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Los fitoplasmas son patdgenos de plantas, generalmente habitan el floema y
son transmitidos de planta a planta por insectos que se alimentan de floema.
Los fitoplasmas, Illamados formalmente organismos parecidos a
micoplasmas, estan asociados con enfermedades en varios cientos de
especies de plantas. El uso de sondas moleculares, DNA clonado de
fitoplasmas especificos y anticuerpos monoclonales han hecho posible
clasificar a los fitoplasmas con base en la homologia DNA-DNA vy los datos
serologicos. Recientes investigaciones, particularmente el analisis de
secuencias de rDNA 16S han revelado que los fitoplasmas constituyen un
taxdn coherente a nivel de género. En el clado monofilético fitoplasma, se
han delineado grupos y subgrupos, muchos de ellos estdn siendo
considerados como especies putativas bajo el estatus provisional de

'‘Candidatus' para procariontes incompletamente descritos.

Las especies hospedantes y los sintomas pueden indicar la identidad del
fitoplasma causal, pero la confiabilidad de un diagnostico basado solamente
en lo sintomas aparentes deben aprenderse empiricamente para cada

sindrome.

Sin embargo, pocos sintomas pueden diferenciarse sélo con base en los
esquemas de clasificacion actuales. Se requiere mucha investigacion para
identificar los mecanismos de patogenicidad asi como la respuesta de la
planta para comprender como los fitoplasmas inducen el desarrollo de los

sindromes de la enfermedad.

El conocimiento de la diversidad biologica de las cepas de fitoplasma en la
naturaleza, serd una manera de investigar la epidemiologia de las
enfermedades inducidas por fitoplasmas y quizA ayude a prevenir la

dispersion de esas enfermedades que aparecen en diferentes regiones del
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mundo debido al intercambio internacional de germoplasma. Esto es
esencial cuando una enfermedad inducida por fitoplasmas que es nativa y
comuln en una region puede ser exotica en otra (por ejemplo, el fitoplasma
de la manzana es comun en Europa pero exoética en América). También es
necesaria la informacion acerca de la variabilidad genética dentro de una

cepa de fitoplasma para el desarrollo de plantas resistentes.

El uso del enfoque molecular para detectar, identificar, y clasificar
fitoplasmas ha permitido (1) determinar asociaciones consistentes de
algunos fitoplasmas con enfermedades especificas (2) reconocer algunas
enfermedades como complejos de varios desordenes celulares similares,
causados por diferentes fitoplasmas, (3) develar infecciones de plantas

individuales por especies mixtas de fitoplasmas.

Palabras clave: Candidatus, sindrome, fitoplasma, floema.
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Phytoplasmas are plant pathogens, usually inhabit phloem and are
transmitted from plant to plant by insects that feed on phloem. Phytoplasmas,
formally called mycoplasma-like organisms are associated with diseases in
several hundred plant species. The use of molecular probes, specific cloned
DNA phytoplasms and monoclonal antibodies have made it possible to
classify phytoplasms based on DNA-DNA homology and serologic data.
Recent research, particularly the analysis of 16S rDNA sequences revealed
that the phytoplasma taxon constitute a coherent gender level. In the
monophyletic clade phytoplasma, they have been delineated groups and
subgroups, many of them are being considered as putative species under the
provisional status of 'Candidatus’ for prokaryotes incompletely described.

The host species and symptoms may indicate the identity of the causal
phytoplasma, but the reliability of a system based only on the apparent
symptoms diagnosis must be learned empirically for each syndrome.
However, only few symptoms can differ based on the current classification
schemes. Much research is needed to identify the mechanisms of
pathogenicity and the response of the plant to understand how phytoplasms
induce the development of disease syndromes.

Knowledge of the biological diversity of strains of phytoplasma in nature, be a
way to investigate the epidemiology of diseases induced by phytoplasma and
may help to prevent the spread of these diseases that appear in different
parts of the world due to international exchange germplasm. This is essential
when a phytoplasma induced disease is native and common in a region can
be exotic in another (eg apple phytoplasma is common in Europe but exotic
in America). information about genetic variability within a phytoplasma strain
for the development of resistant plants is also required.

Use of molecular approach to detect, identify, and classify phytoplasma

allowed (1) determine consistent associations of some phytoplasms with

Xi



specific diseases (2) recognize some diseases such complexes several
similar cell disorders caused by different phytoplasmas (3) reveal infections

individual plants for mixed species of phytoplasma.

Keywords: Candidatus, syndrome, phytoplasma, phloem.
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INTRODUCCION

Historicamente en la patologia de plantas, como en la medicina animal, no
s6lo los patogenos sino también las enfermedades que causan se han
nombrado teniendo como base a los sintomas mostrados por los hospederos
infectados. Las enfermedades de las plantas atribuidas a los fitoplasmas no
son la excepcidon a esta practica. Por ejemplo, muchas enfermedades
producidas por fitoplasmas, han sido clasificadas en términos generales, ya
sea como enfermedades de declinacion o de virescencia. Nombres de
enfermedades como la declinacién de la pera, amarillamiento letal de la
palma, y otros, indica la importancia de la percepcion de los sintomas en la
asignacion de los nombres comunes de las enfermedades. A su vez los
nombres comunes de los patdgenos se derivan de los nombres de las
enfermedades de las plantas a las que son asociados. Haciendo una
generalizacion se asume que cada enfermedad es causada por una sola
especie de fitoplasma. Sin embargo, la investigacion ha dejado en claro que
diferentes fitoplasmas pueden causar sintomas aparentemente idénticos en
ciertas plantas. Por otro lado, algunos fitoplasmas estrechamente
relacionados pueden causar sintomas claramente diferentes en las plantas
hospedantes. Ademas una enfermedad puede ser producida por diferentes

fitoplasmas en diferentes regiones geogréficas.

