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Resumen

La punta morada es una enfermedad que afecta la produccion de algunas especies de solanaceas como la papay
el tomate, causando enrollamiento en las puntas de las hojas con una marcada coloraciéon morada, decaimiento
temprano de la planta y en la papa se observa tuberizacion aérea. Como patdgenos asociados a la enfermedad se
consideran al fitoplasma BLTVA y la bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum. Dada la similitud en la sin-
tomatologia foliar que generan ambos patégenos, es dificil precisar cual de ellos esta implicado en la enfermedad.
En Guatemala, existen reportes de la sintomatologia tipica de punta morada en las principales zonas productoras de
papay tomate, desconociéndose el agente asociado. La investigacion determiné cual de los dos patégenos reportados
estd asociados a la enfermedad en 12 municipios productores de papa y/o tomate en el pais. Se realizaron ampli-
ficaciones de ADN con cebadores especificos para cada patdgeno asociado a la enfermedad. Por la alta incidencia
del fitoplasma BLTVA en las muestras de papa (73.9%), en comparacion a C. Liberibacter solanacearum (26%),
este es considerado como el patdgeno asociado mas importante en papa. En las muestras de tomate, la incidencia
del fitoplasma BLTVA (29.8%) y C. Liberibacter solanacearum del (27.6%) fue similar. Ademas, sobresale el
primer reporte de la deteccion del fitoplasma BLTVA afectando el cultivo de tomate en Guatemala. Se sugiere un
monitoreo constante, mediante métodos moleculares, para un diagnostico certero y establecer medidas de manejo
de la enfermedad para evitar su diseminacion hacia zonas atin no afectadas.

Palabras claves: Punta morada, papa rayada, fitoplasma BLTVA, Candidatus Liberibacter solanacearum

Abstract

he potato purple top is a disease that affects the production of some solanaceous species such as potatoes and

tomatoes, causing curl at the tips of the leaves with a marked purple coloration, early decay of the plant, and
aerial tuberization is observed in the potato. BLTVA phytoplasma and Candidatus Liberibacter solanacearum are
considered as pathogens associated with the disease. Given the similarity in foliar symptoms generated by both
pathogens, it is difficult to determine which one is involved in the disease. There are reports of the typical potato
purple top symptoms in the main potato and tomato producing areas in Guatemala, being unknown the associated
agent. The research determined which of the two reported pathogens is associated with the disease in 12 potatoes
and/or tomato producing areas in the country. We performed DNA amplification with specific primers for each
disease-associated pathogen. Due to the high incidence of BLTVA phytoplasma in potato samples (73.9%), com-
pared to C. liberibacter solanacearum (26%), this is considered the most important associated pathogen in potatoes.
In tomato samples, the incidence of BLT VA phytoplasma (29.8%) and C. liberibacter solanacearum (27.6%) was
similar. Besides, the first report of the detection of the BLTVA phytoplasma affecting tomato cultivation in Gua-
temala stands out. Using molecular methods, constant monitoring is suggested for an accurate diagnosis and to
establish management measures for the disease to prevent its spread to areas not yet affected.

Keywords: Potato purple top, zebra chip, BLTVA phytoplasm, Candidatus Liberibacter solanacearum
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Deteccion de los patdgenos asociados a punta morada en Guatemala

Introduccion

En Guatemala, la papa (Solanum tubersosum L.)
y el tomate (Solanum lycopersicum L.) son dos de los
cultivos de mayor importancia para el pais y ambos son
afectados por la enfermedad denominada como punta
morada (Munyaneza et al., 2007). Para la poblacion
agricola de la region occidental de Guatemala, la papa
forma parte imporante de su dieta basica y segun los
ultimos datos reportados (Ministerio de Agricultura Ga-
naderia y Alimentacion [Maga], 2016), se obtuvo una
cosecha de 1,187,260 Tm generando 12,793 empleos
permanentes. En cuanto al tomate, se considera como
uno de los cultivos horticolas de mayor importancia
econdmica para el pais, con una ultima cosecha repor-
tada de 318,181.8 Tm (Maga, 2016).

Estos dos cultivos se han visto afectados por la
enfermedad conocida como punta morada, la cual se
caracteriza por causar enrollamiento de las puntas y los
bordes de las hojas hacia el haz con una marcada colora-
cion morada, una moderada proliferacion de los brotes,
entrenudos cortos, hinchamiento de los nudos, tuberi-
zacion aérea en el caso de la papa y un decaimiento
temprano de la planta (Longoria-Espinoza et al., 2013;
Munyaneza et al., 2007; Santos-Cervantes et al., 2010).
Esta enfermedad ha sido asociada con la presencia de al
menos ocho diferentes cepas de fitoplasmas alrededor
del mundo, siendo los grupos de fitoplasmas comun-
mente mencionados, como causantes de la enfermedad,
el amarrillamiento del aster (16Srl-A'y 16Srl-B), la es-
coba de bruja del mani (16Srll), proliferacion del trébol
(16SrVI-A) y stolbur (16SrXll) (Santos-Cervantes et
al., 2010).

