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1. Informacion sobre la plaga

Los fitoplasmas fueron descubiertos por Doi et al. (1967), durante su busqueda del agente causal del
amarillamiento del aster. A estos organismos unicelulares se los llamo inicialmente organismos similares
a micoplasmas debido a su similitud morfologica con los micoplasmas animales y a su sensibilidad a los
antibioticos de la familia de las tetraciclinas (Ishiie etal., 1967). Los fitoplasmas son procariotas
fitopatdgenos estrictos sin paredes celulares y polimorfos, con un didmetro medio de 200-800 nm.
Habitan en las células cribosas del floema de sus plantas hospedantes. El tamafio de sus genomas es del
orden de 550 kb a 1 500 kb -relativamente pequefio en comparacioén con otros procariotas- y carecen de
varias funciones biosintéticas (Marcone et al., 1999; Davis et al., 2005; Bai et al., 2006; Oshima et al.,
2013).

Los fitoplasmas estan relacionados con una gran variedad de sintomas en un rango diverso de plantas
hospedantes (Lee et al., 2000). Los sintomas caracteristicos asociados con la infeccion por fitoplasmas
incluyen la virescencia (el desarrollo de flores verdes y la pérdida de los pigmentos normales de las
flores); la filodia (la transformacion de los organos florales en estructuras foliares); la escoba de bruja
(proliferacion de brotes adventicios o axilares) y otras proliferaciones anormales de brotes y raices; el
amarillamiento, el enrojecimiento y otras alteraciones del color de las hojas; el tamaio reducido de hojas
y frutos; la necrosis del floema, y el decaimiento general y retraso del crecimiento (Davis y Sinclair,
1998). Algunas especies vegetales son tolerantes o resistentes a las infecciones por fitoplasmas; estas

plantas podran tener infecciones asintomaticas o mostrar sintomas leves (Lee et al., 2000).

Seemiiller etal. (2002) estimaron que los fitoplasmas afectan a unas 1000 especies vegetales
hospedantes, la mayoria dicotiledoneas. Es menor el numero de fitoplasmas detectados en
monocotiledoneas y los hospedantes pertenecen principalmente a las familias Palmae y Poaceae

(Seemiiller et al., 2002).

Los fitoplasmas estan presentes en todo el mundo. La distribucion geografica y el impacto de las
enfermedades producidas dependen del rango de hospedantes del fitoplasma, asi como de la presencia
y de los habitos alimentarios del insecto vector. Algunos fitoplasmas cuentan con un rango amplio de
hospedantes vegetales y sus vectores son polifagos, por lo que su distribucion es amplia. Otros tienen
un rango de hospedantes limitado y sus insectos vectores son oligdfagos o mondfagos, lo cual limita
su distribucion geografica. En Foissac y Wilson (2010) se describe la distribucion geografica de los

principales grupos taxonémicos de fitoplasmas.

Los fitoplasmas pueden transmitirse por medio de insectos vectores, clscutas e injertos, y se pueden
dispersar mediante la multiplicacion vegetativa de 6rganos vegetales infectados. Los insectos vectores
de los fitoplasmas, responsables de gran parte de su dispersion natural, se reducen a los cicadélidos

(chicharritas o saltamontes), fulgoromorfos y psilidos floeméfagos (Hemiptera: Auchenorrhyncha),
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transmisores persistentes del patdgeno. Weintraub y Beanland (2006) enumeran mas de 90 especies
vectoras conocidas, algunas de ellas capaces de servir de vector a mas de un fitoplasma. Otros
métodos de transmision de los fitoplasmas son la transmision a través de cuscutas y de injertos. Las
plantas parasitas trepadoras (Cuscuta y Cassytha spp.) desarrollan conexiones vasculares con sus
hospedantes mediante haustorios. Cuando se establece una conexion entre una planta sana y otra
infectada por un fitoplasma, el fitoplasma se transferira a la planta sana mediante los elementos
conectados del floema. Para conservar fitoplasmas con fines de referencia puede usarse tanto la
transmision por injertos como la micropropagacion de plantas por medio de cultivos de tejidos con

fines de referencia (IPWG, s. f.).