Cuando se encuentra una planta enferma, se tiende a ver el sindrome como
la indicacion de una enfermedad particular. Algunos sindromes inducidos por
fitoplasmas especificos pueden estar suficientemente caracterizados para
confiar en que los sintomas, o bien en la microscopia, son suficientes para el
diagnéstico practico. El diagnéstico de la enfermedad con base en los
sintomas o la microscopia en circunstancias inapropiadas puede llevar a un
diagndstico erroneo y, subsecuentemente, a realizar esfuerzos equivocados
en el manejo de la enfermedad. El diagndstico preciso requiere la
identificacion del patégeno para el control efectivo de la enfermedad. Los

fitoplasmas causan sindromes similares y se transmiten ampliamente por



diferentes vectores, asi que el control efectivo de la enfermedad puede
requerir la intervencion en el ciclo de vida del vector. La identificacion precisa
del patdégeno, es necesaria en casos de diferentes sindromes causados por
fitoplasmas relacionados. Por ejemplo, diferentes cepas clasificadas en el
grupo | de fitoplasmas (16S rRNA grupo |) pueden causar sintomas idénticos
o diferentes en la misma especie de hospedante, dependiendo de la cepa
elegida para comparacion. La compresion de las relaciones entre las
propiedades biolégicas y la clasificacion basada en las secuencias

conservadas requiere de estudios amplios del genoma de los fitoplasmas.

Partiendo de esta idea se ha basado la siguiente investigacion ya que en la
Sierra de Arteaga, Coahuila se han observado sintomas caracteristicos de
Fitoplasmas desde los afios 90’s. No se han identificado y caracterizado los
agentes causales. De ahi la inquietud para hacer los estudios pertinentes

para la identificacion de estos agentes causales.

Partiendo de esto se plantean los siguientes:

Objetivos
e Determinar la incidencia y severidad de sintomas asociados a

Fitoplasmas.

¢ Analisis molecular del sintoma escoba de bruja asociado la
proliferacion de la manzana en Rosaceas: manzano (Malus

domestica) y capulin (Prunus virginiana).

Hipotesis: se espera identificar a Candidatus Fitoplasma mali como agente
causal de escoba de bruja en manzano (Malus domestica) y capulin (Prunus

virginiana) en la hurta de estudio y sera posible determinar el nivel de dafios.



REVISION DE LITERATURA

Los Fitoplasmas

Origen

Se conocen desde hace unas 3 décadas .En 1967 gracias a la microscopia
electronica se determiné que algunas enfermedades llamadas “yellow
diseases” eran producidas por células procariotas y no por virus como se

presumia anteriormente (Doi et al., 1967).

El descubrimiento de estos organismos parecidos a los micoplasmas
causantes de enfermedades en animales, dio origen a un exhaustivo
estudio y busqueda de su parentesco con otros microrganismos. En un inicio
se les llamo mycoplasma- like organisms o MLO. En 1964, el comité de
taxonomia de millicutes de la IOM (international organization for
micoplasmology) estableci6 el nombre actual fitoplasma. Recientemente ha
sido propuesto el termino fitoplasma como candidato a género “candidatus
phytoplasma” (The IRPCM Phytoplasma/Spiroplasma working team, 2003)
phytoplasma taxonomi group (2003).

Clasificacion y caracteristicas

En un inicio, los seres vivos se clasificaban en 5 reinos (Whittaker,1969).sin
embargo, Woese y sus colaboradores, mediante la comparacion de genes
ribosomicos presentaron un modelo filogenético que revolucioné los
esquemas taxondémicos establecidos hasta el momento. los seres vivos

pasaron a clasificarse en tres dominios como se ilustra en la figura 1:

Bacteria (0 Eubacteria),Archae y Eucarya (Woese et al., 1990).
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Fig. 1 Clasificacion de los seres vivos en tres dominios segun el modelo
filogenético basado en las secuencias del gen ribosémico descrito por
Woese et al., 1990.

En base al estudio de estos genes ribosomicos, los fitoplasmas se clasifican

como:
Reino: Eubacteria
Phyllum: Tenericutes

Clase: Millocutes

Clasificacién de los Mollicutes (AGRIOS 42 EDICION)
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El término Mollicute agrupa una serie de caracteristicas como:

- Ausencia de pared celular, y por tanto resistentes a la penicilina y

sensibles a la tetraciclina y sus derivados (Tully 1989).



- Pleomorfismo
- Capacidad de pasar a través de poros de 450nm.
- Genoma de pequefio tamario.

- Parasitos comensales y saprofitos de animales y plantas

Basandose en estudios filogenéticos de la secuencia del gen ribosémico 16S
rDNA (Weisburg et al., 1989; Woese et al.,, 1980) se determiné que los
Millocutes estaban relacionados con las bacterias Gram +, con un contenido
guanina/citosina (G+C) bajo. Ambos se habrian originado de un mismo
microorganismo ancestral, pero los Millocutes en su evolucion, habrian ido

reduciendo sucesivamente su genoma asi como, perdido la pared celular.

Justificacion de la pertenencia de los fitoplasmas a la clase Mollicutes

A partir de 1989 empiezan hacerse estudios que aclaran la pertenencia de
los fitoplasmas a la clase de los Mollicutes. Los genomas de MLO
(fitoplasmas) contienen entre un 25 y un 32% de G+C (Kollar et al., 1989;
Sears et al., 1989) y tiene entre 640 y 1185 Kb (Neimark & Kirkpatrik, 1993;
Laurer y Seemdller, 2000;Padovan et al.,2000),valores similares a los

micoplasmas que se estan cultivando.

Comparando las secuencias ribosémicas del 16S rDNA de dos MLOs
pertenecientes al actual grupo de los AY (Lim & Sears,1989; Kuske &
Kirkpatrik,1992) con otros procariotas, se demuestran que los MLO estan
emparentados filogenéticamente con los Mollicutes, y dentro de esta clase,
sus secuencias ribosémicas tendrian mas homologia con Acholeplasma
laidlawii , del Orden Acholeplasmatales que con otros como Mycoplasma

capricolum, del Orden Mycoplasmatales(Lim & Sears, 1992).a

Otros estudios que corroboran su parentesco con el Orden Acholeplasmatal

son:

*Los MLO, al igual que A. aidlawii, utilizan UGA como codon de terminacion
y por tanto se diferencian de M.capricolum del Orden Micoplasmatal(Lim &
Sears, 1992).



* Las caracteristicas de la membrana del MLO, AQY, cuando se cultiva en
ausencia de esterol son mas cercanas a A. aidlawii que la de M.

gallisepticum (Lim & Sears, 1992).

Caracteristicas especificas de los fitoplasmas

Son paréasitos estrictos del habitat intracelular de plantas e insectos
vectores. Su tamafio y desarrollo depende del grado de desarrollo de los
tubos cribosos donde se localizan, con capacidad de pasar lentamente
atreves de los poros de las células cribosas del floema.

