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 1 
              Introducción general 
 

 

1.1 El peral 
 

1.1.1 Origen 
 

El cultivo del peral data de hace unos 3000 años. Su origen se localiza en el oeste de 

Asia, aunque escritos de Homero (700 aC) sugieren una posible procedencia europea. En 

China, la primera especie domesticada fue Pyrus pyrifolia, peral silvestre que producía 

frutos comestibles sin necesidad de una selección previa. Posteriormente, se realizaron 

hibridaciones entre P. ussuriensis y P. pyrifolia. En occidente, P. communis var pyraster y 

P. communis var. caucásica fueron seguramente los ancestros del peral Europeo (Lombard 

& Westwood, 1987). 

El género Pyrus, incluye 22 especies divididas en occidentales y orientales según su 

situación geográfica. Las más utilizadas son P. betulifolia, P. calleryana, P. pyrifolia  y P. 

ussuriensis como orientales, y P. communis, P. communis var. pyraster, P. 

amygdafoliformis, y P. salicifolia del grupo de especies occidentales. 

 

1.1.2 Taxonomía y morfología de Pyrus communis 

 

P. communis pertenece a la subdivisión Angiosperma; Clase Dicotiledónea de hoja 

caduca; subclase Rosidae, orden Rosales, familia Rosácea y género Pyrus. Es un árbol 

piramidal, que puede alcanzar los 20 metros de altura. Tiene una vida media de 65 años. Su 

tronco es alto, grueso, de corteza agrietada y gris. Las ramas se insertan formando un 

ángulo de 45º con el tronco; son de corteza lisa, primero verde y luego gris-violácea con 

numerosas lenticelas. 

Sus hojas son ovales, finamente dentadas o enteras, coriáceas, glabras, algo lustrosas 

por el haz y con un pecíolo de igual longitud que la lámina o más corto. Las flores tienen 

largos cabillos y forman unos corimbos umbeliformes en la terminación de las ramillas. 
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Tienen un ovario ínfero de color blanco o blanco-rosado, y el cáliz está formado por 5 

sépalos lanceolados, estrechados en punta. Los pétalos miden generalmente 12-15 mm y 

son obovados y libres. 

El fruto es en pomo, estrechado en la base, con sépalos marcescentes en el ápice 

umbilicado. En el interior está dividido en cinco celdillas, cada una con 1-2 semillas de 

cubierta exterior lisa o algo mucilaginosa. La piel del fruto es más o menos lisa, de color 

verde, tomando un color pardo o amarillento al madurar. Su pulpa es dura, en un inicio 

ácida que con la madurez pasa a ser blanda y dulce. 

P. communis tiene unas raíces profundas, con el eje central muy desarrollado, que le 

permite tener un buen anclaje y ser resistente a la sequía. 

 

1.1.3 Importancia económica 

 

 La producción mundial de pera supone en la actualidad unos 16 millones de toneladas 

anuales según datos de la F.A.O. del año 1999. Por continentes, Asia y Europa son los más 

productivos. China, en estos momentos aporta un 50% de la producción mundial, los 

EEUU un 6% e Italia un 5% (primer productor europeo). 

 

 
 

Figura 1.1- Importación y exportación mundial de pera. 

 

España, con algo más de un 4% de la producción mundial, tiene una superficie 

dedicada al cultivo del peral de aproximadamente unas 40.400 Ha, con una producción de 

719.500 toneladas en el año 2001. En el año 2000 exportó 175.031 toneladas de peras y 

membrillo frente a 44.249 importadas (Anuario de Estadística Agroalimentaria, 2001). 
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Cataluña en estos momentos es la comunidad con más superficie dedicada a este cultivo, 

con 18.241 Ha y con una producción de 377.646 toneladas.  

 

 

                         
 

Figura 1.2- Distribución global de la producción de peras en España 

 

1.1.4 Aspectos biológicos del género Pyrus  

 

Con una longevidad superior a los 60 años si las condiciones para su desarrollo son 

óptimas, presenta distintos periodos y ciclos. 

 

1.1.4.1 Periodos del peral. 

 

- Periodo juvenil o vegetativo: no hay productividad  

- Periodo de equilibrio fisiológico: hay una productividad estacionaria 

- Periodo de senescencia: disminuye la productividad 
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1.1.4.2 Ciclos fisiológicos  

 

Podemos distinguir 2 ciclos; el vegetativo y el de fructificación. 

1-Ciclo vegetativo: se da en los 3 periodos, es anual y se diferencian 3 fases reguladas por 

hormonas: 

* Crecimiento de los brotes (de Abril hasta Junio) 

* Elaboración (de Julio hasta la caída de las hojas, en Diciembre) 

* Reposo (desde la caída de las hojas en Diciembre hasta Abril) 

2- Ciclo de fructificación: se produce en el segundo y tercer periodo. Abarca el tiempo 

comprendido entre los veranos de dos años consecutivos. 

Durante el primer año, al inicio del verano, se forman las yemas indiferenciadas. En el 

interior de éstas, se pueden empezar a diferenciar los órganos florales, que iran 

desarrollándose hasta formar el cáliz, pétalos, estambres y pistilo. En el segundo año, 

pasado el invierno, se forman los granos de polen y los óvulos. Durante el mes de Marzo 

estas yemas comienzan a abrirse, dando lugar a las flores, listas para la fecundación. La 

fecundación comprende, en primer lugar, la polinización y a continuación, la fusión del 

núcleo espermático del polen con el núcleo femenino. Una de las características principales 

de las flores del peral es que, a pesar de ser hermafroditas, no se pueden autofecundar a sí 

mismas, es decir, existe autoesterilidad. Cuando el polen de una flor encuentra a otra flor 

receptiva de otra variedad, se puede dar la fecundación y formación del fruto. En algunos 

casos los frutos se pueden desarrollar y alcanzar la madurez en ausencia de fecundación 

(partenocarpia). 

Los perales producidos por semilla, empiezan a fructificar después de muchos años, 

mientras que si la propagación se ha realizado por injerto de yemas o enraizamiento de 

estaquillas, el periodo vegetativo o juvenil suele ser más corto. 

