrd lesiones locales anilladas y necréticas; en forma
sistémica, se presentd un mosaico y marchitamiento que derivé en la muerte de
la planta; Nicotiana clevelandii moteado y lesiones locales necrobticas
inconspicuas, sistémicamente moteado, ¥y achaparramiento, posteriormente la
planta se tornd amarillo limon; Nicofiana glutinosa moteado y lesiones locales

inconspicuas, las hojas jovenes presentaron aclaramiento de nervaduras;
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Nicotiana occidentalis se desarrolldé un mosaico sistémico; Nicotiana rustica

lesiones locales irregulares, mosaico sistémico.

Chile ornamental. En Chenopodium amaranthicolor se produjo muerte de la
planta por patégenos; Datura stramonium presentd un mosaico sistémico y
aclaracion de nervaduras en todas las hojas nuevas; en Lycopersicum
esculentum las hojas inoculadas se tornaron rojizas y mostraron un mosaico y
murieron prematuramente, sistémicamente se observé que se desarrollé un
moteado morado-rojizo, hiponastia, nervaduras muy moradas y la planta
amarillenta; Nicotiana benthamiana no hubo planta diferencial; Nicotiana
clevelandii planta muerta por plaga, Nicotiana rustica moteado severo y lesiones
locales: sistémicamente desarrollé moteado, lesiones locales y deformacion de

hojas.

Salvia. En Gomphrena globosa se mostrd un moteado y lesiones locales
redondeadas: Nicotiana benthamiana moteado y lesiones locales, mosaico en
brotes y hojas jovenes; para Nicotiana clevefandii no hubo diferencial; Nicotiana
glutinosa moteado y lesiones locales incipientes; Nicotiana occidentalis
~ desarrolld un moteado y lesiones locales pequefias, y mosaico sistémico en
todas las hojas nuevas; Nicotiana rustica moteado de manchas grandes de
color amarillo limén y lesiones locales; y finalmente en N. fabacum var. Xanthi

se observaron lesiones locales irregulares.

5.2. Ensayos serolégicos por medio de ELISA.

Los analisis serolégicos (cuadro 3) indican que los sintomas causados en las
plantas ornamentales utilizadas como fuente de indculo, y en las diferenciales,
son causadas por infecciones de virus individuales o mezclados como el virus
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mosaico de la alfalfa (AMV), el virus de la marchitez manchada del tomate
(TSWV), el virus de la mancha necrética del impatiens (INSV) y el virus de la
mancha anular del tabaco (TRSV). Sélo se indican los especimenes a los gue

se les realizo el ensayo.

Cuadro 3: Resultados del ensayo serolégico por ELISA.

CULTIVO AMV |[CMV|TEV |TSWV|INSV |TRSV |TMV | TBSV
Abutilon - - - - - - - -
Anturio - - - - - - - -
Azucena - + - - - - - -
Begonia cerosa - - - - - - - -
Begonia real - - - + + - - -
Bougamyvilea - - - - - - - -
Cactus (O. liguiformis)| - - - - - - - -
Cactus (Pitahaya) -
Coleo amarillo +
Coleo rizado +
Coleo variegado + - - -
Crisantemo® +
Cymbidium - - - - - - + C
Filodendro - + - - - - - -
Gerbera - - - - - - - -
Girasol - - - - - - . -
Gladiola + + - - - - - -
Gloxinia - - - - - - - -
Helecho cuero - - - - - - - -
Helecho Peteris - - - - - - - -
Hiedra gold - - - - - - _
Impatiens - - - + + + - -
Impatiens variegado - + + +
Lirio azul + - - - - - - -
Lily -+
Malvén - - - - - - - -
Mandevila - - - - - - - -
Noche buena - - - - - R - -
Odontoglossum - - - - - - - -
Rosa - - - - - - - _
Salvia - - - - - - - -

64



Cuadro 3 (Continuacién): Resultados del ensayo serolégico por ELISA.