Los métodos desarrollados para la deteccion del
fitoplasma Beet leafhopper transmitted virescence agent
(BLTVA) , asociado a la enfermedad de la punta mo-
rada, estan basados en la técnica de PCR y han sido
desarrollados por varios autores (Crosslin et al., 2006;
El-banna et al., 2007; Munyaneza et al., 2007) con al-
gunas variantes entre ellos, como las concentraciones
de algunos reactivos y las condiciones del PCR. En un
primer ciclo de reacciones, se utilizan los cebadores uni-
versales P1/P7, los cuales generan un amplicon de 1.8
Kb correspondiente a un segmento del ribosoma 168,
la region espaciadora entre el ribosoma 16S y el 23Sy
una pequeiia parte del ribosoma 23S. Posteriormente,
mediante un segundo ciclo de reacciones (PCR anida-
da), se emplean los cebadores fUS/BLTVAint (Crosslin
etal., 2006) o los cebadores R16F2n/R16R2 (Lee et al.,
2004), los cuales son especificos para la deteccion de
fitoplasmas del grupo 16SrVI.
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La enfermedad de la punta morada ha sido repor-
tada en varios paises. Por ejemplo, durante la epidemia
de punta morada, ocurrida en 2002 en la region de Co-
lumbia Basin en Washington y Oregon, la enfermedad
fue asociada al fitoplasma denominado como BLTVA
(Lee et al., 2004). En el estado de México se determi-
no que dicha enfermedad era causada por “Candidatus
Phytoplasma asteris” (Gutiérrez-Ibafiez et al., 2012). La
misma enfermedad también fue reportada y asociada
a la presencia de fitoplasmas en el Valle de Toluca,
Meéxico (Gutiérrez-Ibafiez et al., 2013). En Ecuador
se reporto por primera vez la presencia de Candidatus
Phytoplasma aurantifolia (16Srll) asociado a la punta
morada (Caicedo et al., 2015). La presencia del fito-
plasma BLTVA, miembro del grupo 16SrVI, también
fue sefialada en el estudio de Crosslin y colaboradores
(2011).

En cuanto a los vectores de fitoplasmas asocia-
dos a la enfermedad de punta morada, se mencionan
varias especies de chicharritas (Homoptera: Cicaeli-
dae) como Macrosteles orientalis, M. fascifrons, M.
striiforns, Scleroracus avopictus, Orosius albicinctus,
Alebroides dravidamus (Maramorosch, 1998). También
se reportan a las especies Circulifer tenellus y Cerata-
gallia spp. (Munyaneza, 2005; Munyaneza et al., 20006,
2007) y los géneros Empoasca 'y Aceratagallia en Mé-
xico (Almeyda et al., 2004). En el estudio realizado
en México, Garzon y colaboradores (2004) reportan al
psilido Bactericera cockerelli como vector de fitoplas-
mas asociados a punta morada en papa. Por su parte, Al-
meyda y colaboradores (2002) indican que B. cockerelli
colectado en plantaciones de tomate con sintomatologia
tipica de punta morada, fue positivo para fitoplasma.
De esta forma se demuestra que esta especie de psilido
también es un potencial vector de fitoplasmas asociados
a la enfermedad de punta morada en tomate.

Otra enfermedad importante que ha sido docu-
mentada por ocurrir en plantaciones de produccion co-
mercial de papa en el suroeste de los Estados Unidos,
Meéxico y Guatemala, ha sido denominada como Zebra
Chip o papa rayada. Dicha enfermedad fue observada
por primera vez en México en 1994 y posteriormente
en los Estados Unidos en Texas (Secor & Rivera-Varas,
2004). El impacto negativo de la enfermedad se eviden-
ci6 durante los brotes ocurridos en México y los Esta-
dos Unidos del 2004 al 2006, en donde se generaron
pérdidas millonarias para cultivadores y procesadores
de la papa. Las pérdidas son debido a la coloracion café
que resulta luego del proceso de fritura del tubérculo,
haciendo el producto final, las papalinas o chips, comer-
cialmente inaceptables (Lin et al., 2009; Munyaneza, et
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al., 2007) llevando incluso al abandono de los campos
de cultivo (Goolsby et al., 2007). Los costos incurridos
para el manejo de la enfermedad y su vector alcanzan
cifras millonarias en compras de ingredientes activos y
aplicaciones (Greenway & Rondon, 2018).