 

1.1.5 Condiciones edafoclimáticas  
 

El peral prefiere los climas fresco-templados. Requiere cerca de 900-1000 horas de 

frío, por debajo de 7,2ºC, para salir del reposo invernal, por tanto, los ambientes demasiado 

cálidos o moderados no le son favorables ya que no le permiten completar el periodo de 

reposo fisiológico necesario. 
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Florece a 7ºC y resiste temperaturas de -18ºC a -20ºC o incluso de hasta a -40ºC en 

pleno reposo invernal. En primavera esta capacidad va disminuyendo, pudiendo ser muy 

peligrosas las heladas tardías (afectan a yemas y flores abiertas). 

Respecto al terreno más apropiado, el peral se adapta a las diferentes condiciones del 

terreno si se ha utilizado el portainjerto más apropiado, aunque sólo prospera bien en las 

tierras limosas y silíceo-arcillosas y permeables. Requiere suelos homogéneos y profundos, 

ni demasiado secos ni demasiado húmedos. Le es perjudicial un suelo con humedad 

estancada. Los suelos demasiado secos en verano tampoco le permiten desarrollarse de 

forma normal, pudiendo llegar a formarse masas esclerosas en la pulpa del fruto. 

Cuando el peral se encuentra injertado sobre membrillero, el suelo idóneo es aquel con 

pH 6,5-7,5, cal activa menor del 7%, con profundidad mínima de 50 cm y sin salinidad. Si 

el peral esta injertado en peral franco (P. communis), el pH puede alcanzar 8,2-8,3 y la cal 

activa el 11-12%. 

 

1.1.6 Propagación. 
 

La multiplicación se realiza mediante injerto o por semilla, ésta última utilizada 

básicamente para obtener nuevas variedades o patrones de injerto. 

 

Porta injertos 
 

La colección actual de portainjertos es bastante limitada. Básicamente se utilizan dos 

patrones, el membrillero o Cydonia de multiplicación vegetativa, y el peral o Pyrus de 

multiplicación vegetativa o por semilla. El uso de uno u otro dependerá básicamente de si 

la variedad a injertar es compatible o no con el membrillero, del tipo de suelo, o del país en 

cuestión, puesto que en Centro Europa suele utilizarse P. communis. 

 

1.1.6.1 Franco (Pyrus sp.) 
 

Tiene una elevada vigorosidad pero la entrada en producción es lenta. Los patrones 

francos de peral son heterogéneos si proceden de semilla, y de gran desarrollo, dificultando 

la poda y la cosecha. Existen selecciones de P. communis que se propagan 

vegetativamente, como los OHF, algunos de ellos mencionados por presentar cierta 

tolerancia a determinadas enfermedades graves como el fuego bacteriano y el decaimiento 
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del peral. Sobre este patrón, los frutos son de menor calibre, pero es compatible con todas 

las variedades de peral. 

Tiene un sistema radicular de gran potencia, pivotante y muy profundo, lo cual 

permite un buen anclaje, resistencia a asfixia en suelos húmedos, y tolerancia a la sequía. 

Es tolerante frente a la clorosis férrica y resistente a la caliza.  

En Europa y América se usa principalmente como patrón P. communis, aunque en 

zonas como el norte de China y regiones centrales se usa P. betulaefolia. 

 

 1.1.6.2 Membrillero (Cydonia oblonga) 
 

Da menor vigorosidad que el peral franco pero con una entrada en producción más 

rápida, mejor calibre y calidad de la fruta. Tiene un sistema de raíces fasciculado y un buen 

comportamiento frente a la asfixia radicular, pero sensible a la clorosis férrica (Dalmau & 

Iglesias, 1999). 

Este patrón presenta un alto grado de incompatibilidad con muchas de las variedades 

de peral más utilizadas, entre ellas Limonera, Williams, Magallón, Castells, Condesa, etc. 

Para evitar los problemas de incompatibilidad se utilizan variedades intermediarias entre el 

patrón y la variedad a cultivar, como Mantecosa Hardy y Decana de Comice 

principalmente, aunque Blanquilla también suele dar buenos resultados. 

 

1.1.7 Variedades de peral 
 

En España el número de variedades que se cultivan es limitado, y solamente tres 

(Blanquilla, Limonera y Conference) representan más del 60% de la superficie, situación 

análoga a la que se produce en países como Italia, Francia o Bélgica. Aún y así, en las 

últimas décadas, los principales programas dedicados a mejora genética han obtenido 

nuevas variedades resistentes a determinados patógenos, que en un futuro podrían ser 

utilizadas en cultivo. Las variedades que se han utilizado en este proyecto son: 

 

1.1.7.1 Limonera o Dr. Jules Guyot 
 

De origen francés. Fue obtenida hacia el año 1870. Es una variedad muy utilizada en 

Cataluña (la segunda después de Blanquilla), aunque su distribución ha ido disminuyendo 

desde el año 1985. Destaca por una producción regular, incluso en épocas de heladas, lo 

que da a entender su capacidad de adaptación a la mayoría de las zonas fruteras. Se suele 
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injertar en membrillero para adelantar la recolección y obtener frutos de mayor calibre, 

aunque en este caso, es recomendable la utilización de intermediarios. Es de vigor 

moderado y tiene una entrada en producción rápida y elevada. Su época de floración es 

tardía. Tiene aptitudes partenocárpicas, aunque la forma y la calidad del fruto, mejoran con 

polinizadores. Sus mejores polinizadores son Conference, Williams, Mantecosa Hardy y 

General Leclerc. 

 

1.1.7.2 Blanquilla 
 

Probablemente de origen español. Es una de las variedades más utilizadas en Cataluña, 

con una expansión continua en estos últimos años, debido a que puede producir frutos por 

partenocarpia y a su elevada productividad. Es un árbol muy vigoroso, pero su entrada en 

producción es lenta. Su compatibilidad con el portainjerto membrillero es mediana, sin que 

sea necesario el uso de intermediarios. Como polinizadores acepta a Castells, Ercolini, 

Magallón y Canyella. 

