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RESUMEN

En okra (Abelmoschus ésculentus l..) se detectaron sintomas de mosaico
amarillo y deformacién de hojas y fruto provocando pérdidas econdmicas
importantes en Iguala y Morelos, México. Debido a la poca de informacion que
relacione a las plantas no cultivadas con sus enfermedades y sus agentes
causantes se plantearon los objetivos de Detectar e ldentificar a los virus
presentes en algunas especies de malezas asociadas al cultivo de okra en los

Estados de Morelos y Guerrero, México.

Se demostrod por transmisién mecanica en plantas indicadoras y diferenciales y
por serologia DAS-ELISA la importancia de las familias Malvaceae,
Solanaceae, Compositae, y Euphorbiaceae como la fuente primaria de infeccion
asociada a las familias Tombusviridae, Potyviridae, Bromoviridae vy
Geminiviridae. En tanto que pruebas de PCR y por el analisis de hibridacién tipo
Southern utilizando los oligos degenerados CP/MOT y MP mostraron al grupo
de geminivus y al género Alfamovirus como los patégenos de estas plantas mas

importantes presentes en Morelos e Iguala, México.

Palabras clave: okra, virus, DAS-ELISA, PCR



ABSTRACT

- In okra (Abelmoschus esculentus L.) mosaic yellow symptoms and deformation
of leaves and fruit were detected causing important economic losses. Due fo the
lack of information that related to the non cultivated plants with their diseases
and their causing agents attempt the goél to detect and identify the viruses
presents in weeds associated to this cuitivation in Morelos and Guerrero, Mexico
It was proven for mechanical transmission in indicative and differential plants
and for serological DAS-ELISA, the importance of the families MaIQaceae,
Solanaceae, Compositae and Euphorbiaceae as the infectious principal source
associated to the families Tombusviridae, Potyviridae, Bromoviridae and
Geminiviridae founded in this cultivation. At PCR tests and the analysis of
hybridization type Southern using degenerate oligos CP/MOT and MP showed
to the geminivus group and the genus Alfamovirus like the most important plant

pathogens present in Morelos and Iguala, Mexico.

Key words: okra, viruses, DAS-ELISA, PCR
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I. INTRODUCCION

Las enfermedades virales son particularmente importantes en los tropicos y
subtropicos, por las perdidas agricolas que en la mayoria de los casos son
devastadoras; En muchas de estas regiones, el patrén de cultivos consiste
desde hace varias décadas de grandes poblacicnes homogéneas, esta
condicion permite que diferentes grupos de plantas no cultivadas sean
seleccionadas por presiones ambientales inducidas creciendo y desarrollandose
por varias generaciones rodeando a los cullivos. México tiene diversidad de
sistemas agricolas; en algunas regiones, ya sea por las condiciones
ambientales, econdmicas o culturales es muy frecuente que se “tolere” y la
mayoria de las veces se fomente la presencia de plantas silvestres dentro vy
fuera de los cultivos, las cuales juegan un papel importante como reservorio de
algunos virus que atacan a muchos cultivos, entre ellos a la okra
(Abeimoschus esculentus L); cultivo que adquiere cada vez mayor
importancia por ser una hortaliza de demanda internacional, exportandose
sobre todo a E.U.A., Canada y Japon. Sin embargo, los problemas fitosanitarios
que se presentan en esta especie son todavia mas importantes por la escasa

informacion disponible.

Como muchos otros cultivos, la okra es atacada por hongos, insectos y
principalmente por virus. Recientemente se han caracterizado algunos géneros
de virus de las familias Tombusviridae, Potyviridae, Closteroviridae vy

Geminiviridae asociados a plantas silvestres de las familias de Malvaceae,



Solanaceae, Compositae, Euphorbiaceae y Convolvulaceae encontradas en
este cultivo. Siendo el grupo mas importante el de los geminivirus {(Brown, J.

1996; De la Torre, et al. 1296 y 2000).

En Morelos e Iguala, la predominancia de sintomas en okra son los mosaicos
en hojas y moteados en frutos con diferencias en el grado de dafio,
ocasionando pérdidas considerables de rendimiento y calidad del fruto, hasta
del 70% en etapa vegetativa y en otros casos hasta el 90% en fructificacion

(SAGARPA, 2003).

La okra es una especie nativa Africa, fue introducida en Meéxico a principios del
siglo XX, probablemente por semilla, de tal forma que es poco probable que
esta planta llevara consigo los virus que se han detectado en esta planta.
También es probable que las fuentes de inoculo de los virus que afectan a la
okra sean diversas especies de malezas silvestres asociadas al culiivo. Por
tanto vy debido a la poca informacién sobre las fuentes de inoculo de los virus

que afectan a la okra, los objetivos del presente trabajo de investigacion fue:



II. OBJETIVO

Detectar e Identificar a los virus presentes en algunas especies de malezas

asociadas al cultivo de okra en los Estados de Morelos y Guerrero, México.

HIPOTESIS

l.as plantas silvestres presentes dentro y alrededor del cultivo son la fuente de

indculo de los virus que infectan al cultivo de la okra.



lll. REVISION DE LITERATURA

3.1 Las malezas como reservorio de virus.

lLas malezas de los cultivos causan dafios directos derivados de la propia
competencia, pero también causan dafios indirectos al hospedar plagas y
enfermedades que luego pueden transmitirse hacia el cultivo, en especial
aqueilas enfermedades que requieren vectores para su difusion, como las
virosis. Es comun observar malezas con sintomas de virosis; el sintoma que se
presenta mas frecuentemente es el mosaico, esta denominacion se aplica a
sintomas en hojas que tienen alteraciones cloréticas, en las que alternan partes
verdes normales con otras amarillentas (Singh, 1990), algunas veces pueden
confundirse como deficiencia de nutrientes, fitotoxicidad o quimeras, etc. Los
sintomas iniciales en hojas jovenes son generalmente difusos, con apariencia
moteada, en hojas viejas se presentan areas amarillentas irregulares e

internervales. {(Brown, J. 1995)

Los dafios de las malezas a la agricultura en México, se estiman en perdidas
considerables por efectos de competencia y por hospedaje de plagas; asi, en
granos bésicqs se tienen pérdidas en rendimientos que fluctdan entre 15 vy
45%, en el céso de cultivos hor’t.icolas y en ciertos frutales se incrementan
drasticamente los riesgos de pérdidas totales por encima del 50% por
enfermedades de alto riesgo como las virosis y fungosas. En cultivos forrajeros
e industriales las pérdidas en volumen cosechado oscilan del 15 al 70%

(SAGARPA, 2003).



