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Blueberry stunt phytoplasma (BBS)
(Achaparramiento del arandano)

GENERALIDADES

El achaparramiento del arandano (Vaccinium spp.) es ocasionado por fitoplasmas que
se establecen en los tejidos de la albura, por debajo de la corteza de los arbustos
infectados (Figura1). Casi todas las variedades de arandanos son susceptibles: V. australe,
V. vacillans, V. atrocuccum, V. stamineum y V. myrtilloides, el cultivar ‘Rancocas’ es el
unico que tiene cierta resistencia (Diekmann, et al., 1994).

Los fitoplasmas asociados al BBS se han identificado como miembros del grupo 16Srl,
subgrupo E en EUA. Bagadia et al, 2013, identificaron fitoplasmas del grupo 16SrIX
‘Candidatus P. phoenicium’subgrupo 16SrIX- E en arandanos de Nueva Jersey; los
fitoplasmas reportados en Europa en arandanos silvestres (Vaccinium myrtillus L) de
Lithuania pertenecen al grupo 16Srlll “Candidatus Phytoplsama pruni” y los descritos en
Austria se relacionan a "Candidatus P. trifolii” (16SrVI). (EUA) (Rosete, et al., 2015).

El fitoplasma puede transmitirse por material propagativo infectado, y en campo por
chicharritas del género Scaphytopius spp., que se alimentan de los fluidos del floema de
la planta. Los adultos son pequenos (5mm), de color café con pecas blancas y cabeza
afilada (Figura 2). Las ninfas son amarillas con marcas rojas a cafés (Figura 3) (Ministry
of agriculture, food and rural affairs, 2021)

Figura 1 Planta de ardndano con achaparramiento
infectada por BBS. Tomada de:
https://www.canr.msu.edu/uploads/files/Stunt.pdf



https://www.canr.msu.edu/uploads/files/Stunt.pdf

Figura 2. Chicharrita adulta del género Scaphytopius sp.
Tomada de:
https://www.americaninsects.net/h/scaphytopius-sp.html

Figura 3. Lado izquierdo, ninfa (sin alas) y lado derecho,
adulto de Scaphytopius sp. Tomada de:
https://pemaruccicenter.rutgers.edu/entomology/iSharp-
nosed-Leafhopper.html

INFORMACION TAXONOMICA

Nombre cientifico

Blueberry stunt phytoplasma
Nombres comunes
Fitoplasma del achaparramiento del arandano

Posicion taxondmica

Reino: Bacteria. Phylum: Tenericutes. Clase: Mollicutes. Orden: Acholeplasmatales.
Familia: Acholeplasmataceae. Género: Phytoplasma. Especie: Blueberry stunt
phytoplasma. EPPO, 2021


https://www.americaninsects.net/h/scaphytopius-sp.html
https://pemaruccicenter.rutgers.edu/entomology/iSharp-nosed-Leafhopper.html
https://pemaruccicenter.rutgers.edu/entomology/iSharp-nosed-Leafhopper.html

SINTOMAS

Las plantas infectadas por BBS presentan diferentes sintomas, el mas comun es
achaparramiento debido al acortamiento de los entrenudos en la planta (Figura 4a)
(Perez-Lopez et al, 2018). Los sintomas pueden variar en relacion al progreso de la
enfermedad y la variedad de arandano infectado; incluyen el sintoma de escoba de
bruja, aparicion de hojas pequenas y deformes; en verano, las hojas presentan los bordes
amarillos, asi como clorosis intervenal y se tornan ligeramente hacia abajo (Figura 4b). En
otono las zonas cloroéticas se tornan de color rojo brillante.

Figura 4. Sintomas de Blueberry stunt phytoplasma. a) Achaparramiento o
acortamiento de los entrenudos. b) Hojas con bordes cloréticos vy
acucharamiento. Tomadas de: New Zeland, 2016. créditos: Annemiek Schilder,
Michigan State University, USA.

El BBS es una enfermedad que debilita y reduce el crecimiento de las plantas, afectando
la produccion y calidad del fruto. Los sintomas pueden aparecer en uno a tres anos, por
ello es necesario monitorear regularmente el cultivo. El BBS afecta el desarrollo de los
tejidos reproductivos ocasionando achaparramiento y eventualmente la muerte de la
planta (Pérez-Lopez, et al., 2018).

DETECCION E IDENTIFICACION

Toma de muestra

Los fitoplasmas pueden estar distribuidos irregularmente y en concentraciones
desiguales en una planta, sobre todo en hospedantes lefosos, o que se recomienda es
utilizar tejido sintomatico para su deteccion (Constable et al, 2003; Gracia-Chapa et al,
2003; Christensen et al, 2004; Necas y Krska, 2006; IPPC, 2016). Algunas plantas
hospedantes pueden tener infecciones asintomaticas por lo que se deben tomar hojas



de distintas partes de la planta. Las chicharritas también pueden analizarse y detectar la
presencia del BBS.

Para la extraccion de DNA total deben utilizarse los peciolos y la nervadura central de las
hojas, también puede utilizarse la corteza interna (IPPC, 2016).