 

1.1.7.3 Williams 
 

De origen inglés. Es la variedad más cultivada en Occidente, ya que tiene una elevada 

productividad y calidad gustativa. Se puede injertar sobre pie franco o membrillero, aunque 

en el segundo caso, es necesario el uso de un intermediario. 

 

1.1.7.4 Bartlett 
 

Es originaria de Estados Unidos (1938). Proviene de una mutación de la variedad 

Williams, por lo que presenta unas características similares, pero con menor vigor y menor 

compatibilidad con membrillero. La recolección también es posterior. Es una variedad con 

aptitud partenocárpica. Como polinizadores se utilizan Conference, Decana de Comice, 

Limonera y General Leclerc. 

 

1.1.8 Plagas y enfermedades del peral 
 

Existen diferentes patógenos que producen enfermedades en el peral, entre ellos 

hongos, bacterias, virus y el fitoplasma del Decaimiento del peral. Las enfermedades 

producidas por hongos y bacterias son las más conocidas y estudiadas, mientras que las 
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producidas por virus y fitoplasmas, son de difícil diagnóstico, tanto por las técnicas que 

existen en la actualidad para detectarlos, como por la sintomatología que producen, ya que 

pueden confundirse con otras causas no parasitarias.  

El peral también está afectado por diversas plagas. En el anexo nº 1 se detallan las 

principales plagas y enfermedades que afectan al peral. 

 

1.2 Los fitoplasmas 
 

1.2.1 Origen 
 

 Se conocen desde hace unas 3 décadas. En 1967 gracias a la microscopía electrónica 

se determinó que algunas de las enfermedades llamadas “yellow diseases” eran producidas 

por células procariotas y no por virus, como se presumía hasta entonces (Doi et al., 1967). 

El descubrimiento de estos organismos parecidos a los micoplasmas, causantes de 

enfermedades animales, originó el inicio de un estudio exhaustivo y la búsqueda de su 

parentesco con el resto de microorganismos. En un inicio se les llamó mycoplasma-like 

organisms o MLO. En el año 1994, el Comité de Taxonomía de los Mollicutes de la IOM 

(International Organization for Mycoplasmology) estableció el nombre actual de 

fitoplasma. Recientemente ha sido propuesto el término fitoplasma como candidato a 

género “Candidatus phytoplasma” (The IRPCM Phytoplasma/Spiroplasma Working 

Team, 2003) Phytoplasma taxonomy group (2003).  

 

1.2.2 Clasificación y características 
 

En un inicio, los seres vivos se clasificaban en 5 reinos (Whittaker, 1969). Sin 

embargo, Woese y sus colaboradores, mediante la comparación de los genes ribosómicos, 

presentaron un modelo filogenético que revolucionó los esquemas taxonómicos 

establecidos hasta el momento. Los seres vivos pasaron a clasificarse en tres dominios: 

Bacteria (o Eubacteria), Archae y Eucarya (Woese et al., 1990). 
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Figura 1.3- Clasificación de los seres vivos en tres dominios según el modelo filogenético 

basado en las secuencias del gen ribosómico descrito por Woese et al., (1990) 

En base al estudio de estos genes ribosómicos, los fitoplasmas se clasifican como: 

 Reino: Eubacteria 

 Phyllum: Tenericutes  

 Clase : Mollicutes. 

 

1.2.2.1 Mollicutes. Clasificación y características 

 

Clasificación de los Mollicutes 
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El término Mollicute comporta una serie de características como: 

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

tetraciclina y derivados (Tully, 1989). 

-Pleomorfismo 

-Capacidad de pasar a través de poros de 450 nm 

-Genoma de pequeño tamaño 

-Parasitos, comensales y saprófitos de animales y plantas 

Basándose en estudios filogenéticos de la secuencia del gen ribosómico 16S rDNA 

(Weisburg et al., 1989; Woese et al., 1980), se determinó que los Mollicutes estaban 

relacionados con las bacterias Gram +, con un contenido en guanina/citosina (G+C) bajo. 

Ambos se habrían originado a partir de un mismo microorganismo ancestral, pero los 

Mollicutes en su evolución, habrían ido reduciendo sucesivamente su genoma así como, 

perdido la pared celular. 

 

1.2.2.2 Justificación de la pertenencia de los fitoplasmas a la clase Mollicutes 
 

A partir del año 1989 empiezan a hacerse estudios que clarifican la pertenencia de los 

fitoplasmas a la clase Mollicutes.  

-Los genomas de los MLO o fitoplasmas contienen entre un 25 y un 32 % de G+C (Kollar 

et al., 1989; Sears et al., 1989) y  tienen entre 640 y 1185 Kb (Neimark & Kirkpatrick, 

1993; Lauer & Seemüller, 2000; Padovan et al., 2000), valores similares a la de los 

micoplasmas que se están cultivando.  

-Comparando las secuencias ribosómicas del 16S rDNA de dos MLOs pertenecientes al 

actual grupo de los AY (Lim & Sears, 1989; Kuske & Kirkpatrick, 1992) con otros 

procariotas, se demuestra que los MLO están emparentados filogenéticamente con los 

Mollicutes, y dentro de esta clase, sus secuencias ribosómicas tendrían más homología con 

Acholeplasma laidlawii, del Orden Acholeplasmatales que con otros micoplasmas 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. laidlawii, utilizan UGA como codón de terminación, y por 

tanto se diferencian de M. capricolum del orden Mycoplasmatal (Lim & Sears, 1992 a). 

-Las características de la membrana del MLO, AOY, cuando se cultivan en ausencia de 

esterol son más cercanas a A. laidlawii, que a la de M. gallisepticum (Lim & Sears, 1992b). 
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1.2.2.3 Características específicas de los fitoplasmas. 

 

Son parásitos estrictos del hábitat intracelular de plantas e insectos vectores. Su 

tamaño y desarrollo depende del grado de desarrollo de los tubos cribosos donde se 

localizan, con capacidad de pasar lentamente a través de los poros de las células cribosas 

del floema. 