La sintomatologia foliar en papa y tomate es simi-
liar a la que se presenta con la enfermedad de la punta
morada causada por fitoplasmas (Gutiérrez-Ibainez et
al., 2013). Los sintomas van desde una clorosis, tallos
torcidos con apariencia en zigzag y nodulos agranda-
dos, hasta tubérculos aéreos, descoloramiento vascular
y hojas calcinadas y marchitas que llegan prematura-
mente a la senescencia (Crosslin & Munyaneza, 2009;
Secor et al., 2009). Los tubérculos presentan una colo-
racion café en el aro vascular y rayos medulares que se
extienden de forma longitudinal sobre todo el tubérculo,
mostrando una pobre o nula germinacion de las lentice-
las (Lin et al., 2009). La enfermedad también induce la
necrosis del tubérculo (Secor et al., 2009).

En cuanto al agente causal de la enfermedad Ze-
bra Chip; Liefting y colaboradores (2008) lograron aso-
ciar la enfermedad con lo que para entonces constituia
una nueva bacteria, la cual se denomind inicialmente
como Candidatus Liberibacter psyllaurous (Hansen
et al., 2008) y posteriormente Candidatus Liberibac-
ter solanacearum. Esta misma bacteria fue reportada
por Abad y colaboradores (2009), quienes después de
una amplificacion especifica con los cebadores OA2/
OI2c (Liefting et al., 2008, 2009), a partir de plantas
con la sintomatologia tipica de la enfermedad, reali-
zaron la comparacion de las secuencias obtenidas con
las reportadas en Nueva Zelanda, constituyendo asi el
primer reporte de C. Liberibacter solanacearum aso-
ciada a papa, en los Estados Unidos. Posteriormente, a
través de las muestras obtenidas de campos de cultivo
de papa en los Estados Unidos, México y Guatemala,
Secor y colaboradores (2009) también reportaron que
dicha enfermedad se encontraba asociada a la presencia
de la bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum.
Ademas, los autores afiaden que las secuencias de la
region 16S de las tres regiones geograficas representa-
das, son casi idénticas a las secuencias de la region 16S
reportadas en Nueva Zelanda.

La transmision de esta bacteria puede ser por
medio de injerto, semilla no botanica en el caso de
papa (tubérculo), semilla botanica en el caso de za-
nahoria e insectos vectores como el psilido B. cocke-
relli en especies de la familia Solanaceae (Bertolini et
al., 2015; Delgado-Ortiz et al., 2019; Liefting et al.,
2009; Secor et al., 2009). La bacteria también ha sido
reportada como patdgeno en algunas especies de la fa-
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milia Apiaceae como la zanahoria (Daucus carota L.)
(Ben-Othmen et al., 2018) y apio (4pium graveolens L.)
(Teresani et al., 2014) siendo los vectores las especies
B. trigonica (Alfaro-Fernandez et al., 2012) y Trioza
apicalis (Munyaneza et al., 2010).

En Guatemala ha sido reportada la presencia de C.
Liberibacter solanacerum en papa (Palmieri et al., 2012;
Secor et al., 2009) y en tomate (Mejia et al., 2010). Sin
embargo, existen pocos registros sobre la deteccion del
fitoplasma BLTVA en el cultivo de papa, y mas escasos
aun, en el cultivo de tomate. Debido a la similitud en la
sintomatologia foliar de las enfermedades Zebra Chip
y punta morada, en los cultivos de papa y tomate, exis-
te una total incertidumbre sobre el patdogeno asociado
a la enfermedad denominada como punta morada por
los agricultores guatemaltecos. Se desconoce si dicha
enfermedad es causada en el pais, inicamente por la
bacteria ya reportada, o también se debe a la presencia
del fitoplasma. Por esta razon, se realizaron muestreos
de plantas de papa y tomate con los sintomas caracte-
risticos de la enfermedad, en las principales zonas de
produccidén de los cultivos de tomate y papa del pais,
con el objetivo de detectar, a través de técnicas mole-
culares, la presencia de uno o ambos patéogenos.

