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DETECCION MOLECULAR DE VIRUS DE DNA Y RNA ASOCIADOS AL CULTIVO DE TOMATE DE

CASCARA (Physalis ixocarpa Brot.) EN PLANTULAS OBTENIDAS IN VITRO

MOLECULAR DETECTION OF DNA AND RNA VIRUS ASSOCIATED WITH THE TOMATO HUSK

CROP (Physalis ixocarpa Brot.) IN SEEDLINGS OBTAINED IN VITRO

Velasco-Castillo, 1" y Valadez-Moctezuma, E.?

RESUMEN

En condiciones de campo el tomate de cascara (Physalis
ixocarpa Brot.) es afectado por enfermedades virales, lo
que ocasiona pérdidas de hasta 100 % en el
rendimiento. Como una alternativa a esta problematica,
el campo experimental “Zacatepec” del INIFAP
(CAZACA) obtuvieron plantas de tomate de cdscara
“libres de virus” mediante cultivo in vitro. El objetivo
de este trabajo fue detectar con PCR la presencia de los
virus mds comunes tanto de DNA como de RNA que
atacan al cultivo. Se utilizaron iniciadores previamente
reportados para la deteccion de geminivirus y se
diseflaron iniciadores especificos para virus de RNA.
Los resultados indicaron la presencia del Virus
Huasteco del Chile (PHV), Virus de la Marchites
Manchada del Tomate (TSWV), Virus del Mosaico de
la Alfalfa (AMYV), Virus del
cucurbiticeas (CMV), Virus Jaspeado del Tabaco

(TEV) y Virus Mosaico del Tabaco (TMV) en las

Mosaico de las

plantas enfermas obtenidas de campo, pero no se
detecté presencia viral en ninguna de las plantulas

provenientes de cultivo in vitro,

Palabras clave: iniciadores especificos, deteccidn, PCR

ABSTRACT

Husk tomato (Physalis ixoearpa Brot,) is affected by
virus diseases under field conditions; this situation
causes losses of up to 100% of the yield, As an
alternative to solving this problem, the INIFAP
experimental field “Zacatepec” (CAZACA) obtained
seedlings of husk tomato using in vitre techniques.
The aim of this work was to detect the presence of the
main DNA and RNA viruses attacking this crop using
PCR. Previously reported primers were used to detect
geminivirus, and specific primers were designed in
order to detect RNA viruses, The results showed the
presence of Pepper Huasteco Virus (PHV), Texano
Pepper Virus (TPV), Tomato Spotted Wilt Virus
(TSWV), Alfalfa Mosaic Virus (AMYV), Cucumber
Maosaic Virus (CMV), Tobacco Etch Virus (TEV) and
Tobacco Mosaic Virus (TMV) in diseased plants
obtained from the field; however, no viral particles

were detected in seedlings cultivated in vitro.

Key words: specific primers, detection, PCR

! Tesista. Maestria en Proteccién Vegetal, Universidad Auténoma Chapingo.
? Director de tesis. Profesor-Investigador de la Universidad Auténoma Chapingo,
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I, INTRODUCCION

El tomate de cascara (Physalis ixocarpa Brot.), es una hortaliza que se utiliza
para elaborar salsas y guisos; ya que desde la época prehispéanica los aztecas

lo cultivaban extensamente (Pérez et al., 1997).

En México, la produccion de hortalizas es de los cultivos mas sobresalientes en
el sector agricola (Jiménez et al., 1992). De 1990 a 1999, la produccién de
hortalizas contribuyé con 18 a 20% del valor de la produccién nacional, con
13.3% de la superficie total cosecha y con un crecimiento medio de 5% (Garza,
2002). De las hortalizas en el pafs, P. ixocarpa o también llamado tomate de
cascara, tomate verde, tomate de pesadilla, tomatillo y miltomate (Quiroz,

1984), ocupa el sexto lugar de la superficie cosechada (Garza, 2002).

El tomate de cédscara es un cultivo rustico y de ciclo de produccion
relativamente corto, se cultiva todo el afio tanto en el ciclo otofio-invierno como
en el de primavera-verano, por lo que genera gran demanda de mano de obra,
en promedio 88 jornales por hectarea (Soldevilla et al., 2002). En el afic 2003
se tuvo una superficie total sembrada en el pais de 56, 522.47 ha, en tanto que
la superficie cosechada fue de 54, 044.19 ha, obteniéndose una produccion de -

726 218.26 ton con un rendimiento promedio de 13.44 ton-ha™'. En este afio



agricola los principales estados productores por superficie cultivada, en orden
de importancia, fueron: Sinaloa, Jalisco, Puebla, Estado de México, Michoacan,

y Guanajuato (SAGARPA, 2004).

Esta hortaliza, como cualquier ofro culiivo, es afectada por plagas y
enfermedades que disminuyen su rendimiento y calidad; dentro de estas
enfermedades destacan la ocasionadas por virus debido a los dafios que
producen a su hospederoc a nivel microscépico es decir, celular y subcelular,

que se manifiestan en sintomas externos o macroscopicos.

Dentro de los factores que contribuyen a la diseminacion de estas
enfermedades en el tomate de cascara, ademas de las condiciones
ambientales, es la amplitud de hospederos vy la facilidad de transmisidn por sus
vectores. Los dafios ocasionados disminuyen el rendimiento y calidad del

producto, y en algunos casos pueden llegar a ocasionar perdidas de hasta un

100% (Ventura et al., 2005).

La reaccion en cadéna de la polimerasa (PCR por sus siglas en ingles) ha sido
utilizada para la deteccion especifica de virus, fitoplasmas, viroides, hongos,
bacterias y nematodos. En general esta herramienta se ha empleado en el
diagnéstico de enfermedades en plantas que no son facilmente detectables por

otros métodos, 0 en aquellos casos en que la obtencién de resultados es lenta.

La micropropagacion es una alternativa para la obtencién masiva de plantas

mejoradas genéticamente con caracteristicas agrondémicas de interés,



incluyendo plantas libres de patdgenos. En condiciones de campo el cultivo de
tomate se ve afectado por enfermedades de tipo viral, lo que ocasiona pérdidas
en la produccion hasta del 100 %. En este contexto, el Campo Experimental
“Zacatepec™INIFAP (CAZACA), obtuvo plantas de tomate libres de virus .

mediante seleccion masal en varios ciclos (Ventura et al., 2005).

En el presente trabajo se utilizo la reaccion en cadena de la polimerasa para
detectar e identificar los virus de DNA y RNA de mayor importancia para el

cultivo de P. ixocarpa, en plantas obtenidas por medio de cultivo in vitro.



1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo general

Comprobar mediante PCR que plantulas de tomate de cascara resistentes a
virus (Physalis ixocarpa Brot.) y desarrolladas in vitro estan libres de particulas

virales.

1.1.2 Objetivos particulares

* Detectar los virus mas comunes de DNA y RNA asociados a Physalis
ixocarpa Brot., en plantas con sintomas de virosis obtenidas de campo e
inoculadas experimentalmente en invernadero, para utilizarlos como
controles positivos.

* Utilizando iniciadores para PCR previamente reportados, detectar
molecularmente la presencia de geminivirus; y de forma particular, al
Virus Huasteco del Chile (PHV) y al Virus Texano del Chile (TPV) en

plantas con sintomas de campo e invernadero.

* Utilizando iniciadores para PCR previamente reportados, detectar '
molecularmente la presencia de geminivirus; y de forma particular, al
Virus Huasteco del Chile (PHV) y al Virus Texano del Chile (TPV) en

plantulas de Physalis ixocarpa Brot., con resistencia viral obtenidas via

cultivo in vitro.



* Disefar iniciadores especificos para detectar molecularmente los virus
de ssRNA (RNA cadena sencilla): Virus mosaico de la alfalfa (AMV),
Virus mosaico del pepino (CMV), Virus mosaico del tabaco (TMV), Virus
jaspeado del tabaco (TEV), Virus de la Marchitez Manchada del Tomate

(TSWV) en plantas con sintomas de campo e invernadero.

* Utilizar los iniciadores disefiados para detectar los virus Virus Mosaico de
la Alfalfa (AMV), Virus Mosaico del Pepino (CMV), Virus Mosaico del
Tabaco (TMV), Virus Jaspeado del Tabaco (TEV) y Virus de la Marchitez
Manchada del Tomate (TSWV), en plantulas con resistencia viral de

Physalis ixocarpa Brot., obtenidas via cultivo in vitro.

1.2 HIPOTESIS

Comparando fragmentos especificos de DNA provenientes de virus aislados de -
tomate de cascara (Physalis ixocarpa Brot.), se podrd hacer una répida
deteccion de los mismos en plantulas de tomate de cascara provenientes de

cultivo in vitro.



. REVISION DE LITERATURA

2.1 Cultivo de tomate de cascara

2.1.1 Importancia

El tomate de cascara (Physalis ixocarpa Brot.), es una hortaliza que ha cobrado
importancia en México en los lltimos afios debido a su uso alimenticio. Su
cultivo se caracteriza porque no requiere de cuidados excesivos, tiene grandes
perspectivas por sus altos rendimientos, su ciclo de produccidn es relativamente
corto y su relacién beneficio/costo favorecen al productor. La importancia se ,
debe a que la superficie cultivada se ha incrementado en funcién de la
demanda (SAGARPA, 2004), porque Su consumo per capita también ha

aumentado (Morales y Palacios, 1998; Pefa, 1998).

En el afio 20083, los principales estados productores (Cuadro 1) en orden de
importancia fueron Sinaloa, Jalisco, Puebla, Estado de México, Michoacan y

Guanajuato (SAGARPA, 2004).



Cuadro 1. Superficie cultivada, produccion y rendimiento de tomate de cascara
en los principales estados productores de México para el afio 2003.

Superficie cultivada Rendimiento

Estado Produccién (ton)

(ha) - (ton/ha)
Puebla 5, 255.00 55, 504.50 10.562
Jalisco 6, 614.50 73, 205.96 11.067
México 3, 573.50 44, 639.00 12.492
Sinaloa 14, 243.00 222, 867.00 14.914
Morelos 2,400.50 33, 947.50 14.142
Michoacan 2, 890.17 39, 842,46 13.785
Hidalgo 1, 238.00 11, 281.86 9.112
Guanajuato 2, 849.00 28, 750.50 10.091

Fuente: Servicio de Informacion y Estadistica Agroalimentaria y Pesquera (SAGARPA, 2004).

Desde hace tiempo el fruto del tomate es utilizado por la industria de alimentos
envasados y para la fabricacion de salsas, lo cual abre la posibilidad de
aprovechar los excedentes de produccion durante la temporada de mayor

oferta, con lo que se mejoran los precios en el mercado (Pefia y Marquez,

1990).