CULTIVO

PoMV

Abutiién

BMYV | TSV |ApMV |GV |[PV|TB|PTX

Anturio

Azucena

Begonia cerosa

Begonia real

Bougamvilea

Cactus (0. liguiformis)

Cactus (Pitahaya)

Coleo amarillo

Coleo rizado

Coleo variegado

Crisantemo*

Cymbidium

Filodendro

Gerbera

Girasol

Gladiola

Gloxinia

Helecho cuero

Helecho Peteris

Hiedra gold

Impatiens

Impatiens variegado

Lirio azul

Lily

Malvén

Mandevila

Noche buena

Odontoglossum

Rosa

Salvia

*En el caso del crisantemo no de aislé con

mayor precision el virus indicado

probablemente debido a que es dificil su deteccidon por la técnica de ELISA en

esta especie (Matteoni & Allen, 1989.
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Al analizar el cuadro 3 se observa que la técnica de ELISA es sensible para
varios de los virus detectados que se transmitieron mecanicamente, incluso de



los que son de dificil transmisién: sin embargo otros virus que si se transmiten
de esta forma requirieron del uso de otras técnicas para su identificacién, ya

que la serologia no los detecto.

5.3. Microscopia de luz.

La tincion de cristales para su observacion bajo microscopio optico se efectud
para algunas especies ornamentales como gladiolo, azucena. Las inclusiones
observadas mostraron la morfologia tipica de los cristales formadas por los
virus mosaico de la alfalfa (AMV), virus mosaico del pepino (CMV) (fig. 9).

Figura 4, Resultados deilex Ensayos reslizados eni algutas de
fas plantas Bajo -gstudio, A) Cladicius Roradans (AMV),.
BY O tiortularius (CMV 'y AMVY, C) G. horiulanus (CMY;
| D), E)F) y G) Hippeasirum Aybrid (CHVY; ), 1), 33, K L §
') O. dinguiformis{Tobamevitus). '
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5.4. Microscopia Electrénica.

Esta técnica se realizé en los ejemplares de gladiolo, azucena, cactus y coleo
amarillo, mostrando la morfologia caracteristica de los virus mosaico de la

alfalfa (AMV), virus mosaico del pepino (CMV) y Tobamovirus respectivamente
(fig. 9).

5.5. ds-RNA.

La extraccién y analisis electroforético de RNA de doble cadena se realizé en
azucena, cactus (O. flinguiformis), coleo amarillo y gladiola, obteniéndose
reacciones tipicas de los virus mostrando las caracteristicas de los virus
mosaico de la alfalfa (AMV), virus mosaico del pepino (CMV) y Tobamovirus,
respectivamente (fig. 9).

' 5.6. rt-PCR para virus.

Esta prueba se efectué en azucena, cactus (Mamillaria, O. linguiformis), coleo
amarillo, Cymbidium, filodendro, girasol, gladiola, Impatiens, lily,
Odontoglossum y rosa. Los resultados obtenidos mostraron las caracteristicas
tipicas de CMV, Tobamovirus, AMV, TMV, Potyvirus, INSV, PoMV y ApMV,
respectivamente.

5.7. PCR para virus.

Esta prueba se efectué en abutilén y girasol. Los resultados mostraron las
caracteristicas tipicas de geminivirus.
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5.8. PCR anidada para fitoplasmas.

El ensayo de PCR anidada para la deteccion de fitoplasmas se realiz con las
plantas de las cuales no hubo tfransmision mecanica y también en algunos
ejemplares con sintomas que indicaban la posible presencia de estos

patogenos (ver cuadro 4).

Las plantas ornamentales a las que se aplico esta técnica y se obtuvieron
resultados positivos fueron las siguientes: Cactus (Scontria y Mamillaria), coleo

amarillo, croton, gerberay flily.

Asi mismo se usd esta técnica en las plantas de filodendro, gloxinia y helecho

leather, con resultados negativos.

Cuadro 4: Resultados de |a PCR anidada para fitoplasmas.

Cultivo PCR nested
Cactus (Scontria) +

Cactus (Mamillaria)
Coleo amarillo

Filodendro
Gerhera
Groxinia
Helecho cuero
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VI. DISCUSION

Durante los recorridos efectuados en los diferentes centros de produccion y
venta de plantas ornamentales del estado de Morelos, se observo que existen
diferentes tecnologias productivas, mismas que van desde las altamente
sofisticadas hasta las muy rudimentarias. Asi mismo, los puntos de
comercializacion y los medios de transporte son  muy contrastantes en o
referente a las condiciones del manejo de las plantas, lo cual incrementa los
riesgos de infeccion y diseminacion de las enfermedades, especialmente las

causadas por virus.

