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RESUMEN

La necrosis de los tubérculos de papa se asocia como parte del sindrome de punta morada (PMP). En el 2005, en Texas, EUA, a esta
sintomatologia se le denomind “zebra chip” o rayado de la papa y se le ha asociado con la presencia de Xylella fastidiosa. El objetivo
de esta investigacion fue detectar la presencia de esta bacteria en plantas de papa que presentaban punta morada. Durante el ciclo
primavera—verano 2006 se hizo un muestreo dirigido en Toluca, Atlacomulco y Valle de Bravo, Estado de México. La deteccion de
Xylella fastidiosa se realizé6 mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con los iniciadores especificos RST31/RST33,
resultando el 25 % de las plantas positivas para este patégeno. La comparacion de las secuencias de los fragmentos amplificadas
y las registradas en el GENBANK evidenciaron una homologia de 97 a 99 %. Estos resultados sugieren que la necrosis y la punta
morada encontrados en plantas de papa, en el Estado de México, estan asociados con Xylella fastidiosa.

PALABRAS CLAVES ADICIONALES: PCR, secuenciacion, necrosis.

MOLECULARASSOCIATION OF Xylella fastidiosa
IN POTATO PLANTS (Solanum tuberosum L.) WITH PURPLE TOP SYMPTOMS

ABSTRACT

Tuber necrosis is one of the symptoms associated with potato purple top (PT) disease. In 2005 in Texas, USA, this symptom was
named “zebra chip” or striped potato and was associated with the presence of Xyllela fastidiosa. The aim of this research was to
detect the bacterium in plants exhibiting symptoms of PT. The three major regions of potato production in the State of Mexico were
selected (Toluca, Atlacomulco and Valle de Bravo). Directed sampling was carried out in the spring-summer season of 2006.
Polymerase Chain Reaction (PCR) with the specific primers RST31/RST33 was used to detect Xyllela fastidiosa; 25 % of the plants
tested positive for the pathogen. Sequences of amplified fragments compared with sequences registered in the GENEBANK were 97
and 99 % homologous. The results suggest that necrosis and the symptoms of PT expressed in the potato plants in the State of Mexico
are associated with X. fastidiosa.

ADDITIONAL KEY WORDS: PCR, sequence, necrosis.
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INTRODUCCION

La papa es uno de los cultivos principales en México,
ocupo el quinto lugar por debajo del trigo, arroz, maiz y
cebada. Se calculd que existen 67,000 hectareas sembra-
das con este cultivo distribuidas en siete regiones que inclu-
yen 23 estados, con una produccién aproximada de 1 millén
350 mil toneladas, mismas que permiten satisfacer las de-
mandas del consumo interno. De esta superficie una primera
region esta formada por los valles que cuentan con riego o
poseen un temporal estable y donde se realiza una
agricultura altamente tecnificada, la cual abarca alrededor
de 17 mil hectareas del total sembrado con papa en el pais
(SIAP, 2005). A partir del afio 2003 este cultivo se a visto
afectado por la enfermedad conocida como Punta Morada
(PMP) y brote de hilo de la papa, ambas estan relacionadas
entre si pero asociadas a diferentes estados fenoldgicos
del cultivo. Los sintomas conocidos como PMP fueron
detectados en México desde 1948, pero estos fueron
reportados hasta 1996 por Cadena-Hinojosa., el problema
tuvo baja importancia en su inicio, sin embargo se a
incrementado especialmente en la zona central del pais,
en la actualidad se estima que afecta al 70 % de la superficie
sembrada y es uno de los problemas fitosanitarios
prioritarios a nivel nacional. Dependiendo del grado de
infeccion, los dafos varian desde un 20 a un 100 % en la
pérdida del rendimiento comercial de tubérculos (Cadena-
Hinojosa, 1996).

La PMP se asocia principalmente con sindromes en
el follaje y brotaciones débiles durante la germinacion del
tubérculo, los sintomas observados varian dependiendo de
ciertos factores como son variedad, érgano de la planta
afectada, origen y tiempo de inicio de la infeccién, estado
fenoldgico del cultivo, asi como las condiciones ambientales
que lo rodean (Martinez-Soriano et al., 1999).