Por otra parte, el ciclo corto de produccion de esta hortaliza favorece que se -
cultive en paises donde su temporada de produccién es corta, como en Polonia
(Mulato et al, 1985) y en regiones de Leningrado y Vladivostok, Rusia
{(Cartujano et al., 1985). También, en la Ultima década se ha mostrado interés
por este cultivo en diferentes partes de Estados Unidos: por ejemplo, en
Louisiana se realizaron evaluaciones del mismo, porque su desarrollo se adapta
a esas latitudes; ademas tiene valor potencial debido a la demanda por parte de

la comunidad mexicana que radica en ese pals (Freyre y Brent, 2000).
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2.1.2 Clasificacion y descripcion botanica del tomate de cascara (Pérez et

al., 1997)
Reino.....c........ Vegetal
Division.............. Espermatophyta
Clase.....cccceeou. Angiospermae
Subclase............. Dicotiledoneae
Orden.................. Polemoleales
Familia................ Solanaceae
Género................ Physalis L.
Eépecie ............... Physalis ixocarpa Brot.

P. ixocarpa fue descrito por primera vez por Brotero en 1753 (Moriconi et al., -
1990). Es una planta herbacea, anual, de 40-120 cm de altura; su ciclo es de
85-90 dias desde la siembra hasta la senescencia; presenta 3 tipos de habitos
de crecimiento: rastrero, erecto y semierecto; tiene hojas simples, erectas,
alternadas, de forma ovalada y peciolada, cuyo peciolo mide de 4 a 6.5 cm de
longitud; el fruto es una baya amarilla o verdosa de 1 a 6 cm de didmetro
(Saray, 1977; Saray et al, 1978; Moriconi et al., 1990). Las flores estan
solitarias en el eje axial de las hojas y algunas veces se encuentran en las
ramas; tienen corola campanulada, con pétalos amarillos y usualmente con
manchas de color parpura oscuro cerca de la base; el caliz esta unido a manera

de bolsa que se extiende y envuelve al fruto (Moriconi et al,, 1990). La raiz es



tipica o columnar, las raices laterales crecen supetficialmente y de forma
perpendicular al eje principal, encontrando la mayor cantidad de raices en la
superficie y cerca del eje central (Mulato et al, 1985). El tallo es estriado,
herbaceo o ligeramente lefioso en la base (Saray, 1977). De las especies de
Physalis que se han reportado en México, sblo se cultiva P. ixocarpa (Pérez et

al., 1997).
2.2 Virus

2.2.1 Definicion

Los virus se han definido como organismos acelﬁlares debido a que carecen de
organelos que les permitan realizar sus funciones basicas de seres vivos; es
decir de células. Por esta razén requieren de un hospedante para reproducirse,
lo que los califica como parasitos obligados. Los virus tienen diferentes tamafios
(de 30 a 200 nm aproximadamente) y formas (alargadas, helicoidales,
poliedricos, etc.), pero su composicion es muy similar. Su estructura consiste
principaimente de una cépside formada de proteinas del mismo tipo que
envuelve al material genético, que puede ser de una o varias moléculas de -
acido desoxirribonucleico (DNA) o ribonucleico (RNA), en donde radican
diferentes genes que controlan la expresién de pocas caracteristicas; ademas

presentan un tallo y una cola que sirve para adherirse a la célula banco (Balbas,

2002).



2.2.2 Caracteristicas

Algunos virus poseen un recubrimiento externo de lipoproteinas y/o proteinas
que facilitan su reproduccion, o cuentan con algunas proteinas de actividad
enzimética especifica para cumplir esta misma funcién. Los virus reconocen |
proteinas especificas denominadas receptores en la superficie de las células a
las que atacan. Una vez que el virus ha identificado a su célula blanco, se une
al receptor e inyecta el material genético a través del tallo dejando la capside
afuera. El material genético asi introducido, es capaz de redirigir el metabolismo

normal de la celula hacia la produccién masiva de copias virales idénticas.

No todos los virus se reproducen de la misma forma. Existen virus que
simpiemente se reproducen y se excretan de la célula sin causarle mayor
problema. Pero otros pueden llegar a ser letales, ya que rompen o lisan a la
celula que los hospeda con el fin de liberar las nuevas particulas virales para
continuar la infeccion de otras células. Este modo de reproduccion del virus se
le conoce como ciclo litico. En algunos casos el DNA del virus puede
integrarse directamente en el DNA cromosomal de la célula hospedera, donde
se replica pasivamente con cada ciclo celular y se hereda a la progenie sin
causar mayor problema. Este ciclo de reproduccion se conoce como ciclo
lisogénico. Algunos virus son capaces de alterar ambos ciclos, sobre todo los
virus que atacan a bacterias y que se les conoce con el nombre de

bacteriéfagos (Balbas, 2002).
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Otra de las caracteristicas, es que un mismo virus puede causar varios
sintomas, debido a condiciones del ambiente, posicién de hoja, nutricién, edad,
etc. También diferentes virus pueden causar un mismo sintoma, lo que hace

aun mas dificil su identificacion (Lorente, 1998).

Los virus pueden estar en cualquier parte de la planta, excepto en el floema, y

hay algunos, muy pocos, limitados al xilema.
2.2.3 Taxonomia de los virus fitopatdégenos

Segun Bawden (1964) los virus estan clasificados en dos grupos, los virus de

DNA {acido desoxirribonucleico) y los virus de RNA (4cido ribonucleico).

Virus de acido desoxirribonucleico (DNA).
» Virus de DNA de cadena doble o double strand, en ingles (DNAs).
Virus tipo: caulimovirus, isométrico.
Virus amarillo de comelina (comelina yellow mottle virus, en ingles).
» Virus de cadena sencilla o single strand, en ingles (DNA).

Virus tipo: Geminivirus 111,111,
Virus de 4cido ribonucleico (RNA).
> Virus de cadena sencilla (RNAg).

o Rhabdoviridae, tomato spotted wilt virus (TSWV), virus de la
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marchitez manchada del jitomate.

o Bunyaviridae, tospovirus (ornamentales).

» Virus de doble cadena (RNAgs) con cubierta proteica sencilla.

o Reoviridae.

o Plant reovirus 1, 2, 3.

o Cryptovirus |, II.

» Virus de cadena sencilla (RNAgg) sin cubierta proteica.

o Diacithovirus.

o Ilarvirus (tres particulas de diferentes tamanos).

o Cucumavirus, Bromovirus (tres particulas del mismo tamafio).

o Alfalfa mosaic virus (AMV), virus mosaico de la alfalfa, (con cuatro
particulas baciliformes y de tamarnos diferentes).

o Comovirus, Fabavirus, Nepovirus, Pea enation mosaic virus
(PEMV), virus mosaico del enanismo del chicharo (son
multipartitas o de genoma dividido).

o |sometricos o Poliédricos dentro de estos se encuentran los
Carmovirus, Necrovirus, Tymovirus, Maize chlorotic dwarf virus,
virus clorético del enanismo del maiz (MCDV).

o Luteovirus (parecido a los isométricos, amplitud de hospedantes
diferentes al igual que la informacién genética).

o Hordeivirus (de varilla).

o Tobravirus (Virus cascabelero del tabaco).
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o Furovirus.

o Tobamovirus (Virus mosaico del tabaco, de varilla rigida).
» Virus de varilla flexible.

o Potexvirus (virus de la papa VPX).

o Capillavirus.

o Carlavirus.

2.2.4 Virus descritos para el cultivo del tomate

La literatura relacionada con los virus que infectan al tomate de cdscara es
limitada; ademas algunos autores consideran a la planta como reservorio de
estos patdgenos, pero la mayoria sélo la utilizan como planta diferencial para la
identificacion de un gran ndmero de virus que infecta a otros cultivos de
importancia econémica (Horvath, 1970; Andnimo, 1976; Cdelark et al., 1977),
Virus Cascabelero del Tabaco (Tobacco Rattle Virus, TRY), Virus X de la Papa
(Potato Virus X, PVX), Virus Y de la Papa (Potato Vitus Y, PVY), Virus Falso
Amarillento de la Remolacha (Beet Pseudo-Yellows Virus, BPYV), Virus
Mosaico de Physalis (Physalis Mosaic Virus, PhMV), Virus Necrosis del Tabaco
(Tobacco Necrosis Virus, TNV), Virus Mosaico de la Berenjena (Eggplant
Mosaic Virus, EMV) y Virus Mosaico Aucuba de la Papa (Potato Aucuba Mosaic
Virus, PAMV.) (Horvath. 1970). De acuerdo a De la Torre-Almaréz et al., (2003)
reportaron los siguientes virus asociados al cultivo: Virus Jaspeado del Tabaco

(Tobacco Etch Virus, TEV), Virus Mosaico del Pepino (Cucumber Mosaic Virus,
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CMV), Virus Mosaico de la Alfalfa (Alfalfa Mosaic Virus, AMY), Virus de la
Marchitez Manchada del Tomate (Tomato Spotted Wilt Virus, TSWV), Virus -
Mosaico del Tabaco (Tobacco Mosaic Virus, TMV}, Virus Mancha Anular del
Tabaco (Tobacco Ring Spot Virus, TRSV), Virus Huasteco del Chile (Pepper

Huasteco Virus, PHV).

2.2.5 Sintomatologia que presentan las plantas de Physalis ixocarpa Brot.,

al ser inoculadas con los diferentes virus

Cuando el CMV, se inoculd mecanicamente a las plantas de P. ixocarpa Brot.,
en las hojas se formaron lesiones locales muy intensas aunque no necréticas,
después del quinto dia de la inoculacién; al hacerse sistémico, las hojas

mostraron un aclaramiento de las venas y algunas hojas presentaron puntos

ocres que cubrian la superficie de las hojas nuevas (Andnimo, 1975).

El AMV que se inoculd en hojas de P. ixocarpa Brot., no indujo lesiones locales,
pero en forma sistémica se produjo un aclaramiento venal y un mosaico

intervenal severo (Horvath, 1970).

Con el TRV, se menciona que las plantas de P. ixocarpa Brot., mostraron

susceptibilidad, pero no especificaron el tipo de sintomas provocados (Anénimo,

1975).

Las inoculacién con el PVX en hojas de P. ixocarpa Brot., no provocaron

lesiones locales, pero sistémicamente se observé la formacién de puntos
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necroticos con un mosaico ligero en las hojas nuevas (Horvath, 1970).

Los reportes que se tienen de plantas inoculadas de P. ixocarpa Brot., con el
TEV mencionan que no hay formacion de lesiones locales y sistematicamente
las plantas presentaron dafos severos aungue nho presentan sintomas

(Greenleaf, 1953).

En hojas inoculadas con el PVY no se observaron lesiones locales en P,
ixocarpa Brot., pero de forma sistemica se observé un mosaico severo y puntos

necréticos (Horvath, 1970).

