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ABSTRACT

The Mexican pine (Jatropha curcas L.) is the most promising non-edible plant for the biofuel industry in the world. The
state of Chiapas, south of Mexico, inhibits high diversity of genotypes, with differences in agronomic traits such as greater
number of floral events, high production and oil quality of its seeds. Despite such agronomic traits, it is susceptible
to Jatropha mosaic disease (JMD), caused by begomovirus (Geminiviridae). In this study, we reported the presence of
begomovirus related to Jatropha mosaic disease by visual detection in five populations of Tapachula, Chiapas, Mexico.
The observed symptoms were mosaics, curls and leaf malformations. The presence of begomoviruses associated with
JMD was confirmed by PCR obtaining 88% of positive samples to the infection and only 12% were healthy plants. In
addition, the molecular detection allowed to observe that 16 asymptomatic samples were positive to the infection. The
dependence between the symptoms of JIMD and the presence of begomovirus was significant. This work represents the

first report of begomovirus infecting Jatropha curcas L. plants in southern Mexico.
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RESUMEN

El pifion mexicano (Jatropha curcas L) es la planta no comestible mas prometedora para la industria de biocombustibles
en el mundo. El estado de Chiapas, al sur de México, presenta alta diversidad de genotipos, con diferencias en rasgos
agrondmicos como mayor numero de eventos florales, alta produccion y calidad del aceite de sus semillas. A pesar de
dichos rasgos agronomicos, es susceptible a la enfermedad del mosaico de Jatropha (EMJ), causada por begomovirus
(Geminiviridae). Mediante deteccion visual, en este estudio se caracterizo la sintomatologia reportada para la enfermedad
del mosaico de Jatropha en cinco poblaciones de Tapachula, Chiapas, México; los sintomas observados fueron mosaicos,
enrollamientos y malformaciones foliares. Se confirmo la presencia de begomovirus asociados a la EMJ, mediante PCR
obteniendo 88% de muestras positivas a la infeccion y solo el 12% fueron plantas sanas. En adicion, la deteccion molecular
permitio observar que 16 muestras asintomaticas fueron positivas a la infeccion. La dependencia entre

los sintomas de la EMJ y la presencia de begomovirus fue significativa. Este trabajo representa el

primer reporte de begomovirus infectando plantas de Jatropha curcas L. en el sur de México.
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INTRODUCCION
0s begomovirus son fito-
patdogenos que poseen un
genoma circular de ADN de

Cuadro 1. Poblaciones de Jatropha curcas L. colectadas en el municipio de Tapachula, Chia-

pas, México.

cadena simple (ssDNA) cons- : : : , : ”
o ) Felipe Carrillo Puerto FCP 15° 0" 40.58 92°11' 20.51 4500
tituido por una (monopartito) o dos

) ) , Veinte de Noviembre VNV 14° 58 36.10" 92° 15 39.82" 4000-4500
(bipartito) particulas, DNA-Ay DNA- M de cl MCL 14°57'21.01"  92°16' 21.34" 3000-4000
B, de 2.6 a 2.8 kb, protegidos por “anga de cavo : : -
. . Alvaro Obregon ALO 14° 56" 42.26" 92° 23 24.35" 2000-2500

la capsula en particulas gemelas, , : . : .
cuasi-icosahédricas (Stanley et al., Raymundo Enriquez REQ 14° 52" 45,58 92°21'59.73 1500-2000
2005; Fauquet et al., 2008). Este
género es trasmitido, principal- (EMJ) (Narayana et al,, 2007) que se MATERIALES Y METODOS

mente, por la mosca blanca (Bemi-
sia tabaci Gennadius) (Faria y Nava,
2009), es un grupo causante de
enfermedades y de alta incidencia,
en diversas plantas dicotiledoneas
en todo el mundo (Stanley et al,,
2005; Melgarejo et al.,, 2013; Navas-
Castillo et al., 2011). Los sintomas
mas frecuentes asociados a estos
patdgenos son mosaicos, defor-
maciones y enanismo (Faria y Nava,
2009; Navas-Castillo et al,, 2011).
El uso de técnicas moleculares ha
permitido la deteccion confiable y
precisa de begomovirus en tomate
(Faria y Nava, 2009; Garrido-Rami-
rez y Gilbertson, 1998), yuca (Hong
et al, 1993; Zhuo et al,, 1997), pa-
paya (Chang et al.,, 2003; Wang et
al., 2004) y Jatropha spp. (Ramkat
et al., 2011; Narayana et al., 2006,
2007; Raj et al., 2008).