La célula de los fitoplasmas esta rodeada por una membrana plasmética
trilaminar de unos 10nm de grosor, compuesta, que al igual que el resto de
los procariotas, de 2/3 de proteinas y un 1/3 de lipidos. Su citoplasma
contiene ribosomas para la sintesis proteica, y una molécula de ADN doble
circular. Se ha detectado también la presencia de ADN extracomosomico
(Davis et al., 1988;Nakashima & Hayashi,1995;Nishigawa et al., 2001).

El genoma es pequefio, con un alto contenido en genes. Presenta un unico
gen de tRNA isoleucina, comun de todos los fitoplasmas (Kirkpatrik et al.,
1994). Por estudios seroldgicos y moleculares también se ha visto que los
fitoplasmas contiene un gen que codifica para una proteina de la membrana
y esta es Unica para cada tipo. Estas proteinas son abundantes en la
superficie externa de la célula (Milne et al., 1995) y de su estudio, se podria
explicar la posible interaccién fitoplasma — huésped como se ilustra en la
figura 1.1 (Morton et al., 2003).

Fig. 1.1 Enfermedad X del melocotonero (WX), fitoplasmas en tubos
cribosos.



Los fitoplasma se transmiten a través de insectos vectores pertenecientes al
orden Hemiptera (Familias Cicadellidae, Coxidae, Cercopidae, Psyllidae y
Fulgoridae) con multiplicaciébn persistente en el insecto. Aunque
normalmente no se trasmiten a la descendencia, se ha podido demostrar la
transmision vertical del fitoplasma FD y SWLP en los vectores Scaphoideus
titanus Ball (Alma et al., 1997) y Matsumuratettix hiroglyphicus, Matsumura

(Hanboonsong et al., 2002) respectivamente.

Clasificacion de los Fitoplasmas

El gen 16S rDNA

Constituido por 1500 bases, se encuentra en el operon ribosémico de los
procariotas, junto con 2 genes de ADN ribosomicos, el 23S de 2900 bases y
el 5S de 120 bases. Su orden es 16S, 23S y 5S. Entre estos genes se
encuentran las regiones espaciadoras, que pueden contener uno 0 mas
genes de ADNt o de transferencia. Los operones ribosomicos en los
procariotas se transcriben en una sola molécula de ARN y méas adelante se

separan por cortes enzimaticos (Condon et al., 1992).

Como se ha hecho referencia anteriormente, los ARN ribosomicos han
adquirido importancia en el estudio de la evolucion de las bacterias. En
concreto los genes ribosomicos 16S y 23S son utilizados como cronémetros
moleculares en el estudio de la filogenia microbiana y sistematica (Gutell et
al., 1994). Asi el estudio del gen 16S rDNA (con regiones conservadas) por
RFLP, se ha utilizado para separar los fitoplasmas en grupos y subgrupos
(Razin ,1992;Lee et al.,1993;Schneider et al.,1993).

Clasificacion de los fitoplasmas
Actualmente, mediante la amplificacion de segmentos del gen 16S rDNA por

PCR y RFLP, se han clasificado fitoplasmas en 20 grupos (Seemdiller et

al., 1998), o en 14 grupos (Lee et al., 1998). Sin embargo este gen no



parece tener suficiente variabilidad como para permitir diferenciar aislados
que, siendo clasificados como el mismo fitoplasma difieran en la planta o

insecto de los que son huésped.

Caracterizacion molecular de los fitoplasmas

Hasta el momento, se han realizado estudios filogenéticos basandose en el
gen 16S rRNA vy utilizando la técnica del PCR y RFLPs. Asimismo, la
amplificacion de genes de algunas proteinas ribosomicos y de factores de
transcripcion y elongacion, han confirmado las relaciones filogenéticas
establecidas para los fitoplasmas entre ellos y con otros microorganismos,
como los acheloplasmas (Scheneider et al., 1997; Lee et al., 1998;Berg &
Seemdiller ,1999; KuoChieh,2001).

Por otro lado, la utilizacién de la tecnologia del ADN recombinante ha
permitido aislar distintos fragmentos cromosémicos (Kirkpatrik et al.,1987;
Kollar et al.,1990) y extra cromosomicos (Nakashima & Hayashi,
1995;Kuboyama et al.,1998) de ADN pertenecientes a fitoplasmas que se
han utilizado por un lado, para detectar los fitoplasmas mediante hibridacién
de las acidos nucleicos en plantas e insectos y ,por otro para establecer
nuevas relaciones filogenéticas (Kirkpatrik et al.,1987;Boudon- Padieu et
al.,1989; Sears et al.,1989;Bertaccini et al.,1990;Kollar et al.,1990;Lee et
al.,1990; Kuske et al.,1991; Chen et al.,1992;Kuan & Su et
al.,1998;Blomquist & Kirkpatrik, 2002;MengLing et al.,2002).

Se abordoé el estudio de genes diferentes al 16S rRNA para la comprension
de la biologia de los fitoplasmas (Oshma et al., 2002; Liefting & Kirkpatrik,
2003), y con el estudio de gendmica se espera dar respuesta a cuales son
las condiciones necesarias para su cultivo, asi como los factores que
interviene en la especificidad del vector / planta. Hasta el momento, se han
aislado genes que codifican para proteinas de membrana de diferentes
fitoplasmas, a partir de los cuales se han desarrollado sueros monoclonales
y policlonales (Yu et al.,1998; Berg et al.,1999; Blomquist et
al.,2001;Mergenthaler et al.,2001;Morton et al.,2003). Estas proteinas de

membranas, al igual que en otros Millocutes podrian estar implicadas en el



reconocimiento especifico del huésped y patogénesis (Wise et al., 1992; Ye
et al., 1997; Berg et al., 2000).

Huéspedes de fitoplasmas

Los fitoplasmas, como parasitos estrictos, solo viven en plantas y en sus
insectos vectores. Estos se pueden transmitir por uno o varios vectores,
dependiendo del grado de especificidad. Existen fitoplasmas con baja
especificidad por el vector como la enfermedad X del melocotonero, CP o el
AY a los que se les conoce varias especies de insectos transmisores de la
enfermedad (Toth et al., 1994; Madurer et al.,, 1993). En cambio otros
fitoplasmas solo se transmiten por un vector como es el caso de FD en vifia,
transmitido a esta Unicamente por cicadelido Scaphoideus titanus Ball
(Alma et al., 1997).

El rango de plantas huésped por cada fitoplasma depende del
comportamiento alimenticio del insecto. Vectores monofagos u oligofagos,
diseminan el fitoplasma entre una o pacas especies vegetales, el caso de

Cacopsylla pry y el fitoplasma de PD.