Cuando las hojas de P. ixocarpa Brot., fueron inoculadas con el BPYV, se
observd que estas no formaron lesiones locales, pero sistémicamente hubo un
amarillamiento intervenal de las hojas, con puntos cloréticos y las plantas

presentaron achaparramiento (Duffos, 1970-1981).

Cuando el PhVM fue inoculado a P. ixocarpa Brot., presentd susceptibilidad al
patégeno, aunque no se menciona el tipo de sintomas que mostré (Horvath,

1970; Duffos, 1970-1981).

Con el TMV, en hojas inoculadas de P. ixocarpa Brot., se formaron lesiones
locales de forma irregular entre los dos y tres dias después de la inoculacién, y
a partir del sexto dia se observaron lesiones sistémicas, presentando un

aclaramiento de venas muy intenso, y enaciones de las hojas. Ademads, se
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observd una reduccion del desarrollo de las plantas infectadas hasta del 50%
{(Andnimo, 1975).
Al'inocular el TNV en las hojas de P. ixocarpa Brot., se observd la formacién de

lesiones locales, circulares; las hojas inoculadas se tornaron de una coloracion

amarillenta y verde fuerte, sin llegar a presentarse sintomas sistémicos (Duffos,

1970-1981).

El TRSV, cuando fue inoculado en las hojas de P. ixocarpa Brot., se formaron
lesiones locales concéntricas después de dos a tres dias de haberse inoculado,
la forma sistémica se presentd al sexto dia, observandose un aclaramiento de
las venas, deformacion y puntos necréticos muy pequefios en las hojas

(Andnimo, 1975).

En las plantas inoculadas con el EMV, las hojas de P. ixocarpa Brot., no
mostraron lesiones locales, pero sistémicamente entre los cinco y seis dias
después de la inoculacion aparecid un mosaico; mas tarde, se observd una
reduccion en el tamafio de las hojas y en la época de floracion y fructificacion

las plantas fueron seriamente dafiadas (Singh et al., 1975).

Con el PAMV, se observaron las hojas de P. ixocarpa Brot., inoculadas sin
lesiones locales, aungue de forma sistémica ocasiond un aclaramiento de las

venas y un marcado mosaico intravenal moteado (Andnimo, 1975).
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- 2.2.6 Virus de DNA que afectan a P. ixocarpa

lLos virus de DNA que atacan P. ixocarpa de DNA son de cadena sencilla,
dentro de los cuales se encuentran los Geminivirus, formado por los grupos
LI IHl, donde se encuentran clasificados los virus huasteco del chile (PHV) vy el
virus texano del chile (TPV) reportados por De la Torre-Almaraz et af., (2003) y

Torres-Pacheco et af., (1996).

2.2.7 Virus de RNA que afectan a P. ixocarpa

La mayoria de los virus que afectan a P, ixocarpa son de RNA de cadena
sencilla, dentro de los mas comunes estan los siguientes: Virus mosaico del
pepino  (Cucumber mosaic virus, CMV) de cadena positiva, Familia:
Bromoviridae, Género: Cucumovirus; Virus mosaico de la aifalfa (Alfalfa mosaic
virus, AMV) de cadena positiva, Familia: Bromoviridae, Género: Alfamovirus;
Virus jaspeado del tabaco (Tobacco Etch Virus, TEV) de cadena positiva,
Familia: Potyviridae, Genero: Potyvirus; Virus Mosaico del Tabaco (Tobacco
Mosaic Virus, TMV) de cadena positiva, Familia: Tobamovirus; Virus de la
Marchitez Manchada del Tomate (Tomato Spotted Wilt Virus TSWV) de cadena

negativa, Familia: Bunyaviridae, Género:Tospovirus.

2.3 Técnicas moleculares en la deteccién viral

Las pruebas moleculares en comparacion con las pruebas serolégicas tienen la

ventaja de poder emplear cualquier parte de genoma del virus o viroide con
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fines de diferenciacion, pero en algunos casos también para identificacion; sin
embargo, es posible utilizar todo el genoma del virus y compararlo mediante
electroforesis de acrilamida (De la Torre-Aimaraz et al., 2003). Asi mismo, el
conocimiento de la secuencia del genoma de ellos, ha permitido el desarrollo de
pruebas en un espectro general y especifico (Hernandez, 2003). El diagndstico
de fitopatégenos por medio de la identificacion de sus &cidos nucleicos es un
concepto que se ha desarrollado en las ultimas dos décadas, por lo que nuevas
aplicaciones, protocolos y modificaciones de las técnicas descritas estan siendo

reportadas continuamente en revistas de divulgacién cientifica (Aguilar, 2004).

2.3.1. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR ha sido aplicada a la deteccion e identificacidén de fitoplasmas, virus,
viroides, hongos, bacterias y nematodos. En general el uso de esta herramienta
al diagndstico de enfermedades en plantas se ha centrado en organismos que

no son facilmente detectados por otros métodos o en aquellos casos en que la

obtencién de resultados es lenta.

Entre las ventajas que presenta esta técnica destacan su sensibilidad (100 a
1000 veces mas sensible que ELISA), la rapidez en la obtencién de resultados y
el potencial para detectar varios patégenos simultaneamente. Las desventajas
son el alto costo de sus reactivos y equipos, ademas de la necesidad de un
entrenamiento adecuado para su ejecucidn debido a la posibilidad de

contaminacion y la consecuente obtencion de falsos positivos.
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2.3.2 RT-PCR (Reversa transcriptasa—Reaccion en cadena de Ia

polimerasa)

L.a PCR se caracteriza porque durante todo su proceso requiere DNA de doble
cadena (molde), DNA polimerasa, dNTPs, MgCl,, iniciadores y un amortiguador
apropiado. Para el caso de la deteccién de virus de RNA es necesario realizar
como primer paso una trascripcion inversa para sintetizar en un primer tiempo
una molécula de DNA a partir del RNA; posteriormente ésta cadena de DNA
recién sintetizada conocida como cDNA, servird de molde para sintetizar la
doble cadena de DNA a partir del cual se podran realizar las reacciones de PCR

que se definan con base a los iniciadores utilizados (Aguilar, 2004).

El procedimiento de RT—PCR consta de tres pasos: 1) desnaturalizacién de -
RNA e hibridacién del iniciador complementario, 2) sintesis de cDNA y 3)
amplificacion por PCR. Dichos pasos se realizan normalmente como dos
procesos desacoplados; es decir, primero se realiza la desnaturalizacion de
RNA, hibridacion y sintesis de cDNA y posteriormente la PCR; sin embargo en
1995 Mellet y Cols citado por Hernandez (2002) disefiaron un procedimiento de
RT—PCR en donde se colocan todos los componentes en un solo tubo, a lo que

se le llamo RT—PCR continuo o acoplado.

Sin duda, el descubrimiento y descripcion de nuevos genes, moléculas o
secuencias son la base para el diagndstico rapido y preciso de enfermedades
en plantas. Estos resuitados serdn también de vital importancia en la -
comprension de las relaciones globales e interacciones existentes entre las

plantas y sus patdgenos u otros microorganismos asociados.
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2.4. Cultivos in vitro

Las técnicas de propagacioén in vitro de plantas por medio de tejidos o partes
vegetativas han permitido desde hace décadas obtener plantas libres de
patdgenos, siendo una herramienta para la propagaciéon masiva de plantas
sanas. Uno de los objetivos de este trabajo es corroborar que plantas de P.
ixocarpa “resistentes a virus” obtenidas por medio de cultivos in vitro, estén

libres de virus,
2.5. Iniciadores (oligonucléotidos)

Los iniciadores (Primers) son oligonucléotidos que complementan una regidén
corta o larga de moléculas de DNA o RNA; estos oligonucléotidos proveen el
extremo 3'-OH como substrato al que cualquier enzima DNA polimerasa puede
adicionar nucledtidos en direccién 5'-8'. En procariontes una enzima RNA
especifica (RNA primasa) cataliza la sintesis de iniciadores de RNA para Ia
duplicacioén del DNA (especialmente de los fragmentos de okasaki de la cadena ,
retardada). Los iniciadores son también necesarios para las enzimas
polimerasas dependientes de RNA. In vitro, los iniciadores sintéticos
generalmente de alrededor de 10 bases de longitud, son necesarios para
cualquier reaccion de polimerizacion de DNA con DNA polimerasa o

transcriptasa reversa (Valadez y Khal, 2005).
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2.5.1. Iniciadores degenerados

Los iniciadores degenerados son mezclas de secuencias de oligonucléotidos
especificas que tienen el mismo numero de bases, pero que varian en la .
secuencia de una de ellas; estos oligonucléotidos se generan del conocimiento
previo de una region de DNA de interés, o se deduce a partir de la secuencia de
aminoacidos de una proteina. Este tipo de mezclas de iniciadores se utilizan
para detectar otra secuencia similar en un organismo anénimo, y asumiendo
que no necesariamente debe tener la misma informacién genética (secuencia
de bases) de la cual se generd la informacion inicial; entonces, el uso de
secuencias similares que varfan en las regiones menos conservadas,
incrementa la posibilidad de detectar la regiéon anénima buscada. Cuando se
disenan los iniciadores degenerados a partir de las secuencias de proteinas, se
considera que el codigo genético es degenerado, por lo que muchos -
aminoécidos pueden estar codificados por mas de un codén. Por lo tanto, un
subgrupo de oligonucléotidos con el mismo numero de bases pero de secuencia
diferente, son los que servirdn como iniciadores alternativos para amplificar la

secuencia codificadora de esa proteina particular (Valadez y Khal, 2005).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd en el laboratorioc de Biologia Molecular del

Departamento de Fitotecnia de la Universidad Auténoma Chapingo.

3.1 Obtenci6n de material vegetativo

Se obtuvieron plantas de tomate de cascara con sintomas de enfermedades
virales en el campo experimental de la Universidad Auténoma Chapingo y en el .
campo experimental “Zacatepec” del INIFAP. Se consiguieron muestras de
plantas enfermas con los virus de AMV, TMV, CMV, del laboratorio de virus del
Departamento de Parasitologia Agricola previamente ideniificados por técnicas
de ensayo inmunoadsorcion con enzimas ligadas o ELISA (Enzyme-Linked
Inmunosorbent Assay); tanto las plantas de campo como las analizadas con
ELISA se utilizaron como controles positivos. Las plantas de cultivos in vitro se
obtuvieron del Campo Experimental “Zacatepec’-INIFAP (CAZACA) (Cuadro 2).
Las semillas de tomate libres de enfermedades virales, proporcionadas por el
Campo Experimental Zacatepec, se desinfestaron y se germinaron in vitro, en
et Centro de Desarrollo de Productos Bidticos del Instituto Politécnico Nacional, -
donde posteriormente se sembraron secciones de hipocotilo cercano a la raiz
(HR), hipocotilo cercano al tallo (HT) y cotiledén en medio de cultivo (MS),
adicionado con la combinacion de los reguladores de crecimiento:

bencilaminopurina-acido indolacético (BAP-AIA), en concentraciones de 1.5-1.5
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mg/L y 2.0-1.5 mg/L, respectivamente. Los cultivas fueron incubados a 25 °C,
con 16 horas/luz.