Técnicas moleculares

Se recomienda realizar la extraccion de DNA total con alguno de los siguientes kits
comerciales siguiendo las instrucciones del fabricante.

e DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)
e Plant RNA Purification Reagent
La extraccion de DNA total también puede realizarse con CTAB del 2 al 3 % (IPPC, 2016).

Nota: Se puede emplear algun otro protocolo de extraccion de DNA total, siempre y
cuando este cumpla con los pardmetros de calidad e integridad (Relacidon Azso/2s0 entre
1.8 y 2.0 y relacion Azsopzoentre 2.0y 2.2).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se han disenado varios pares de iniciadores universales que permiten la amplificacion
del gen 16S del ARNr de todos los fitoplasmas conocidos, estos iniciadores generalmente
se utilizan en combinacion con PCR anidada para incrementar la sensibilidad de la
técnica ya que los fitoplasmas por lo regular se encuentran en baja concentracion en la
planta.

En primer lugar, se debe emplear el par de iniciadores generales para fitoplasmas P1y
P7 (Deng y Hiruki, 1991; Smart et al, 1996) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Secuencias de los iniciadores universales empleados para la deteccion de fitoplasmas

Nombre del lamano
Tipo ) Secuencia (5" - 3)
primer (pb)
Sentido Pl AAGAGTTTCATCCTGGCTCAGGCATT 1800
Antisentido P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT




Se recomienda preparar la mezcla de reaccion de acuerdo a lo indicado en el Cuadro 2,
se deben realizar dos repeticiones por muestra por reaccion. El programa de
termociclaje para llevar a cabo la reaccion se indica en el Cuadro 3.

Cuadro 2. Preparacion de la mezcla de reaccion para la PCR punto final

Concentraciéon Concentraciéon

Reactivos Volumen (L)
inicial final

Buffer PCR 10X 1X 25
MgCl, 50 mM 1.5 mM 0.75
dNTP 10 mM 016 mM 0.4
Iniciador sentido 10 uM 0.4 uM 1.0
Iniciador antisentido 10 uM 0.4 uM 1.0
Tag DNA Pol 5 U/uL 0.06 U/uL 03
DNA 20 - 50 ng/uL 4 -10 ng/uL 5.0
Agua grado biologia - - 14.05
molecular

Volumen final 25

Cuadro 3. Programa de termociclaje para los iniciadores P1y P7

Temperatura Tiempo Ciclos
94 °C 5 min 1
94 °C 1 min

54 °C 50s 35
72 °C 2min

72 °C 5 min 1
12°C o

Una vez finalizada la PCR con los iniciadores P1y P7, es necesario realizar una dilucion
del producto de PCR en agua grado biologia molecular en una proporcion de 2:48. Esta
dilucion sera utilizada como templado en las siguientes reacciones de PCR para
incrementar la concentracion del fitoplasma y asegurar que se visualicen los amplicones.

Para la PCR anidada se deben emplear dos pares de iniciadores: fU5/rU3 (Lorenz et al,,
1995) y R16F2n/R16R2 (Gundersen y Lee, 1996) (Cuadro 4).



Cuadro 4. Secuencias de los iniciadores empleados para la PCR anidada de fitoplasmas

. Nombre del S Tamario
Tipo o Secuencia (5" - 37)

iniciador (pb)
Sentido fus CGGCAATGGAGGAAATC 882
Antisentido ru3 TTCAGCTACTCTTTGTAACA
Sentido R16F2n GAAACCACTGCTAAGCACTGG 1248
Antisentido R16R2 TGACGGGCGGTGTCTACAAACCCCG

Se recomienda preparar la mezcla de reaccion de acuerdo a lo indicado en el Cuadro 2
se deben realizar dos repeticiones por muestra por reaccion. Los programas de
termociclaje para llevar a cabo las reacciones se indican en los Cuadros 5y 6.

Cuadro 5. Programa de termociclaje para los
iniciadores fU5y rU3

Temperatura Tiempo Ciclos
94 °C 4 min 1
94 °C 45s

56 °C 45s 39
72 °C 45s

72 °C 7 min 1

12 °C oo

Cuadro 6. Programa de termociclaje para los
iniciadores R16F2n y R16R2

Temperatura Tiempo Ciclos
94 °C 2 min 1
94 °C 1 min

55°C 2 min 35
72 °C 2 min

72 °C 10 min 1
12 °C oo

Al concluir el termociclaje, correr los productos de PCR mediante electroforesis durante
60 mina 95V en un gel de agarosa 1.0 - 2.0 %, sumergido en buffer TAE 1X. Finalmente,
observar el gel en un transiluminador de luz UV, tomar la fotografia, anotar los datos de
la muestra y guardar la imagen.



Interpretacion de resultados de PCR punto final
Los resultados seran validos solamente bajo los siguientes criterios:

El control positivo con el par de iniciadores fU5 y rU3, debe generar un amplicon de 882
pb (Figura 5).

El control positivo con el par de iniciadores R16F2N y R16R2, debe generar un amplicon
de 1248 pb (Figura 6).

Los controles negativos de reactivos y de matriz no deberan presentar amplificacion en
ninguno de los ensayos de PCR.