Es necesario sefialar que en algunas especies de plantas sélo se detecté la
presencia de virus mediante transmision mecanica y serologia, sin lograr
caracterizarlos. Por lo que se debe continuar con el ajuste de las técnicas de
transmisién, mantenimiento de los virus, PCR y secuenciacién de acidos
nucleicos a fin de completar los estudios de caracterizacion molecular de todos
los virus aislados. Los resultados de la inoculacién mecénica efectuadas sobre
las plantas indicadoras sefialadas en el anexo 5, muestran que para casi todas
las especies de plantas ornamentales estudiadas el uso de plantas indicadoras
es un método relativamente sencillo, aunque no preciso para la deteccion de
virus que se transmiten mecanicamente; ya que se observaron sintomas claros

a partir de los 10 dias posteriores a la inoculacion.

Algunos ejemplares colectados con sintomas sospechosos de virus murieron

rapidamente en el invernadero siendo esta la causa de que no se realizara

ninguna prueba con ellos. Esto indica la posible presencia de algun patégeno

altamente agresivo cuya identificacion requiere de estudios mas precisos. Sin

embargo, es importante sefialar que algunas de las plantas indicadoras libres
69



de virus que fueron inoculadas con macerados de hojas de las especies
ornamentales enfermas no presentaron sintomas visibles, pero si se defectaron
e identificaron virus de las ornamentales mediante el uso de otras técnicas
como la de PCR.

Al efectuar la prueba de transmision mecanica, en algunos casos se
presentaron sintomas solo en las hojas inoculadas y en otros se manifestaron
de forma sistémica; siendo estos Uitimos de utilidad para el mantenimiento de
los aislamientos y para poder someterlos a estudios posteriores. Los sintomas
en los hospedantes indicadores que si mostraron respuestas visibles fueron
variados, incluyendo lesiones locales cloréticas que en algunos casos se
necrosaron, mosaicos, anillos necroticos, moteados y ofros. Dichas
manifestaciones sintomaticas se asocian en su mayoria a las causadas por los

virus fitopatégenos.

Los resultados de las pruebas de transmisién mecanica y de ELISA dan la
posibilidad de plantear que la deteccion oportuna de virus mediante estos
ensayos seria de gran ayuda para desarrollar estrategias para el manejo de
estos patégenos en los centros de produccién. Sin embargo cabe mencionar
que al detectarse diferentes especies de virus mezclados mediante la técnica
de ELISA, como fue el caso de las mezclas de AMV+INSV+TSW y
INSV+TSWV en algunos hospederos, puede causarse confusion en el

diagnostico y posible control.

Para los virus INS, TSWV y TRSV, detectados e identificados en algunas de
las plantas ornamentales estudiadas, existen reportes donde se indica su
importancia cuarentenaria en Estados Unidos y FEuropa; ademas de la
emergencia y resurgimiento de nuevas cepas mas agresivas que indican su
capacidad de mutar. Esto implica que el problema de su presencia
incrementaria las posibles pérdidas para los productores interesados en
exportar, por lo cual se hace aun mas necesario detectarlos de forma oportuna
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en los centros de produccién y comercializacion (Damsteegt, 1999; Roselld y
Nuez, 1999; Tsuda, 1999; Stefani, 2001; DFSS, 2003; EPPO, 2004).

Es de especial relevancia enfatizar sobre la importancia del grupo de los
Tospovirus (Bunyaviridae) en los cultivos ornamentales y horticolas puesto que
en los Ultimos afios se han incrementado los reportes sobre brotes de variantes
mas agresivas y nuevas especies de plantas afectadas por estos virus
(Damsteegt, 1999; Van der Vlugt, Stijer, Verhoeven, Lesemann, 2000; Momol,
Dankers y Adkins, 2003; Salomone, Masenga, Minuto, Parodi y Roggero, 2003).

Ante la constante y masiva movilizacion mundial de gran variedad de plantas
ornamentales, e incluso de nuevas especies de estas, provenientes de diversas
regiones del mundo, es necesario sefialar que el riesgo de la introduccion de
nuevos virus es muy grande. Por lo cual se requiere del establecimiento de
medidas tendientes a evitar la importacion y movilizacién al interior del pais de
materiales contaminados, como lo sefialan varios investigadores en otros
paises (Rosellé y Nuez, 1999; Fletcher, 2000; Mufioz y Gutiérrez, 2001:
Ramirez y Bustamante 2001).