Puede obtenerse mas informacion acerca de los fitoplasmas, con inclusion de fotografias de los
sintomas de la enfermedad, una lista de insectos vectores y una base de datos de clasificacion de los
fitoplasmas en los siguientes sitios web: COST Action FA0807: Integrated Management of
Phytoplasma Epidemics in Different Crop Systems (Accion COST FA0807: Manejo integrado de
epidemias de fitoplasmas en  diferentes sistemas de cultivo), disponible en

http://www.costphytoplasma.ipwgnet.org/ y Phytoplasma Resource Center (Centro de recursos sobre

fitoplasmas), disponible en http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/phytoplasma.html.
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2. Informacion taxonomica

Nombre: fitoplasma
Sinonimos: organismo similar a un micoplasma (OSM), micoplasma

Posicion taxonomica: Bacteria, Firmicutes, Mollicutes, Acholeplasmatales, Acholeplasmataceae,

“Candidatus Phytoplasma”

El Equipo de trabajo en fitoplasmas/espiroplasmas — Grupo de taxonomia de fitoplasmas del Programa
internacional de investigacion en micoplasmologia comparada (IRPCM) ha publicado directrices para la
descripcion de las especies de “Candidatus (Ca.) Phytoplasma” (IRPCM, 2004). La delimitacion de las
especies de “Ca. Phytoplasma” se basa en las secuencias del gen 16S del ARNr (ribosémico) asi como
en caracteristicas biologicas. En general, entre los fitoplasmas de una misma especie, >97,5 % de los
>1200 nucledtidos del gen 16S del ARNr son idénticos. Cuando en una especie de “Ca.” se incluyen
fitoplasmas con caracteristicas biologicas diferentes (distintos vectores y plantas hospedantes) se pueden
distinguir taxonémicamente aplicando ciertas reglas especificas publicadas por el IRPCM (2004). Las
descripciones de especies de “Ca. Phytoplasma” se publican en el International Journal of Systematic

and Evolutionary Microbiology, (a marzo de 2015 se han descrito treinta y siete).

3. Deteccion e identificacion

Las técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) son el método
preferido para la deteccion de fitoplasmas. Para que la deteccion molecular de fitoplasmas sea
satisfactoria, debe realizarse un muestreo adecuado de tejido vegetal y deben utilizarse métodos fiables
de extraccion de acidos nucleicos (Palmano, 2001; Firrao et al., 2007). Los fitoplasmas pueden estar
distribuidos irregularmente y en concentraciones desiguales en una planta, sobre todo en los
hospedantes lefiosos; lo optimo es utilizar tejido sintomatico para su deteccion (Constable et al., 2003;
Garcia-Chapa etal., 2003; Christensen etal., 2004; Necas y Krska, 2006). Algunas plantas
hospedantes pueden tener una infeccion asintomatica; si se sospecha tal infeccion, es importante tomar

abundantes muestras de distintos tejidos de la planta.

La concentracion de un fitoplasma en la planta hospedante afecta la fiabilidad de la prueba de PCR
(Marzachi, 2004). Dicha concentracion puede estar condicionada por la cepa o especie de fitoplasma,
la especie de planta hospedante, el momento de la infeccion y las condiciones climaticas. El momento
en el que se toman las muestras de tejidos vegetales es importante porque los cambios estacionales
podran influir en la ubicacion de los fitoplasmas en la planta y en su concentracion (Seemiiller et al.,
1984; Jarausch etal., 1999; Berges et al., 2000; Constable et al., 2003; Garcia-Chapa et al., 2003;
Prezelj et al., 2012).
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En la mayoria de las enfermedades producidas por fitoplasmas, las mejores fuentes de muestras para el
diagnoéstico son las hojas con sintomas. Los fitoplasmas se alojan en los elementos cribosos del floema
de las plantas infectadas y, por tanto, para la extraccion de ADN suelen utilizarse los peciolos y las
nervaduras medias de las hojas, los tallos o la corteza interna. En algunos casos (p. €j., el fitoplasma de
la enfermedad X del melocotonero), la mayor concentracion de fitoplasmas se da en los pedunculos de
los frutos (Kirkpatrick, 1991). Aunque pueden detectarse fitoplasmas en raices y raspaduras de la
corteza de arboles dormidos, por lo general es mejor realizar las pruebas de deteccion de fitoplasmas
al final del verano. Las muestras vegetales tomadas se pueden almacenar hasta seis meses a —20 °C
antes de someterlas a prueba. El almacenamiento a mas largo plazo se realiza a —80 °C, o bien el

material vegetal puede liofilizarse o desecarse con cloruro célcico y almacenarse a 4 °C.