Cuadro 2. Plantas de Physalis ixocarpa Brot., obtenidas in vitro del Campo
Experimental “Zacatepec”-INIFAP (CAZACA).

No. de muestra Primeras Muestras Segundas Muestras
1 2.1 COT 2.10 COT
2 2,10 COT 2.10 COT MER
3 2.10 MER 2.1 COTF2
4 2.2 COT 2.1 COT 1
5 2.3 COT 2.2 COT
6 2.5 COT 2.2 COT F1
7 3.10 COT 2.5 HIP MER
8 3.3 COT 2.5 COT MER
9 3.3 MER 2.5 COT
10 3.5 HIP 3.10HIP F3
11 3.6 COT 3.10 HIP
12 4.5 COT 3.3COT
13 4.6 HIP 3.3 COT F1
14 4.6 COT 3.6 COT F2
15 4.9 COT 3.6 COT
16 5.8 COT 3.8 COT MER
17 6.2 COT 4.1 COT Fi1
18 6.3 COT 4.1 COT
19 6.4 COT 4.3 HIP F1
20 6.5 COT 4.6 COT
21 6.6 COT 4.6 COT MER
22 6.6 MER 6.2 COT F1
23 - 6.3 COT
24 - 6.3 COT F1
25 - 6.4 MER

COT = Cotileddn, MER = Meristemo, HIP = Hipocotilo.
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3.2 Extraccion de DNA

La extraccion de DNA de las diferentes muestras se realizd con el método
Dellaporta {Dellaporta et al., 1983) con algunas modificaciones para
estandarizar la calidad del DNA. Primero se lavaron y desinfestaron las partes
vegetativas con Dextran®, se congelaron 2 gr de tejido (hoja j6venes o brotes
con sintomas iniciales de virosis, en el caso de las plantas utilizadas como
controles positivos; para el caso de las pldntulas provenientes de cultivo de
tejidos, se utiliz toda la estructura) en Nitrégeno liquido (No) y se molieron en
un mortero (pre enfriado con Ny liquido) hasta convertirlo en polvo (sin permitir
que se descongelara); después, el polvo se trasfirié a un tubo estéril de 35 mL, -
se afadieron 15 mL de buffer de extraccion, mezclandolo muy bien por
inversion durante unos segundos, y se incub6 a 65 °C en bafio de agua por 10
min con inversion ocasional del tubo; una vez que el tubo se retird y se enfrié se
le ahadieron 4 mL de acetato de potasioc 5 M mezcldndolo nuevamente por
inversion y se incubd en hielo por 30 min. Posteriormente los tubos de las
muestras se centrifugaron a 15000 gravedades por 20 min y se filtrd el
sobrenadante con una tela de gasa o Magitel® estéril a un tubo que contenia
10 mL de isopropanol frio, se mezcld por inversién y se incubé durante 30 min a
— 20 °C, después de ese tiempo el DNA aparecié como una nube blanquecina,
la cual se transfirié con una asa de vidrio (puede usarse una pipeta Pasteur) a |
otro tubo de micro centrifuga con 500 il de buffer de dilucion, se le afadieron 2

ML de RNAasa y se incubd a 37 °C durante una hora, una vez trascurrido el
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tiempo se le agregaron 50 pL de acetato de sodio 3 M (pH 5.2) y 500 pl. de
isopropanol frié, se mezcld y se incubd a - 20 °C por 2 h, se colectd el DNA con
el asa de vidrio y se lavo en etanol al 70 %, la pastilla se resuspendié finalmente

en 200 uL de buffer TE y se almacend a 4 °C.

Para esta extraccion se utilizaron los siguientes reactivos:
" A) Buffer de exiraccion (Tris-HCL pH de 8.0, 100 mM, EDTA pH 8.0, 50 mM,
NaCl,, 500 mM SDS 1.3% y B-mercaptoetanol 10 mM).
B) Acetato de potasio 5 M pH 8.0 (ajustado con acido acético glacial).
C) Buffer de dilucién (Tris-HCL pH 8.0, 50 mM; EDTA pH 8.0, 10 mM).
D) Acetato de sodio 3 M pH 5.2 (ajustado con acido acético glacial).
E) RNAasa 10 mg/mL en Tris-HCL 10 mM,

F) TE (Tris-HCL pH 8.0 10 mM; EDTA pH 8.0, 1 mM).

3.3 Extraccion de RNA

La extraccion de RNA tanto de las plantas con sintomas (testigos positivos) |
como de las plantulas de cultivo de tejidos, se llevo acabo utilizando el método
de extraccion de RNA de Trizol® Reagent, Invitrogen/Life technologies. Se pesd
30 — 100 mg de tejido y se homogenizé en un mortero previamente estéril con
Nitrogeno liquido hasta pulverizarlo completamente, el homogenizado se
transfirio a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL que contenia 1mL de la

solucién Trizol® Reagent, se mezclé vigorosamente por inversién durante 20

25



seg y se incub6é a temperatura ambiente durante 5 min. Para permitir la
completa disociacion del complejo de nucleoproteinas, se centrifugd a 12 000
gravedades por 10 min, se tomo todo el sobrenadante y se pasé a otro tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL, se agrego 0.2 mL de cloroformo (SIGMA) por 1 mL
Trizol® Reagent, se mezclo vigorosamente por 15 seg y se incubd a
temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente la muestra se centrifugé a 12
000 gravedades durante 15 min y el sobrenadante se transfirié a un tubo limpio
y esteril. EI RNA se precipité de la fase acuosa mezclandolo por inversién con
0.25 ml de isopropanol (SIGMA) y 0.25 mL de solucién de precipitacion con
alto contenido de sales (0.8 M de Citrato de Sodio y 1.2 M de NaCl) por cada 1
mL de Trizol® Reagent usado. La muestra se incubo por 10 min a temperatura
ambiente y se centrifugd a 12 000 gravedades por minuto, se retiro el
sz)brenadante y se lavo con 1 mL de etanol por cada 1 mL de Trizol® Reagent, |
se agitd con vortex, se centrifugé a 7 500 gravedades por 5 min mas, se retiré
nuevamente el sobrenadante y se dej6é secar la pastilla durante 5 a 10 min.

Finalmente el RNA se disolvid en agua libre de RNAasa (GIBCO BRL) y se

almacend a -20 °C.

Las soluciones utilizadas durante la extraccion de RNA total se prepararon de la
siguiente manera: La solucién de Trizol® Reagent se adquirié en la casa
comercial Invitrogen/Life Technologies. Se utilizé el cloroformo de la casa

comercial GIBCO BRL®, y el isopropanol de la casa comercial SIGMA, la
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solucién de precipitado se hizo colocando citrato de sodio al 0.8 M agregéandole

cloruro de sodio al 1.2 M.

3.4 Calidad de DNA y RNA

La calidad y cantidad de DNA y RNA se midieron determinando la
concentracion de cada uno, asi como la integridad de los mismos, los
procedimientos se describen a continuacion.

2

3.4.1 Cuantificacion de DNA y RNA

La cantidad de DNA y RNA se determiné por medio de un espectrofotémetro
marca PERKIN-ELMER LAMBDA BIO 2.1. Se utilizd una dilucién de 1:20 tanto
del DNA como del RNA. Ambas moléculas se leyeron a 260 nm. Para

determinar la concentracién final de DNA, se utilizé la férmula:

DO 260 x Factor de dilucion x 50
Concentracion de DNA pgrpL™ = —meeeee e

en donde el Factor de dilucion fue 20 (para este caso) y 50 que es un valor

constante.

Para determinar la concentracién de RNA la lectura de absorbancia obtenida a

260 nm fue multiplicada por 20 (factor de dilucién) y por 40 que es un valor
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constante.

Para ambas moléculas se realizaron diluciones de 20 ng/uL que fueron las

concentraciones utilizadas para las reacciones de PCR.
3.4.2 Calidad de DNA y RNA

La integridad del DNA y RNA se determind en geles de agarosa (Invitrogen Life
Technologies) al 1.0 % con buffer de corrida TBE 1X (Tris-HCI 45 mM, acido
bdrico 45 mM y EDTA 1 mM) (Sambrook et al., 1989). Se cargaron en los geles
100 ng de RNA o 500 ng de DNA mezclados con 1/3 de volumen de buffer de
carga 10X (0.1% de azul de bromofenol (p/v); 0.1% de xileno cianol (p/v); 40%
de glicerol y 60 mM de EDTA pH 8.0). Se utilizaron camaras de electroforesis
horizontales y distintas para cada caso, ya que el RNA es muy susceptible de
d:egradacién por contaminacion de DNAsas. Los geles se corrieron a 90 voltios
(V} durante 45 min y después de la corrida se tifieron con bromuro de etidio (0.4
a 1.0 ug-mL™"). Posteriormente se visualizaron en un transiluminador de luz UV

de la marca Dual-Intensity y se documentaron con un analizador de imagenes

Kodak Digital Science.
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3.5 Trascripcion inversa y reaccion en cadena de la Polimerasa acoplado

(RT-PCR) para los virus de RNA

Para esta reaccion se llevd a cabo la formacién del DNA complementario
(cDNA) a partir del RNA mediante el uso de unha enzima DNA polimerasa
dependiente de RNA (reverso transcriptasa). Existen varias enzimas de este
tipo en el mercado siendo las mas conocidas la AMV obtenida del Virus de
Mieloblastosis Aviar, la M-MLV purificada del Virus de la leucemia Murina de
Maloney, [a Ruth procedente de Thermus termophyiius y la SuperSeript II. Para
la sintesis del ;DNA de los diferentes virus de interés, se utilizaron tubos de
PCR de 200 uL, prepararon mezclas (25 ul) que contenian 8.5 ML de agua libre
de nucleasas, 5 L del buffer de reaccion AMV/TH (5X), 0.5 uL de la mezcla de
dNTPs (10 mM de cada dNTP), 2 pL del iniciador “Downstream” (100 pmol), 2
HL del iniciador “Upstream” (100 pmol) y 1 yL de MgSO, (25 mM). Estos
reactivos se mezclaron con la micropipeta y se le afadieron los siguientes
componentes: 0.5 uL AMV reversa transcriptasa (5 u/ul) y 0.5 pL T DNA
polimerasa (5 u/uL); el tubo de microcentrifuga se agité con vortex durante 10
seg, se le adicionaron 5 pL de RNA blanco, para cada uno de los aislamientos y
al final se le afiadieron 25 pL de aceite mineral libre de nucleasas y estéril para
evitar la evaporacion y condensacion. Los tubos con las mezclas de reaccion se _
colocaron en un termociclador (9700 de Applied Biosystems) con los siguientes
tiempos y temperaturas, para la sintesis de la primer cadena de cDNA, 1 ciclo

de 45 °C durante 45 min {trascripcidn reversa), y 1 ciclo de 94 °C por 2 min
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(inactivacién de la AMV RT y primer desnaturalizacion de RNA/cDNA). Para la
sintesis de la segunda cadena cDNA y amplificacion por PCR, 40 ciclos de 94
°C por 30 seg (desnaturalizacion), 60 °C por 1 min (alineamiento) y 68 °C por 2
min {extension), 1 ciclo de 68 °C por 7 min {extensidn final), 1 ciclo de 4 °C por
tiempo indefinido. Todos los reactivos utilizados para estas reacciones de RT-

PCR fueron de la marca Promega.