Los virus que infectan a cultivos generalmente estan asociados con plantas
silvestres hospedantes, muchas de las cuales son abundantes y ampliamente
distribuidas. Investigaciocnes realizadas en malezas de diferentes regiones vy
Jardines botanicos en varios paises demuestran que un 10% 6 mas de las
plantas estan infectadas con al menos un virus transmisible mecanicamente
(Stevens, 1983). Particularmente, el suelo, el clima y las practicas agricolas
tienen una marcada influencia sobre el equilibrio del agrosistema, por tanto el
efecto de las enfermedades sobre las plantas puede variar ampliamenie de
acuerdo con el genotipo del hospedante. Asi la naturaleza de la reaccion del
cultivo depende de la sensibilidad del hospedante y a la infeccion a partir de la
diseminacion de agentes infectivos, vy estos. a su vez determinan Ila
predisposicion 6 la resistencia a la enfermedad, facores que se potencian en
'plantas anuales como el frijol calabaza, chile entre otros. (Torres Pacheco ef al.

1996; Paplomatas et al.1994: Bos, 1983; Hewitt y Chiarappa, 1977).

Estas particularidades y algunas otras variantes en los virus, tienen marcada
influencia en las enfermedades con diferencias en la ecologia de una regién
como el caso del CMV (virus mosaico de la calabaza), BGMV (virus mosaico
dorado del frijol) entre muchos otros. Ya que los virus pueden aniquilar o no, a
poblaciones de plantas causando los mismos sintomas  de mMosaicos,
deformaciones y enanismo independientemente de la forma o tipo de virus que
se trate dependiendo de las condiciones inherentes a la planta y su ambiente.

(Matthews, 1991).



Sabemos actualmente que muchos virus infectan a mas de un hospedante, si
estos se encuentran en un microagrosistema, entonces se convierten en un
foco de infeccidn una vez establecido el 6 los cultivos, ademas de que sus
residuos vegetales sirven como propagulos. A pesar de haber sido estudiados
los virus en cultivos, las plantas silvestres son determinantes en su
sobrevivencia aln cuando éstas son eliminadas dentro de los terrenos de
cultivo, ya que son sometidas a una constante seleccion natural y pueden
sobrevivir portando a virus o asociaciones de ellos manifestando o no su
presencia. Debido a su variabilidad genética, dos plantas no reaccionan igual a
una infeccién del mismo tipo. La alta competencia natural las lleva a una

seleccion o resistencia y latencia (Idem).

Diversos virus son trahsmitidos a plantas sanas por el rozamiento de sus hojas
-o por savia infectada, en forma natural los virus no tienen actividad fuera de las
células vivas y en general requieren de vehiculos & vectores para su
transmision. Para la transmision de enfermedades por vectores a partir de
malezas basta un radio de 50 a 100 metros de su punto de resguardo y
alimentacion del cultivo y pueden sef agentes transmisores activos los
artropodos, nematodos y vertebrados o pasivos como el viento, esporas, el
agua, el suelo y las herramientas. Agrios, en 1993 reporta mas de 650 virus
fitopatééenos de los cuales aproximadamente 250 han sido caracterizados y

actualmente por el desarrollo de técnicas avanzadas ésta cifra se incrementa.



Los virus y algunas variantes que causan enfermedades similares pueden diferir
completamente en su ecologia, por ello la identificacién y nomenclatura son

esenciales para posteriores investigaciones.
3.2 Geminivirus

Muchos de elios causan pérdidas economicas importantes en cultivos basicos
como maiz, frijol, papa y trigo, a cultivos anuales como hortalizas y cereales en

~ areas templadas y tropicales.

Taxonomicamente se clasifican en 3 grupos de acuerdo a su rango de
hospedantes, a sus vectores y a su organizacion genomica. El primero
Mastrevirus, comprende a los geminivirus que infectan monocotileddneas, son
transmitidos por chicharritas, pero no mecanicamente poseen una molécula de
DNA simple; El segundo grupo Curtovirus infecta dicotiledoneas, son
transmitidos por chicharritas es transmitido por inoculacién mecanica, con
genoma de DNA bipartita; El gurpo de Begomovirus son los que tienen un
genoma DNA bipartita, son transmitidos por mosquita blanca (B. tabaci
Gennadius} e infectan a dicotiledoneas y dificilmente tienen transmision
mecanica; una excepcion es el virus rizado amarillo del tomate (TYLCV) de
Israel y Sardinia, que es monopartita y es transmitido por mosquita blanca

(Gibbs, 1998; Garzdn-Tiznado et al, 1983).

Los geminivirus se caracterizan porque contienen un genoma de cadena
sencilla de DNA circular contenido en un par de particulas geminadas

isométricas con 18-20 nm de didmetro, 30 nm de longitud y simetria



icosahédrica. De acugrdq con I_Dat.hmanathan, et al (1998), los viriones
contienen una molécula bipartifa de uno ¢ dos segmentos “A”, “B”, donde el
segmento “B” es similar al segmento “A”. De longitud total de 2600 nucleétidos
cada una. Los genes del segmento "A” codifican funciones requeridas para la
replicacion y encapsidacion, mientras que los genes del segmento “B” son

requeridos para promover el movimiento viral dentro de la planta.