Debido a la importancia de esta agroindustria y su potencial de crecimiento en
Mexico en general y en el Estado de Morelos en particular, se requiere de la
ejecucion de mas trabajos de investigacion sobre estos fitopatdgenos a fin de
reducir los riesgos que su presencia implica, en especial de aquellos de
importancia cuarentenaria para los paises a los que se exporta o podria
exportarse.

Asf mismo es preciso analizar y discutir sobre la importancia de la capacitacion
de los técnicos y productores de plantas ornamentales sobre las diversas
directrices fitosanitarias establecidas por los paises importadores de estos
productos con la finalidad de evitar rechazos de embarques o el cierre de
fronteras a causa de la deteccion de virus.
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VIil. CONCLUSIONES

Se determiné que los patégenos que produjeron la sintomatologia en las
especies de plantas ornamentales estudiadas son virus en la mayorfa de los
casos; y en algunos otros, son organismos de diferente origen como los

fitoplasmas o probablemente viroides.

La manifestacion de sintomas y sindromes, en las especies ornamentales y en
las especies indicadoras, muestran que pudo haber diferentes patdgenos

interactuando para causar las enfermedades.

La transmision mecanica permitié establecer con cierto rango de seguridad la
presencia de virus, asi mismo posibilitdé la diferenciacion de las enfermedades
causadas por virus de las provocadas por otros patdogenos, especialmente

fitoplasmas.

La naturaleza de los patégenos fue confirmada en algunas especies por
serologia, microscopia de luz, microscopia electronica y el andlisis de RNA de
doble cadena, confirmandose los agentes causales por PCR.

Los virus mas frecuentemente detectados fueron: EI AMV (Virus mosaico de Ia
alfalfa), el INSV (Virus mancha necrética del impatiens), el TSWV (Virus
marchitez manchada del tomate) y el TRSW {Virus mancha anular del tabaco).

Con los resultados obtenidos se cuenta con un primer inventario parcial de los

virus que atacan las plantas ornamentales de México y Morelos.
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20 °C. Al tubo con los 400 i de sobrenadante se le adicionan 20 pi de
proteinasa K(50 pg/ml) y se agita en vértex/1 min, para enseguida colocarlo a
50 °C/30 min. Transcurridos los 30 min se le adicionan 420 Ml de fenol saturado
y se homogeniza por inversién, para centrifugario a 5000 rpm/ 15 min/ 4°C. Se
recupera el sobrenadante y se le adiciona un volumen igual de
cloroformoalcohol isoamilico (24:1, VV), se agita en vortex/ 1 min y se
centrifuga a 5000 rpm/ 15 min/ 4 °C. Se recupera el sobrenadante, se le agrega
2.5 veces de etanol salado (acetato de potasio) al 2 % en etanol) y se incuba a
— 20 °C por una hora o toda la noche. Enseguida se centrifuga la muestra a
7500 rpm/ 15 min/ 4 °C, se descha el sobrenadante y la pastilla se resuspende
por inmersién en etanol, se repite dos veces maés. Luego se deja invertido el
tubo para evaporar totalmente el etanol y secar la pastilla que contiene el ARN.
Finalmente, se resuspende la pastilla en 30 Ml de agua M. Q. estéril y se
guarda a ~ 20 °C. Se cuantifica el ARN. Existen varias maneras para medir la
cantidad (o concentracion) de los acidos nucléicos, como la fluorescencia en
bromuro de etidio, la auto-radiografia, quimioluminiscencia y ta PCR; pero uno
de los mas sencillos y mas usados es el método espectrofométrico. En este
método las lecturas se toman a una longitud de onda de 260 nm.

Electroforesis y preparacion de geles de agarosa: Utilizando columnas de
cromatografia preparadas con celulosa CF-11, el ARN-dc es analizado por
electroforesis en geles de poliacrilamida de agarosa del 6% al 15 % y un bufer
para electroforesis TAE (tris-Acetato-EDTA) 0 TBE (Tris-Borato-EDTA)., a 100
volts por 3.5 hrs. Se incluyen como marcadores de peso molecular, los RNA-dc
de tobacco mosaic virus (TMV = 4.3 y 0.4 x 108 Daltons) y cucumber mosaic
virus (CMV = 2.0, 19,13y 05 x 10° Daltons), ademas de los tratamientos
enzimaticos con RNAasa y DNAasa de los extractos de RNA-dc obtenidos de
las plantas enfermas.