Materiales y métodos

Obtencion del material vegetal

Durante el periodo de abril a agosto del 2018,
se colectaron 47 muestras de tomate y 23 de papa en
algunas de las principales zonas productoras localizadas
en los municipios de Antigua Guatemala, Salama, San
Jeronimo, Purulha, San Juan Chamelco, Zunil, Ama-
titlan, Villa Nueva, Sanarate, Patzicia, Santa Cruz Ba-
lanya y Jalapa. Se escogieron plantas de tomate y papa
con los sintomas aéreos caracteristicos de infeccion por
punta morada, tomando cinco foliolos sintomaticos por
cada planta. Las muestras de material vegetal fueron
almacenadas en condiciones de frio y se trasladaron al
Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Agro-
nomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala
para realizar la extraccion del ADN.

Extraccion del ADN
Para la extraccion del ADN se emple¢ el kit co-
mercial Gentra® siguiendo la metodologia propuesta

por el fabricante con algunas modificaciones que se
describen a continuacidn. Se tomo una seccion de cada
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hoja de aproximadamente 4 x 4 mm dentro de un tubo
de 1.5 mL al cual se le agregaron 450 pL de Cell Lysis
Solution y se procedié a macerar. Seguido se agregaron
2.25 pL de proteinasa K (100 pg/mL) y se dejé incubar
por 3 h realizando mezclas por inversion cada 30 min.
Posterior se agregaron 2.5 pL de solucion RNasa A (4
mg/mL) y se mezcld por inversion 25 veces, dejando
incubar nuevamente por 45 min a 37 °C. Se dej6 enfriar
a temperatura ambiente y se agregaron 150 uL de Pro-
tein Precipitation Solution mezclandose por inversion
(aproximadamente 2 min) y se incub6 por 20 min a -20
°C, luego fue centrifugado a 14,000 rpm durante 4 min
y el sobrenadamente fue transferido a un nuevo tubo.

Se agregaron 600 pL de una solucion fenol-clo-
roformo-alcohol isoamilico en una relacion 25:24:1 y
se mezclo por inversion, se centrifugd nuevamente a
14,000 rpm por 10 min y el sobrenadante se transfiri6 a
un nuevo tubo. Se agregaron 600 pL de cloroformo-al-
cohol isoamilico en una relacion 24:1 y se mezclo por
inversion, se centrifugd por 10 min a 14,000 rpm y el
sobrenadante se transfirio a un nuevo tubo. Se agrega-
ron 600 uL de isopropanol, se mezclod por inversion y
después se centrifugd por 3 min a 14,000 rpm y des-
cartando la fase liquida. Luego se agregaron 500 uL
de etanol al 70% mezclando por inversion para lavar
la pastilla de ADN y se centrifugd por 3 min a 14,000
rpm invirtiendo el tubo para descartar el etanol. Los
tubos, con la pastilla de ADN, se dejaron secar por 10
a 15 min sobre papel absorbente. Para la hidratacion del
ADN se agregaron 50 pL. de DNA Hidratation Solution,
se incubd a 65 °C por 1 hora y finalmente se almaceno
a-20 °C.

Deteccion del fitoplasma BLTVA y la bacteria
C. Liberibacter solanacearum

Para la deteccion del fitoplasma BLTVA, se llevo
a cabo un primer PCR con los cebadores universales
P1/P7 y P1/Tint (Smart et al., 1996). La reaccion fue
preparada para un volumen total de 25 pL contenien-
do solucion de amortiguacion para PCR (1X), MgCl,
(2mM), dNTP’s (200 uM de cada uno), cebador (0.6
uM de cada uno,) TagDNA polimerasa (2 unidades)
y ADN (40 ng). Las condiciones para la PCR fueron
las siguientes: Un ciclo a 94 °C por 3 min, seguido de
35 ciclos a 94 °C por 30 s, 55 °C por 1 min, 72 °C por
2 min y una extension final de 72 °C por 10 min. Las
reacciones que generaron un fragmento de 1.8 kb con
el par de cebadores P1/P7 o un fragmento de 1.6 kb
con el par de cebadores P1/Tint, fueron clasificadas
como positivas.
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Posteriormente, se llevd a cabo una PCR anidada
con los cebadores especificos fU5/BLTVAint (Lorenz
et al., 1995; Smart et al., 1996) tomando como ADN
molde 1 pL del producto del primer PCR con los ce-
badores P1/P7. Las concentraciones de los reactivos y
las condiciones para la PCR anidada fueron las mismas
que se utilizaron en el primer ciclo de amplificaciones,
cambiando Unicamente el tiempo de extension de 2 a
1 min. Las reacciones que generaron un fragmento de
aproximadamente 1.2 kb fueron clasificadas como po-
sitivas.