Se han publicado diversos métodos de extraccion de 4acido nucleico para la deteccion de
fitoplasmas mediante PCR. Varios de ellos incluyen una fase de enriquecimiento para concentrar
los fitoplasmas antes de la extraccion del acido nucleico (Kirkpatrick etal., 1987; Ahrens y
Seemiiller, 1992; Prince et al., 1993). Estas técnicas pueden resultar utiles en hospedantes que
contienen concentraciones bajas de fitoplasmas, como las plantas lefiosas perennes, o en
hospedantes "dificiles" de los que a menudo se extraen, junto con el acido nucleico,
concentraciones altas de compuestos como polisacaridos y polifenoles, que pueden inhibir la PCR.
En algunos métodos simplificados, el tejido vegetal se tritura directamente en un tampon de lisis
disponible comercialmente o en un tampon a base de bromuro de cetiltrimetilamonio (BCTA, o
CTAB por sus siglas en inglés). Normalmente se utiliza un tampén CTAB al 2 %; se ha
comprobado que para la vid es mas fiable una solucion al 3 % (Daire et al., 1997; Angelini et al.,
2001). A continuaciéon, el ADN se extrae directamente del lisado mediante columnas de
centrifugacion con membrana de gel de silice disponibles comercialmente (Green et al., 1999;
Palmano, 2001) o particulas magnéticas (Mehle et al., 2013), o con disolventes organicos (Daire
etal., 1997; Zhang et al., 1998). El método en el que se utilizan particulas magnéticas se realiza
por lo general en un extractor automatico de acido nucleico (p. e¢j., el KingFisher de Thermo
Scientific'). La mayoria de los métodos de extraccion estan plenamente validados para diversas
especies de plantas hospedantes. La eleccion del método depende del hospedante objeto de la
prueba y de la disponibilidad de instalaciones y equipo. Podré ser practico emplear un método que
incorpore una fase de enriquecimiento de fitoplasmas para los hospedantes lefiosos perennes y un

método simplificado para los hospedantes herbaceos. Para garantizar la fiabilidad de los

' En este protocolo de diagndstico, los métodos (incluidas las referencias a nombres comerciales) se describen
segun se publicaron, ya que en la publicacion se definié el nivel inicial de sensibilidad, especificidad y/o
reproducibilidad alcanzado. El uso de nombres de reactivos, productos quimicos o equipo en estos protocolos de
diagnostico no implica su aprobacion ni la exclusion de otros que también podran ser adecuados. Los
procedimientos de laboratorio presentados en los protocolos podran ajustarse a las normas de los laboratorios
individuales, siempre que estén adecuadamente validadas.
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diagnosticos rutinarios es importante validar un método de extraccion para un hospedante

particular.

Se han disefiado varios cebadores de PCR universales que permiten la amplificacion del gen 16S del
ARNr de todos los fitoplasmas conocidos. Los cebadores utilizados mas habitualmente son los pares
de cebadores P1/P7 (Deng y Hiruki, 1991; Schneider et al., 1995) y R16F2n/R16R2 (Lee et al., 1993;
Gundersen y Lee, 1996), que se pueden utilizar en un protocolo de PCR anidada. El par de cebadores
P1/P7 amplifica un producto de la PCR que contiene el gen 16S del ARNr completo y también la
region espaciadora 16S/23S del ARNr. Se ha informado que la PCR en tiempo real es, para ciertas
combinaciones de hospedante y fitoplasma, tan sensible como la PCR anidada o mas (Christensen
etal.,, 2004), y es mas adecuada para los andlisis de alta capacidad porque no es necesario el
procesamiento tras la amplificacion. La PCR en tiempo real con sondas TagMan también es mas
especifica y ofrece menos oportunidades de contaminacion cruzada que la PCR convencional,
especialmente la PCR anidada. Los analisis de PCR recomendados en este protocolo pueden dar falsos
positivos con bacterias emparentadas estrechamente, una concesion necesaria para que el analisis sea
universal (Franova, 2011; Pilotti et al., 2014). Pueden realizarse ensayos de PCR maés especificos o, si
el resultado es crucial (p. ej., muestras analizadas a efectos de la cuarentena posentrada, del registro de
un nuevo hospedante o de una distribucion nueva), se deberia secuenciar el producto de la PCR