  La célula de los fitoplasmas está rodeada por una membrana plasmática trilaminar, de 

unos 10 nm de grosor, compuesta, al igual que en el resto de procariotas, de 2/3 de 

proteínas y 1/3 de lípidos. Su citoplasma contiene ribosomas para la síntesis proteica, y una 

molécula de ADN doble circular. Se ha detectado también la presencia de ADN 

extracromosómico (Davis et al., 1988; Nakashima & Hayashi, 1995; Nishigawa et al., 

2001).  

El genoma es pequeño, con un alto contenido en genes. Presenta un único gen de 

tRNA isoleucina, común en todos los fitoplasmas (Kirkpatrick et al., 1994). Por estudios 

serológicos y moleculares también se ha visto que los fitoplasmas contienen un gen que 

codifica para una proteína de membrana y ésta es única para cada tipo. Estas proteínas son 

abundantes en la superficie externa de la célula (Milne et al., 1995) y de su estudio, se 

podría explicar la posible interacción fitoplasma-huesped (Morton et al., 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4- Enfermedad X del melocotonero (WX), fitoplasmas en tubos cribosos. 
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Los fitoplasmas se transmiten a través de insectos vectores pertenecientes al orden de 

los Homópteros (Familias cicadellidae, cixidae, cercopidae, psyllidae y fulgoridae), con 

multiplicación persistente en el insecto. Aunque  normalmente no se transmiten a la 

descendencia, se ha podido demostrar la transmisión 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. 

 

1.2.2.4 Clasificación de los fitoplasmas 
 

A- El gen 16S rDNA 

Constituido por 1500 bases, se encuentra dentro del operón ribosómico de los 

procariotas, junto con otros 2 genes de ADN ribosómicos, 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 o más genes ADNt o de transferencia. Los 

operones ribosómicos en los procariotas se transcriben en una sola molécula de ARN, y 

más adelante se separan por cortes enzimáticos (Condon et al., 1992). 

Como se ha mencionado anteriormente, los ARN ribosómicos han adquirido vital 

importancia en el estudio de la evolución de las bacterias. En concreto, los genes 

ribosómicos 16S y 23S son utilizados como cronómetros moleculares en el estudio de la 

filogenia microbiana y sistemática (Gutell et al., 1994). Así, el estudio del gen 16S rDNA 

(con regiones muy conservadas) mediante RFLP, se ha utilizado para separar los 

fitoplasmas en grupos y subgrupos (Razin, 1992; Lee et al., 1993; Schneider et al., 1993) 

 

B-Clasificación de los fitoplasmas 

 
Actualmente, mediante la amplificación de segmentos del gen 16S rDNA por PCR y 

RFLP, se han clasificado los fitoplasmas en 20 grupos (Seemüller et al., 1998), o en 14 

grupos (Lee et al., 1998). Sin embargo, este gen parece no tener suficiente variabilidad 

como para permitir diferenciar aislados que, siendo clasificados como el mismo 

fitoplasma, difieren en la planta o en los insectos que lo hospedan. 

En el anexo 2 se encuentra la clasificación de los fitoplasmas según Lee et al., (1998) 

en base a las diferencias encontradas en el gen 16S rDNA. 

 

1.2.3 Caracterización molecular de los fitoplasmas 
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Hasta el momento, como se ha comentado anteriormente, se han realizado estudios 

filogenéticos basándose en el gen 16S rRNA y utilizando la técnica de PCR y RFLPs. 

Asimismo, la amplificación de genes de algunas proteínas ribosómicos y de factores de 

transcripción y de elongación, han confirmado las relaciones filogenéticas establecidas 

para los fitoplasmas, entre ellos, y con otros microorganismos, como los acholeplasmas 

(Schneider et al., 1997; Lee et al., 1998; Berg & Seemüller 1999; KuoChieh, 2001).  

Por otra parte, la utilización de la tecnología del ADN recombinante, ha permitido 

aislar distintos fragmentos cromosómicos (Kirkpatrick et al., 1987; Kollar et al., 1990) y 

extra cromosómicos (Nakashima & Hayashi 1995, Kuboyama et al., 1998) de ADN 

pertenecientes a fitoplasmas, que se han utilizado por un lado, para detectar los fitoplasmas 

mediante hibridación de ácidos nucleicos en plantas e insectos y, por otro, para establecer 

nuevas relaciones filogenéticas (Kirkpatrick 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, 1998; Blomquist & Kirkpatrick, 2002; MengLing et 

al., 2002). 

 Actualmente se está abordando el estudio de genes diferentes al 16s rRNA para la 

comprensión de la biología de los fitoplasmas (Oshma et al., 2002; Liefting & Kirkpatrick, 

2003), y con el estudio de la genómica, también se espera dar respuesta a cuales son las 

condiciones necesarias para su cultivo, así como los factores que intervienen en la 

especificidad vector / planta. Hasta el momento, se han aislado genes que codifican para 

proteínas 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 proteínas de membrana, al 

igual que en otros Mollicutes, podrían estar implicadas en el reconocimiento específico del 

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

 
1.2.4 Huéspedes de los fitoplasmas 
 

Los fitoplasmas, como parásitos estrictos, sólo viven en las plantas y en sus insectos 

vectores. Éstos 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 conocen varias especies de 

insectos transmisores de la enfermedad (Toth et al., 1994; Maürer et al., 1993). En cambio, 

otros fitoplasmas sólo se transmiten por un vector, como es el caso de la FD de la viña, 
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transmitido a la viña únicamente por el cicadélido Scaphoideus titanus Ball (Alma et al., 

1997). 

El rango de plantas huésped para cada fitoplasma depende del comportamiento 

alimenticio del vector. Vectores monófagos u oligófagos, diseminaran el fitoplasma entre 

una o pocas especies vegetales, como es el caso de Cacopsylla pyri y el fitoplasma de PD. 

En cambio, si el insecto se alimenta de diferentes especies vegetales, el fitoplasma afectará 

a un mayor rango de plantas, como es el caso de Macrosteles fascifrons que transmite el 

fitoplasma AAY (16SrI-A, -B) a más de 191 especies de plantas diferentes (Golino et al., 

1989; McCoy et al., 1989).  