En cambio si el insecto se alimenta de diferentes especies vegetales, el
fitoplasma afectara a un mayor rango de plantas, como el caso de
Macrosteles fascifron que trasmite el fitoplasma AAY (16Srl —A, - B) a mas

de 191 especies plantas diferentes (Golino et al., 1989; McCoy et al., 1989).

Sintomatologia

En general, las enfermedades de las plantas asociadas a estos patégenos
se reconocen por un conjunto de sintomas, que sugieren profundas
alteraciones en el equilibrio hormonal de la planta, en la fotosintesis y en las
substancias de reserva (Pertot et al., 1998; Lepka et al., 1999; Musetti et al.,
1999; Musetti et al., 2000).



Los sintomas que presentan con mayor frecuencia son:

v" Amarillamiento o clorosis v' Proliferacion de yemas
v' Enrojecimiento precoz de adventicias dando lugar a
las hojas “escobas de bruja”

v Esterilidad de flores Enanismo generalizado

v Virescencia ( petalos Desarreglos vegetativos

adoptan un color verde) Enrollamientos de hojas

DN N NN

v' Filodia (transformacién de Decaimiento general
organos florales en
estructuras foliares)
Algunos de estos sintomas son casi exclusivos de espiroplasmas y
fitoplasmas (virescencia, filodia, escoba de bruja) como se observan en la

figura 1.2.
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Fig. 1.2 Sintomas caracteristicos de fitoplasmas en planta: esterilidad de
flores (a), virescencia y filodia(b),desarrollo de yemas adventicias” escoba de
bruja”(c-d-h),ausencia de lignificacion(e),obturacion 'y necrosis del
floema(f),desarreglos vegetativos(g), brotacion prematura(i),amarilleo de las
hojas(m) o de los nervios(j), y enrojecimiento (k) enrollamiento de las
hojas(l).

Medidas de control

Los fitoplasmas son microorganismos con baja tolerancia a temperaturas
altas (37°C), de manera que periodos de incubacion a 37-40°C inhiben la
multiplicacion del patégeno, lo que se supone que los apices de los brotes
desarrollados durante el tratamiento estén sanos (Németh, 1986). Para la
eliminacion del fitoplasma FD en vifia, también se aplicado termoterapia
mediante inmersién de esquejes o varillas en agua caliente (50 °C, 45s)
(Boudon-Padieu & Grenan, 2002).

La quimioterapia también puede aplicarse, no obstante en elevadas dosis
puede tener efectos toxicos. Se han realizado diferentes bioensayos con
antibiéticos aunque no han tenido aplicacion en campo debido a que su uso
no es recomendado, segun lo publicado por el ministerio de la agricultura,

pesca y alimentacion.
Proliferacion de Manzana o Apple Proliferation (AP)
La proliferacion de la manzana es una enfermedad asociada

consistentemente con la presencia de fitoplasmas en los tubos cribosos de

manzanos enfermas (Seemdller, 1976).
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El fitoplasma causante de esta de la proliferacién de la manzana (AP) se
clasifica dentro del grupo 16S X subgrupo A (Lee et al., 1998) o AP
(Seemdiller et al., 1998) que engloba muchos subgrupos diferenciados por el
patron de bandas obtenido al digerir el ADN del gen 16S rDNA con una
enzima de restriccidbn concreta. Este fitoplasma de unas 670 pb (Laurer &
Seemiiller, 2000).

Origen

Los fitoplasmas del grupo de proliferacion de la manzana se han reportado
s6lo en Europa, con la excepcion del agente del rizado de melocotén
amarillo, que se produce también en EE.UU. Los enrollamientos de la hoja
del melocoton amarillo y decaimiento del peral, fitoplasmas que estan
estrechamente relacionados (Kirkpatrick et al., 1994; Cison et al., 1994). De
Apple proliferation es uno de los tres fitoplasmas pertenecientes al grupo de
la proliferacion de manzana.

AP se considera una de las enfermedades méas importantes de fitoplasmas
de la manzana (EPPO / CABI, 1997), sobre todo en las zonas del norte del
sur de Europa, donde las temperaturas son las mas propicias para la
manifestacion de los sintomas. Fuera de esta regién, donde se producen las
condiciones de cultivo frio o mas caliente, la enfermedad parece ser de
menor importancia (Seemdller et al., 1998).

AP se inform0 a afectar a casi todas las variedades de manzana, causando
reducciones en el tamafio la fruta hasta en un 50%, el peso del fruto por 63-
74%, la calidad del fruto, a través de la reduccion del contenido de azucar y
acido, y el vigor del arbol. También aumenta la susceptibilidad de los arboles
infectados con otros patdgenos de las plantas, tales como mildia polvoriento
(Podosphaera leucotricha;. Maszkiewicz et al, 1980), o el hongo hoja de
plata (chondrostereum purpureum; Németh, 1986). La mayoria de las
pérdidas significativas (hasta 80%) se incurre durante la fase aguda de la
enfermedad (es decir, la fase de shock.), Aunque un porcentaje considerable
de la fruta sigue siendo insuficiente incluso después de este periodo. En
algunos casos, AP también puede conducir a la muerte prematura de los
arboles infectados (Németh, 1986; Seemidiller, 1990; Smith et al., 1988).
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Clasificacién taxonomia

Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Mollicutes
Orden: Acholeplasmatales
Familia: Acholeplasmataceae
Género: Fitoplasmas
Especie: Fitoplasmas mali
Németh, 1986

Distribucion geogréfica

Segun los primeros registros por Németh , (1986) basado en los sintomas
observados reporto la presencia en Austria, Bélgica , Bulgaria, Grecia ,
Noruega, Rumania , Suiza , antigua URSS , la antigua, a demas Seemdiller ,
(1990) reporta la India y Sudafrica .

Actualmente se encuentra distribuida en Africa: Tanez Asia: Siria, Turquia
Europa: Albania, Alemania, Austria, Bélgica, BosniaHercegovina, Bulgaria,
Croacia, Republica Checa, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungria,
Italia, Moldavia, Noruega, Polonia, Rumania, Serbia, Eslovaquia, Eslovenia,
Espafa, Suiza, y Ucrania (Avinent y Llacer, 1995; EPPO, 1997; CABI, 2009;
Krizanac et al., 2010; Ben Khalifa y Fakhfakh, 2011). Existen registros fiables
de este fitoplasma en Chipre, India, Rusia y Sudafrica (EPPO, 2014).