convencional.

Ademas de para la amplificacion del gen 16S del ARNr, también se han utilizado métodos basados en
la PCR para amplificar otras regiones genomicas a efectos de detectar y clasificar fitoplasmas, por
ejemplo, genes de las proteinas ribosomicas (Lim y Sears, 1992; Jomantiene et al., 1998; Lee et al.,
1998; Martini et al., 2007), el gen tuf (Schneider et al., 1997; Makarova et al., 2012), el gen 23S del
ARNr (Guo etal., 2003) y el gen secY (Lee etal., 2010; Davis et al., 2013; Quaglino et al., 2013).
Estos cebadores podran resultar utiles cuando se requiera una segunda region independiente del

genoma del fitoplasma.

Las muestras podran contener compuestos inhibidores de la PCR, dependiendo de la especie de
hospedante y del tipo y la edad del tejido. Por tanto, es importante comprobar la aptitud de los
extractos de ADN para la PCR utilizando cebadores de control interno que amplifiquen un gen de la
planta hospedante. Los efectos inhibidores del hospedante pueden compensarse con una purificacion
adicional del ADN a través de una columna de centrifugacion de Sephacryl o anadiendo albumina
sérica bovina (ASB, o BSA por sus siglas en inglés) a la mezcla de la PCR en una concentracion final

de 0,5 mg/ml (Kreader, 1996).

En este protocolo de diagnostico, los métodos (incluidas las referencias a nombres comerciales) se

describen seglin se publicaron, ya que con ello se definio el nivel inicial de sensibilidad, especificidad

PD 12-6 Convencion Internacional de Proteccion Fitosanitaria



Protocolos de diagnoéstico para plagas reglamentadas PD 12

y/o reproducibilidad alcanzado. El uso de nombres de reactivos, productos quimicos o equipo en estos
protocolos de diagndstico no implica su aprobacion ni la exclusion de otros que también podran ser
adecuados. Los procedimientos de laboratorio presentados en los protocolos podran ajustarse a las

normas de los laboratorios individuales, siempre que estén adecuadamente validadas.

3.1 PCR convencional anidada

En la primera fase de PCR de este ensayo, se utilizan los cebadores P1 (Deng y Hiruki, 1991) y P7
(Schneider et al., 1995):

P1 (directo): 5'-AAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG GAT T-3'
P7 (inverso): 5'-CGT CCT TCA TCG GCT CTT-3'

Los cebadores de la segunda fase de PCR son el R16F2n (Gundersen y Lee, 1996) y el R16R2 (Lee
etal., 1993):

R16F2n (directo): 5'-GAA ACG ACT GCT AAG ACT GG-3'
R16R2 (inverso): 5'-TGA CGG GCG GTG TGT ACA AAC CCC G-3'

La mezcla de reaccion (20 pl) consiste en un tampén de polimerasa de ADN Taq 1x que contiene
1,5 mM de MgCl, 0,5 uM de cada cebador, 200 uM de desoxinucleotidos trifosfato (ANTP), 1 U de
polimerasa de ADN Taq y 2 pl de ADN molde. La amplificacion se realiza mediante una etapa inicial
de desnaturalizacion de 2 min a 94 °C seguida de 40 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 s a 53 °C (cebadores
P1/P7) o a 50 °C (cebadores R16F2n/R16R2) y 1 min a 72 °C, y una etapa de extension final de
10 min a 72 °C. En la segunda fase de la PCR anidada se utiliza como molde 1 pl de los productos de
la PCR de la primera fase, ya sea sin diluir o en una dilucién de hasta 1:30. Los productos obtenidos
tras la PCR se analizan por electroforesis en gel. Los cebadores P1/P7 y R16F2n/R16R2 producen,

respectivamente, un amplicon de 1800 pares de bases (pb) y un amplicon de 1250 pb.