3.3 Importancia del cultivo de okra

La okra es un arbusto herbaceo originario de Africa, conocida como “bonbo” 6
“angy”, donde se consume la fruta, que es una vaina verde o roja grande. Como
alimento tiene un alto contenido de vitaminas (A,C y E), minerales {calcio, hierro
y fosforo) y proteinas, sobre todo en las semillas, ademas resulta ser un
alimento muy atractivo para paises como E.U.A., Canada vy Japc’)n por contener

pocas calorias (Jaramillo, 1993).

En México los principales estados productores y exportadores son: Tamaulipas,
Guerrero, Morelos, Michoacan y Colima sobre una superficie calculada en 4,173
.ha, de riego y temporal (SAGAR-CIEA, 1999). Dénde no solo tiene importancia
como producto de exportacion, sino tambien por ser fuente de empleo y maho
de obra requerida durante la cosecha (Pereyda et al., 1998). Sin embafgo, al
igual que la mayoria de los cultivos, presenta una serie de enfermedades
deéde las primeras etapas de su desarrollo; las de mayor impacto son la virosis,
potenciadas por las condiciones ambientales como alta humedad relativa y

temperaturas elevadas, estas infecciones generalmente son producidas por



varios tipos de virus atacando uno o fo.rmando complejos a la vez, que
dependiendo de la época se manifiestan en sintomas leves (40% de infeccion)
o severos (90% o mayor de infeccidn). Cuando la ptanta es atacada por virus,
las hojas, ramas y tallos detienen su crecimiento por la pérdida de tejido
fotosintético apareciendo un mosaico sistémico y deformacion de frutos (Diaz,

1999; observacion personal, 2001).

Actualmente se reportan trés virus que atacan a la okra en el mundo, los cuales
pertenecen a los grupos de los Geminivirus: el virus mosaico de las venas
amarillas de Behendi (BYVMYV), fue reportado por primera vez en Hibiscus
esculentus colectada en Bombay, India. Aunque la sospecha de su presencia
fue reportada anteriormente por Singh en 1990 al investigar las condiciones
ambientales, como la sequia con escasa o nula precipitacién y la proliferacion
de la mosquita blanca (B. tfabaci), observo igualmente el desarrollo de la
sintomatologia del mosaico de las venas amarillas. Los sintomas son
persistentes y consisten de engrosamiento y aclaramiento de nervaduras,
reduccion de hojas y frutos. Su transmisién se lleva a cabo cuando muda su
vector (B. fabasi G.), no es de transmision transovarica, por semilla, por
contacto entre plantas, a través de polen 6 mecanicamente pero si por injerto

(Brunt, et af, 1996).

El virus del enrollamiento de hoja (OKLCV), descrito por vez primera por
Kirkpatrick en 1930 en Hibiscus escufentus en Sudan, Africa. Encontré que los
viriones ocurrian a bajas concentraciones en la savia de plantas enfermas.

Fami, (1976) utilizando microtomografias de plantas sanas y enfermas vy



llevadas al microscopic electronico logré observar particulas virales. Los
sintomas observados fueron moteados clordticos en hojas y frutos y un

enanismo general en las plantas enfermas.

Actualmente Brunt y col. reportah al.lv.i'r'u's del enrollamiento de la hoja confinado
a Chad, Nigeria y Sudéan, en Africa desde 1996. Este virus ocasiona
engrosamientio y deformacion de las nervaduras de la hoja; en infecciones
tempranas se detiene el crecimiento de la planta sin que logren el llenado de
vainas y en infecciones tardias las vainas no alcanzan el tamafio de corte.
Indica también que la época de lluvia es la mas riesgosa en este cultivo. Este

virus se ha encontrado en plantas de las familias de Malvaceas y Solanaceas.

Por otro lado, en México, De la Torre (1999) ha identificado en Ia Iguala, Gro. al
virus mosaico de‘la okra (OKMV), qﬁe pertenece al grupo de los Tymovirus,
TMV (Tobacco mosaic virus), del grupo de los Tobamovirus, tiene dos
particulas de varilla rigida. conteniendo cada una RNA de cadena sencilla, son
transmitidos por nematodas, semillas & mecanicamente; TBSV (Tomato bushy
stunt virus), del grupo de los Tobamovirus; AMV (alfalfa mosaic virus) pertenece
al grupo de los Bromovirus, virus RNA de cadena sencilla, poseen 3 particulas
baciliformes y una isométrica, es transmitido mecanicamente y por &fidos de
manera no persistente. CMV {(Cucumber mosaic virus), pertenece al grupo de
los Cucumovirus, virué RNA de dédena sencilla con un genoma tripartita,
particulas isométricas de 28 nm de diametro, se transmite por afidos vy
mecanicamente de manera no prersistente. INSV (Impatiens necrotic spotted

virus), y posiblemente TEV (Tobacco etch virus) pertenece al grupo de los

10



Potyvirus, virus RNA de cadena sencilla posee particulas de varilla flexible, son
transmitidos por &fidos en forma no persistente y mecanicamente, en okra
ocasiona sintomas como mosaico amarillo, mosaico rayado, deformacion vy
reduccion del tamafio de los frutos y arrugamiento de hojas. Diaz (1999} reporta

en la misma region al virus del amarillamiento de la okra.
3.4 Problematica de la Infeccion viral en el cultivo

A partir de la década de los 80’s, la okra a tenido mucho auge en México su
demanda como cultivo de exportacion es por ello que suponemos qué én el
inicio las enfermedades tipicas del cultivo no aparecerian en México, sin
embargo, desde 1985 en Iguala se han reportado casos de infeccion de hasta el
90%, los mas leves estan sobre el 50% (Diaz, 1999). Se sabe que cuando
algunos elementos ambientales predominan como alta humedad relativa y altas
temperaturas la incidencia de infeccion viral se dispara sobre el umbral de
tolerancia del cultivo por lo que a pesar de ser cultivo de riego solo se siembra
en una época del afio (de septiembre a noviembre en Iguala, Gro. y de enero a
mayo en Morelos). Por otro lado, se han encontrado dentro y aledafias al cultivo
plantas silvestres y aunque, éstas no siempre representan una fuente de inGculo
por si mismas al ser infestadas con huevecillos de mosca blanca y afidos

entonces se convierten en un serio probiema para la okra {Observacion directa).