3.6 Iniciadores (oligonuciéotidos) utilizados en este trabajo

Para este trabajo se utilizaron dos tipos de iniciadores, los especificos y los
degenerados. Para los virus de DNA se emplearon iniciadores previamente
utilizados por otros autores; para los virus de RNA, se disefiaron y sintetizaron
iniciadores especificos para cada uno de los diferentes virus que se

consideraron en este trabajo.

3,6.1 Deteccion de virus de DNA (Geminivirus) asociados a Physalis .

ixocarpa Brot.

En el Cuadro 3 se indican las secuencias correspondientes a los pares de

iniciadores utilizados en el presente trabajo.

Para la deteccion de posibles Geminivirus en las plantulas de P. ixocarpa

obtenidas in vitro, se utifizaron dos pares de iniciadores; el par PAL1v1978-
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PAR1c496 que detecta un fragmento de 1100 pb del componente A vy, que
aQaroa desde parte del gen AC4 que codifica para la proteina de los sintomas '
de expresion, hasta parte del gen AV1 que codifica para la proteina de la
capside (Rojas et al., 1993). El segundo también dirigido al componente A,
AV494-AC1048, detecta un fragmento de 550 pb ubicado enire el gen de la
proteina de la capside (AV1) y el gen AC2 que codifica para la proteina de
activacion de la transcripcion (Wyatt y Brown, 1996). Para la deteccion
especifica del Virus Huasteco del Chile (PHV) y del Virus Texano del Chile
(TPV) se utilizaron los iniciadores especificos 240-241 y 425-426 reportados por
(Torres-Pacheco et al.,, 1996). El primer par de secuencias amplifican una regién
de 350 pb correspondiente a la regién “comin” del componente A del PHYV,
mientras que el segundo reconoce también la regidn comun y amplifican .

practicamente todo el componente A del TPV.
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Cuadro 3. Secuencias de los iniciadores disefiados para la deteccion de virus
de DNA asociados a Physalis ixocarpa Brot,

Producto  Virus
a

Iniciadores Secuencia de los nucledtidos

esperado

PAL1v1978  5-gCATCT9CAggCCCACATYgTCTTYCCNgT- 3
1100 pb  Geminivirus
PAR1c496 5-AATACTgCAgggCTTYCTRTACATRgg-3'

AV494 5'-gCCCATgTATAgAAAQCCAAg -8
550 pb Geminivirus
AC1048 5'- ggATTAgAggCATYTgTACATg -3

240 5-ggCTTATTTgTAATAAgAgAgQTQT -8’
350 pb PHV
241 5-gAATTAAAgOTACATQgACCACTT -3’
425 5'- ggAgTCCCCAAQAYCTTTA -3
2600 TPV
426 5'- ACAATAgAgggCTgAgATTA -3’

*Las nomenclaturas corresponden a lo siguiente: P = Primer o tniciador, AL1 y AR1 = marco de
lectura abierta para el componente A del Geminivirus, y la direccidén en que se alinea con
respecto a la regidn comdn (Left) izquierda, (Right) derecha, v = sentido de la iniciador viral,
numero = posicién dentro del componente A del Geminivirus, AV = secuencia viral del
componente A del Geminivirus, AC = secuencia complementaria del componente A del
Geminivirus, PHV y TPV= nombre abreviado de los geminivirus; los nucledtidos son
representados por letras simples, a = adenina, t = timina, ¢ = citosina, g = guanina, y = c.t; n =
a,c,g,l.

3,6.2 Disefio de iniciadores para los virus de RNA asociados a Physalis .

ixocarpa Brot.

Debido a que la gran parte de los genomas de los virus fitopatégenos es
conocido, el disefo de los iniciadores de virus de RNA asociados al cultivo del

tomate, se bas6é en las secuencias reportadas en el banco de genes

32



('GENBANK versién 105.0+) del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica
de la Biblioteca de Medicina, dependiente del Instituto Nacional de Salud de los
Estados Unidos de Norteamérica. Se hizo un consenso de las secuencias
correspondientes al gen de la proteina de la capside para los virus de interés en
este estudio, incluyendo las variantes de los virus reportadas. A partir de las
zonas consenso de este gen, se disefiaron los pares de iniciadores especificos
utilizando los programas PRIMER 3 y FASTPCR (Cuadro 4). Todos los

iniciadores disefiados fueron sintetizados por SIGMA-GENOSYS.

Los iniciadores (AMVF-AMVR) para el Virus Mosaico de la Alfalfa (AMV),
detectan un fragmento de 554 pb. El par CMVF-CMVR detecta un fragmento de
407 pb en el Virus Mosaico del Pepino (CMV); los iniciadores disefiados para la
deteccion del Virus Mosaico del Tabaco (TMV) fueron el par TMVF-TMVR que
detectan un fragmento de 436 pb; y finalmente los pares TEVF-TEVR y TSWVF- -
TSWVR que detectan a los Virus Jaspeado del Tabaco (TEV) y al Virus de la
Marchitez Manchada del Tomate (TSWV), amplifican un fragmento de 540 pb y

uno de 660 pb respectivamente.

"http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Cuadro 4. Secuencias de los iniciadores disefiados en el presente trabajo para
la deteccion de virus de RNA asociados a Physalis ixocarpa Brot.

Producto
Iniciadores °  Secuencia de los nucleétidos Virus
esperado
AMVF 5'-TggTgagAAAGCTggTAAAC -3
554 pb AMV
AMVR 5-CgACCCAAACTTCgTTgAAT -3’
CMVF 5'-ggATgCgCgCTgATAATCT -3
407 pb CMV
CMVR 5-gCCAATTACTACACACYCTA -3’
TMVF 5-TTAgCCggTTTggTCgTCACg -3'
436 pb TMV
- TMVR 5-TCgAgATCgAAACTTTgCAAQC -3
TEVF 5'-ACTgCggCATCggTTgCCAgGC -3'
540 pb TEV

TEVR 5-ACATCggCgTTggCACCTGTC

TSWVF 5-TTAgCCggTTTggTCgTCACg 3’

860 pb  TSWV
TSWR  5-TCgAgATCgAAACTTTGCAAGC 3’

* El codigo es el siguiente: AMV, CMV, TMV, TEV, TSWV = nombre abreviado del virus, F y R=
la direccién del iniciador, (Forward = adelante, sentido viral del iniciador y Reverse = reverso o
iniciador complementario), los nucledtidos son representados por letras simples, a = adenina, t =
timina, ¢ = citosina, g = guanina,

3.7 Evaluacidn de los iniciadores disefados para detectar virus de RNA

asociados a plantas de Physalis ixocarpa Brot., con sintomas de virosis.

Cada par de los iniciadores indicados en el Cuadro 4, se evaluaron con plantas

de diferentes especies, entre ellas, de tomate de céscara, que presentaron
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sintomas de virosis. En las plantas que fue posible detectar el fragmento
buscado, se considerdé como un control positivo para ese virus en particular. En
los cuadros 5, 6 y 7 se indican las plantas con sintomas utilizadas, la

nomenclatura utilizada en el presente estudio y su procedencia.

Cuadro 5. Material vegetativo de Physalis ixocarpa Brot., con sintomas de virosis -
del Campo Experimental “Zacatepec”.

Plantas de campo Ramas de invernadero Plantas de campo

2-C P. ixocarpa Brot. 2-l  P. ixocarpa Brot. 1E  P. ixocarpa Brot.

4-C P. ixocatpa Brot. 4-1 P, ixocarpa Brot. 2E P. ixocarpa Brot.
7-C P. ixocarpa Brot. 7-1  P.ixocarpa Brot. @ 3E P. ixocarpa Brot.

8-C P. ixocarpa Brot. 8-1  F.ixocarpa Brot. 4E P, ixocarpa Brot.

5B P. ixocarpa Brot.

Cuadro 6. Material vegetativo de Okra con sintomas de virosis colectado en el
estado de Guerrero, Morelos y México.

Muestra Planta Procedencia
PE Okra (Abelmoschus esculentus L.) Okra enferma. Mor.
2A Okra (Abelmoschus esculentus |..) Tetecalitla, Mor.
2Co Okra (Abelmoschus esculentus L.) Tetecalitla, Mor.

3 Okra (Abelmoschus esculentus L.) Tetecalitla, Mor.
5B Okra (Abelmoschus esculentus L.) Tetecalitla, Mor.

8 Okra (Abelmoschus esculentus L.) Santa Teresa, Gro.
OA Okra (Abelmoschus esculentus 1..) Santa Teresa, Gro.
9B Okra (Abelmoschus esculentus L.) Santa Teresa, Gro.
12A Okra (Abelmoschus esculentus L.) Santa Teresa, Gro.
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Cuadro 7. Material vegetativo de diferentes especies inoculados com distintos
tipos de virus e identificados con ELISA,

-

Muestra  Planta Procedencia
A Toloache (Datura stramonium) Invernadero UACh.
B Jitomate (Lycopersicum sculentum L.) Invernadero UACHh.
C Calabaza (Cucurbita pepo L.) Invernadero UACh.
D Tabaco (Nicotiana tabacum ) Invernadero UACh.
E Tabaco (Nicotiana tabacum ) Invernadero UACh.
F Tabaco (Nicotiana tabacum ) Invernadero UACh.
G Frijol (Phaseolus vulgaris L.) Invernadero UACh.
H Cebada (Hordeum vuigare) Invernadero UACh.
| Cebada (Hordeum vulgare) Invernadero UACh.

3.8 PCR para la deteccién de virus de DNA y de RNA asociados a Physalis

ixocarpa Brot., en los controles positivos.