La presencia, en los extractos, de ADN apto para la PCR se confirma mediante los cebadores de

Werren et al. (1995) del gen universal 28S del ARNr de los eucariotas:
28Sf (directo): 5'-CCC TGT TGA GCT TGA CTC TAG TCT GGC-3'

288Sr (inverso): 5'-AAG AGC CGA CAT CGA AGG ATC-3'

La mezcla de reaccion para el ensayo del gen 28S del ARNr tiene los mismos componentes y el
ciclado se realiza en las mismas condiciones que en el ensayo para los fitoplasmas, de manera que
ambos ensayos se pueden hacer simultineamente en tubos distintos. El par de cebadores 28S{/28Sr

produce un amplicon de 500-600 pb.

También pueden utilizarse otros pares de cebadores para comprobar que el ADN es apto para la PCR.

Convencion Internacional de Proteccién Fitosanitaria PD 12-7
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3.2 PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real se realiza mediante el ensayo de TagMan disefiado por Christensen et al.

(2004) para el gen 16S del ARNr:
Cebador directo: 5'-CGT ACG CAA GTA TGA AAC TTA AAG GA-3'

Cebador inverso: 5-TCT TCG AAT TAA ACA ACA TGA TCC A-3'
Sonda TagMan: 5'-FAM-TGA CGG GAC TCC GCA CAA GCG-BHQ-3’

También puede aplicarse la PCR en tiempo real de Hodgetts et al. (2009) disefiada para el gen 23S del
ARNI:

JH-F 1 (cebador directo): 5'-GGT CTC CGA ATG GGA AAA CC-3'

JH-F all (cebador directo): 5'-ATT TCC GAA TGG GGC AAC C-3'

JH-R (cebador inverso): 5'-CTC GTC ACT ACT ACC RGA ATC GTT ATT AC-3’
JH-P uni (sonda TagMan): 5'-FAM-MGB-AAC TGA AAT ATC TAA GTA AC-BHQ-3’

La mezcla de reacciéon (25 pl) consiste en una mezcla maestra de PCR en tiempo real TagMan 1x,
300 nM de cebador directo, 300 nM de cebador inverso, 100 nM de sonda FAM y 2 ul de molde de
ADN. Todas las muestras se analizan por duplicado. La amplificacion se realiza mediante una etapa
inicial de desnaturalizacion de 3 min a 95 °C seguida de 40 ciclos de 15s a 95°C y 1 min a 60 °C.
Estas condiciones de ciclado podran variar dependiendo del tipo de mezcla maestra que se utilice
(p. ¢j., algunas mezclas requieren una fase de activacion de la polimerasa de 10 min a 95 °C y las
mezclas que contienen uracil-ADN glucosilasa [UDG] requieren una etapa inicial de 2 min a 50 °C).
Los resultados de la PCR en tiempo real se analizan con el programa informatico del fabricante

facilitado con el instrumento.

En el ensayo de PCR en tiempo real de Christensen et al. (2004), se utilizan 900 nM de cebador
inverso, pero en una publicacion posterior este valor se redujo a 300 nM (Christensen et al., 2013). El

ensayo funcionard igual de bien con cualquiera de las dos concentraciones de cebador inverso.