Actualmente los esfuerzos hechos para controlar estas enfermedades en
México se limitan al control quimico de la mosquita blanca (B. tabaci G) y en

menor medida al uso de variedades rasistentes.

11



IV. MATERIALES Y METODOS

El area de estudio comprendid diferentes predios localizados en Mazatepec y
Temixco, Morelos e Iguala, Guerrero donde se cultiva regularmente la planta
de okra. Ambas regiones de clima Aw, (w) el mas seco de los calido
subhumedos con temperatura media anual de 24°C con lluvias en verano y
poca oscilacidn térmica; en lguala con la variante (i') marcha de temperatura

tipo Ganges (Garcia, 1989).

4.1 COLECTA DE MUESTRAS

Se tomaron muestras aleatoriamente de las malezas presentes dentro y
alrededor del cultivo de la okra. Se identificaron las plantas colectadas de las

areas de estudio.

4.2 TRANSMISION MECANICA

4.2.1 Gama de hospedantes

El material -enfermo y sano colectado fue inoculado en una gama de
hospedantes de 12 especies diferentes con la intencion de verificar la incidencia
de sintomas por transmision y determinar plantas indicadoras y diferenciales.
Para la inoculacidn mecanica se maceraron 2g de hoja en morteros con una
solucion amortiguadora de fosfatos DIECA 1 0.02 M y pH 7.2 (1:2 P/N), el

macerado resuitante fue aplicado.sobré las hojas de plantas sanas indicadoras
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de N. glutinosa, N. tabacum var. xanthi, N. benthamiana, Datura stramonium, L.
esculentum, Capsicum annum, Chenopodium album, C. quinoa, C.
amaranticolor, P. vulgaris, Ipomoea spp y Gomphrena. globosa. Antes de la
inoculacion dichas hojas habian s_ig:lo espolvoreadas con Carborundum 600,

posteriormente lavadas con agua.

4.2.2 Transmision okra gama de hospedantes
Al mismo tiempo se tomaron plantas sanas y enfermas de okra de cada parcela
visitada. Se inocularon 10 de las plantas de okra sanas con muestras de plantas

silvestres y okra con mosaico y deformacion de hojas.

4.2.3 Transmision por semilla
Se sembrd un iote de 20 macetas con semilla de okra proveniente de plantas

enfermas. Para verificar si alguna de las virosis eran transmisibles via semilla.

4.2.4 Transmision por injerto

Se hicieron injertos de plantas colectadas de okra y malezas sobre patrones de
plantas sanas de A. esculentus, C. annum, P.. vulgaris, G. globosa y C.
amaranticolor, N. glutinosa, todas con 45 dias de edad. El area de union se
sello con cinta parafilm para mantener al injerto y fueron cubiertas con bolsas
plasticas para mantener humedad reiafiva por espacio de 6 dias.

Posteriormente se hizo una seleccidn de plantas con sintomatologia
caracteristica y se sometieron nuevamente a la re transmision viral en plantas

diferenciales para mantener al virus.
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4.3 PRUEBAS SEROLOGICAS

4.3.1 DAS-ELISA (Inmunodéteccion enzimatica de doble sandwich).

Se utilizaron siete antisueros (Anti-lgG) y sus correspondientes anti-lgG
fosfatasa alcalina (Agdia.Co) para la deteccidn serologica de los siguientes virus
en 96 muestras de malezas, gama de hospedantes y okra:

AMV (virus mosaico de la alfalfa), TEV (virus jaspeado del tabaco), TBSV (virus
enanismo arbustivo del tomate), TSWV (virus del marchitamiento moteado del
tomate), INSV (virus necrético.del impatiens), TMV (virus mosaico de! tabaco),
PnMV (virus mosaico de poinsetia) y CMV (virus mosaico del pepino). En cada
caso se incluyeron controles posftivos y negativos para detectar la presencia de

virus directamente en plantas de campo y gama de hospedantes.

El procedimiento utilizado fue el descrito para DAS-ELISA por Cruz y Frias

(1997).
Se seleccionaron muestras positivas discriminatorias por ELISA para llevarlas a
PCR y RT-PCR

4.4 CARACTERIZACION MOLECULAR

4.41 Extraccién y Electroforésis de RNA de doble cadena de origen viral
El procedimiento utilizado para la extraccion fue el descrito por (Valverde,
1990).

El patron electroforético fue observado en gel de poliacrilamida al 6%, el

volumen por carga de pozo fue de 40 pl por muestra + 15 pl de buffer de carga.
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lLas condiciones electroforeticas fueron de 100 volts por 2.5 horas a
temperatura ambiente. Antes del tefiido de geles se sumergen en una solucion
de 5 mi de etanol y acido acético al 10% agitando por 30 min. Posteriormente
se fifien con nitrato de plata 0.011 M y son fotografiados en un transiluminador

de luz blanca {(Sambroock, 1989)

4.4.2 Extraccion de DNA

Se hizo por el método de Dellaporta, et al, (1983), la amplificacion del ADN viral
por la PCR se hizo con los oligonuclestidos MOT/CP, que amplifican un
segmento de 650 pb del ‘componente A de geminivirus y que incluye un
segmento de la region comin (RC}.

El patron electroforético de DNA total se realizo en geles de agarosa al 1% con
buffer TBE 1X (Tris 108g, acido bdrico 5.5g, EDTA 0.5 M 40 ml, ajustado a pH
8.0). Las condicion‘es de electroforésis fueron de 75 volts, con 35 ciclos de 3
min 94°C, 1min a 94°C, 1 min a 50°C, 2 min a 72°C y 7 min a 72°C y una
mezcla de primers degenerados a una concentracion de S5uM y 10 uM para
cada dNTP's, 1uM de DNA y 1.25 unidades de Taq polimerasa. Posteriormente
los geles fueron teflidos con bromuro de etidio y fotografiados en un

transiluminador de luz blanca.
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4.4.3 EXTRACCION RNA TOTAL.