Figura 5. Productos de PCR con los iniciadores fU5 y rU3.
Marcador Molecular (MM) 1 Kb (Invitrogen). 1y 2) control
positivo. 3 y 4) Muestra positiva. 5y 6) Control negativo de
matriz. 7 y 8) Control negativo de reactivos. Amplicon
esperado de 882 pb.

<1248 pb

Figura 6. Productos de PCR con los iniciadores R16F2n y
R16R2. Marcador Molecular (MM) 1 Kb (Invitrogen). 1y 2)
control positivo. 3 y 4) Muestra positiva. 5 y 6) Control
negativo de matriz. 7 y 8) Control negativo de reactivos.
Amplicon esperado de 1248 pb.



Controles para las pruebas moleculares

En todos los ensayos de PCR punto final es necesario incluir los siguientes controles con
una repeticion:

Control positivo: provee un patron de referencia con el cual comparar los resultados
positivos de las muestras, en caso de haberlos. El control positivo esta conformado por
una concentracion conocida de DNA genomico de BBS o DNA plasmidico con el inserto
de BBS.

Control negativo de matriz: corresponde a DNA extraido de tejido vegetal sin Blueberry
stunt phytoplasma. Asegura que no exista reaccion cruzada con la matriz o
contaminacion durante la extraccion.

Control negativo de reactivos: material que contiene todos los componentes de la
reaccion, pero sin acidos nucleicos. Permite descartar falsos positivos y contaminantes
en la reaccion de PCR.

Secuenciacién y andlisis de secuencias

Para confirmar la identidad del Blueberry stunt phytoplasma, los productos de PCR de
ambos pares de iniciadores (fU5-rU3 y R16F2n-R16R2) deberan secuenciarse. Cuando se
observe amplificacion con el par de iniciadores P1y P7 el producto de PCR también debe
secuenciarse. Los datos de las secuencias obtenidas se deben analizar con el programa
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) disponible en el NCBI
(http:/Mww.ncbi.nlm.nih.gov)/).

Identificacion mediante RFLP (Restriction Fragment Length Polymorfism)

El analisis de fragmentos de restriccion de longitud polimorfica (RFLP) es otra técnica
utilizada para la identificacion de los diferentes grupos de fitoplasmas. En este caso se
utilizan enzimas de restriccion las cuales fragmentan el DNA en sitios especificos y
conocidos, llamados “sitios de corte”. De acuerdo con Bertaccini et al., 2014, existen 23
grupos de fitoplasmas que a su vez se dividen en subgrupos basados en el analisis del
gen 16S rDNA.

Para la identificacion de subgrupos del gen 16S rDNA, donde esta incluido el BBS, se
debe utilizar el siguiente listado de enzimas de restriccion: Alul, BamH|, Bfal, BstUl, Dral,
EcoRl, Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal, Hpall, Konl, Msel, Sau3Al, Rsal, Sspl, Tagl.

Utilizar el producto de PCR obtenido de los iniciadores R16F2n y R16R2 y digerir de
acuerdo a las instrucciones del fabricante de cada enzima. Comparar el patron
resultante con el propuesto por Wei et al,, 2007, para asignar el subgrupo (Figura 7).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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168r1-E Blueberry stunt phytoplasma strain BBS3
(AY265213)

Figura 7. Patron de RFLP utilizado para la clasificacion del

Blueberry stunt phytoplasma. Tomada y modificada de Wei,
et al, 2007.

Nota: Esta metodologia puede aplicarse siempre y cuando se cuente con todas las
enzimas de restriccion, se propone solamente de manera opcional.

Identificacion del patégeno

Para reportar la identificacion del Blueberry stunt phytoplasma, es necesaria la deteccion
con los dos pares de iniciadores mencionados para la PCR anidada (Cuadro 4), asi como

la confirmacion de la identidad mediante secuenciacion y analisis de las secuencias de
los amplicones obtenidos.

Si se utiliza la opcidén de RFLP's se debera verificar cuidadosamente que el patréon
obtenido de la digestidon de enzimas sea igual al presentando en la Figura 7.

Conservar las muestras de acuerdo a su Sistema de calidad, en caso de resultados
positivos: contar con evidencia fotografica de sintomas y signos, preservar el tejido

vegetal y acidos nucleicos. Registro de resultados de pruebas moleculares (fotografias de
geles y secuencias de DNA).

Requerimientos para corroboracion: Informe técnico, muestra problema, acidos
nucleicos con valores de calidad y concentracion, fotografia de geles, secuencias



genéticas generadas por el secuenciador y su respectivo electroferograma, asi como
evidencia de alineamiento y/o andlisis filogenético cuando aplique.
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AVISO

La metodologia descrita en la presente ficha técnica para la deteccion de Blueberry stunt
phytoplasma (BBS), tiene un sustento cientifico que respalda los resultados obtenidos al
aplicarlo. La incorrecta implementacion o variaciones en la metodologia especificada en
este documento de referencia pueden derivar en resultados no esperados, por lo que es
responsabilidad del usuario seguir y aplicar el procedimiento de forma correcta.
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