Para el afio 2015 el USDA mando un reporte de alerta para la parte de
estados Unidos con reportes de que este fitoplasma ya estaba causando
dafo y en la figura 1.3 se puede identificar claramente los brotes de la

enfermedad como la velocidad de su transmision.
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Host Map
Phytoplasma AP-MLO, Apple Proliferation
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Fig. 1.3 Mapa de ' Ca.Fitoplasmas mali’. Los valores de baja a alta indican
un aumento del riesgo basada en la disponibilidad de transmisién. Mapa
cortesia del USDA - APHIS - PPQ - CPH.

Sintomatologia de la enfermedad Proliferacién de la manzana (AP)

Las hojas de las plantas infectadas se enrollan y se vuelven fragiles, son
irregulares y finamente dentadas, son mas pequefias de lo normal; También
se vuelven rojos en otofio en contraste con la coloracion amarilla de plantas
sanas. Las hojas de verano son a menudo cloréticas. se puede producir la
defoliacién temprana. Una roseta de hojas terminales a veces se desarrolla
al final de la temporada en lugar de yemas latentes normales. Estipulas se
agrandan de manera anormal, mientras que los peciolos son mas bien
cortos.

Los brotes se desarrollan prematuramente a partir de yemas axilares y dan
lugar a brotes secundarios que forman la escoba de bruja. El angulo entre
los brotes secundarios y el brote principal es anormalmente estrecho. Hoja
de roseta puede aparecer en los extremos de brotes o las puntas de los
brotes pueden morir de nuevo.

En algunos casos, las flores muestran numerosos pétalos y los pedunculos
son anormalmente largos. No son capaces de establecer y pueden

permanecer en el arbol durante un largo periodo. Las frutas se reducen en
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tamafio, coloracién incompleta y pobre sabor. Los sintomas se distribuyen
de forma desigual en toda la planta, a menudo ramas aparentemente
saludables se encuentran con frutas normales. Los arboles afectados son
Menos Vvigorosos, pero rara vez mueren. A veces, después de una fase de
shock, los arboles pueden producir con normalidad, sobre todo si son
fertilizados adecuadamente. Peso de las raices se reduce en un 20-40%. La
circunferencia de tronco y diametro de copa se reducen en comparacion con

los arboles sanos (Kunze, 1979).

Distribucion del fitoplasma en el arbol

Los fitoplasmas patdégenos de plantas lefiosas y hojas caducas, suelen
seguir un ciclo a lo largo de todo el afio. A mediados de la primavera y
coincidiendo con la nueva formaciéon de tubos cribosos empiezan a
distribuirse por todo el arbol. Durante el otofio alcanzan las maximas
concentraciones Yy con la llegada del invierno disminuyen en la parte aérea,
distribuyéndose en las raices (Tahama, 1975; Schaper ,1981). Existen
algunos trabajos que indican que los fitoplasmas podrian encontrarse

también en la parte aérea durante la dormancia invernal (Jurash et al.,1999).

La distribucion de AP fitoplasmas en el arbol no es constante a lo largo del
afo (Schaper y Seemuller, 1982). Seemuller et al. (1984) demostraron que
durante los meses de invierno (diciembre a marzo), la poblacion fitoplasmas
AP disminuye notablemente en los tallos de las plantas en respuesta a la
degeneracion de los elementos de tubo de tamiz. Por el contrario, el
organismo podria encontrarse en las raices de todos los arboles de la
enfermedad en un namero relativamente altas durante todo el afio.

Baric et al. (2011) también encontrd, sin embargo, que no habia
estacionalidad en la concentracion de fitoplasmas en las raices con las mas
altas poblaciones detectadas a partir de diciembre a mayo. La "nueva
invasion 'del tallo de las raices se produjo en abril 0 mayo y aumento en
verano a su nivel mas alto a finales de verano o principios del otofio.
Pedrazzoli et al. (2008a) encontré que el fitoplasma estuvo ausente de las

partes aéreas de las plantas a finales de primavera, reaparecio

15



progresivamente durante el verano, y el pico maximo se produjo entre
mediados de julio y finales de diciembre. Seemuller et al. (1984) no atribuir
esta reaccion a la sensibilidad a baja temperatura, debido a que la tasa de
supervivencia del organismo en arboles enfermos expuesto a temperaturas

entre+4°C (39°F)y-20° C (-4 ° F) fue similar como se ilustra en la figura

UGA0660077 b

Fig. 1.4 Sintomas caracteristicos de candidatus fitoplasma mali, (a) escoba
de bruja, (b) clorosis y pérdida de lamina foliar.

Vector de fitoplasma

Los vectores conocidos (0 insectos asociados)

Vectores primarios: Cacopsylla picta (C. costal), C. melanoneura, y
Fieberiella florii. (Tedeschi et al., 2002; Frisinghelli et al., 2000) reportaron
que el Psilido Cacopsylla melanoneura y C. picta (C. costal) son vectores de
la proliferacion de la manzana en ltalia. (Jarausch et al., 2003; Carraro et al.,
2008).

En Alemania, el saltahojas Fieberiella florii ha sido reportado como un
vector de la proliferacibn de manzana fitoplasmas (Bliefernicht y Krczal,
1995; Krczal et al., 1988; Tedeschi y Alma, 2006).
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F. florii se reporta tanto en Europa y América del Norte como probable
vector del fitoplasma AP. Hegab y El-Zohairy (1986) reportaron a Philaenus
spumarius e interstitialisrtianus, un saltamontes, que transmite la
proliferacion de la manzana, pero estos resultados no pudieron ser
confirmados por otros autores figura 1.5 (Krczal et al., 1988;. Refatti et al,
1986).