 

1.2.5 Sintomatología 
 

En general, las enfermedades de las plantas asociadas a la presencia de éstos 

patógenos se reconocen por un conjunto de síntomas, que sugieren profundas alteraciones 

en el equilibrio hormonal de la planta, en la fotosíntesis y en las substancias de reserva 

(Pertot et al., 1998; Lepka et al., 1999; Musetti et al., 1999; Musetti et al., 2000).  

Los síntomas que presentan las plantas con mayor frecuencia son: 

- Amarilleo o clorosis 

- Enrojecimiento precoz de las hojas 

- Esterilidad de las flores 

- Virescencia (los pétalos adoptan un color verde) 

- Filodia (transformación de los órganos florales en estructuras foliares) 

- Proliferación de yemas adventicias dando lugar a “escobas de bruja” 

- Enanismo generalizado 

- Desarreglos vegetativos 

- Enrollamientos de hojas 

- Decaimiento general 

Algunos de estos síntomas son casi exclusivos de espiroplasmas y fitoplasmas (virescencia, 

filodia, escoba de bruja) 
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Figura 1.5- Síntomas característicos de la presencia de fitoplasmas en la planta: 

Esterilidad de las flores (a), virescencia y filodia (b), desarrollo de yemas adventicias que 

dan lugar a “escobas de bruja” (c, h), ausencia de lignificación (e), obturación y necrosis 

del floema (f), desarreglos vegetativos (g), brotación prematura (i), amarilleo de las hojas 

(m) o de los nervios (j), y  enrojecimiento (k) y/o enrollamiento de las hojas (l). 

 
1.2.6 Medidas de control. 
 

  Los fitoplasmas son microorganismos con baja tolerancia a las altas temperaturas 

(37ºC), de manera que, periodos de incubación a 37-40ºC inhiben la multiplicación del 

patógeno, lo que supone que los ápices de los brotes desarrollados durante el tratamiento 

estén sanos (Németh, 1986). Para la eliminación del fitoplasma de la FD en viña, también 

se ha aplicado la termoterapia mediante inmersión de los esquejes o varillas en agua 

caliente (50ºC, 45 s) (Boudon-Padieu & Grenan, 2002). 

La quimioterapia también puede aplicarse, no obstante en elevadas dosis puede tener 

efectos fitotóxicos. Se han realizado ya diversos ensayos con antibióticos, aunque no ha 

tenido aplicación en campo debido a que su uso no es recomendado, según publica el 

ministerio de agricultura, pesca y alimentación disponible en: 

www.mapya.es/agricultura/pags/fitos. 

 

1.3 El Decaimiento del peral o Pear decline (PD) 
 

El fitoplasma causante del Decaimiento del peral (PD) se clasifica dentro del grupo 

16S X subgrupo C (Lee et al., 1998) o AP (Seemüller et al., 1998), que engloba diferentes 

subgrupos, diferenciados por el patrón de bandas obtenido al digerir el ADN del gen 16S 

rDNA con una enzima de restricción concreta. Este fitoplasma tiene un genoma de unas 

635 Kbases (Lauer & Seemüller, 2000).  

 

1.3.1 Origen 
 

La primera información acerca de la existencia de esta enfermedad, data del año 1934 

en Italia, donde se conocía con el nombre de “moria” del peral (Catoni, 1934). En la 

década de los años 40 fue citada en USA y Canadá por McLarty (1948), pero no fue hasta 
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1963, que se consideró que la etiología de la enfermedad era la misma en ambas zonas 

geográficas (Shalla et al., 1964). 

El impacto de esta enfermedad en peral ha sido, y continúa siendo, muy importante. 

En California, entre 1959 y 1962, murieron por esta enfermedad 1.100.000 árboles (Batiste 

& Bulla, 1980). En áreas de cultivo del peral en Italia (Trento y Bolzano), llegaron a morir 

50.000 árboles por esta misma causa. En Alemania, a principios de los 70, se registró un 

27,8% de muertes en cultivos de 8 años de edad por dicha enfermedad (Németh, 1986). 

En España, la sintomatología de decaimiento progresivo y muerte de peral, había sido 

ya observada de forma esporádica, en algunas zonas de cultivo frutícola de Lérida y Valle 

del Ebro desde los años 60 (Rallo, 1973), aunque no representaba un problema grave. Sin 

embargo, desde finales de los 80 y coincidiendo con el aumento de poblaciones de 

Cacopsylla pyri (Garreta, 1988), es una de las enfermedades del peral más extendidas, y de 

moderada gravedad en algunas variedades, como la pera Limonera. La confirmación por 

PCR del fitoplasma responsable de la enfermedad en España, data de 1994 (Avinent et al., 

1997). 

 

1.3.2 Distribución geográfica 
 

En la actualidad el fitoplasma de PD se encuentra distribuido en todas las áreas 

dedicadas a este cultivo. Los países europeos afectados son Alemania, Austria, Bélgica, 

España, Francia, Grecia, Hungría, Inglaterra, Italia, Polonia, República Checa, Rumania, 

Rusia, Suiza y Yugoslavia, entre otros (Malinowski et al., 1996; Avinent et al., 1997; 

Serrone et al., 1998). También se encuentra distribuida en Canadá, Estados Unidos, 

Australia y Argentina (McLarty, 1948; Schneider & Gibbs, 1997) 

 

1.3.3 Sintomatología de la enfermedad del Decaimiento del peral (PD) 
 

Según la virulencia del fitoplasma y/o la sensibilidad de la variedad o portainjerto, las 

manifestaciones de la enfermedad por parte del peral, se pueden clasificar en Decaimiento 

Lento o “Slow Decline” y Decaimiento Rápido o “Quick Decline”. 
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1.3.3.1 Decaimiento Lento o “Slow Decline” 
 

La enfermedad se desarrolla lentamente y los árboles pueden sobrevivir durante años. 