4.4.3.1 Extraccion y purificacién

La extraccion de RNA total de muestras colectadas se realizé mediante la
técnica de Isotiocionato de guanidina cloroformo desarrollada en CINVESTAYV -
IPN, Programa Multidisciplinario de Biomedicina Molecular b. Unidad

Zacatenco, México D.F.

4.4.3.2 Sintesis de cDNA (RT)

De la muestra de RNA total se hace una mezcla con 1 pl de oligos ' ATG GAG
AAT ACA AAA ACA AAT GCC TCG y 3° TCA ATG ATC AGG TAA TAT TTC
ATC TTT, y 3 pl de RNA se incuban a 72° C por 10 minutos y se centrifugan
rapidamente. Posteriormente a la mezcla anterior se afiade 2 ul de .buffer first
strand 5x, 1yl de DTT, dNTP's y RT, se incuba por hora y media a 42° C. Por
medio de una transcriptasa inversa el RNA total es copiado a cDNA con la

incorporacién de nucleotidos madificados (aminoallyl-dUTP).

4.4.3.3 RT para PCR

Se hizo una mezcla tomando 2pl de cDNA, buffer para PCR 10x 2.5 pi, 20 pl de
agua, 0.5 yl de oligo 5, 0.5 pl oligo 3', 2.5 pul de dNTP’s, 2 ul de cDNAy 1 ul de
Taq Pol, todo el procedimiento desde la extraccion de RNA hasta PCR realizo

en condiciones estérilesy a4 ° C.
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4.4.3.4 Hibridacidon y Southern blot

El analisis de hibridacidon se realizé de acuerdo al protocolo descrito por
Southern (1975). El marcaje de la sonda y la hibridacion se hizo por el método
radiactivo P*dCTP sobre una membrana Hybond-N, que consiste en detectar
la secuencia especffica desnaturalizada de DNA inmovilizada en la membrana
utilizando una sonda de ADN de éadena sencilla marcada radiactivamente, el
hibrido formado se mantiene en el filtro, mientras que la sonda no pegada se

desprende del mismo.

Las muestras de DNA con sondas marcadas fueron escindidas del plésmido.
TOPO de E.Coli por la enzima de restriccion Hind Ill. El inserto viral fue
separado del plasmido DNA por electroforesis, extraido de esta matriz de
agarosa y marcado radiactivamente. El analisis tipo Southern se realizd
utilizando DNA total por el método de Dellaporta et al.,(1983), este se fracciono
nuevamente por electroforesis y fue transferido a una membrana de
nitrocelulosa por capilaridad. Las secuencias utilizadas de oligonucleotidos 5’
ATG GAG AAT ACA AAA ACA AAT GCC TCG; 3' TCA ATG ATC AGG TAA
TAT TTC ATC TTT que codifican para la proteina del movimiento del virus AMV

de 200 pb

17



V. RESULTADOS

La abundancia de malezas dentro y fuera de los predios de siembra fue
constante, sin embargo en Iguala Gro. hubo una mayor poblacién de malezas

de la familia de las compuestas (mismo genero y especie).

5.1 COLECTA DE MUESTRAS

lLas especies de plantas silvestres colectadas e identificadas fueron: Euphorbia
heterophilla; Sida rombifolia (L.), Mé“?v;astrum sp (malva), (Malvaceae); Sida
rombifolia, Sida spinosa L., Stachys agraria, Parthenium  bipinnatifidium,
Lithospermum disticilium L., Tridax trilobata, Solanum rostratum, Melampodium
perfoliatum; Ipomoea purpurea (L.).

Se observaron sintomas de mosaico, moteado amarillo severo y enanismo, en
casos muy severos hay deformacion de frutos y reduccion de tamafio en
plantas de okra. Las Malvas mostraron los mismos sintomas, mientras que
plantas Plantas de nochebuena silvestre presentaron sintomas de mosaico
severo vy clorosis en hojas apicales. Melampodium no mostré sintomas

aparentes.

La distribucion de sintomas en plantas colectadas se registré siempre con

presencia de mosaico en okra desde un 40% antes de la floracién'y en casos

"~ severos hasta del 80% en fructificacion.
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Tanto en las malezas como en cultivo estos mosaicos fueron observados con

mayor severidad en las areas cultivadas de okra, mas calidas de Iguala, v en

predios cercancs a cultivos de hortalizas en Morelos.

Foto 1. Familia:
Malvaceas
Abelmoschus esculentus

Foto 1. El cultivo de okra en todas
las colectas presentaron moteados
en diferentes grados de severidad,
observandose disminucion y
deformacion fruto y lamina foliar.

Foto 2. Familia:
Malvaceae
Euphorbia heterophilla

Foto 2. Las plantas de Nochebuena
silvestre, siempre mostraron sintomas
de mosaico severo en flores y hojas y
algunas veces alargamiento de hojas.
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Foto 3. Familia: Malvaceae
Sida rombifolia

Fotd 3. Las plantas de Sida en algunos casos
presentaban mosaicos en hojas y flores

Las plantas de la familia Compositae, Solanaceae en todos los casos se
encontraron infestadas por mosquita blanca y en casos aislados se observaron

chicharritas dentro del cultivo.

Foto 4. Familia: Solanaceae
S. rostratum

Foto 4. Algunas plantas de la familia de las .
Solanaceas presentaron clorosis ligera
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Ejemplares de la familia Convolvulacea tuvieron una ocurrencia muy baja en

relacion a las Compuestas y Malvaceas.

Foto 5. Familia: Foto 6. Familia:

Convolvulaceae Malvaceae
C. vulgaris . Malvastrum spp
h— —

Foto 5 y 6 Ambas muestras fueron colectadas con severa
deformacion en ramas, hojas y raiz. Durante su conservacion
en invernadero siempre estuvieron presentes los sintomas
mostrados
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5.2.1 Transmision mecanica

Para la seleccion de plantas indicadoras y diferenciales se toméd en cuenta la
sintomatalogia presentada por algunas de las indicadoras antes mencionadas.