Las plantas que provienen de tubérculos infectados,
pueden manifestar la enfermedad a partir de los 20 dias
después de que emergen, dependiendo de las condiciones
de nutricién y humedad. Entre los sintomas destacan la
marchitez prematura de la planta, necrosis vascular en los
tallos, entrenudos cortos, brotes axilares que a menudo
portan tubérculos aéreos, enrollamiento en las hojas recién
emergidas y con foliolos de color morado, lo cual da el nom-
bre a la enfermedad. Los tubérculos procedentes de plantas
afectadas son pequefios de baja categoria y pueden pre-
sentar diferentes grados de pardeamiento en la parte interna.

Hay una relacion de la punta morada de la papa con
la produccion de brote fino de los tubérculos (Nagaich y
Giri, 1973; Martinez-Soriano et. al., 1997). Sin embargo, al
tiempo de la cosecha, éstos no producen brote fino dando
una apariencia normal sélo pueden ser identificados por
sus brotes caracteristicos, elongados y débiles después
de la brotacion, lo cual ocurre semanas posteriores a la
cosecha. El sintoma de la enfermedad “bola de hilo”, puede
ser gradual y va desde la produccion de brotes débiles,
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hasta la falta total de brotacion en los tubérculos, deficientes
en clorofila, que dan la apariencia de hilos blancos tipicos
de la enfermedad, éstos se necrosan y la semilla muere,
en algunos casos aunque aparentan estar sanos permiten
el desarrollo de una planta que pudiera parecer sana; sin
embargo, continuara infectada y servira como inoculo
primario para la dispersién por insectos vectores. Estas
plantas aparentemente sanas redituaran tubérculos infecta-
dos otra vez, los cuales no brotaran, o lo haran de forma
deficiente si son usados como semilla (Martinez-Soriano
et al., 1999). Por otro lado, la necrosis de los tubérculos
que por muchos afios se asocié como parte de la
sintomatologia que induce la enfermedad PMP,
recientemente en Estados Unidos de Norteamérica se indico
que este desorden es parecido al que se ha dado a conocer
como “zebra chip” o rayado de la papa, el cual esta asociado
con la presencia del insecto Bactericera cockerelli
(Munyaneza et al., 2007). En dicho pais también se
mencioné que esta enfermedad puede estar relacionada
con la presencia de un patdgeno diferente a fitoplasmas,
asi mismo, que el rayado de la papa puede ser inducido
por fitoplasmas y por una bacteria del grupo de las
fastidiosas (Xyllela fastidiosa) con el propésito de detectar
aambos patdgenos en la sintomatologia antes mencionada,
en el afo 2006 se encontro la presencia de X. fastidiosa en
un 51.8 % y la deteccion de fitoplasmas en bajo porcentaje
(5.9 %). En ese mismo afio, en pruebas de campo el 50 %
de las muestras fueron positivas a X. fastidiosa y negativas
a fitoplasmas (Secor et al., 2006).

En México no se ha encontrado ningun reporte que
haga referencia a la presencia de X. fastidiosa como agente
asociado a la sintomatologia presente de la PMP.

Con base en lo anterior, el presente trabajo tuvo como
objetivo detectar la presencia de X. fastidiosa en plantas
de papa con sintomas de punta morada, mediante técnicas
moleculares.

MATERIALESY METODOS

Se colectaron 100 muestras de plantas de papa de la
variedad Alpha que presentaban sintomas de PMP en el ci-
clo primavera-verano 2006, la colecta fue efectuada con base
en muestreos previos por el Comité Estatal de Sanidad
Vegetal del Estado de México, 40 de estas muestras fueron
procedentes de la localidad de San Miguel Balderas (Tenan-
go del Valle), 40 de San Juan de las Huertas y San José
Contadero (Zinacantepec) y para los municipios de
Amanalco de Becerra y Donato Guerra 10 muestras en cada
uno. Se muestrearon foliolos que presentaban coloracién
purpura, tallos aplanados (fasciacion), tubérculos aéreos y
raiz, los cuales se procesaron en el Laboratorio de
Fitopatologia del Centro de Investigacion de Estudios
Avanzados en Fitome-joramiento (CIEAF) perteneciente a
la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad
Auténoma del Estado de México.