- Síntomas en hojas y masa vegetativa: el crecimiento terminal de yemas y brotes 

disminuye o incluso se anula. Las hojas son menos numerosas y dispersas, y los bordes se 

enrollan ligeramente. Al final del verano y a veces con anterioridad, las hojas enrojecen y 

caen de forma prematura. 

- Síntomas en frutos y yemas florales: la floración es abundante, pero con frecuencia, 

evoluciona mal. Los botones florales se pueden volver marrones y morir, aunque 

permanecen en el árbol. Las flores acaban cayendo y la producción de frutos disminuye. 

- Síntomas en tronco: la madera del tronco, así como los brotes, adquieren una coloración 

anaranjada, mucho más evidente en los brotes. En un elevado porcentaje de árboles, se 

puede observar una estría necrótica en el cambium, inmediatamente por debajo de la línea 

de unión con el patrón.  

- Síntomas en raíces: disminuye su longitud y el porta injerto puede llegar a morir, estando 

la variedad viva. 

Este tipo de sintomatología puede mantenerse o remitir según las condiciones 

climáticas, edáficas y biológicas en las que se encuentre el árbol. En cambio, si se 

producen reinfecciones continuadas por ataques del vector, Cacopsylla pyri, los árboles 

pueden pasar a tener un decaimiento rápido. 

 

1.3.3.2 Decaimiento rápido o “Quick decline” 
 

Se ha observado principalmente en perales europeos injertados sobre patrones 

orientales (P. calleriana, P. pyrifolia, P. serotina y P. ussuriensis). Se caracteriza por el 

amarilleo y muerte de los árboles en pocas semanas o incluso algunos días. Las hojas y 

frutos se marchitan rápidamente. Las yemas y flores se abren y caen rápidamente. Esto es 

debido a un colapso vascular, debido a la súbita obturación de los tubos cribosos por el 

fitoplasma. La infección, conjuntamente con la discontinuidad vascular en el lugar del 

injerto, provocan un efecto sinérgico, que lleva a una rápida evolución de la enfermedad. 

Este proceso suele ocurrir al final del verano, justo antes de la recogida de frutos y, en 

plantaciones jóvenes (3, 4 años). 

En la Figura 1.6 están representados algunos de los síntomas típicos de la enfermedad 

de PD. 
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Los síntomas de decaimiento no son específicos de esta enfermedad, por lo que debe 

comprobarse que no son producidos por otros factores como la asfixia radicular o las 

incompatibilidades patrón-injerto. También algunos virus pueden producir síntomas 

similares como, el decaimiento producido por el ACLSV. El virus ASPV, produce 

enrojecimiento de hojas, reducción de frutos y presencia de surcos en la corteza 

acompañados de áreas necróticas en el cambium (Lemoine, 1986; Nemeth, 1986; Llacer, 

1988; Jelkmann et al., 1992; Jelkmann, 1994). Tres virosis latentes: el jaspeado amarillo 

del membrillero o Quince yellow blotch virus, las manchas de hollín sobre membrillero o 

Quince sooty ringspot virus y el enanismo del membrillero, causado por el complejo 

Quince sooty ringspot virus y ACLSV, producen incompatibilidad patrón-injerto (Németh, 

1986).  

 

1.3.4 Distribución del fitoplasma en el árbol  
 

Los fitoplasmas patógenos de plantas leñosas y hoja caduca, suelen seguir un ciclo a lo 

largo de todo el año. A mediados de primavera, y coincidiendo con la nueva formación de 

tubos cribosos empiezan a distribuirse por todo el árbol. Durante el otoño, alcanzan las 

máximas concentraciones, y con la llegada del invierno, disminuyen en la parte aérea, 

distribuyéndose preferentemente en las raíces (Tahama, 1975; Schaper, 1981). Existen sin 

embargo, algunos trabajos que indican que el fitoplasma podría encontrarse también en la 

parte aérea durante la dormancia invernal (Rosenberg & Jones, 1977; Schaper & 

Seemüller, 1982; Jaraush et al., 1999) 

La mayoría de estudios realizados en este campo, se han llevado a cabo en países 

centroeuropeos, donde las condiciones climáticas son diferentes de la de los países 

mediterráneos. De esta manera, sería necesario realizar un estudio comparativo en 

ambientes más templados. 
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Figura 1.6- Síntomas característicos de la enfermedad causada por el  Decaimiento del 

peral. Moteado o manchas necróticas en las hojas (a, c), enrojecimiento de las hojas (b, d), 

enrollamiento (b, g), brotaciones y hojas pequeñas (e, f) y enanismo generalizado (h) 
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1.3.5 El vector del fitoplasma causante del Decaimiento del peral: los psílidos. 
 

La transmisión del fitoplasma de PD de un árbol a otro, se produce únicamente a 

través de algunas especies del género Cacopsylla (O. Homoptera; Sbo. Sternorrhyncha).  

La transmisión es de tipo permanente: el insecto adquiere el fitoplasma cuando se 

alimenta a través de la savia. El fitoplasma, mediante unos receptores de las células 

epiteliales se adhiere a la pared del intestino, la atraviesa y empieza a multiplicarse en el 

interior de las células epiteliales. Tras su multiplicación, puede atravesar la membrana 

plasmática para llegar a la hemolinfa, donde se continúa reproduciendo y se distribuye 

hacia otros tejidos. Para que estos fitoplasmas se puedan transmitir a nuevas plantas, deben 

alcanzar las glándulas salivales del vector (Purcell et al., 1981). Cuando el vector se 

alimente, los inyectará en el floema de la nueva planta (Agrios, 1997). Los insectos 

vectores adquieren el patógeno después de alimentarse de la planta infectada durante varias 

horas o días, pero no lo transmiten hasta haber pasado un período de incubación de entre 

10 a 45 días (según la temperatura). 

 En los cultivos de perales europeos coexisten tres especies de psilas como 

transmisoras de la enfermedad del decaimiento del peral: C. pyri (L.) (Carraro et al., 1998), 

C. pyricola (F.) (Jensen et al., 1964) y C. pyrisuga (Refatti, 1967; Hibino & Schneider, 

1971). La especie dominante en el sur de Europa es C. Pyri (Lemoine, 1984; Lemoine, 

1991; Carraro et al., 1998) mientras que C. pyricola es más frecuente en el Reino Unido y 

Norte América (Jensen et al., 1964; Solomon et al., 1989; Davies et al., 1992). 