Los principales sintomas provocados se presentan en el cuadro 1:

Cuadro 1. Sintomatologia en gama de hospedantes.

Familias de muestras colectadas

Hospedantes

N, rusfica

N. fabacum var. Xanthf

N. giutincsa

C. annum

P. vulgaris

D, stramonium

L. esctiletum

Ipomoea spp

Compositae
s Moteado
* Arrugamiento de hojas

* Moteado severo

« Jaspeado

= deformacién de hojas
& necrosis foliar

* Arrugamiento

» clorosis leve de hojas

« | .esiones cloréticas

» Deformacion de hojas,

+ epinastia,

« aclaramiento
intervenla u

¢ obscurecimiento  de
venas

» endurecimiento  de
hojas

« Anilios necrdticos

Malvaceae Convolvulaceae

® Moteado, clorosis ligera

» clarosis « deformacién de
lamina foliar
+« manchas clardticas
leves
« anillados  necrdtices
insipientes
« Rigidez foliar .
« Lesiones cloréticas
incipientes

+ Arrugamiento foliar

« Deformacion de botones
florales

» Deformacion de hojas
* Lesiones clordticas

+ Obscurecimiento de venas

= Anillos necrdticos

concentricos

C. quinoa e Ipomoea sp manifestaron ligeras clorosis y puntos necréticos

incipientes respectivamente, C. amaranticolor no presento ninguno. No fue

posible la transferencia mecanica de muestras de solanaceas.
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5.2.2 Transmision okra gama de hospedantes.

C. annum: Toda la planta presenta deformacion severa, enanismo y
deformacién de frutos. Sintomas similares a los presentados en campo por okra
y algunas hortalizas cercanas.

D. stramonium |... Deformacién severa, en algunos casos con moteado
incipiente, los botones florales a los 3 ¢ 4 dias se caen.

El 40% de la inoculacién de muestras colectadas a okra sana presentaron
mosaico y deformacion en hojas inoculadas después de 5 dias.

Plantas sanas de okra inoculadas con algunas plantas silvestres sanas fueron
inoculadas con los aislamientos correspondientes a cada una, reproduciéndose

en elias los mismos sintomas observados en el campo.

5.2.3 Transmision por semilla.
Del lote de macetas sembradas con semilla el 75% de las plantas presentaron
malformacidon de hojas y mosaico entre fos 16 y 20 dias después de la

emergencia.

5.2.4 Transmision por injerto

Los injertos de okra enferma a okra sana, mostraron transmision viral en la
rama injertada; igualmente sucedié con C. annum y N. glutinosa.

En P. vulgaris  la transmision fue sistémica a los 6 dias después del injerto. En

plantas de C. amaranticolor no hubo ningun efecto.
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5.3 PRUEBAS SEROLOGICAS DE DETECCION

VIRAL

5.3.1 DAS-ELISA

En las infecciones causadas por Malva, Nochebuena y Mefampodium, hay un
patrén claro y consistente con la sintomatologia y pruebas seroldgicas
verificadas para AMV y TEV (fotos 7,8 y 9).

Las fotografias muestran diferentes grados de dafio.

Foto 7y 8. N. fabacum muestra arrugamiento y lesiones necréticas, que con
el tiempo invaden la lamina foliar y D. sframonium exhibe un moteado
irregular, en hojas inoculadas la deformacion es severa ambos son sintomas
caracteristicos de TEV. 9 G. globosa con lesiones necréticas crecientes
iniciando en hojas inoculadas para posteriormente infectar los brotes nuevos,
caracteristico del AMV.

Por otro lado, muestras diferentes inoculadas de la misma fuente, incluyendo la
fuente original, por esta misma prueba no siempre dieron positivo por ELISA
Muestras sometidas a DAS-ELISA de plantas de Solanum rostratum, la mayoria

de las veces dieron positivo para todos los antigenos probados.
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En varias muestras’ se detectd la presencia de dos virus al parecer
interactuando, la determinacion se hizo sobre plantas infectadas de G. globosa,
frijol, Datura y calabaza. Los sintomas que mostraron estas plantas eran
similares a los del mosaico de la calabaza, si bien dichas plantas estaban
infectadas con el CMV. En cambio, las plantas de C. annuum, D. stramonium y
L. esculentum, fueron negativos para AMV pero exhibieron la sintomatologia
tipica de geminivirus y sdlo este virus fue “recuperado” de ellas apareniemente
al inocularse manualmente muestras de estas plantas sobre las otras
indicadoras.

Cuadro 2. Gama de hospedantes positiva por DAS-ELISA

Plantas positivas en pruebas de transmision

Ipomoea sp TMV

P. vulgaris AMV

G. globosa AMV, TSWV
C. annum TBSV

N. glutinosa TEV, TMV
C. album -

C. amaranticolor -

C. quinoa -

D. stramonium TBSV

N. Benthamiana INSV

N. tabacum TEV, CMV, TMV

L. esculentum

No identificado
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Las fotografias 10 y 11 los sintomas caracteristicos de las infecciones virales

Foto 10. C. annum presenta hiponastia, lesiones cloroticas, reduccion
y deformacion de hojas y frutos. 11. D. stramonium muestra
endurecimiento de hojas con un patrén moteado sistémico, con el
tiempo el botén floral se torna clorético y se cae.

En algunas siembras localizadas en los alrededores de Mazatepec y Temixco,
Morelos, frecuentemente las plantas de okra mostraban sintoﬁwas mas severos
que los provocados por geminivirus, caracterizados por deformacion
pronunciada del follaje, con apariencia de arrugado, retorcido y de textura més
gruesa que lo normal. En pruebas serolégicas realizadas a este material,
consistentemente se recupero el AMV y ocasionalmente del mismo material
ademas de malva y nochebuena silvestre también el CMV.