La obtencién de ADN de la planta se realiz con el kit
de extraccion comercial Plant DNAzol Reagent® (Invitrogene
™). Para observar la integridad del ADN extraido se prepar6
un gel de agarosa a una concentracion de 0.8 % tefido con
bromuro de etidio (0.1 pgm-litro-'). Mediante un
transluminador de luz UV GVM20 Syngene se visualizaron
las bandas de ADN; la calidad y la concentracién de ADN
se midi6 en un biofotometro de la marca Eppendorf. EIADN
obtenido se diluyé en agua destilada esterilizada para
obtener una concentracion final de 20 ngp-litro' y se guardo
a-20 °C para su uso posterior (Dellaporta et al., 1983).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se tomé el ADN de cada una de las muestras y se
sometid a la reaccion de PCR utilizando los iniciadores
RST 31/RST 33 especificos para X. fastidiosa, los cuales
amplifican 733 pb (Minsavage et al., 1994). Con el propdsito
de verificar que el material vegetal estuviese libre de
inhibidores, se realiz6 una reaccion de PCR con los
iniciadores 16s-1/16s-2 especificos para cloroplasto (gen
endogeno) los cuales amplifican una regién del gen
ribosomal 16S generando un producto de 330 pb (Trejo,
2002). Las concentraciones finales de las reacciones de
PCR para el gen enddgeno y la deteccion de X. fastidiosa
fueron: buffer de PCR 1X, MgCIl 2.5 mM, 2.5 mM de cada
dNTPs, 10 pmol de cada Iniciador, Tag DNA Polimerasa 1
unidad, cada mezcla de reaccién contenia 80 ng de ADN
total y se ajust6 a un volumen final de 25 pL. Las muestras
se amplificaron en un termociclador automatico PTC-100
MJ Research, con el siguiente programa: un ciclo con
temperatura de desnatu-ralizacién de 94 °C por 5 min, 30
ciclos con temperatura de desnaturalizacién de 95 °C por
40 seg, una temperatura de alineamiento de 52 °C por 40
seg, una temperatura de polime-rizacion de 72 °C por 1 min
y una extension final de 72 °C por 7 min. Los productos de
PCR se visualizaron y analizaron por electroforesis en geles
de agarosa al 1.5 %, se tifieron con bromuro de etidio (0.1
pgm-litro') se observaron mediante un transluminador de
luz UV GVM20 Syngene y se documen-taron en el software
Gene Tools 3.1. La longitud de los frag-mentos obtenidos
se compararon con el marcador de peso molecular Ladder
100pb (invitrogen®) (Valadez y Kahl, 2005).

Como testigo positivo se utilizd6 ADN de X. fastidiosa
proveniente de una cepa donada por el Dr. Estefano Hornedo,
(Universidad Auténoma de Baja California). En el caso del
testigo positivo para el gen enddgeno se utiliz6 ADN
proveniente de coco (Cocos nucifera L.) y para el testigo
negativo agua destilada esterilizada.

Secuenciacion

Los productos de PCR de X. fastidiosa y del positivo
se enviaron a secuenciar al Laboratorio de Bioquimica
Molecular, Unidad de Biologia y Prototipos, FES-Iztacala,
de la Universidad Nacional Auténoma de México, las
secuencias obtenidas se compararon con la base de
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nucledétidos depositadas en el GenBank. Para su alineacion
se utilizo el paquete BLAST (http://www.ncbi. nim.nih. gov/
blast) fecha de consulta 8 de julio 2008.

RESULTADOSY DISCUSION

Los valores obtenidos por el biofotometro para concen-
tracion y pureza, indicaron una buena calidad de ADN,
todas las muestras estuvieron dentro del rango de pureza
adecuado pararealizar la PCR (1.7-2.0) (Sambrook et al.,
1989).

La verificacion de ausencia de inhibidores de PCR
mediante la amplificacién del gen endégeno 16S (Figura 1)
comprobé la calidad del ADN extraido al amplificar el
fragmento esperado de 330 pb, tanto para el control positivo
como las muestras problema, lo cual indicé que las
muestras estaban libres de sustancias con potencial
inhibidor de PCR (etanol, fenoles, nucleasas u otros
compuestos degradadores, Ausubel et al., 1999), los
controles negativos (agua) no mostraron amplificacion.

Se detecto la presencia de X. fastidiosa en 25 plantas
que presentaban sintomatologia de punta morada mediante
PCR amplificandose un fragmento de 733 pb. Como se
ejemplifica en la Figura 2.

el < 330 pb

FIGURA 1. Productos de PCR del Gen ribosomal 16S de
cloroplasto. Carril A1 y B1 marcador de peso
molecular DNA Ladder 250 pb (invitrogen®), carril
A2 y B2 control positivo, carril A3 control negativo,
carriles A(4-8) y B(3-8) muestras de plantas de papa.
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % teiido
con bromuro de etidio (1 pg-uL") en buffer TAE 1X.
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733 pb

733 pb

FIGURA 2. Productos de PCR utilizando los iniciadores RST31/
RST33, especificos para Xillela fastidiosa Carril A1y
B1 marcador de peso molecular DNA Ladder 1 Kb
(invitrogen®), carril A2 y B2 control positivo Xylella
fastidiosa, carril A3 control negativo, carriles A(4-8)
y B(3-8) muestras de plantas de papa con sintomas
de coloracion purpura en los foliolos, tallos
aplanados y tubérculos aéreos. Electroforesis en
gel de agarosa al 1.5 % teflido con bromuro de etidio
(1ug-pL") en buffer TAE 1X.