En España, principalmente se ha identificado C. pyri (L.), especie que desde los años 

80, ha ido aumentando su población, hasta el punto de considerarse como la plaga más 

importante del peral (Portillo et al., 1993).  

C. pyri tiene un gran potencial reproductivo. El número de generaciones es variable 

dependiendo de la climatología de la zona. En la provincia de Lérida encontramos entre 4 y 

6 generaciones, siendo, en la mayoría de años, de 5 generaciones (García de Otazo et al., 

1992). 

El género Cacopsylla es hemimetábolo (metamorfosis incompleta) pasando por los 

estadios de huevo, ninfa (5 estadios) y adulto. Los adultos presentan dos morfotipos: el de 

invierno y el de verano. La generación de invierno suele aparecer a finales de Septiembre, 

y pasa el invierno en estado de diapausa en los perales o en los alrededores de la 

plantación. El segundo morfotipo, el estival, suele aparecer en Marzo-Abril, al eclosionar 

los huevos depositados por el morfotipo invernal en Febrero.  
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El género Cacopsylla además de transmitir la enfermedad de PD, puede provocar otros 

tipos de daños (Horton, 1999): 

1- Daños causados por la melaza de las ninfas. Como en otros insectos homópteros, la psila 

ingiere savia y otros productos de la planta en cantidades excesivas, las cuales deben 

eliminar en forma de melaza durante el proceso digestivo. La psila adulta excreta estos 

restos en forma de productos céreos que no suelen causar daños ni a los frutos ni a la 

planta. Por el contrario, las psilas inmaduras excretan esta melaza en forma líquida. Ésta, 

resulta más dañina ya que si permanece durante un largo tiempo en contacto con la 

superficie del fruto, acaba produciendo manchas oscuras que bajan la calidad de la cosecha 

(Burts, 1970). En la melaza además puede desarrollarse la Fumagina (hongos de los 

géneros Fumago y Limacina). 

2- Las ninfas contienen toxinas en su saliva. Éstas provocan un shock en la planta mientras 

el insecto se alimenta de su savia, ocasionando una disminución del crecimiento de las 

yemas y brotes, debilitando el árbol y, en algunos casos, provocando deformaciones y 

defoliaciones importantes (Beers et al., 1993). 

 

1.3.6 Detección del fitoplasma de PD 
 

Existen diferentes técnicas de diagnóstico para determinar la presencia del fitoplasma 

del Decaimiento del peral. 

 

1- Indexaje: Técnica tradicional, que consiste en injertar sobre una variedad o especie 

sensible al fitoplasma de PD (P. communis variedad Decana de Comice y Pyronia 

veitchii), yemas o segmentos de tallo del árbol que se quiere analizar. Si está infectado, se 

observará la sintomatología propia de la enfermedad. Es un método relativamente fiable, 

pero lento. 

2- Observación de la sintomatología: método no muy fiable en campo, debido a que los 

síntomas pueden ser confundidos con otras enfermedades o fisiopatías que producen 

efectos similares. 

3- Observación microscópica: la microscopía permite visualizar la presencia o ausencia de 

fitoplasmas, pero no permite la diferenciación entre grupos. La tinción de ADN con 

fluorocromo (DAPI) permite observar la fluorescencia que se produce en presencia del 

fitoplasma. Sin embargo, debido a la inespecificidad de la tinción (tinción de ADN), 

también es posible la confusión con algunos tipos de bacterias (Seemüller, 1976; Rocha et 
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al., 1986). Este problema queda resuelto con la microscopia electrónica de transmisión que 

permite visualizar las estructuras enteras de los fitoplasmas (Musetti et al., 1992; 

Rudzinska-Langwald & Kaminska, 1999), de manera que se excluye la posibilidad de 

confundirlas con otras bacterias. 

4- Hibridación de ácidos nucleicos o dot.blot mediante la utilización de sondas de ADN o 

ARN marcadas (Kirkpatrick et al., 1987; Daire et al., 1992; Saillard et al., 1993; 

Blomquist & Kirkpatrick, 2002,). La tecnología del ADN recombinante, ha permitido 

clonar fragmentos de ADN que se han utilizado para detectar el fitoplasma con alta 

sensibilidad.  

5- Detección del fitoplasma mediante PCR (Saiki et al., 1988): Se basa en la utilización de 

secuencias de ADN como cebadores, para poder realizar una amplificación del fragmento 

situado entre estas secuencias. Para el diseño de cebadores en fitoplasmas, se utilizan las 

regiones más conservadas del gen 16S rDNA. 

Como cebadores universales, que reconocen secuencias comunes a todos los 

fitoplasmas conocidos, se puede utilizar la pareja P1/P7 (Deng & Hiruki, 1991; Schneider 

et al., 1995), situados en el gen 16S y 23S rDNA respectivamente, fU5/rU3 (Lorenz et al., 

1995) y R16F2/R2 (Lee et al., 1993) situados en la región del gen 16S rDNA, entre otros. 