Todas las reacciones de PCR realizadas en el presente trabajo se realizaron con
los mismos volimenes y concentraciones de los reactivos respectivos. Para la
deteccion de geminivirus se prepard una mezcla de reaccién con 100 ng del
DNA proveniente del control positivo seleccionado, 1.5 U de DNA polimerasa
Tag (Fermentas), 200 uM de cada dNTPs, 2 mM MgCl,, 50 pM del iniciador de
cada par (PAL1v1978-PAR1c496; AC1048-AV494) (Cuadro 4), 1X buffer de
reaccion, agua libre de nucleasas (a un volumen final de 25 yL); al final se
colocaron de 1 a 2 gotas de aceite mineral estéril para evitar la evaporacion y

condensacién. La PCR se realizd en un termociclador (Gene Amp® PCR

System 9700) con las siguientes condiciones de ciclaje: 1 ciclo de pre-
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desnaturalizacidn a 94 °C por 5 min; 35 ciclos [24 °C, 1 min; 50 °C, 1 min; 72 °C,
3 min], 1 ciclo de extensién final a 72 °C por 5 min y 4 °C por tiempo indefinido
para mantener la reaccion. Las muestras de los controles positivos fueron las
siguientes: PE, PS, 2A, 2Co, 3, 5B, 8, 9A, 9B, 12A, 1E, 2E, 3E, 4E, 5E, 2Ct, 2|,
4C, 41, 7G, 71, 8C, 8, A, B, C, D, F, G y H. Los productos de PCR se separaron
en un gel de agarosa 1.2 %, se tifieron con Bromuro de Etidio y se
fotodocumentaron para su anélisis con un equipo Kodak Digital Science 1D®
V.2.0.3. Se incluyé un testigo (PE) previamente identificado de una planta de |
okra (Abelmuschus esculentus L.) afectada por un Geminivirus recientemente

reportado (Diaz-Rivera et al., 2006) y un testigo de planta sana (PS).

La deteccion especifica de los Virus Huasteco del Chile (PHV) y Virus Texano
del Chile (TPV), se realiz6é solo con las muestras que resultaron positivas para
geminivirus, que fueron: PHV (control positivo) ,5B, 2Ct, 4C, 41, 2, 8|, F, H, PE.
l.as mezclas de reaccion fueron las ya indicadas anteriormente y las condiciones
de ciclaje utilizadas para la deteccién del PHV fueron: 1 ciclo de pre-
desnaturalizacion a 94 °C por 5 min; 35 ciclos [94 °C, 1 min; 45 °C, 2 min; 72 °C,
3 ;nin], 1 ciclo de extension final a 72 °C por 7 min y 4 °C por tiempo indefinido |
para mantener la reaccion; mientras que para la deteccidén del TPV fueron: 1
ciclo de pre-desnaturalizacion a 94 °C por 5 min; 35 ciclos [94 °C, 1 min; 55 °C, 2
min; 72 °C, 3 min], 1 ciclo de extension final a 72 °C por 7 min y 4 °C por tiempo
indefinido para mantener la reaccion. El control positivo consistié de DNA

proveniente de planta de chile afectada por PHV, proporcionado por el Centro
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Nacional de Referencia Fitosanitaria, DGSV). Los productos amplificados se

separaron, se tineron y se documentaron de la misma manera ya indicada.

Las reacciones de PCR para los virus AMV, CMV, TSWV, TEV y TMV se |
realizaron una vez obtenido el ¢cDNA mediante la RT-PCR. Las mezclas de
reaccion para PCR se prepararon de la misma manera indicada previamente;
pero las condiciones de termociclaje variaron dependiendo del par de
iniciadores. Para los iniciadores (AMVF-AMVR), (CMVF-CMVR) y (TSWVF-
TSWVR) se utilizo el programa: 1 ciclo de pre-desnaturalizacion a 94 °C por 5
min; 45 ciclos [94 °C, 1 min; 63.7 °C, 1 min; 72 °C, 3 min], 1 ciclo de extensién
final a 72 °C por 7 min y 4 °C por tiempo indefinido. Para los pares de iniciadores
(TEVF-TEVR) y (TMVF-TMVR) las condiciones de termociclaje fueron: 1 ciclo de
pre-desnaturalizacion a 94 °C por 2 min; 45 ciclos [94 °C, 1 min; 70 °C, 1 min; 72
°C 3 min], 1 ciclo de extensién final a 72 °C por 7 min y 4 °C por tiempo
indefinido para mantener la reaccidn. Las muestras de los controles positivos
fueron las siguientes: A, B, C, D, E, F, G, H, |, MT1, MT2, MR1, MR2, MF1, MF2.
Para estos casos los productos de PCR se separaron en geles de poliacrilamida
191 en amortiguador TBE 1X y se tifieron con AgNOs 0.2% de acuerdo al
protocolo convencional (Valadez y Kahi, 2005). Para la documentacion se utilizd

el mismo sistema Kodak Digital Science 1D® v.2.0.3
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

- 4.1 Deteccion de geminivirus en plantas de diferentes especies con

sintomas de virosis utilizando los iniciadores degenerados AC1048-AV494.

Es dificil presuponer que un determinado virus fitopatdgeno estd asociado a un
sintoma particular. Esto se debe a que un solo virus puede ocasionar distintos
sintomas; o bien, varios virus colaborar en la manifestacion de un sintoma tipico
dei virosis (Lorente, 1998). Por esta razén, para lograr el objetivo el presente
estudio referente a la aplicacion de técnicas moleculares para detectar virus
especificos en plantas de tomate de céscara, sobre todo calificadas como “libres
de virus” fue necesario disefar herramientas moleculares para lograr lo
propuesto. Una vez disefiadas estas herramientas, fue necesario colectar
plantas reservorias y afectadas de virus fitopatégenos (referidas en los Cuadros
9, 6y 7), para identificar aquellos reportados en la literatura para el cultivo del

tomate (De la Torre-Almaraz et al., 2003) y utilizar esas plantas como controles

positivos.

Para la blsqueda de las plantas positivas para geminivirus en general, se .
utilizaron los iniciadores AC1048-AV494 dirigidos al componente A, que
flanquean parte del gen de la proteina de la capside y parte del gen AC4 que
codifica la proteina de expresién de sintomas. En la Figura 1, se muestra el

fragmento esperado de 550 pb pero solamente en los carriles 2 (testigo positivo)
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y 7 (5B); ambas plantas corresponden a okra y provienen de la region de
Tetecalitla, Gro., en donde recientemente se identificéd (Diaz-Rivera et al., 2006)
el geminivirus “Okra yeliow mottle Iguala Virus” en este cultivo (NCBI Accesién
numero AY751753. Diciembre de 2005), por lo que se consideraron positivas
para geminivirus. El resto de las plantas evaluadas en este experimento (okray
tomate de cascara con sintomas de virosis) se consideraron negativas por
carecer de este marcador. Sin embargo, en la misma Figura, también se
observan dos fragmentos mas, uno de alrededor de 350 pb presente en la
mayoria de los carriles, a excepcion del 4, 5, 12, 13, 15 y 16. Este fragmento
tambien esta presente en los carriles 2 y 7, por lo que pudiera estar asociado a
la presencia de geminivirus. El segundo fragmento de alrededor de 300 pb
correspondiente a la dimerizacién de los iniciadores. Este par de iniciadores se
han caracterizado porque han sido capaces de detectar geminivirus presentes
en diferentes cultivos con marcadores del mismo peso molecular, pero en
algunos casos se presentan variantes (Rojas et af, 1993), lo que concuerda .

totalmente con los resultados obtenidos.



PRIMER AC1048-AV494
T

1500 pb
1000 pb

750 pb
500 pb

Figura 1. Deteccion de geminivirus en plantas hospederas de diferentes espacies con los
iniciadores AC1048--AV494,

1y 22 = marcador de peso molecular de 1 Kb {Fermentas), 2 = control positivo (PE), okra
enferma con geminivirus, 3= control negativo (PS), planta sana; carriles 4, 5, 6 y 7= muestras de
plantas de okra (2A, 2Co, 3, 5B) provenientes de Tetecalitia, Mor.; carriles 8,9 10y 11=
muestras de plantas de okra (8, 9A, 9B, 12A) provenientes de Santa Teresa, Gro.; carriles 12,
13, 14, 15 y 16= muestras de plantas de P. ixocarpa (1E, 2E, 3E, 4E y 5E) provenientes de
campo en Zacatepec; carriles 17, 19 y 21= muestras de plantas de P. ixocarpa (2C, 4C y 7C)
provenientes del campo experimental “Zacatepec”; 18 y 20= muestras de ramas de 2. ixocarpa
(21'y 4i) provenientes del invernadero del campo experimental “Zacatepec”,

Los circulos sefialan los fragmentos de DNA esperados y las flechas sin circulo sefalan algunos
fragmentos de distinto peso molecular detectados, pero casi impercaptibles.
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En la primera mitad de la Figura 2, se muestran los resultados de las plantas
restantes analizadas con los iniciadores AC1048-AV494. Solamente en el carrif 4
de esta Figura, se puede observar el mismo fragmento de 350 pb {muestra 8l:
de rama de tomate de céscara); mientras que los carriles 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10 y 11
resultaron negativos, a excepcién de un barrido en los carriles 2 y 11. La
segunda parte del gel, en los carriles 13 a 23, contiene los andlisis moleculares
con el par de iniciadores PAL1v1978-PAR1¢496 reportados por Rojas et al.,
(1993), que detectan un fragmento de alrededor de 1100 pb en el componente A
de cualquier geminivirus (los iniciadores flanquean parte del gel AC1 para la
proteina asociada a la replicacién hasta parte del gen AV1 que codifica para la
proteina de la capside). Este fragmento se detectd solamente en los carriles 13 y
19 que corresponden a las mismas muestras PE y 5B, que resultaron positivas
con los iniciadores AC1048-AV494. E| resto de las muestras (14, 15, 16, 18, 20,
21, 22 y 23) analizadas con estos mismos iniciadores fueron negativas. Con
estos resultados se confirma la presencia de geminivirus en las muestras

sehaladas y de acuerdo a lo antes mencionado por los autores.

P
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PRIMER AC1048-AV484 PRIMER PALc1978-PAR1c496

e N

2122 23 24

1500 ph
1008 pb

500 pb

250 ph

Figura 2. Deteccion de geminivirus en plantas hospederas de diferentes especias con los
iniciadores AC1048-AV494 y PAL1v1978-PAR1c496.

Carriles 1, 12 y 24= marcador de psso molecular de 1 Kb (Fermentas); carriles 2 al 11=
productos de PCR amplificados con los inlciadores AC1048-AV494; carriles 13 al 23=
productos de PCR amplificados con los iniciadores PAL1v1978-PAR1c496. Las muestras fueron
cargadas de la siguiente manera: carriles 2 y 4= muestras de ramas de P. ixocarpa Brot. (71 y
8l) provenientes del invernadero del campo experimental “Zacatepec”; carril 3= muestra de F.
ixocarpa Brot. (81) proveniente del campo experimental “Zacatepec”; carriles 5, 6,7, 8, 9, 10 y
11= muestras de plantas dafiadas por virus de diferentes especies (A, B, C, D, F, G, Y H). Para
los productos de PCR con los iniciadores PAL1v1978-PAR1c496: carril 13= Control positivo
(PE), de planta de okra enferma con Geminivirus; 14= Control negativo {PS) planta sana;
carriles 15, 16, 17, 18 y 19= muestras de plantas de okra {2A, 2Co, H, 3, y 5B) provenientes de

Tetecalitla, Mor.; carriles 20, 21, 22 y 23 = Muestras de plantas de okra (8, 9A, 9B, 124A)
provenientes de Santa Teresa, Gro.