La electroforesis es Util para visualizar la calidad del acido nucléico obtenido,
dado que lo separa en bandas que nos indican el tamafio aproximado o longitud
del acido nucéico en cuestion, asi como el rendimiento de la extraccion indicado
por la intensidad de cada banda. Si se observa un continuo o barrido, sin
bandas definidas, puede indicar degradacién de producto (Leyva y Martinez,
2000).

C) REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) Y REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA DE LA TRANSCRIPCION REVERSA (RT-
PCR) PARA LA IDENTIFICACION DE VIRUS FITOPATOGENOS..

El protocolo de ampliacion del DNA comprende tres etapas sucesivas: Una

etapa de desnaturalizacion que permite ia separacion de las cadenas dobles

complementarias de DNA; etapa de hibridacion, cuya duracién y temperatura

varfan segun la composicién y longitud de los oligonucleétidos, en esta etapa, -

los oligonucleétidos desarrollan sus secuencias complementarias enmarcando

la region por ampliar, mismas que permiten determinar la especificidad de la
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PCR; y finalmente la etapa de extension que conduce a la sintesis de una
secuencia complementaria de una cadena matriz en presencia de la enzima
polimerasa y de los nucledtidos precursores, la enzima recopia el DNA
partiendo de los cebos. La reaccion en cadena a partir de la repeticion de 20 a
40 ciclos de desnaturalizacion—hibridacion-extensién es lo que conduce a una
acumulacion exponencial del DNA (Creamer y Falk. 1990; Albouy y Devergne,
2000).

En el diagnéstico de virus cuyo genoma es un RNA, se requiere incluir antes de
la PCR una etapa previa durante la cual el RNA es recopiado en cDNa con la
ayuda de una enzima transcriptasa inversa. Entonces la técnica recibe el
nombre de RT-PCR Una vez que el DNA ha sido ampliado, su visualizacién y
caracterizacion se realizan mediante electroforesis en gel de agarosa que
separa las moléculas de DNA en funcién de su peso molecular. La revelacién
se produce al agregar bromuro de etidio que tiene la particularidad de fluorecer
al exponerlo a luz ultravioleta (Albouy y Devergne, 2000).

D) REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA ANIDADA (PCR-NESTED)
PARA LA IDENTIFICACION DE FITOPATOPLASMAS.

Esta tecnica es muy versatil y simple de realizar, pero se deben de tomar
precauciones extremas con posibles contaminantes, siempre se debe trabajar
en un lugar limpio, usar guantes y material estéril, asi como también tener
cuidado de no tocar ia parte interior de los tubos.

Materiales, equipo y soluciones stock: Termociclador, camara de
electroforesis, transiluminador de luz ulirvicleta, fuente de poder, buffer de
electroforesis TBE, agarosa, bromuro de etidio (10 mg/ ml), dNTPs 10 mM,
buffer de PCR 10X, MgCl; 25 mM, Taq polimerasa (5 U/pl), oligonucledtidos o
primers 10 (pmoles/ul, DNA de plantas con sintomas sospechosos.

Procedimiento general: Descongelar todos los reactivos (incluyendo el DNA) a
utilizar y centrifugarlos por unos segundos para prevenir contaminaciones.
Preparar la reacciéon de PCR (mantener los tubos en hielo) en un volumen del
25 yl de la siguiente forma:

Componente cantidad

H20 Mq 17.8 pl
Buffer 10X 2.5yl
MgCl; 25 mM 2.0 ul
dNTPs 0.5 ul

P1 10 pMoles/ ml 0.5

Tint 10 pMoles/ml 0.5 !

Tag-polimerasa 0.2 pl

DNA 1
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Mezclar bien la reaccion y agregar 2 gotas de aceite mineral estéril, centrifugar
por unos segundos. Amplificar utilizando el siguiente programa termociclaror:

Temperatura Tiempo Ciclos
04° C 4 min 1
94° C 45 seqg
60° C 1 min
72°C 1 min y 30 seg 35
72°C 5 min 1

Es muy importante no disminuir la temperatura de aliniamiento de los primers, al
contrario, si se observan amplificaciones inespecificas, es conveniente
incrementarlo hasta un maximo de 60 0 65 °C. Temperaturas menores a los 55
grados no se recomiendan, debido a que ha observado ampliacién inespecifica,
incluso de un tamafio muy cercano al esperado, lo cual llevaria a la obtencion
de resultados erraticos.