El método de PCR en tiempo real del gen 16S del ARNTr se evalué con fitoplasmas de 18 subgrupos, y
se determind que su sensibilidad era igual que la de la PCR convencional anidada o hasta 10 veces
mayor, dependiendo de la combinaciéon de hospedante y fitoplasma (Christensen et al., 2004). En una
prueba interlaboratorios para la deteccion de fitoplasmas de frutales en la que participaron
22 laboratorios se constatdé que los ensayos de Christensen et al. (2004) y de Hodgetts et al. (2009)
eran similares en términos de sensibilidad y especificidad (EUPHRESCO FruitPhytolnterlab Group,
2011).
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La presencia de ADN apto para la PCR en los extractos se confirma mediante el ensayo de Weller

et al. (2000), en el que se amplifica el gen de la citocromo oxidasa (COX):

COX-F (cebador directo): 5'-CGT CGC ATT CCA GAT TAT CCA-3’
COX-R (cebador inverso): 5'-CAA CTA CGG ATA TAT AAG AGC CAA AAC TG-3'
COX-P (sonda TagMan): 5-FAM-TGC TTA CGC TGG ATG GAA TGC CCT-BHQ-3’

Otra opcion que puede utilizarse para confirmar que el ADN es apto para la PCR es el ensayo de
Christensen etal. (2004), basado en el gen 18S del ARNr. Este se recomienda para las

monocotiledoneas, en las que el andlisis del gen COX es menos eficiente.

Cebador directo: 5'-GAC TAC GTC CCT GCC CTT TG-3'
Cebador inverso: 5'-AAC ACT TCA CCG GAC CAT TCA-3’
Sonda TagMan: 5'-FAM-ACA CAC CGC CCG TCG CTC C-BHQ-3’

Las mezclas de reaccion para los ensayos basados en el gen COX y el gen 18S del ARNTr tienen los
mismos componentes y el ciclado se realiza en las mismas condiciones que en el andlisis en tiempo
real para fitoplasmas, de manera que ambos analisis se pueden realizar simultdneamente en tubos
distintos. Alternativamente, el analisis del control interno puede realizarse en una reacciéon multiplex
en el mismo tubo usado para los fitoplasmas, si se marca la sonda con un colorante indicador diferente
y las concentraciones de los cebadores y la sonda se ajustan de forma optima para evitar que el ADN
vegetal utilizado como control interno, en una concentracion alta, desplace al ADN de los fitoplasmas,

cuya concentracion es baja.

3.3 Controles para las pruebas moleculares

Para considerar fidedigno el resultado de las pruebas, en cada serie de aislamiento de 4cido nucleico y
de amplificacion del acido nucleico de la plaga objetivo se deberian tener en cuenta los controles
adecuados, que dependeran del tipo de prueba utilizada y del grado de certidumbre requerido. Para la
PCR, deberian utilizarse, como minimo, un control positivo de acido nucleico, un control interno y un

control negativo de amplificacion (control sin molde).

Control positivo de acido nucleico. Este control se utiliza para hacer un seguimiento de la eficiencia
del método de prueba (asi como de la extraccion) y, especificamente, de la amplificacion. Se podra
utilizar el ADN de fitoplasmas extraido de una planta infectada, el ADN gendémico completo

amplificado o un control sintético (p. €j., un producto de PCR clonado).

Control interno. Deberia incorporarse tanto al protocolo de la PCR convencional como al de la PCR

en tiempo real un gen de mantenimiento vegetal, por ejemplo el gen universal 28S del ARNr de los
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eucariotas (en la Seccion 3.1 se describe su uso en la PCR convencional anidada) o el gen COX (en la
Seccion 3.2 se describe su uso en la PCR en tiempo real), a fin de descartar la posibilidad de obtener
falsos negativos debido a deficiencias en la extraccion del acido nucleico o a su degradacion, o a la

presencia de inhibidores de la PCR.

Control negativo de amplificacion (control sin molde). Este control es necesario para la PCR
convencional y en tiempo real a fin de descartar falsos positivos por contaminaciéon durante la
preparacion de la mezcla de reaccion. El agua de calidad apta para PCR que se utilizo para preparar la

mezcla de reaccion se afiade en la fase de amplificacion.

Control positivo de extraccion. Este control se utiliza para asegurar que el 4cido nucleico del
fitoplasma esté presente en una cantidad y con una calidad suficientes para la PCR y que se detecte el
patégeno. El acido nucleico del fitoplasma se extrae de tejido infectado del hospedante o de tejido

vegetal sano al que se ha afiadido una concentracion del fitoplasma.