Para la deteccion de C. Liberibacter solanacea-
rum se emplearon los cebadores especificos ClipoF/
Ol2c¢ (Secor et al., 2009). La reaccion fue preparada
para un volumen total de 25 pL utilizando los mismos
reactivos y concentraciones anteriormente descritas.
Las condiciones para la PCR fueron las mismas que
se utilizaron para la amplificacion de los fitoplasmas.
Las reacciones que generaron un fragmento de 1,070
pb fueron clasificadas como positivas.

Las muestras se amplificaron en un termociclador
Bio Rad PTC-200. Todos los productos de PCR gene-
rados fueron visualizados por electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio (0.1
pg/mL) en amortiguador TAE 1X, empleando un tran-
siluminador de luz UV. Para la comparacion del peso
molecular de los fragmentos obtenidos se utilizaron los
marcadores de peso molecular 3kb SibEnzyme Ltd.®
y 1 kb invitrogen®.

Resultados

De las 23 muestras de papa analizadas para fito-
plasmas con los cebadores universales, ocho resultaron
positivas, lo que representa un 34.7% de incidencia de
este patogeno. En tomate, de las 47 muestras analizadas
para fitoplasmas 12 resultaron positivas con los cebado-
res universales, representando un 25.5% de incidencia
de este patdgeno. Las muestras positivas generaron un
fragmento de 1.8 kb con el uso de los cebadores P1/P7 y
un fragmento de 1.6 kb con el uso de los cebadores P1/
Tint (Figuras 1 y 2). Los resultados obtenidos fueron los
mismos para ambos cebadores, ya que se amplificaron
el mismo niimero de muestras con cada par de ceba-
dores universales. Cuando se emplearon los cebadores
especificos fUS/BLTVA, diecisiete muestras de papa
amplificaron un fragmento de aproximadamente 1.2 kb
y se consideraron positivas para el fitoplasma BLTVA,
representando una incidencia del 73.9% de este patoge-
no en el total de muestras analizadas. En tomate, catorce
muestras resultaron positivas representando un 29.8%
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 CN MP

3000 pb
2000 pb

1000 pb

Figura 1. Productos amplificados por PCR con los cebadores P1/P7 a partir del ADN extraido de plantas de tomate y
papa con sintomas de punta morada. Carrilles 1 —4: Plantas de tomate colectadas en Antigua Guatemala (T9), Salama
(T21), San Jeronimo (T34) y Purulhd (T42). Carriles 5 — 10: Plantas de papa colectadas en Santa Cruz Balanya (P48),
Purulha (P52), Zunil (P57) y Jalapa (P64, P67 y P68). CN: Control negativo (agua estéril). MP: Marcador de peso
molecular DNA Ladder 3 Kb (SibEnzyme Ltd.®).
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1000 pb

Figura 2. Productos amplificados por PCR con los cebadores P1/Tint a partir del ADN extraido de plantas de tomate
y papa con sintomas de punta morada. Carrilles 1 — 4: Plantas de tomate colectadas en Antigua Guatemala (T9), Sa-
lama (T21), San Jeronimo (T34) y Purulha (T42). Carriles 5 — 10: Plantas de papa colectadas en Santa Cruz Balanya
(P48), Purulha (P52), Zunil (P57) y Jalapa (P64, P67 y P68). CN: Control negativo (agua estéril). MP: Marcador de
peso molecular DNA Ladder 3 Kb (SibEnzyme Ltd.®).
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de incidencia de este patdgeno en el total de muestras
analizadas (Figura 3).

En papa, algunas muestras fueron positivas para
fitoplasmas con los dos pares de cebadores universales
y con el par de cebadores especificos en los municipios
de Santa Cruz Balanya, Purulhd, y Jalapa. Las mues-
tras colectadas en los municipios de Zunil y San Juan
Chamelco fueron negativas para fitoplasmas con los
cebadores universales y con los especificos. En toma-
te, se identificaron muestras positivas para fitoplasmas
con los dos pares de cebadores universales y/o con los
especificos en los municipios de Antigua Guatemala,
Salamad, San Jerénimo, Purulha y Santa Cruz Balanya
(Tabla 1).

Con los cebadores especificos Cli.po.F/OI2c¢, seis
muestras de papa fueron positivas para C. Liberibacter
solanacerum, ya que amplificaron un fragmento espe-
rado de aproximadamente 1,070 pb (Figura 4), lo que
representa un 26 % de incidencia de este patdgeno en
las veintitrés muestras analizadas. En tomate, trece
muestras fueron positivas para C. Liberibacter sola-

nacerum, con los cebadores especificos (Figura 4), lo
que representa un 27.6% de incidencia de este patogeno
en las 47 muestras analizadas. La bacteria se detectd
en tomate en los municipios de Antigua Guatemala,
Villa Nueva, Amatitlan y San Jeronimo y Purulhd; en
papa solamente se detectd en el municipio de Purulha.
La presencia mezclada del fitoplasma BLTVA y de la
bacteria C. Liberibacter solanacearum, en una misma
planta, se detectd en seis muestras de papa, que repre-
sentan el 26% de las muestras totales, y en tres muestras
tomate, que representa el 6% de las muestras totales
(Tabla 1).