Realizar la segunda reaccion de PCR utilizando los primers R16F2/R16R2,
utilizando el mismo protocolo anterior y el mismo programa de temperaturas. El
DNA a utilizar seria el producto del PCR P1/Tint anterior diluido 1:30. Con este
segundo se obtiene un producto de aprox. 1200 pb.

Realizar la electroforesis en geles de agarosa bajo el siguiente
procedimiento: Disolver 1.5 gr de agarosa en 100 ml de TBE 1X para obtener
un gel al 1.5 %. Fundir en microondas y dejar enfriar a aproximadamente 60 °C,
vaciar al molde y esperar a que solidifique (usar el molde apropiado al nimero y
cantidad de muestra). Agregar buifer TBE 0.5X hasta cubrir el gel. Mezclar 8 pl
del producto de PCR con el buffer de carga (2 pl) y vaciar dentro del pozo.
Cargar también el marcador de peso molecular. Cerrar la camara y utilizar
aproximadamente 85 Volts si se usa una camara chica y hasta 120 Volts si es
camara grande (toma aproximadamente 1 hr). Tefir el gel con bromure de etidio
y visualizar con luz UV. Tomar fotografia, Analizar resultados (Leyva y Martinez,
2000).
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ANEXO 3

Caracteristicas generales de las inclusiones inducidas por los virus

fitopatégenos

CARACTERISTICA

DESCRIPCION

Composicidén

Agregados de: Particulas virales; proteinas codificadas
por el genoma del virus; mezcla de virus, proteina y
organelos.

Distribucién

" | Inicio de infeccién

- Hoja inoculada: hojas apicales; hojas basales.
- Infeccién avanzada: Toda la planta.

Localizaciéon

Citoplasmaticas, nucleares (en el nlicleo), nucleolares (en
el nucleolo).

Forma

Amorfas: Fibrosas, granulosas, vacuoladas,
bandeadadas, laminadas, en forma de placas, cuerpos
densos, irregulares, etcétera

Cristalinas: Hexagonales, piramidales, rectangulares,
isométricas, en forma de aguja (paracristalinas).

Nota: Algunos virus inducen diferentes tipos de inclusiones, tanto la del grupo al
que pertenecen, como la tipica que lo caracteriza dentro del género al que

pertenecen

Fuente: Cardenas, 1999.
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ANEXO 4

Sintomas observados en las plantas colectadas

CULTIVO SINTOMAS

Abutilén Mosaico foliar, deformacion de hojas v flores

Alcatraz Mosaico, deformacidn de lamina foliar

Aleli Mosaico foliar, deformacién de hojas v flores

Anturio Mosaico foliar, deformacién de bracteas y espadice

Azucena Manchas cloréticas, deformacion de hojas, talios florales y flores
Begonia cerosa Mosaico foliar, deformacién de hojas y brotes, enanismo
| Begonia real Mosaico foliar, deformacién de hojas y brotes, raquitismo
Bugamvilea Mosaico foliar, epinastia

Cactus {Mamillaria)

Mosaico, amarillamiento, brotes deformes

Cactus (O. finguiformis)

Mosaico, deformacién y adelgazamiento de pencas

Cactus (Pitahaya)

Mosaico

Cactus (Scontria)

Mosaico en ramas, necrosamiento de tejido

Coleo amarillo

Mosaicos, acortamiento de entrenudos

Coleo rizado Defarmacion de hojas, rizado, acortamiento de entrenudos

Coleo variegado Deformacion de hojas, acortamiento de entrenudos

Crisantemo Mosaico inconspicuo, enanismo deformacion y flores reducidas
Croton Torcimiento y deformacién de hojas, acortamiento de entrenudos
Cymbidium Bandeado '

Filodendro selum Mesaico

Gerbera Deformacién de flores, mosaico, enanismo

Girasol Mosaico, deformacidn de hojas, deformacion de inflorescencia
Gladiola Bandeado de nervaduras, deformacién de hojas, tallo floral y flores
Gloxinia Variegado, mosaico, enanismo, deformacion de flores

Helecho Blechum

Deformacion de fronda, amarillamiento

Helecho Cuero

Amarillamiento de foliolos, deformacion de frondas

Helecho Pteris

Deformacién de fronda, mosaico difuso

Hiedra gold Mosaico, amarillamiento, deformacién de hojas
Hortensia Mosaicos, deformacién de hojas, brotes y flores
[mpatiens Mosaico, deformacién generalizada, manchas necréticas en ramas