El piidn mexicano (Jatropha curcas
L), es un arbusto lefioso de la familia
Fuphorbiaceae, cuyo centro de ori-
gen vy diversificacion posiblemente
es la region mesoamericana (Heller,
1996; Carels, 2009). Practicamente
todas las partes de esta planta son
utilizadas con fines medicinales e
industriales (Dahake et al, 2013),
destacando como cultivo bioener-
gético (Heller, 1996). Sin embargo,
es susceptible a infecciones bego-
movirales (JMV), incluyendo la En-
fermedad del Mosaico de Jatropha
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caracteriza por presentar sintomas
tales como: aborto de frutos (Nara-
yana et al,, 2006; Gao et al,, 2010),
enanismo (Narayana et al., 2007; Raj
et al, 2008; Gao et al,, 2010), mo-
saico amarillo-verde, enrollamiento,
malformacion y la reduccion de ta-
mafio foliar (Narayana et al., 2006,
2007; Raj et al,, 2008) y por lo tanto,
disminuyen la produccion de frutos
al afectar la eficiencia fotosintética
de la planta (Narayana et al., 2007;
Gao et al., 2010).

Actualmente, se sabe que la EMJ es
causada por la infeccion de diferen-
tes cepas de begomovirus en diver-
sas partes del mundo; en India se
han reportado dos cepas del JMV
(Narayana et al., 2007), una cepa
del virus del mosaico de Jatropha
de India (JMIV) (Snehi et al., 2012),
una cepa del virus del enrollamien-
to foliar de Jatropha de India (JL-
CrlV) (Srivastava et al,, 2014) y una
cepa del virus del mosaico amarillo
foliar de Jatropha de Katerniaghat
(JLYMKV) (Srivastava et al., 2015).
Sin embargo, en México no se han
reportado sintomas asociados a
EMJ y tampoco la presencia de be-
gomovirus causando infecciones
en pifidn. Por lo que el objetivo de
este estudio fue detectar la presen-
cia de begomovirus en plantas de
Jatropha curcas L. en Tapachula,
Chiapas.

Muestreo y deteccidn visual de la
enfermedad del mosaico de
Jatropha (EMJ)

50 accesiones totales de cinco po-
blaciones de Jatropha curcas en
Tapachula, Chiapas, México fueron
colectadas (Cuadro 1). Por cada
zona se contabilizé el numero de
plantas con sintomas caracteristicos
de la EMJ.

Extraccion de ADN y deteccion
molecular de begomovirus

Las hojas fueron maceradas con
nitrogeno liquido vy la extraccion
de ADN se realizd con la técnica
de Doyle y Doyle (1990), con las
siguientes modificaciones: 200 mg
del macerado fueron colocados en
tubos de 2 mL. Se agregaron 60 mg
de polivinilpirolidona y 900 ul de
buffer de extraccion CTAB 2X (bro-
muro de hexadeciltrimetilamonio,
2 % plv, EDTA, 5 mM:; NaCl, 5M;
Trizma Base, 50 mM, pH ajustado
a 8.0 con HCl y 2-mercaptoetanal,
1 % v/v). Posteriormente, se aplico
una extraccion organica con fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico (25:
24: 1) y el ADN se precipitd con
isopropanol 70 % frio. La pastilla de
ADN fue re-suspendida en 60 ul de
Buffer Low TE 1X.

Para la deteccion de virus se utilizd
un par de oligonucledtidos univer-
sales especificos para begomovirus:



PA vy PB: PA, TAATATTACCKGWKGVCCSC; PB, TGGA-
CYTTRCAWGGBCCTTCACA (Deng et al., 1994), que am-
plifican un fragmento de la region central del gen CP de
dicho género de ~550 pb (Deng et al,, 1994; Raj et al,,
2008).

Las reacciones de PCR se realizaron con un termo-
ciclador Techne (Techne, TC 3000, Cambrigde, UK).
La PCR se establecio en una mezcla de reaccion de
25 ul que contenia: Colorless GoTaq® flexi buffer (5X),
MgClI2 (1.5 mM), dNTPs (50 uM), oligonucleotidos (0.2
uM, cada uno), GoTaq® DNA Polymerase (1.5 U) y ADN
molde (100 ng). Las mezclas de reaccion fueron so-
metidas a 30 ciclos de amplificacion (desnaturaliza-
cion inicial: 94 °C por 5 min; posteriormente, desna-
turalizacion: 94 °C por 45 s; alineamiento especifico:
58 °C por 45 s y extension: 72 °C por 1.5 min; exten-
sion final: 72 °C por 5 min). Los productos de PCR
fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa
1.2%. La banda amplificada se documento utilizando
una camara digital en el equipo Gel DocTM EZ Imager
(BioRad, EU).