Discusion

En virtud de que algunas muestras resultaron ne-
gativas a fitoplasmas en las PCR s directas con los pares
de cebadores universales P1/P7 y P1/Tint, se decidid
realizar la PCR anidada con la totalidad de las muestras
colectadas. Los resultados positivos a fitoplasmas en

3000 pb
2000 pb

1000 pb

Figura 3. Productos amplificados por PCR con los cebadores fUS/BLTVAint a partir del ADN extraido de plantas
de tomate y papa con sintomas de punta morada. Carrilles 1 — 3: Plantas de tomate colectadas en Antigua Guatemala
(T9), Salama (T22) y San Jeronimo (T38). Carriles 4 — 7: Plantas de papa colectadas en Santa Cruz Balanya (P48),
Purulha (P52) y Jalapa (P64 y P67). CN: Control negativo (agua estéril). MP: Marcador de peso molecular DNA

Ladder 3 Kb SibEnzyme Ltd.®)
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Tabla 1.
Deteccion de fitoplasmas asociados a la enfermedad de la punta morada, fitoplama BLTVA (16SrVI) y Candidatus
Liberibacter solanaceraum en algunas de las principales zonas productoras de tomate y papa en Guatemala.

No. Cotew  pupr pumm PVTA Galsol Neo it I A Colso
T1 - - - - T36 + + - +
T2 - - - + T37  San + + - -
T3 - - - - T38 Jerbnimo - - + _
T4 Anti - - - + T39 - - + +
T G?laltitrlljala ) ) ) - T40 - - + -
T6 - - + - T41 n - n _
T7 ) ) N ) Tan Purulha i ) N i
T8 - - - + T43 - - +
T9 + + + - T44 - - +
T10 - - - + T45 - - + -
Tir - - - - T46 - ; + .
T12 Villa Nueva ) ) ) ] T4y Santa ) ] N )
T13 - - - - P48 Cruz . + + + -

Balanya
T14 - - - + P49 - - + -
T15 Amatitlan - - - + P50 - - + -
T16 - - - + P51 - - + +
T17 - - - - P52 + + + +
T18 - - - - P53 Purulha - - + +
T19 Sanarate ) ) ) ) - ) ) . N
T20 - - - - P55 - - + +
T21 + + - - P56 - - + +
T22 + + + - P57 Zunil - - - _
T23 + + - - P58 - - - _
T24 + + - - P59 - - - _
T25 + + - - P60 - - - -
T26 - - - - P61 Patzicia - - - -
T27  Salama - - - - P62 - - + R
T28 - - - - P63 - - + -
T29 + + - - P64 + + + -
T30 + + - - P65 + + + -
T31 + + - - P66 + + + -

Jalapa
T32 - - - - P67 + + + -
T33 - - - - P68 + + + -
T34 + + - + P69 + + + -

San

T35 Jerénimo - - - + P70 San Juan - - - -

Chamelco

Nota. Los nimeros acompafiados de la literal T representan muestras de tomate, los nimeros acompafiados de la lite-
ral P representan muestras de papa, FTPMs = Fitoplasmas asociados a la punta morada, BLTVA = Fitoplasma BLTVA
(16SrVI), CaLsol = Candidatus Liberibacter solanacearum, + = presencia, - = ausencia
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17 18 CN MP

1000 pb
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Figura 4. Productos amplificados por PCR con los cebadores Cli.po.F/OI2c a partir del ADN extraido de plantas de
tomate y papa con sintomas de punta morada. Carriles 1 — 15 : Plantas de tomate colectadas en Antigua Guatemala
(T2, T4 y T8), Villa Nueva (T10, T11, T12 y T13), Amatitlan (T15 y T16), San Jeronimo (T34, T36 y T39) y Purulha
(T41, T42 y T44). Carriles 16 — 18: Plantas de papa colectadas en Santa Cruz Balanya (P49 y P50) y Purulha (P56).
CN: Control negativo (agua estéril). MP: Marcador de peso molecular DNA Ladder 1 Kb (invtrogen ®).