Los arboles infectados con la proliferacion de la manzana son

particularmente sensibles al oidio (Podosphaera leucotricha) (EPPO, 1997).

i
Fig. 1.5 Vectores asociados al fitoplasma (a) psylidos (b) saltahojas
Fieberiella florii.

a

Deteccion del Fitoplasma

Ensayo biolégico

La identificacion positiva requiere la transmision de una especie indicadora.
Malus dawsoniana, es un indicador muy sensible, cuando se injertan en junio
sobre el vastago, desarrolla sintomas en el otofio siguiente. Utilizando la
técnica de doble ciernes, la reaccion aparece después de la brotacion.
(Anon., 1997). El uso del reactivo de DAPI (1,6 diamino 2-fenilindol) puede
ayudar a detectar la fluorescencia de fitoplasmas en los tubos cribosos del

floema bajo la corteza de los arboles de manzana infectados.
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Ensayo serolégico

La proliferacion de Apple se puede detectar en los manzanos infectados
usando anticuerpos monoclonales (MAbs) a fitoplasmas AP obtenidas a
partir de AP fitoplasmas infectados Catharanthus roseus como fuente de
antigeno. Estos MADbs reaccionan especificamente en ELISA e
inmunofluorescencia (IF) (Loi et al., 1998). Su patente es pendiente. Adgen
Ltd. también han producido un antisuero especifico de AP fitoplasmas, que
trabaja con extractos de manzana si hay suficiente antigeno presente. Por lo

general, la concentracion de fitoplasmas es un factor limitante.

Anélisis Molecular

Extracciéon de ADN

Cortes de nervadura central y el tejido de la vena principal (1 g) deben ser
utilizados a partir de hojas recogidas en agosto y septiembre, evitando
grandes areas necroticas. Utilice el siguiente procedimiento fitoplasmas

enriquecido (Ahrens y Seemiiller (1992) para obtener ADN para la PCR.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se basa en la utilizaciébn de secuencias de ADN como cebadores, para
poder realizar una amplificacion del fragmento situado entre estas
secuencias. para el disefio de cebadores en fitoplasmas, se utilizan las
regiones mas conservadas del gen 16S rDNA.

Varios cebadores destinados a procedimientos de diagndstico para el
diagnoéstico de enfermedades de fitoplasmas han sido identificados, entre
ellos son los especificos para el grupo de la proliferacion de la manzana
(Firrao et al., 1994;.. Jarausch et al., 1994; Lorenz et al., 1995;.Inteligente et
al., 1996).
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Diagnostico Molecular para PCR directa

Fragmentos de restriccion analisis polimorficos (RFLP)

El uso de la amplificacion por PCR del rDNA 16S de diferenciar fitoplasmas
pertenecientes al mismo grupo es dificil debido a la gran similitud de sus
secuencias de modo que es necesario para digerir los productos de

amplificacion por endonucleasas de restriccion.

Hibridacion Dot —Blot

El diagnostico diferencial de la proliferacion de manzana y fitoplasmas
amarillos de frutas de hueso europeos se puede hacer mediante la
hibridacién de oligonucleotidos en presencia de cloruro de tetrametilamonio
(Malisano et al., 1996). Este enfoque de diagndstico puede ser mas practico
que ademéas PCR RFLP para diferenciar los dos fitoplasmas que causan la
proliferacion de manzana y ciruela leptonecrosis en Europa, que son
enfermedades importantes economicamente en las principales areas de
crecimiento de arboles frutales. También es adecuado para la evaluacién

automatica de un gran numero de muestras.

Deteccidén e inspeccion

La parte superior de la proliferacion Apple se detecta de forma rutinaria
mediante la observacion visual y mediante pruebas de campo en Malus
domestica Golden Delicious con cinco repeticiones por 2 afios (EPPo /
EPPO , 1991/1992 ) . Para el diagndstico de laboratorio por lo menos cinco
muestras por planta deben ser recogidas al azar con el fin de evitar
resultados falsos negativos debido al bajo titulo y la distribucion irregular de
estos patdgenos en el floema de la planta. Las muestras de hojas, peciolos,
tallos deben ser recogidos al final de agosto. El uso de material fresco se
recomienda en ensayos de diagndéstico. Sin embargo, si esto no es posible,
el material de ensayo debe ser almacenado a -20 ° C.
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Similitudes con otras especies / Condiciones

Los criterios utilizados para diferenciar la proliferacion de la manzana de los
otros fitoplasmas y los Mollicutes relacionados son: de longitud completa del
16S ADNr ; 16S / 23S region espaciadora ; RFLP de PCR-amplificacion de
ADN ribosomal productos ; y patrones de RFLP de ADN no ribosémico
(analisis Southern) .

Prevencion y control

Como medida preventiva, el uso de material de propagacién sano es un
requisito previo. El control intensivo de las malas hierbas y las plagas de
insectos en los huertos es también esencial. La eliminacion de brotes de raiz
es una medida de control para reducir la difusion de los saltamontes que
viven sobre las malas hierbas. Fitoplasmas son sensibles a la tetraciclina,
pero este antibidtico es bacteriostatico en vez de bactericida. Después del
tratamiento con antibioticos, los sintomas pueden disminuir notablemente
durante 2 afios (Casanova et al., 1980), pero a menudo esto soélo se observa
como un efecto temporal (Schmidt, 1983). El uso de tetraciclina sin querer
puede seleccionar poblaciones bacterianas resistentes. En estudios se
observd que rizoma resistente es la forma mas eficaz para controlar la

enfermedad (Seemdller, 1990).
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del Experimento

El experimento se realizO en dos partes la primera parte se colectaron
muestras en Rancho Nuevo localidad de los Lirios ubicado en la Sierra

de Arteaga.

Las muestras se analizaron en el laboratorio de parasitologia molecular

dentro de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro.
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Fig. 2 Ubicacién de sitio de muestreo y procesamiento de material vegetal.

Muestreo y Colecta de Material Vegetal

Para el cumplimiento del primer objetivo en abril del afio 2015, se evalud
cual era la extension de la enfermedad AP en una huerta de manzano de la
variedad “Golden” en los Rancho Nuevo localidad de la sierra de Arteaga.
Para ello se realiz6 una prospeccion visual en un total de 200 arboles de
manzano y capulin distribuidos en una hectarea. En cada uno de los
arboles se registr6 ausencia o presencia de los sintomas de la enfermedad.
Se consideraba que un arbol estaba afectado, cuando mostraba sintomas
caracteristicos de escoba de brujas o enrollamientos suave de las hojas,

brotes pequefios, cambio de color de las hojas entre otros.
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Determinacién de incidencia

Se estudid la incidencia de AP en 250 arboles en los que se habian
registrado sintomas de la enfermedad. Dentro de la huerta se identificaron
las dos especies de Rosaceas. En cada una de ellas se evaluo la incidencia
de la enfermedad por un reconocimiento visual con un muestreo en W

tomando muestras de 50 &rboles por cada punto .

Fig. 2.1 Esquema de muestreo utilizado en la huerta para colecta de
material.