Analisis estadistico de dependencia entre variables

Para analizar la relacion de dependencia o independen-
cia entre las variables: presencia de sintomas de EMJ
con infeccion por begomovirus se utilizd el analisis no
paramétrico de distribucion conjunta o tabla de contin-
gencia, mediante la herramienta InfoStat®. Los datos uti-

lizados fueron los obtenidos en la deteccion visual de la
EMJ y la deteccion molecular de begomovirus.

RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccion visual de la enfermedad del mosaico de
Jatropha (EMJ)

La sintomatologia foliar de la EMJ observada en pobla-
ciones de pidn mexicano (Jatropha curcas L.), con ex-
cepcion del sitio VNV, fueron mosaicos, enrollamientos
y deformaciones en hojas e inflorescencias (Figura 1).

Los resultados obtenidos en Tapachula, Chiapas, son si-
milares a los descritos en Asia y Africa por diversos estu-
dios (Narayana et al., 2006, 2007; Raj et al.,, 2008; Gao
et al, 2010; Ramkat et al., 2011; Snehi et al., 2012; Srivas-
tava et al.,, 2014; Srivastava et al,, 2015). La ocurrencia de
sintomas de EMJ en el sureste de México fue diferencial
entre las poblaciones, siendo ALO fue la mas afectada
(100%) y la poblacion VNV la menos afectada (0%) (Cua-
dro 2).

Estos sintomas, y otros que no encontramos en este
estudio, se han asociado a begomovirus como agentes
causales de la enfermedad por diversas técnicas inmu-
noldgicas y moleculares en Etiopia, Kenia e India (Nara-
yana et al,, 2006, 2007; Raj et al,, 2008; Gao et al.,, 2010;
Ramkat et al,, 2011; Snehi et al., 2012; Srivastava et al.,
2014, 2015).

Deteccién molecular de begomovirus
La presencia de begomovirus se de-
tectd en las cinco poblaciones de
Jatropha curcas L. (Figura 2).

El porcentaje de deteccion de bego-
movirus en ALO y VNV fue del 100%;
en REQ y MCL de 90 %; mientras que
en FCP fue del 60 % (Cuadro 2).

El porcentaje de infeccion (presencia
del begomovirus) vario en todas las
poblaciones evaluadas, y los valores
fueron similares a los observados por
Ramkat et al., (2011) en plantas sinto-
maticas de Etiopia y Kenia. Los resul-
tados obtenidos, evidencian que la
incidencia de begomovirus en Tapa-
chula, Chiapas fue dos veces mayor

Figura 1. Sintomas de la Enfermedad del Mosaico de Jatropha observados en Tapachula, Chia-
pas, México. a) Jatropha curcas L. b) Planta sana c) Mosaico d) Enrollamiento e) Deformacion
foliar.

a lo reportado en trabajos realizados
por Narayana et al, (2006) en India,
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa 1.2% de los productos de
PCR observando bandas de ~550 pb obtenidas con los iniciadores PA/
PB: PA, TAATATTACCKGWKGVCCSC; PB, TGGACYTTRCAWGGBCCTT-
CACA (Deng et al., 1994) del ADN aislado de hojas de Jatropha curcas
L. en Tapachula, Chiapas, México. 1=Marcador de Peso Molecular O
Gene Ruler 100 pb (Fermentas); 2=Testigo Negativo; Muestras de FCP
(3, con sintomas; 4, sin sintomas); Muestras de VNV (5, con sintomas;
6, sin sintomas); Muestras de MCL (7, con sintomas; 8, sin sintomas);
Muestras de REQ (9, con sintomas; 10, sin sintomas); 11=Muestra de
ALO (con sintomas).

donde se encontraron valores de incidencia de hasta
47%. Como se observa en el Cuadro 2, de las cinco po-
blaciones estudiadas, FCP presentd menor incidencia de
begomovirus (80%), lo cual puede deberse a una posible
relacion entre el fenotipo asociado a la enfermedad del
mosaico de Jatropha (EMJ) y las condiciones climaticas
de la region (4500 mm). Ademas, este estudio encontrd
que existen poblaciones de J. curcas L. que no eviden-
cian sintomas de la EMJ como lo es la localidad VNV,
similar a lo reportado por Narayana et al., (2007), donde
encontraron nula sintomatologia de EMJ en plantas de