Amanalco de Becerra y 8 % del municipio de Donato Guerra.
Se aprecio que el patdgeno se encontré en todas las areas
muestreadas en porcentajes diferentes.

La comparacion de la secuencia de nucledétidos
obtenida a partir del fragmento amplificado con los iniciadores
especificos para X. fastidiosa con las ya registradas en el
GENBANK indic6 una homologia del 96 % para el control
positivo (NUm. de Acc. EU334087) y para las muestras
problema una homologia de entre el 99 al 98 % (Num. de
acceso AE009442, EU334087). (Figura 3).

Consecuentemente es dificil definir si la sintomatologia
presentada por las plantas de papa con punta morada es
atribuible solamente a la presencia de fitoplasmas, o si es
el resultado de un efecto sinergista entre el fitoplasmay el
patdgeno detectado. Ya que la expresion de sintomas
depende de la concentracion del patégeno en la planta, de
la velocidad de reproduccion del mismo y las caracteristicas
inherentes al hospedante (Guthrie et al., 1998).

Aunque no es posible discernir la magnitud del
involucramiento de X. fastidiosa detectada en este estudio,
en la expresion de sintomas observados en plantas enfermas
de papa, estos resultados pueden contribuir al
establecimiento de una linea de investigacion que lleve aun
mejor diagnostico y manejo de la PMP.

La secuencia de nucledtidos de los productos

TCCTTGCTCCCATGTAAACCCATTTCACTACCAAAGATCAGCCCCCCTCTTTAAA
GGGGAATATTGCTAAAGATTGAAAAGCAACAAACAACGAACAAAGGCAATGCCG
CATCAACATCGCACCAGATCACATTTGCTTGCCCTACACGTGATTAAGCACGTAT
GGGAAAGATCCATGAGCGCTCTGATTCAGTCAATATCAAGGAATGAGCGCAGTT
GTTCAGAACGGCTTGGATGACGAAGTTTCCGTAATGCTTTGGCTTCAATCTGGC
GAATACGTTCACGAGTGACATCAAATTGTTTACCCACCTCCTCCAGAGTGTGGT
CTGTATTCATGTCAATACCGAAACGCATACGCAGAACCTTCGCCTCTCTTGGTG
TCAAACCAGCCAACACTTCACGCACTGTTTCCGACAAGTTGACATTGGTTGTGG
TATCCACAGGAGACTCAACATTAGGATCCTCAATGAAGTCACCCAGATGAGAAT
CTTCATCATCTCCGATCGGAGTCTCCATTGAGATTGGCTCTTTAGCAATCTTCAT
TACCTTACGGATCTTGTCCTCAGGCATGTCCATTTCCTTAGCCAATTCCTCTGGA
GTCGCCTCGCGACCAAACTGCTGCAACATTTGACGAGAGATACGGTTAAGTTTT
GTTGATCGTCTCAATCATATGCACCGGGAATACGAATGGGGAA

FIGURA 3. Secuencia de nucleétidos obtenida a partir del fragmento amplificado con los iniciadores RST 31/RST 33 especificos

para X. fastidiosa.

Se detecto a X. fastidiosa en un 72 % en foliolos, 52
% en tubérculos aéreos y 40 % en tallos aplanados; la bacte-
ria fue localizada indistintamente en los diferentes 6rganos
analizados excepto en la raiz, siendo los foliolos en donde
se detecto con frecuencia mayor. Considerando los diferen-
tes municipios muestreados se observo que el 32 % prove-
nian de Tenango del Valle, 40 % de Zinacantepec, 20 % de
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amplificados se encuentra en proceso de registro en la base
de datos del GENBANK (bankit 1112155).

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos del analisis
molecular se confirmé la presencia de Xylella fastidiosa en



plantas que presentaron sintomas de punta morada en papa
(foliolo purpura, tubérculos aéreos y fasciacion) hasta ahora
asociados solo con fitoplasmas en México.
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