Para el control positivo debe utilizarse aproximadamente una décima parte de la cantidad de tejido
foliar utilizada por planta para la extraccion de ADN. Si se agrupan las muestras, se deberia ajustar de
manera acorde la cantidad de control positivo (p. ¢j., diez lotes de muestras de 20 mg agrupadas para
la extraccion de ADN, 2 mg de hoja infectada + 198 mg de tejido vegetal sano). Si no hay deteccion
del control positivo, deberia repetirse el ensayo o reducirse el porcentaje de agrupamiento hasta lograr

una deteccion fiable.

Para la PCR, deben adoptarse precauciones a fin de evitar la contaminacion cruzada por aerosoles
procedentes del control positivo o de las muestras positivas. El control positivo empleado en el
laboratorio deberia secuenciarse a fin de que esta secuencia se pueda comparar facilmente con las
obtenidas de los amplicones del tamafio correcto. Otra opcion es elaborar controles positivos sintéticos
que contengan una secuencia conocida que, de nuevo, se puede comparar con los amplicones de la

PCR del tamafio correcto.

Control negativo de extraccidon. Este control se utiliza para monitorear la contaminacion durante la
extraccion del acido nucleico o la reaccion cruzada con el tejido del hospedante. El control podra ser el
tampon de extraccion o podra incluir acido nucleico extraido de tejido no infectado del hospedante y
posteriormente amplificado. Cuando se prevean muchas muestras positivas, se recomienda incluir

controles negativos de extraccion entre las muestras para analizar.

3.4 Interpretacion de los resultados de la PCR
3.4.1 PCR convencional anidada

La PCR especifica del patogeno solo se considerara valida si:

- el control positivo produce un amplicon del tamafio correcto para el patdgeno objetivo
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- no se producen amplicones del tamafio correcto para el patdgeno objetivo en el control negativo

de extraccion ni en el control negativo de amplificacion.

En los controles internos dirigidos al ADN vegetal, el control de tejido sano (si se utiliza), el control
positivo y cada una de las muestras de la prueba deben producir un amplicén del tamafio esperado. Si
no se logra la amplificacion de las muestras con los cebadores de control interno, la causa puede ser,
por ejemplo, que no se haya extraido el ADN, que no se haya incluido el acido nucleico en la mezcla
de la reaccion, que el extracto de ADN contenga compuestos inhibidores de la PCR o que el ADN se

haya degradado.

La prueba realizada en una muestra se considerara positiva si produce un amplicon del tamaio
correcto. Para identificar el fitoplasma presente en las muestras positivas se debera secuenciar el

amplicon (véase la Seccion 3.5). En algunos casos, se dispone de ensayos de PCR mas especificos.

3.4.2 PCR en tiempo real

Con la PCR en tiempo real se determinara si una muestra es positiva o negativa para fitoplasmas. Para
identificar el fitoplasma presente en las muestras positivas, se debera realizar una PCR convencional,
con objeto de obtener, para el analisis de secuencias, al menos el segmento de 1250 pb de longitud del
gen 16S del ARNr generado por el par de cebadores R16F2n/R16R2 (véase la Seccion 3.5). Otra
opcion, para algunos fitoplasmas, podra ser utilizar ensayos de PCR en tiempo real especificos; por
ejemplo, para el grupo 16SrX (proliferacién de la manzana) (Torres et al., 2005) y para la flavescencia

dorada (Pelletier et al., 2009).

3.5 Analisis de las secuencias

Los productos de la PCR deberian secuenciarse, ya sea directamente o clondndolos primero en un vector
de clonacion de productos de PCR. Los datos de las secuencias se pueden analizar con el programa de
alineacion de secuencias BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), disponible en el Centro
Nacional de Informacion Biotecnologica de los Estados Unidos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Si la
coincidencia de la secuencia del fitoplasma con la de su pariente mas cercano es menor que el 97,5 %, el
fitoplasma se considera una especie nueva de “Ca. Phytoplasma”. En este caso, deberia secuenciarse el
gen 16S del ARNr completo y realizarse un analisis filogenético. También es deseable secuenciar una
region independiente del genoma, por ejemplo, la region espaciadora 16S/23S del ARNT, el gen secY,

genes de las proteinas ribosdémicas o el gen tuf.