Se registrd la expresion de sintomas de la enfermedad en capulin. Estos
arboles fueron escogidos por presentar sintomas de la enfermedad. Se

escogieron arboles de manzanos aparentemente sanos.

Determinacién de severidad

Durante el periodo 2014-2015 se muestreo mensualmente los arboles

marcado para medir la severidad del sintoma en arboles infectados.

La estimacion de severidad de la infeccién de los arboles dafiados, se hizo
mediante el sistema de evaluacién de 4 clases recomendada en el manual
de tratamientos fitosanitarios elaborado por la Comisién Nacional Forestal
(CONAFOR) en 2005. Se delimita la copa del arbol y se considera el
volumen de esta como el100%; posteriormente se cuenta el nimero de
distribucion de escobas de bruja en la copa y se le asigna un valor numérico

de acuerdo al volumen que ocupa la misma (figura 2.2). Este valor puede
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variar 0% (sano) hasta mas del 90%, y de acuerdo de este, se asigna el
nivel de grado de infeccion, cuadro 1.
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40
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Fig. 2.2 Representacién esquematica de varios porcentajes de infeccion, el
area sombreada simboliza el ataque de escoba de bruja asociado a la
proliferacion de la manzana.

Cuadro 1. Volumen infectado de la copa en el sistema de 4 clases y grados
de infeccion segun (CONAFOR) en 2005.

Grado de infeccion Dano Volumen infectado de

la copa (%)
(o] Sano
1 Leve 1-30
2 Medio 31-60
3 Fuerte 61-90

Preparacién de muestras para observacion al microscopio

Para la observacion de diferencias en células del xilema y el floema de
tejidos sanos y enfermos se realizaron cortes al micrétomo y su posterior

observacion a microscopio de luz.

Para hacer los cortes al micrétomo utilizamos una solucion fijadora FAA
(formaldehido, alcohol, acido acético) en la cual sumergimos cortes de
1cm de hojas sanas y enfermas de manzano y capulin respectivamente.
Se utilizé esta solucion ya que se emplea normalmente en la fijacién
de tejidos vegetales. Aunque no preserva muy bien el citoplasma es un buen
fijador para conservar las estructuras vegetales. A un porcentaje de
15%,70%,15%.
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Deshidratamos las muestras: etanol. Con el siguiente proceso: 10 min H,O
destilada,,10 min etanol 70°,10 min etanol 80°10 min etanol 90°,10 min
etanol 96°,10 min alcohol absoluto.

Se utilizé6 como solvente organico: xileno ya que la parafina no es miscible
con el alcohol por lo que se requiere este pasd puente con un solvente
organico. El xileno es miscible con el alcohol absoluto y con la parafina.

Lo dejamos 5 min xileno y se procedié a dejar la Parafina (en estufa a 60
°C).se realiz6 un cambio de parafina a la hora y asi se hicieron dos cambios

mas de parafina.

Se procedié a encastrar en parafina y hacer el bloque. Colocar parafina
liquida en un molde metalico, fuera de la estufa, e introducir la muestra en él

con la orientacion deseada.

Partimos de nuestras muestras que habian sido fijadas e incluidas en
parafina. Estas muestras se cortaron en secciones de unas 8 um vy
adheridas a portaobjetos recubiertos con gelatina. Utilizamos la siguiente
metodologia:

v 1.- 2x10 min en xileno para desparafinar

v 2.- 2x10 min en etanol 100°

v 3.- 10 min en etanol 96°

v 4.- 10 min en etanol 80°

v 5.- 10 min en etanol 50°

v 6.- 5 min en H20 destilada

v 8.- 15 min en agua corriente. Diferenciacion.

v 9.- 2x5 min en H,O destilada

v 10.-0.5a 2 min en Eosina al 0.2 %

v 11.- Tiempo variable en 70° para diferenciacion

v 12.- 5 min en etanol 96°
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v

v

v

13.- 2x10 min en etanol 100°
14.- 2x10 min en xileno

15.- Montado con medio de montaje

Teniendo ya el montaje se procedid hacer las observaciones pertinentes al

microscopio electrénico.

Analisis Molecular

Extraccion de ADN

Para la deteccion del fitoplasma se hizo una extraccion de ADN de

vegetales, usada por el Dr. Isidro Humberto Almeida Le6n que consiste:

v

AN N N RN AR NEENEEN <

<\

Triturar 100mg de tejido en 1ml de solucién de extraccion 2 ME/CTAB
precalentado a 65°C (2% P/V CTAB,100 mM TRIS-HCL Ph 8.0, 20
mM EDTA Ph 8.0,1.4 Mm NaCl 1% P/V polivinilpyrrolidona 40 000)
0.2% B-mercaptoetanol.

Mezclar con vortex o inversion

Incubar a 65°C POR 45 min (antes de incubar se puede agregar
proteinasa K)

Agregar 500 Ml cloroformo alcohol isoamilico 24:1

Agitar furte por inversion

Centrifugar a 12000 rpm 10min

Recuperar la fase acuosa y agragar 1 vol. Igual de cloroformo alcohol
isoamilico 24:1

Agitar fuerte por inversion

Centrifugar 12000rpm 10min

Recuperar la fase acuosa y agra

gar 0.6 vol de isopropanol dejar 1hr a toda la noche a -20 °C.
Centrifugar 12 000 rpm 20min.

Decantar y lavar pastilla con etanol al 70% centrifugar a 12 000 rpm
15 min. (repetir 2 veces).

Dejar secar la pastilla

Resuspender en agua MiliQ,agua inyectable o TE (50 A 100 MI)
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Deteccion de fitoplasmas mediante aplicacion de ADN

Se realizaron dos PCR. En la primera aplificacion se utilizaron los
cebadores universales P1 (Deng y Hiruki,1991) y P7 (Scheneider etal.,1995)
en cada reaccion se utilizaron 2 pl ADN, 12.5 pl Taq, 1 pl Primer forwer , 1
pl Primer reversa, 8.5 pl Agua . La reaccion de amplificacion se llevo acabo
en un termociclador (Genius) con una pre desnaturalizacion a 95 °C durante
60s seguda de 45 ciclos que consistian en una desnaturalizacion a 95°C
durante 10s , un hibridacién de 45s con gradientes de temperatura 56.1°C
,58.2°C,60.2°C y una elongacién a 72°C durante 45s y una extension final a

72°C durante 4min .