Impatiens variagado

Mosaico, deformacion generalizada, manchas necréticas en ramas

Lirio azul

Rayado amarillo, mosaico amarilfo, torcimiento de hojas

Lily Mosaico, deformacién de hojas, v flores, bulbos adreos
Mandevila Mosaico, deformacion de [amina foliar
Malvén Mosaico, reduccion de [amina foliar

Noche buena

Mosaico, deformacién de hojas, amarillamiento general

Odentoglossum

Mosaico y abullonamiento en flores

Petunia Mosaico, deformacién de hojas, acortamiento de entrenudos
Rosa Mosaico en hojas, variegacion de flores, deformacién de flores
Rudbequiia Variegacién, reduccion del crecimiento

Salvia Mosaico, abullonamignto

Spatiphylum Deformacion de hojas, amarillamiento difuso

Terciopelo Mosaico, deformacién de hojas & inflorescencia

Vinca o teresita

Variegacion, acortamiento de entrenudos, mosaico
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Especies de plantas ornamentales colectadas

ANEXO §

FAMILIA GENEROQ ESPECIE N. COMUN
Amaranthaceae | Amaranthus Amaranthus caudatus L., Terciopelo
Amaryllidaceae | Hippeastrum Hippeastrum hybrid Lectin. Azucena
Apocynaceae | Catharanrhus Catharanthus roseus (L) G. Don Vinca o terasita

Mandevilla Mandevilla splendens {Hook.) | Mandevila
Woodsen
Araliaceae Hedera Hedera helix L. Hiedra gold
Araceae Anthurium Anthurium andreanum Lind. Anturio
Philodendron Philodendron sefloum K. Koch Filodendro seium
Sphatiphyium Sphatiphylum sp L. Spatiphylum
Zantedeschia Zantedeschia aethiopica (L.) Spreng | Alcatraz
Asteraceae Chrysanthemun | Chrysantherun x morifolium Ramat, | Crisantemo
(Compositas) | Gerbera Gerbera famesonii H. Boulus y Hook | Gerbera
Helianthus Helianthus annum L. Girasol
Rudbagtiia Rudbequia hirta L, Rudbequia
Balsaminaceae | /mpatiens Impatiens waleriana Hook. F. Impatiens
Impatiens balsamina variegata L. Impatiens variegado
Begoniaceae |Begonia Begonia rex L. Begonia real
Begonia x hiemalis L. Begonia cerosa
Cactaceae Hyiocereus Hylocersus sp L. Pitahaya
Mamiflaria Mamilaria sp L. Biznaga
Opuntia Opuntia linguiformis D. Griffiths Nopal
Scontria Scontria chotylfia L. Organillo
Cruciferae Matthiola Matthiola incana (L) R. Br. Aleli
Euphorbiaceae | Codiasum Codiaeaum variegatum L. Croton
Euphorbia Euphorbia  puicherrima  Willd  y | Noche buena
Klotzsch
Geraniaceae Pelargonium Pelargonium x domesticum Bailey Malvén
Gesneriaceae | Sinningea Sinningea speciosa Hiemn Gloxinia
Iridaceae Gladiolus Gladiolus hortulanus Bailey Gladicla
Iris Iris germanica L. Lirlo azul
Labiatae Coleotis Coleous blumei L. Coleo rizado
Colec Arc-en-ciel
Coleo amarillo
Salvia Salvia officinalis L. Salvia
Liliaceae Lilium Lilium maculatum Thunb. Lily
Malvacesae Abutilén Abutilon x hybridum Hort. Abutilén
Nictaginaceae | Bougamvillea Bougamvillea glabra Choisy Bugamvilea
Orchidaceae Cymbidium Cymbidium sp Orguidea
QOdontoglossum | Odontoglossum sp Orquidea
Polypodiaceas | Blechnum Blechnum sp L. Helecho Blechum
Pteridium Pteridium sp L. Helecho Pteridium
Rumora Rumohra adiantiformis (G. Forst.) Helecho Cuero
Ching
Rosaceae Rosa Rosa hybrida L. Rosa
Saxifragaceae | Hydrangea Hydrangea macrophyla variegata Ser. Hortensia
Solanaceae Petunia Petunia hibrida Hort. y Vilm. Petunia

Fuente. Sumset, 1990; Tauton, 1990; Tauton, 1891.
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