4.  Registros

Los registros y las evidencias deberian conservarse segun lo descrito en la NIMF 27 (Protocolos de

diagndstico para las plagas reglamentadas).
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En los casos en que los resultados del diagndstico puedan afectar a otras partes contratantes, en
particular en casos de incumplimiento y cuando el fitoplasma se detecta por primera vez en un area,
los siguientes registros, evidencias y material adicional deberian conservarse por lo menos durante un

afio, de un modo que garantice su rastreabilidad:

- La muestra original, conservada congelada a —80 °C, liofilizada, o desecada con cloruro célcico

y conservada a 4 °C.

- Cuando proceda, las extracciones de ADN deberian conservarse a —20 °C o a —80 °C. Los

extractos vegetales impregnados en membranas deberian conservarse a temperatura ambiente.

- Cuando proceda, los productos de la amplificacion mediante PCR deberian conservarse a
—20°C o0 a—80 °C.

5.  Puntos de contacto para informacion adicional

Puede obtenerse informacion adicional sobre este protocolo en las siguientes fuentes:

Plant Health and Environment Laboratory, Ministry for Primary Industries, PO Box 2095, Auckland
1140, Nueva Zelandia (Lia W. Liefting; correo electronico: lia.liefting@mpi.govt.nz;

tel.: +64 9 9095726, fax: +64 9 9095739).

Department of Economic Development, Jobs, Transport and Resources, Victoria, AgriBio, 5 Ring
Road, Bundoora, VIC 3083, Australia (Fiona Constable; correo electronico:

fiona.constable@ecodev.vic.gov.au; tel.: +61 3 9032 7326; Fax: + 61 3 9032 7604).

Departamento de Territorio y Sostenibilidad, Av. Diagonal 525, 08029 Barcelona, Espafia (Ester

Torres; correo electronico: ester.torres@gencat.net).

Federal Biological Research Centre for Agriculture and Forestry, Institute for Plant Protection and
Fruit Crops, Schwabenheimer Str. 101, D-69221 Dossenheim, Alemania (Wilhelm Jelkmann;

correo electronico: wilhelm.jelkmann@jki.bund.de).

Podran presentar una solicitud de revision de un protocolo de diagnodstico las organizaciones
nacionales de proteccion fitosanitaria (ONPF), las organizaciones regionales de proteccion
fitosanitaria (ORPF) o los 6rganos auxiliares de la Comision de Medidas Fitosanitarias (CMF) a través
de la Secretaria de la CIPF (ippc@fao.org), que a su vez remitira la solicitud al Grupo técnico sobre
protocolos de diagndstico (GTPD).
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CIPF

La Convencién Internacional de Proteccién Fitosanitaria
(CIPF) es un acuerdo internacional de sanidad vegetal que
tiene como objetivo proteger las plantas cultivadas y silvestres
previniendo la introduccién y propagacién de plagas. Los
viajes y el comercio internacional hoy son mas abundantes
que nunca antes. En el desplazamiento de personas y
mercancias por todo el mundo, los acompafian organismos
que representan riesgos para las plantas.

La organizacion

¢ Hay mas de 180 partes contratantes de la CIPF

¢ Cada parte contratante tiene una organizacién
nacional de proteccion fitosanitaria (ONPF) y un
contacto oficial de la CIPF

¢ Nueve organizaciones regionales de proteccién
fitosanitaria (ORPF) obran para facilitar la aplicacion
de la CIPF en los paises

¢ La CIPF se enlaza con las organizaciones
internacionales pertinentes a fin de contribuir a
la creacién de capacidad regional y nacional

¢ |a Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) proporciona
la Secretaria de la CIPF

Convencion Internacional de Proteccion Fitosanitaria (CIPF)

Viale delle Terme di Caracalla, 00153 Roma, Italia
Tel. +39 06 5705 4812
Correo electrénico: ippc@fao.org | Web: www.ippc.int
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