papa se incrementaron en mas del 100% con esta me-
todologia. De esta manera, de ocho muestras positivas
obtenidas en las PCR directas, nueve muestras mas fue-
ron positivas con la PCR anidada, dando un total de 17
muestras positivas a fitoplasmas. Estos resultados po-
nen de manifiesto que la PCR anidada es mas sensible
que la PCR directa para la deteccion de fitoplasmas en
papa, sobre todo cuando la concentracion del patdgeno
es muy baja en el tejido utilizado para la extraccion
del ADN, resultados similares se han obtenido en otras
investigaciones (Bertaccini et al., 2014; Nejat & Vada-
malai, 2010). Nejat y Vadamalai (2013), mencionan
que existe una fluctuacion estacional del fitoplasma en
las plantas. En este trabajo, la colecta de tomate se hizo
principalmente en época seca y la de papa se realizd en
época lluviosa, lo cual, pudo afectar la concentracion
del fitoplasma en las muestras colectadas y por ende
la diferencia registrada en el porcentaje de muestras
que resultaron positivas en los dos cultivos. En cuanto
a la distribucion y concentracion de los fitoplasmas,
dentro de las plantas infectadas, se ha reportado que
estos factores fluctian entre las zonas foliares y radi-
culares debido al grado de infeccion de la enfermedad
(Hogenhout et al., 2008; Christensen et al., 2004) lo
que podria ser otro factor a considerar, ya que para esta
evaluacion se colectaron unicamente muestras foliares.
Asimismo, ya que los fitoplasmas han sido descritos
como habitantes del floema (Namba, 2019; Contaldo
etal., 2016), es probable que la concentracion de estos
sea mayor en los tubérculos por ser depdsitos de car-
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bohidratos provenientes del floema (Zufiiga-Sanchez et
al., 2017), sin embargo, estos no fueron considerados
en esta evaluacion.

El incremento en el nimero de muestras positivas
a fitoplasmas tras un segundo ciclo de amplificaciones
mediante la PCR anidada, responde a que esta técnica
tiene la ventaja de incrementar la concentracion del am-
plicon de interés (Hong et al., 2019), siendo reportada
en otros estudios para resolver la problematica de una
baja concentracion del fitoplasma en el tejido infectado
(Bertaccini et al., 2014; Demeuse et al., 2016). Se ha
demostrado que la PCR anidada es capaz de detectar
concentraciones tan bajas de hasta cuatro células de
fitoplasma, cuando estan contenidas en la mezcla para
la reaccion de amplificacion (Berges et al., 2000). Por
tal razon, se detectdé un incremento de resultados po-
sitivos después de registrarse resultados negativos en
algunas muestras en las PCR s directas con los cebado-
res universales. Los resultados obtenidos en este estudio
concuerdan con el primer reporte del fitoplasma BLVTA
para Guatemala realizado por Munyaneza (2010), don-
de se asocia a la enfermedad de la punta morada con el
cultivo de papa. Sin embargo, es de resaltar los resulta-
dos obtenidos en el presente estudio, ya que representan
el primer reporte de la deteccion del fitoplasma BLTVA
(16SrVI) en el cultivo de tomate para Guatemala.

La deteccion de muestras positivas para fitoplas-
mas con los cebadores universales, pero que resultaron
negativas con los cebadores especificos fUS/BLTVAint,
puede indicar la presencia de uno o varios fitoplasmas
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que pertenecen a otros grupos ya reportados y que es-
tan asociados a la misma enfermedad (Kumari et al.,
2019; Santos-Cervantes et al., 2010), o al grupo recién
descubierto (16SrlI-X), el cual, también esta asociado a
la enfermedad de la punta morada (Omar et al., 2018).
Para lograr la determinacion correcta de las muestras
que resultaron positivas para la presencia de fitoplas-
mas asociados a la enfermedad en este estudio, se re-
comienda realizar la secuenciacion de los amplicones
de las PCRs directas con los cebadores universales en
trabajos futuros, como lo realizado por Caicedo y cola-
boradores (2015). De esta forma, podrian darse nuevos
y certeros informes de otros fitoplasmas atin no repor-
tados para Guatemala, los cuales estarian asociados a
la enfermedad de la punta morada.

Los resultados negativos en las muestras sinto-
maticas pueden asociarse, en primer lugar, a una baja
concentracion de fitoplasmas, por lo que atn, la detec-
cion por PCR anidado con los cebadores especificos,
no es suficientemente sensible, recomendandose el uso
de PCR en tiempo real por su mayor sensibilidad de de-
teccion (Aliaga et al., 2018; Linck et al., 2017; Ustun et
al., 2017). En segundo lugar, asumiendo que la primera
ronda de amplificaciones por PCR con los cebadores
universales fuera positiva, aunque no visualizable por
la poca cantidad de amplicones generados; podria tra-
tarse de otras especies de fitoplasmas asociados a la
punta morada, por lo tanto, los cebadores especificos
no generaron ningun amplicon a pesar de su mayor
sensibilidad de deteccion.