Los circulos sefalan los fragmentos de DNA esperados y las flechas sin circulo sefialan algunos
fragmentos de distinto peso molecular detectados.
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En la Figura 3 se complementa el andlisis realizado con los iniciadores
PALc1978-PAR1¢496. El carril 1 y 22 contienen el marcador de pesc molecular
de 1 Kb (Fermentas), en los carriles 2, 3, 4, 5, 6, 11, 12, 13, 15, 16, 17 y 18, no
se detecto ninguna amplificacion; pero en los carriles 7, 8, 8, 10 y 14 se observd
un fragmento de 1100 pb aproximadamente, similar al amplificado en el control
positivo. Si se reconsideran estas muestras que refieren a las plantas 2C, 21, 4C -
y 4l y que aparentemente fueron negativas para la primera deteccion con los
iniciadores AC1048-AV494 en la Figura 1, puesto que solo presentaron el
fragmento de 350 pb “asociado” con la presencia de geminivirus; en esta
segunda evaluacion, fue posible detectar el fragmento de 1100 pb indicativo de
la presencia de geminivirus. De la misma manera, las muestras de los carriles
19, 20 y 21, mostraron distintos fragmentos (plantas F, Nicotiana tabacum: 1000
pb) (G, Phaseolus vulgaris: 1100 pb y 600 pb) y (H Hordeum vulgare: 900pb y
500 pb). Estos Ultimos fragmentos adn cuando no indican la presencia de un
geminivirus del mismo tipo presente en las muestras PE y 5B, es posible que
contengan otro tipo de molécula viral reconocida por los mismos iniciadores, de

acuerdo a lo sefnalado por Rojas et al., (1993).
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PRIMER PAL1v1878-PAR1c496
A

1 23 45 6 7 8 910 1112 13 1 17 18 19 20 21 22

1500 pb ‘( ¥ ¥ ¥
1000 pb P . '
750 pb

500 pb

Figura 3. Deteccion de geminivirus en plantas hospederas de diferentes especies con los
iniciadores PAL1v1978-PAR1¢496.
Carriles 1 y 22= marcador de paso molecular 1 Kb (Fermentas); carriles 2, 3, 4, 5 y 6= muestras
de P. ixocarpa Brot. (1E, 2E, 3E, 4E Y 5E) provenientes de campo de Zacatepec; carriles 7, 9,
11y 13= muestras de P. ixocarpa Brot. (2C, 4C, 7C y 8C) del campo experimental de
Zacatepec; carriles 8, 10, 12 y 14= muestras de ramas de P. ixocarpa Brot. (21, 41, 71 y 81
pFovenientes del invernadero del campo experimental Zacatepec; carriles del 15 al 21= '

muestras de plantas dafiadas por virus de diferentes especies (A, B, C, D, F, G, H} provenientes
del Invernadero de Parasitologia de la UACh.

Las flechas sefalan los fragmentos esperados de 1100 pb; pero también sefialan otros
fragmentos de menor peso molecular.

Con la finalidad de detectar especificamente la presencia de los geminivirus
PHV y TPV en las plantas que resultaron positivas con los dos pares de
iniciadores degenerados; estas mismas muestras (PE, 5B, 2C, 21, 4C, 4, 8|, F ¥
H) se ampiificaron con los iniciadores 240-241 y 425-426 disefiados por Torres-
Pacheco et al, (1996). Los resultados se muestran en la Figura 4. Como se
otzserva, solo en los carriles 2 (control positivo) y 11 (PE) se detectd el ’
fragmento esperado de 350 pb propio del PHV (control positivo proporcionado

por el Centro de Referencia Fitosanitaria, DGSV). Las muestras 2C, 2, 4| y 8l
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fueron positivas para TPV porque se amplificd el fragmento de 2.6 kb reportado
“por Torres-Pacheco et al., (1996). Estos resultados demuestran la utilidad de la
deteccién molecular y confirman la presencia de geminivirus tipo PHV y TPV en

ios controles positivos.

240-241 PHV (350 Pb} 425426 TPV (2.8 Kb)
N, P

Vel ™ s N
MPPHY 5B 2C 21 4C 41 8 F H PE MPYPHV 58 2C 2| 4C 41 8 F H PE MP

Figura 4. Deteccion de los geminivirus PHY y TPV en plantas hospederas positivas para la
presencia de geminivirus.

Productos amplificados con los iniciadores especificos 240-241 y 425-426. Las muestras se
cargaron en el gel de la siguiente manera: del carril 2 al 11= PCR para el PHV, del carril 13 al
22= PCR para el TPV. En los carriles 1, 12 y 23= marcador de peso molecular de 1 Kb .
(Promega). Carril 2= control positivo (PHV) de Planta de Chile; carril 3= musestra 5B; carril 4= 2C:
carril 5= 2I; carril 6= 4C; carril 7= 4l; carril 8= 81; carril 9= F; carril 10= H; carril 11= PE. Para TPV:
carril 13= controf positivo (PHV) de Planta de Chile; carril 14= 5B; carril 15= 2C; carril 16= 2I;
carril 17= 4C; carril 18= 4l; carril 19= 8I; cartil 20= F; carril 21= H y carril 22= PE.

Las flechas sefialan los fragmentos esperados de 350 pb y 2.6 kb; pero también sefialan otros
fragmentos de menor peso molecular,

46



4.1.1 Deteccion de geminivirus en plantulas de tomate de céscara (P.

ixocarpa Brot.) obtenidas con cultivo in vitro.

Una vez irdentificados los controles positivos para los diferentes virus de DNA, se -
realizaron las reacciones de PCR correspondientes para detectar geminivirus en
general y particularmente los virus PHV y TPV en las plantulas de tomate
obtenidas por medio de cultivo in vitro (‘libres de virus”). Los resultados
obtenidos con los iniciadores AC1048-AV494 y PAL1v1978-PAR1c496 se
muestran en la parte superior e inferior de la Figura 5, respectivamente. Como
se observa en ambos casos, solamente se detectd la presencia de geminivirus
en los carriles 2, 25 y 35, que contenian DNA de la planta utilizada como control
positivo (5B); en donde se amplificaron los fragmentos de 550 pb (par AC1048-
AV494) y el de 1100 pb (par PAL1v1978-PAR1c496). El resto de los carriles
conteniendo las muestras de DNA de las plantulas obtenidas via cultivo in vitro,
mostraron resultados negativos. Con base en estos resultados negativos, se
puede demosirar ampliamente que las plantuias de tomate de cAscara obtenidas
in vitro, estuvieron “libres de geminivirus”. La aplicacién de esta herramienta
molecular basada en marcadores, como se ha demostrado, es extremadamente

sensible (de 100 a 1000 veces respecto a la deteccion con ELISA) tal como lo

menciona (Aguilar, 2004).
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15
00 pb

1000 phg—z -

Figura 5. Deteccion de geminivirus en plantas de P. ixocarpa Brot., obtenidas con cultivo de

tejidos.

Productos amplificados para deteccion de geminivirus con los iniciadores degenerados AC1048-
AV494 (parte superior del gel) y PAL1v1978-PAR1¢496 (parte inferior del gel). Carriles 1y 38=
marcador de peso molecular de 1Kb {Promega); carriles 2, 26 y 35 controles positives (5B);
carriles 3= 2.1 COT; 4= 210 COT; 5= 210 MER; 6= 2.2 COT; 7= 2.3 COT; 8= 2.5 COT; 9= 3.10
COT,; 10= 3.3 COTa; 11= 3.3 MER; 12= 3.5 HIP; 13= 3.6 COT; 14= 4.5 COT; 15= 4.6 HIP; 16=
4.6 COTa; 17= 4.9 COT; 18= 6.2 COT; 19= 6.3 COT; 20= 6.4 COT; 21= 6.5 COT; 22= 6.6 COT;
23= 6.6 MER; 24= 5.8 COT,; 25= 3.6 COT F2a; 27=3.3 COTh; 28= 3.3 COT Fia; 29= 3.8 COT
MERa; 30= 4.6 COTb; 31= 4.6 COT MERa; 32= 3.6 COT F2b; 33= 3.3 COTc; 34= 3.3 COT Fib;
36= 3.8 COT MERb; 37= 4.6 COTc.

Las flechas sefialan los fragmentos detectados.

-

4.2. Disefo de iniciadores especificos para la deteccion de virus de RNA

asociados al cultivo del tomate P. ixocarpa Brot.

Los resultados mas significativos que se obtuvieron de este trabajo fueron en
primer lugar, los iniciadores que se disefiaron y se utilizaron para la deteccion

especifica de los virus de RNA asociados al cultivo del tomate P. ixocarpa, a
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través de una region del gen de 1a proteina de la capside. Estas secuencias
fueron capaces de detectar 5 diferentes virus de RNA de cadena sencilla, en
funcién del peso molecular del fragmento esperado, Cuadro 8.

Cuadro 8. Iniciadores disefiados y utilizados para la deteccién especifica de
virus de RNAcs asociados al cultivo del tomate P. ixocarpa.

Iniciadores Producto Virus
Secuencia de nucledtidos
especificos esperado identificado*

TSWVF 5-TTAGCCGGTTTGGTCGTCACG 3'

660 pb
TSWVR 5-TCGAGATCGAAACTTTGCAAGC 3’ TSWV
AMVE B-TGGTGGGAAAGCTGGTAAAC &'
554 pb
AMVR 5-CGACCCAAACTTCGTTGAAT &' AMY
CMVF 5-GGATGCGCGCTGATAATGCT &'
407 pb
CMVR 5-GCCAATTACTACACACGCTA ¥ cMv
TEVF 5-ACTGCGGCATCGGTTGCCAGC 3
540 pb
TEVR 5-ACATCGGCGTTGGCACCTGTC 3' TEV
TMVF 5'-TTAGCCGGTTTGGTCGTCACG &
436 pb
TMVR 5-TCGAGATCGAAACTTTGCAAGC & TMV

"AMV = Alfalfa Mosaic Virus (Virus Mosaico del Alfalfa), CMV = Cucumber Mosaic Virus (Virus
Mosaico del Pepino), TMV = Tobacco Mosaic Virus (Virus Mosaico del Tabaco), TEV = Tobacco
Each Virus (Virus Jaspeado del Tabaco), TSWV = Tomaio Spotted Wilt Virus (Virus de la
Marchitez Manchada del Tomate).

4.2.1 Deteccion especifica de virus de RNAcs asociados al tomate de

cascara P. ixocarpa Brot,, en plantas hospederas de diferentes especies.