Cuadro 2. Relacion entre sintomas y presencia de begomovirus en colecci
de Jatropha curcas en Tapachula, Chiapas, Méxi

las poblaciones del distrito de Mandya, India. Es posible
que las accesiones asintomaticas pero positivas por PCR
se hayan encontrado en una etapa temprana de la infec-
cion con los sintomas fenotipicos aun no desarrollados.
Los trabajos de Sidhu et al., (2010) sugieren que la mani-
festacion de los sintomas de la EMJ se atribuye causada
por begomovirus, producen cambios significativos en
el metabolismo de plantas enfermas de J. curcas L., en
comparacion con sanas, los cuales inducen alteraciones
morfologicas y anatomicas que se manifiestan, segun
el genotipo, en la sintomatologia de dicha enfermedad.
Sin embargo, las enfermedades de origen viral pueden
confundirse con sintomas causados por diversos fac-
tores abioticos, como la variacion de temperatura o la
precipitacion pluvial, deficiencias nutrimentales en las
plantas; y bioticos, como la interaccion con otros agen-
tes fitopatogenos, como fue el caso de individuos de la
poblacion FCP. Lo anterior se ha reportado en plantas
asintomaticas de Jatropha spp., J. curcas L. (Narayana et
al., 2006, 2007; Raj et al., 2008; Gao et al., 2010; Ramkat
etal, 2011; Snehi et al., 2012; Srivastava et al., 2014, 2015)
y Manihot esculenta (Stanley y Gay, 1983; Hong et al,,
1993; Zhuo et al.,, 1997).

Anadlisis estadistico de dependencia entre variables

El anadlisis de contingencia mostro una relacion signifi-
cativa entre la sintomatologia y la infeccion (X,=4.28;
p=0.05) (Cuadro 3), por lo cual, se establecio la alta
probabilidad de gue los begomovirus sean los agentes
causales de la Enfermedad del Mosaico de Ja-
tropha curcas L. en Tapachula, Chiapas, Méxi-
co.

Esta hipotesis es respaldada por los estudios
de Wang et al,, (2014), quienes agroinocularon

1 - - - + + + - + + + _ ,
5 clones del DNA-A del virus del mosaico de la
+ - - + + + - + + + .
yuca ICMV-SG aislado de Jatropha curcas de
3 + + - + + + - + + + . . ) )
India en plantas de Nicotiana benthamiana,
4 + + - + + + - + + + . .
encontrando que este virus causa los sintomas
> * * - * * * * * * * en dicha planta. Por ello, se sugiere realizar
6 + + - + + + + + + +
7 - + - + + + + + + + e ‘ ‘ ;
Cuadro 3. Analisis de contingencia entre sintomas
8 - - - + + + + + + + e infeccion por begomovirus en poblaciones de
9 + + - + - - - + + + Jatropha curcas Tapachula, Chiapas, Méxi
10 - - - + - + - - + +
Promedio = 60 | 60 0 100 1 80 90 | 40 | 90 100 | 100
o - . Si 27 17 44
DV=Deteccion visual de EMJ; DM=Deteccion molecular de begomovirus. Los
signos +/— indican la presencia/ausencia de los sintomas visibles o bien de la No 1 5 6
presencia/ausencia de la banda correspondiente detectada por PCR. Poblaciones Total 28 22 50

muestreadas: Felipe Carrillo Puerto (FCP); Veinte de Noviembre (VNV); Manga de

clavo (MCL); Alvaro Obregon (ALO); Raymundo Enriquez (REQ).
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X?=4.28; X°ap=3.8; p=0.05




estudios de agroinoculacion de muestras infectadas a
plantas sanas mediante los postulados de Koch en las
poblaciones de J. curcas de Tapachula, Chiapas.

En Chiapas, las potenciales plagas y enfermedades aso-
ciadas a J. curcas no han sido caracterizadas. Nuestro
estudio es el primer reporte de begomovirus asociados
a la enfermedad del mosaico en plantas de Jatropha
curcas L. en Tapachula, Chiapas, México.

CONCLUSIONES

El uso de la PCR permitio confirmar la presencia de be-
gomovirus en plantas de Jatropha curcas, sintomaticas
y asintomaticas de la enfermedad del mosaico de Ja-
tropha (EMJ), en poblaciones de Tapachula, Chiapas,
México, detectada previamente de manera visual. Dada
la confirmacion de la presencia de este virus, es necesa-
rio hacer seleccion de genotipos que presenten mayor
resistencia a este agente patdgeno dentro de los pro-
gramas de mejoramiento genético operando en México.
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