Para la segunda amplificacion, se utilizaron 2 pl de la primera amplificacion
y se realizé paralelamente un PCR, con los cebadores especificos AP3 'y
AP5. Los reactivos y condiciones fueron los mismos que en la primera

reaccion.

Los productos de la amplificacion de la PCR se analiz6 mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% con un tapén estandar TAE 1X
(Sambrook et al., 1989). EI ADN fue tefiido con bromuro de etidio y

visualizado mediante luz ultravioleta en fotodocumentador.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La incidencia de la enfermedad, por prospeccion visual solo varia entre
especies ya que el capulin tuvo un 0.5% de incidencia y en manzano se

observaron sintomas leves de infeccion figura 3.

Fig. 3 Presencia de sintomas en arboles de Rancho Nuevo, en Cafion de los
Lirios municipio de Arteaga Coahuila.

En capulin se observé que la masa vegetativa disminuyo y hubo una sobre
produccion de “yemas apicales”. Los cambios de coloracién en hojas

(amarillamiento- enrojecimiento) fueron predominantes en el mes de agosto.

Hubo diferencias en el porcentaje de arboles que expresaron sintomas de
estar infectados en la misma huerta. La incidencia de la enfermedad pudo
variar en funcion de muchos factores como la edad de la plantacion, el
estado sanitario de la huerta, la ubicacion geografica, variaciones locales de
temperatura y humedad, caracteristicas edafoldgicas, asi como la densidad
de poblacién del vector.

Durante los afios 90°s los productores hacen referencia a la manifestacion
de mayor incidencia de sintomas de esta enfermedad, nuestras
observaciones demuestran un 0.5% de arboles mostraron sintomas de estar
afectadas por el fitoplasma. La aplicacion de insecticidas y otros métodos de
control contra el vector del fitoplasma.
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La severidad de los dafios causados por esta enfermedad es mas en capulin
ya que hay arboles con un dafio del 80%.

Al observar los cortes al microscopio se observaron diferencias
significativas en las mediciones que se realizaron en tejidos sanos y
enfermos tomando en cuenta que los tejidos son de la misma edad y se
recolectaron bajo las mismas condiciones los tejidos sanos tiene células del
floema son 2mm mas pequefias en comparacion a las medidas obtenidas
en tejidos con sintomas caracteristicos de la enfermedad que se obtuvieron

medidas 13.1 mm.

Fig. 4 Mediciones de floema en tejido sano y enfermo vistas al microscopio
con objetivo de 40X.

Para la extraccion de ADN se probaron dos métodos siendo el de Almeida

el mas efectivo ya que se obtuvo buena cantidad de ADN.

Fig. 5 Extraccion de ADN de muestras de manzano y capulin con el método
de Almeida.
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Debido a que el método descrito en articulos cientificos para la extraccion de
ADN para este fitoplasma no nos dio resultado optamos por el método

utilizado por el Dr. Humberto Almeida De Leon.

Con este se obtuvo una buena cantidad de ADN para después hacer los

PCR's correspondientes.

SIZE (bp)
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2000
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- - K 800

400

— 200

Fig. 6 Lectura de PCR de muestras analizadas de manzano y capulin.

En la figura podemos observar el resultado de la corrida de los geles del
PCR una amplificacion bien definida de la muestra 1 y 3 en la banda de
400pb con el primer par de primer f01 y rO1 los resultados fueron posibles de
obtener al meter gradientes de temperatura. La lectura nos muestra que a
una temperatura de 52° se observa una banda a 400 pb pero la muestra 3

es mas definida a una temperatura de 56.1°c.

Ya que nosotros esperabamos una banda de 1100 pb se realizaron
gradientes de temperatura tomando las minimas y las maximas de las fichas

técnicas de los praimes utilizados y nos dio el resultado antes mencionados.

La utilizacion de un segundo par de primer AP3/AP5 especificos para el

fitoplasma AP para correr un PCR anidado con gradientes de temperatura.
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Fig. 7 Lectura de PCR anidada la muestra analizada.

Con los gradientes de temperatura 56.1,58.2 y 60.2 °C corrimos dos PCR's
uno con el primer par de praimers y nos dio la misma banda en 400 pb en

las primeras temperaturas a 60.2°C ya no obtenemos bandeo.

Después de haber obtenido bandas con el primer par de primer se realizé
una PCR anidada con las primeras temperaturas no obtuvimos ninguna
banda y obtuvimos una amplifica a 600pb y se observan bandas mas

arriba estas bandas se lograron con una temperatura de 60.2°C.

En un estudio realizado por Seemililler y colaboradores, se indica que la
remision de sintomas en peral no supone la desapariciéon del fitoplasma
(Seemdller et. al.,, 1998). Sin embargo, trabajos realizados en vid y en
arboles frutales de hueso, indican que la recuperacion de las plantas
conlleva también la desaparicién del fitoplasma de las hojas o la disminucion

de los mismos (Osler et.al., 2003).

Con los resultados muestran que la mejor época para detectar el fitoplasma
AP es marzo y abril ya que se obtiene un ADN de buena calidad y cantidad
suficiente. Si nuestro trabajo es comparado con los resultados obtenidos por
Seemiiller 1984 en Alemania donde el mes apropiado es septiembre con un

porcentaje de 100%.
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CONCLUSIONES

Se reporta al capulin como especie susceptible a fitoplasma mostrando una
sintomatologia caracteristica de este agente causal en el cafion de los lirios,
municipio de Arteaga, Coahuila, México. La incidencia de los sintomas fue

dificil de estimar ya que no todos los arboles expresaban sintomas.

Los sintomas son mas severos en capulin, en comparacion de los
manzanos. Esto se debe al poco manejo que se le da esta especie al no
considerarse con importancia econdmica y su utilizacibn es como una

barrera para el arribo de plagas.

Las mediciones realizadas nos dieron una perspectiva de la gravedad de los
dafios de la enfermedad a nivel nutricibn ya que se encuentra afectando

claramente el floema de los arboles dafados.

Se observé bandas que pueden corresponder a este fitoplasma. Para el
estudio de PCR se observo que la extraccion se hace mas facil de tejido
aparentemente sano ya que de este tejido se pudo realizar mejor la

extracciony PCR.

El manzano se considera un hospedero muy susceptible para la enfermedad

ya que si hay presencia de bandas especificas en tejidos estudiados.

Las muestras que resulta mejor su analisis son los brotes jovenes y en los
meses de marzo y abril ya que no se observa ADN en al correr las geles en

otros meses.
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