Las muestras directas de Melampodium, malva y Sida estaban infectadas con
diversos virus, de los cuales fue posible identificar INSV, TSWV, TBSV y TEV.
El material enfermo de malvaceas frecuentemente estaba doblemente infectado

por el TBSV y otro u otros no identificados.
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Aislamientos del TSWV procedentes de plantas enfermas de Nochebuena
produjeron un tenue moteado casi imperceptible en plantas sanas de esta
especie inoculadas mecanicamente, siendo el virus recuperado al ser inoculado
este material sobre las plantas indicadoras del AMY. Cuando ocurrian juntos, el
TSWV se separo del AMV mediante transmision no persistente, al inocularse
estos aislamientos del AMV sobre plantas sanas de G.globosa y N. tabacum
vér. xhanti, mostraron moteado y deformacidn severa del follaje

respectivamente.

5.4 CARACTERIZACION MOLECULAR

5.4.1 Extraccidn y electroforesis de RNA de doble cadena de origen viral.

Muestras de tejido fresco de hojas jovenes de malezas colectadas se
sometieron a extraccion de RNA dc Los patrones electroforéticos observados
en el gel de poliacrilamida al 6% muestran la presencia de los virus RNA
comparado con los patrones conocides y una banda menos pesada al parecer
correspondiente al virus acompafiante de CMV, CARNA-5 identificado

previamente por De la torre y colaboradores (2000).
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Fig 1 Patrén electroforético de RNA dc de muestras de campo

KDX10° A B C D E F G H | J

2.3

L Ln

0.5

Fig 1 A. Positivo AMV B. M. perfoliatum  C. Sida rombifolia  D. Malvastrum
spp  E. E heterophilla  F.Positive CMV  G. Solanum sp H. Sida
spinosa . Bidens odorata  J. Phartenium disticiliaum,

5.4.2 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

5.4.2.1 Deteccion de Geminivirus
De las muestras colectadas de malezas solo M. perfoliafum fue consistente en

la amplificacion del fragmento de 650 pb e_'sperado para geminivirus. La okra

colectada en campo también fue positiva para el mismo virus. La figura 2

muestra fragmentos similares obtenidos de plantas diferenciales inoculadas
mecanicamente en L. esculentum, C. annun y P. vulgaris. L.a malva siempre

estuvo presente con un fragmento de menor peso.
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Fig. 2 y 3 Perfiles electroforéticos de PCR en muestras de campo e indicadoras

Fig 3 Carril 2. P. vulgarisiokra 3.
P.disticilium 4. Marcador 8. S. rombifolia
7. M perfoliatum 8. planta sana

Fig 2 Carril 1. P.vuigaris/okra 2.
L.esculentum/M.perfoliatum 3. marcador 4.
planta sana 5. Malvastrum spp 6. C.
annum/okra 7. M. perfoliatum 8. positivo.

Otras muestras frecuentemente mostraron perfiles diferentes, al esperado para

geminivirus, los cuales no fue posible identificar en el momento de analisis.

5.4.3 TRANSCRIPCION INVERSA DE LA POLIMERASA
(RT-PCR)
5.4.3.1 Deteccion e identificacion de virus RNA por RT
Solo las muestras de Malva sp y E. heterophilla mostraron las bandas
esperadas para los virus AMV de 900 pb y 850 pb del CMV.
Se seleccionaron muestras de tejido fresco de E. Hetferophilla, Malva sp, N.

glutinosa y G globosa por ser consistentes en patrén sintomatélogico por gama
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de hospedantes y serologia ambas con sintomas de mosaicos amarillo. Sin
em.bargo, pruebas posteriores con muestras positivas para CMV resultaron
negativas sin recuperarse, lo mismo sucedid con muestras directas de malva.

La fig. 4 Muestra el perfil fragmentado de DNA de las muestras colectadas en

campo vy las plantas indicadoras positivas por ELISA.

~900pb —» . S

~650pb ——

Fig. 4 Carril 1 S. spinosa 3 N. glutinosa 6 E heterophilla 7G. Golobosa

Se obtuvieron 3_clonas de AMV insertado en plasmidos bacterianos de E. Coli,
una vez digeridd éste y rebﬁberado el ADN se utilizaron los oligos 5" ATG GAG
AAT ACA AAA ACA AAT GCC TCG; 3' TCAATG ATC AGG TAATAT TTC ATC
TTT que codifican para la proteina del movimiento del virus AMV de 900 pb, su
amplificacién en RT-PCR dio un patrdon electroforético en el gue se observan los
fragmentos esperados comparados con un marcador general.

Las plantas diferenciales en la que se ha conservado el virus son G. globosa y

N. tabacum.
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La Fig. 5. Patron electroforético PCR. Comprueba la presencia amplificada de
DNA transcrito a partir de RNA del patron esperado para AMV de 900pb que

codifica para la proteina del movimiento.

~ 900 pb

Fig. 5 Carril 1 marcador 3. Plasmido de E. Coli digerido
5. Véctor 6. E. heterophilla

5.4.3.2 Hibridacion molecular
A través de la hibradacién tipo Southern se logrd una transferencia positiva del

fragmento de AMV de 900 pb extraide de E. heferophilia.

Fig.6 Souther blot para AMV

1 vector + inserto
2 Digestion
3 Sonda AMV-mp
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VI. DISCUSION

Las familias dominantes en orden de importancia por el nimero de especies
encontradas fueron las Compuestas, Malvaceas, Convolvulaceas vy
Solanaceas; siendo la compuesta. Melampodium perfoliatum y Sida rombifoﬁ'a
las especies mas abundantes y siempre presentes en los sitios de muestreo,
excepcionalmente M. perfoliatum mostrd sintomas ligeros de clorosis, mientras

gue Malvastrum spp solo se encontré en Morelos.