Al realizar la PCR en los controles positivos y en las plantulas de cultivo in vitro,

con los iniciadores disefiados para deteccion de los virus de RNA considerados, -
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los resultados obtenidos se aprecian en los diferentes fragmentos de la Figura 6.
En la Figura 6A se presentan las amplificaciones para el TSWV; donde se
obtuvo el fragmento esperado de 650 pb en los carriles 3, 4, 5, 6, 7 y 10 que
corresponden a las plantas de diferentes especies (Cuadro 7) utilizadas como
control positivo (A, B, C, D, E y H); y los carriles 12 al 17 que contienen muestras

de las plantulas de cultivo in vitro carentes de amplificacion.

1000 Kb =

Figura 6A. Productos de PCR para el TSWV

Carriles: 1, 2 y 18= marcador de peso molecular de 1 kb (FERMENTAS);

- carriles 3 al 11= controles positivos (3= A, 4=B,5=C,6=D,7=FE,8=F, .
9= G, 10=H, 11=1); carriles 12 al 17= muestras de plantas obtenidas por
cultivo in vitro (12 = 3.10 HIP F3; 13= 3.6 COT: 14 = 3.10 HIP: 15= 4.1 COT
F1,16 = 4.1 COT y 17 = 6.4 MER),

La Figura 6B contiene los resultados para el AMV, donde se observa el
fragmento amplificado de 550 pb en los carriles 19, 20, 22, 23, 26 y 27 que
corresponden a las plantas (A, B, D, E, H e 1) utilizadas como controf positivo

(Guadro 7). La muestra del carril 25 (controles positivos) que corresponde a P.
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vulgaris L., no muestra amplificacion; de igual manera que los carriles 28 al 33

que contienen muestras de las plantulas obtenidas por cultivo in vitro.

1000 Kh
750 Kb

500 Kb

250 Kb

Figura €B. Productos de FCR para ef AMV

Carriles 18 y 34 = marcador de peso molecular de 1 kb (FERMENTAS); carril es 19 al 27=
controles positivos (19 =A;20=8;,21=C;22=D;23=E;24=F. 25=G; 26 =Hy 27 =
I); carriles 28 al 33= muestras de plantas obtenidas por cultivo in vitro { 28 = 3.10 HIP F3;
29= 3.6 COT; 30 = 3.10 HIP; 31= 4.1 COT F1;32 = 4.1 COT vy 33 = 6.4 MER).

La Figura 6C contiene los resultados para el CMV. Los carriles 35 al 43
corresponden a los controles positivos (Cuadro 7); solamente en la muestra del
carril 35 que corresponde a la planta A (D. stramonium) presenta un fragmento
muy tenue de aproximadamente 400 pb que corresponde al peso molecular del
fragmento esperado (407 pb). Las plantulas de cultivo in vitro de los carriles 44
al 49 no mostraron esa amplificacion; sin embargo, en los carriles 35, 36, 38,
41, 42 y 43 se nota la presencia de otro fragmento de mayor peso molecular (=

600 pb) que se considerd como inespecifico; pero que también podria estar

representando una variante del virus CMV.
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Figura 6C. Productos de PCR para el CMV

Carriles 34 y 50 = marcador de peso molecular de 1 Kb (FERMENTASY);
carriles: 35 al 43= controles positivos (35 =A; 36 =B; 37 =C; 38 =D: 39 = E:
40=F; 41 = G; 42 =H y 43 = 1); carriles 44 al 49= muestras de plantas
- obtenidas por cultivo in vitro ( 44 = 3.10 HIP F3; 45 = 3.6 COT; 46 = 3.10 HIP; -
47=41COTF1,48 =41 COTy 49 = 6.4 MER).

La Figura 6D que muestra las amplificaciones para el TEV, se aprecia un
fragmento de 540 pb, que corresponde al peso molecular del fragmento
esperado. Este marcador solo se presentd en los carriles 52 y 53 que
corresponden a las plantas utilizadas como control positivo (B: L. scufentum L y
C: C. pepo L.); en las plantulas de cultivo in vitro de los carriles 60 al 65 no

mostraron amplificacién alguna.
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1500 pb
1000 pb

500 pb

Figura 6D. Productos de PCR para el TEV

Carriles 50 y 66 = marcador de peso molecular de 1 Kb (FERMENTAS);
carriles 51 al 66= controles positivos (51=A; 52 =B; 53 =C; 54 = D; 55 = E;
56= F; 7= G; 58 = H y 59 = I); carriles 60 al 65= muesiras de plantas
obtenidas por cultivo in vitro (60= 3.10 HIP F3; 61= 3.6 COT; 62 = 3.10 HIP;
63 =41 COT F1,64 =4.1 COT y 65 = 6.4 MER).

En la Figura 6E se presentan las amplificaciones detectadas para el TMV. En la
Figura se observa un fragmento muy tenue del tamafio esperado (436 pb)
solamente en el carril 67 que contiene la muestra A (D. straminium). Pero se
pueden apreciar dos fragmentos mas en los carriles 68 y 69, uno de 550 pb y
otro de 600 pb aproximadamente que presentaron las muestra de las plantas .
utilizadas como control positivo (B: L. scufentum L, y C: C. pepo L). Estos dos
fragmentos, se consideraron como amplificaciones inespecificas, aunque cabria
la posibilidad de que correspondan a nuevas formas virales del grupo TMV. Al
igual que los resultados anteriores en las plantulas de cultivo in vitro (carriles 76

al 81) la deteccidn con PCR fue negativa.
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Figura 6E. Productos de PCR para el TMV

Carriles 66 y 82 = marcador de peso molecular de 1 Kb (FERMENTAS);
carriles 67 al 75= controles positivos (67 = A; 68 =B;68=C;70=D; 71=E;
72= F; 73= G; 74 = H y 75= I); carriles 76 al 81= muestras de plantas
obtenidas por cultivo in vitro (76 = 3.10 HIP F3; 77= 3.6 COT; 78= 3.10 HIP;
79=41COTF1,80=4.1COTy 81 =64 MER).

De las plantas utilizadas como controles positivos se obtuvieron productos de
PCR, las cuales muestra el Cuadro 9, 1la muestra 5B de Abelmoschus
esculentus L. resulto positivo con los iniciadores degenerados y a su vez para el
iniﬂciador especifico del PHV; la muestra A de Datura stramonium resulto positiva '
para los virus de RNA TSWV, AMV, CMV y TMV; la muestra B de Lycopersicum
sculentum L., resulto positiva para todos los virus de RNA tratados en este
trabajo; la muestra C de Cucurbita pepo L., presentd amplificaciones para los
virus TSWV, TEV y TMV; la muestra D de Nicotiana tabacum mostrd
amplificaciones para los virus TSWV, AMV y CMV; la muestra F de Nicotiana
fabacum mostré amplificaciones con el par de iniciadores degenerados

PALv1978-PARc496 indicando la presencia de un geminivirus, ademas mostrd
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tener presencia de particulas virales de los virus TSWV, AMV y CMV; la muestra
G de Phaseolus vulgaris L., presentd amplificacion con el par de iniciadores
degenerados PALv1978-PARc496 indicando la presencia de un geminivirus,
ademas mostrd tener presencia de particulas virales del virus CMV; la muestra H
de Hordeum wvulgare presentd amplificacion con el par de iniciadores
degenerados PALv1978-PARc496 indicando la presencia de un geminivirus,
ademas mostrd tener presencia de particulas virales de los virus TSWV, AMV y
CMV; la muestra I de Hordeum vulgare presentd amplificacion para los virus
AMV y CMV, la muestra 2-C de P. ixocarpa Brot, mostré amplificaciones para
los dos pares de iniciadores degenerados indicando la presencia de un
geminivirus, amplificando también un fragmento para el par de iniciadores
especificos para el TPV, la muestra 4-C de P. ixocarpa Brot, mostrd
amplificacion para el par de iniciadores degenerados PALv1978-PARc496 -
indicando la presencia de un geminivirus; la muestra 2-1 de P. ixocarpa Brot,
mostré amplificacion para el par de iniciadores degenerados PALv{978-
PARc496 indicando la presencia de un geminivirus, al hacer la reaccidén con el
par de iniciadores especificos para el TPV mosir6 una amplificacién positiva
para este virus; la muestra 4-1 de P. ixocarpa Brot, mostré amplificaciones para
los dos pares de iniciadores degenerados indicando la presencia de un
geminivirus, amplificando también un fragmento para el par de iniciadores
especificos para el TPV; la muestra 8-1 de P. ixocarpa Brot, mostrd

amplificaciones para los dos pares de iniciadores degenerados indicando la

presencia de un geminivirus.
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Cuadro 9. Plantas de diferentes especies utilizadas como control positivo que

mostraron productos de PCR para los diferentes pares de iniciadores.

Muestra Planta Aois PR v | ey W amv | cuv | eV | VY
PAR1c496

5B A. escufentus L., X X X

A Datura stramonlum X X

B Lycopersioumn sculentum L. X X
c Gueurbita pepe L. X

D Nicotlana tabacum X X

F Nicotlana tabacum X

G Phaseolus vulgaris L,

“H Hordeum vulgare X X X

| Hordeum vuigare
2-C P. ixecarpa Brot, X X X
4-C P. ixocarpa Brot, X

24l P. Ixocarpa Brot. X

4-| P. ixcearpa Brot. X X

8-l P. Ixocarpa Brot. X X

X= Presencia fragmento positivo para cada uno de los diferentes virus.

56



V. CONCLUSIONES

El uso de la informacion genética reportada en el genBank como producto de las
investigaciones enfocadas a la identificacion de virus fitopatégenos, fue de gran
utilidad en el presente trabajo para el disefio de iniciadores especificos, que se
utilizaron para la deteccion de virus de RNA asociados al cultivo de tomate de

cascara (Physalis ixocarpa Brot.)

Los iniciadores disefados fueron totalmente funcionales en la deteccidn
molecular de los virus TSWV, AMV, CMV, TEV y TMV, en plantas de diferentes

especies con sintomas de virosis {controles positivos).

Las plantas utilizadas como controles positivos (con sintomas de virosis), se
seleccionaron con base a la presencia de mosaicos y moteados amarillos,

achaparramiento, intervenado clordtico y enacién principalmente.

En las muestras de plantas con sintomas de virosis (controles positivos) se
detectd la presencia de geminivirus con iniciadores degenerados para PCR

previamente reportados y utilizados por otros autores.

En las muestras de plantas con sintomas de virosis (controles positivos) se
detectaron los geminivirus PHV y el TPV, virus detectado en este trabajo en

plantas de tomate con sintomas de virosis de campo e invernadero.
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Las plantulas obtenidas por cultivo in vitro de Physalis ixocarpa Brot., y
analizadas para la deteccion de virus de DNA y RNA asociados al cultivo,
resultaron negativas para todos los casos; lo que indicd que dichas muestras

efectivamente estuvieron “libres de virus”.
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