Es importante mencionar que la alta incidencia
(100%) del fitoplasma BLTVA (Tabla 1), en los muni-
cipios de Jalapa y Santa Cruz Balany4, concuerda con
las observaciones de campo y las experiencias por parte
de los agricultores locales. En ambos municipios, la alta
incidencia y severidad de la enfermedad han obligado a
un numero significativo de agricultores, al abandono de
la produccion de papa, representando un serio problema
econdmico y social para el area.

La deteccion de C. Liberibacter solanacearum, en
muestras de papa, confirma la presencia de la bacteria
en este cultivo en Guatemala (Palmieri et al., 2012;
Secor et al., 2009), y su deteccion en muestras de to-
mate, determina la preferencia de especies de la familia
Solanaceae como huéspedes de esta bacteria (Liefting
et al., 2009; Melgoza-Villagomez et al., 2018). Al ob-
tener resultados positivos Unicamente para la bacteria
en algunas muestras de papa y tomate, se confirma que,
a nivel foliar, la presencia de C. Liberibacter solana-
cearum causa una sintomatologia similar al fitoplasma
BLTVA. Sin embargo, es importante resaltar que de
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acuerdo a Lin y colaboradores (2009), para el caso de
papa, inicamente la bacteria esta asociada a la enferme-
dad Zebra Chip, la cual, genera los sintomas tipicos ya
descritos en el tubérculo. Por otra parte, la alta inciden-
cia de esta bacteria, en los campos de cultivo de papa
en el municipio de Purulh4, ha generado graves pérdi-
das para los agricultores guatemaltecos del area. Esta
situacion también puede estar asociada a la presencia
del fitoplasma BLTVA y C. Liberibacter solanacearum
en una misma planta, ya que en dicho municipio se
encontraron plantas de papa y tomate infectadas por
ambos patdgenos, lo cual incrementa la severidad de
la enfermedad (Swisher et al., 2018; Gutiérrez-Ibanez
etal., 2013).

Debido a la similitud de sintomas foliares que
generan los dos patogenos asociados a esta enfermedad,
se hace indispensable el uso de técnicas moleculares
para una deteccion efectiva y, a partir de esta, poder
plantear las estrategias adecuadas para su manejo y
control. Los resultados obtenidos en este estudio su-
gieren la presencia de otros fitoplasmas asociados a la
enfermedad de la punta morada, diferentes al BLTVA.
Ante esto, se sugiere realizar nuevos monitoreos, en
campos de cultivo tanto de papa como de tomate, e
incluir la secuenciacion de los fragmentos amplificados
en las PCR’s directas para tener certeza, de que, efecti-
vamente se detectan fitoplasmas y cuéles son los grupos
de fitoplasmas presentes en el pais. Ademas, debido al
riesgo de transmision a través tubérculos provenientes
de plantas infectadas por fitoplasmas (Crosslin et al.,
2011) y/o por C. Liberibacter solanacearum (Pitman et
al., 2011), es necesario mantener un monitoreo cons-
tante en las zonas productoras de semilla de papa para
confirmar que estan libres de estos patogenos, asi como
evitar la diseminacion de la enfermedad hacia areas atin
no afectadas.

Finalmente, queda confirmada la presencia del
fitoplasma BLTVAy C. Liberibacter solanacearum, aso-
ciados a la enfermedad de la punta morada, en campos
de cultivo de papa y tomate en Guatemala. Asimismo,
la alta incidencia del fitoplasma BLTVA (73.9%) en
las muestras de papa, hacen que éste sea considerado
como el agente asociado mas importante en dicho cul-
tivo, en comparacion con la incidencia de la bacteria
C. Liberibacter solanacearum (27.6%). Por otra parte,
en las muestras de tomate la incidencia del fitoplas-
ma BLTVA (29.8%) y C. Liberibacter solanacearum
del (27.6%) fue similar. No obstante, estos resultados
destacan ampliamente ya que representan el primer re-
porte de la deteccion del fitoplasma BLTVA afectando
el cultivo de tomate en Guatemala. Como una accion
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de control rapida, se recomienda no comprar semilla
de papa sin brotes, ya que la sintomatologia de punta
morada puede observarse en los brotes, logrando asi un
reconocimiento temprano para evitar la diseminacion
de la enfermedad.
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