Varias malezas que mostraron sintomas y que fueron encontradas dentro 'y en
los alrededores de las parcelas, resultaron infectadas con geminivirus y otros
virus aun sin presentar enfermedad aparente. Melampodium perfoliatum, S spp
y S. rostratum son particularmente importantes por ser plantas perennes vy
hospederas de vectores; Jovel, et al., citado por Garzén-Tiznado en 2002
sefiala a estas mismas malezas y a dos especies de Sida spp como
hospedantes alternos de geminivirus en el cultivo de pepino en Costa Rica, los
perfiles electroforéticos muestran efectivamente fragmentos correspondientes -
posiblemente a ofros geminivius en Sida rombifolia, Malvastrum 'y

esporadicamente en M. perfoliatum .

Por gama de hospedantes, se logro reproducir los sintomas caracteristicos de
la’ infecbién causada por geminivirus en C. Nahum y D. stramoniun,
coincidiendo con las t'rahsmi‘s'ibnés ilc')gradas por Brunt, (1996.) del virus de las
-venas amarillas de la okra (BYNMY) y al virus del enrollamiento de la hoja

(OKLCV).
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La transferencia por semilla se logro sin coincidir con algin reporte revisado,
cabe sefialar que de las plantas provenientes de esta semilla enferma no se

logro una re transmision a plantas sanas de okra.

De los injertos logrados se verificaron algunos patrones sintomatolégicos de
mosaicos, Fami, (1999) reporta al mosaico de la okra ({Tymovirus) como
transmisible mecanicamente y solo reproduce estos mosaicos sin percepcién de
otras alteraciones visibles, por otro lado, la deformacion en hojas jovenes e
hiponastia de las ramas injertadas, fue similar a lo seﬁalado por Bunt, ef al.,
(1996) como el sintoma caracteristico para el virus del enrollamiento de la hoja

de la okra (geminivirus). Co

El virus INSV encontrado en algunas Convolvulaceas esta reportado por Brunt,
(1995), como agente infectivo para la okra, sin embargo es este trabajo no se

pudo detectar por DAS-ELISA en la okra pero si en solanaceas.

lLos sintomas que exhibieron varias plantas indicadoras inoculadas
mecanicamente con malezas, eran semejantes a los descritos en la literatura
para virus CMV, AMV, geminivirus y CdTV, TYLCV principalmente, estos
ultimos no fueron detectados en,la’gs'muestras probadas {Brunt, 1996; Brown, et

al., 1988; Davis, 2000, Garzon-Tiznado, et al., 2001).

Sin embargo, muchos de los sintomas descritos arriba desaparecian en
invernadero, cambiando a plantas aparentemente sanas ¢ cambiando la
sintomatologia observada en campo sugiriendo que esto podria relacionarse

con la estacionalidad, la estadia y abundancia de malezas perennes y anuales
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con la época de siembra de cultivos en la regidn (observaciones directas en
predios de Morelos con cultivos horticolas). Sing y Mazumber, (1996), indican
qgue los periodos de altas temperaturas, sequia y baja humedad relativa son
condiciones ideales para el desarrollo de vectores como B. tabaci, o bien
pudieran tener relaciéon con las labores mecanicas y manuales hechas al cultivo,

promoviendo la diseminacion de la infeccion propia o de sus vectores.

Se evidencio la presencia de de un virus de bajd peso molecular CARNA-5
acompafiante del virus mosaico del pepino (CMV), reportado anteriormente por

De la Torre et al., (2000).

Por otro lado, se demuestra que la sintomatologia observada en plantas de
okra corresponde esencialmente a causas de origen viral, las pruebas
moleculares de PCR refuerzan la hipc')tesis que estas infecciones ocurren en
asociacion multiple, caracterizadas por moteado incipiente, deformacion del
follaje y fruto y en menor medida enanismo, encontrandose difundidos en todas
las parcelas ubicadas en Mazatepec, Temixco, Edo. Morelos e Iguala,

Guerrero.

Las muestras seleccionadas infectadas con geminivirus detectados en pruebas
'moleculares, dieron negativos en ensayos posteriores; También fueron
frecuentes perfiles diferentes al esperado, sugiriendo la poéibilidad de que se
trate de complejos Viralres en los que uno ¢ varios de ellos se transmite en

forma no persistente o sean cepas de baja virulencia.
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A E. Heterophilla se la confirmo como portadora del virus AMVY por la
consistencia y persistencia en la deteccion del virus en todas las pruebas
aplicadas y en concordancia con los resultados reportados por Debroty, vy
Centeno en 1986_que‘ ademas identifican al virus PnCV (virus criptico de

poinsettia), obtenido de otras especies de Euphorbia.
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CONCLUSIONES

Se determino en las malezas la presencia de complejos de virus RNA, como el
AMV, CMV ligado a un virus de bajo peso molecular acompafante
probablemente CARNA-5; y virus DNA, geminivirus bipartita y probablemente

un complejo formado al menos por uno transmisible por semilla.

Los resultados de ias pruebas por inmunodeteccién DAS-ELISA indican que los
mosaicos de las malezas estudiadas, estan relacionados al menos

serologicamente con los mosaicos de [a okra.

El uso de la PCR como herramienta de diagndstico molecular es Otil en Ia
deteccion de fragmentos virales, pero resulta deficiente cuando no se cuenta

con los iniciadores especificos.

Se comprob¢ la presencia de AMV en E. heferopiila presente dentro de las
parcelas cultivadas con okra mediante la aplicacion de gama de hospedantes,

Rt-PCR e Hibridacion tipo Southern.

La determinacion de las plantas que' son hospederas naturales de los virus
involucrados, es de suma impoﬁangia para su control, tal es el caso de las
compuestas vy solahéceaé ‘(.:;).I‘é;:,t.e-a.das en -Ios predios de estudio. La
identificacion de estos hospedantes alternos como fuente primaria de infeccion
podria fundamentar el disefio de esquemas espaciales y temporales de
siembra de las hortalizas mas frecuentes en dicha zona, y también permitiria

valorar la necesidad real de controlar a las plantas silvestres en los alrededores
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de los campos de cultivo en tanto sea posible conocer los mecanismos de
control eficaz y proveer de variedades comerciales aptas para cada regién de
este y otros cultivos. El control debe continuar basandose en el conacimiento

de las relaciones entre el micro y macro ambiente.
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