También existen secuencias específicas para determinados grupos, e incluso para un 

fitoplasma en concreto. Así, para identificar al grupo AP o 16SrX (Lee et al., 1998; 

Seemüller et al., 1998) que incluye fitoplasmas que afectan a un gran numero de árboles 

frutales, como AP, PYLR, ESFY, (de melocotoneros, ciruelos y albaricoqueros) y el PD, 

se suele utilizar el par de cebadores fO1/rO1 (Lorenz et al., 1995), cuyas secuencias se 

encuentran situadas en el gen 16S rDNA. En el caso del fitoplasma de PD, también suele 

utilizarse la pareja de cebadores fPD/rPD (Lorenz et al., 1995) situados en el gen 16S 

rDNA y la región espaciadora 16/23S rDNA, respectivamente (Figura 1.7).  
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TTTGATCCTAGTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGGAAACTTTTAGTTT P1/fO1 

CAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGGATAACAGTTGGAAACGACTG 

CTAAGACTGGATAGGAAGTTTTAAGGCATCTTGAAACTTTTAAAAGACCCGCAAGGGTATGCTGAGAGAT fPD 

GGGCTTGCGGCACATTAGTTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGACCATGATGTGTAGCTGGACTGAG 

AGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTC 

GGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTAGGTATGTAAAGTTCTTT U5  

TATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATG 

TGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGGGGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGG 

CGGTTTAATAAGTCTATGGTCTAAGTTCAACGCTTAACGTTGTGATGCTATAGAAACTGTTTGACTAGAG 

TTGGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAAGATATGGAGGAACACCAGTAGC 

GAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC 

CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTTGGGTTAAACCAGTGCTGAAGTTAACGCATTAA 

GTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGT 

GGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACCTTACCAGGTCTTGACATACTCTGCAAAGCTATA 

GAAATATAGTGGAGGTTATCAGGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG 

GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCGCTAGTTACCATCATTTAGTTGGGCACTTTAGTGAGAC rO1 

TGCCAATGATAAATTGGAGGAAGGTGGGGATTACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAA 

ACGTGATACAATGGCTGTTACAAAGAGTAGCTGAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCAAAAAAACAGTCT U3 

CAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTC   

GTGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCAAACCATGAAAGTTGACAATACCCGAAACC  

AGTAGCCTAACTTGCAAAAGAGGGAACTGTCTAAGGTAGGGTTGATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGG 

TATCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACCTCCTTTCTAAGGAAAATATCATCTTCAGTTGTGAAAGAC 

TTAAAAAAAAGTTTTTTATTTTTTAAGATAAAAATTAATAATGGCCGGGGCCTATAGCTCAGTTGGTTAG rPDs 

AGCACACGCCTGATAAGCGTGAGGTCGATGGTTCGAGTCCATTTAGGCCCACCAAAAATATTT 

 

Figura 1.7- Secuencia del gen 16S rDNA y la región espaciadora 16/23S rDNA del 

fitoplasma de PD. Situación de los diferentes tipos de cebadores. La secuencia subrayada 

corresponde a la región espaciadora entre el 16S rDNA y 23S rDNA. 

 

Existen también otros cebadores ribosómicos y no ribosómicos específicos para el 

grupo AP así como para el fitoplasma de PD (Jaraush et al., 1994; Lee et al., 1995; Lorenz 

et al., 1995).  
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1.4 Objetivos generales 

 

Con la intención de ampliar los conocimientos que hasta el momento hay acerca de la 

enfermedad del Decaimiento del peral en España, se han planteado los siguientes 

objetivos: 

1- Evaluar mediante una prospección visual, la extensión actual de la enfermedad de 

PD en la provincia de Lérida. 

2- Determinar qué fitoplasma o fitoplasmas causan la enfermedad de PD en 

Cataluña. 

3- Estudiar qué factores influyen en la detección del fitoplasma de PD y analizar qué 

momento es el idóneo para identificar la enfermedad.  

4- Analizar el estado funcional del fitoplasma de PD en la parte aérea del árbol 

durante el invierno. 

5- Determinar si Cacopsylla pyri es vector del fitoplasma de PD en España y evaluar 

la posible influencia del sexo del vector en la transmisión 

6- Desarrollar una metodología sencilla para separar el ADN del genoma del 

fitoplasma del de la planta huésped 

7- Aplicar la técnica anterior para secuenciar y caracterizar algunos fragmentos del 

genoma de PD. 

8- Evaluar mediante PCR e hibridación por dot.blot la especificidad de algunos de 

los fragmentos de ADN obtenidos.  

Cada uno de estos objetivos se encuentra desarrollado específicamente en los capítulos 

siguientes. 
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2 
Incidencia, expresión de síntomas y caracterización del 

fitoplasma asociado a la enfermedad del Decaimiento del peral 

en Cataluña. 
 

Resumen 
 
 

Se ha realizado una prospección en 1500 parcelas de cultivo de peral, para evaluar la 

extensión de la enfermedad del Decaimiento del peral (PD) en el Nordeste de España. Un 

7% de las parcelas observadas presentaron síntomas de la enfermedad. Paralelamente, se 

ha evaluado la incidencia de la enfermedad en 45 de estas parcelas, por inspección visual 

de 500 árboles, en cada una de ellas. En Septiembre, la incidencia de árboles con síntomas 

osciló entre un 8 y un 59%, dependiendo de la variedad. La presencia del fitoplasma fue 

confirmada mediante nested-PCR. Finalmente, la caracterización del fitoplasma mediante 

PCR y posterior RFLP del ADN del fitoplasma, de muestras de distintas variedades 

cultivadas en Cataluña, indicó que la enfermedad estaba causada por un único fitoplasma, 

el fitoplasma de PD.  

Se ha evaluado la expresión de síntomas de la enfermedad de PD a lo largo del año, en 

tres variedades distintas. Cada variedad presentó unos síntomas asociados característicos, 

hecho que puede ser de utilidad en nuevas prospecciones. A pesar de ello, la valoración de 

la extensión de la enfermedad a través de la observación de síntomas, no se presenta como 

la metodología más adecuada para evaluar la diseminación de esta enfermedad.  

 

Palabras clave: Incidencia, sintomatología, PCR, RFLP 

 
 
 
 
 
 

Publicado en: Journal of Phytopathology 151, 584-590. 
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2.1 Introducción 
 

La enfermedad del Decaimiento del peral (PD), está actualmente distribuida en todos 

aquellos países dedicados al cultivo del peral y presenta una sintomatología característica 

asociada (Németh, 1986). La severidad de esta enfermedad depende de varios factores, 

como pueden ser la combinación porta injerto-variedad (Seemüller et al., 1998a), o las 

condiciones climatológicas o edáficas (Schneider, 1970). 

En España, los síntomas de la enfermedad se describieron por primera vez en 1973 

(Rallo, 1973), pero la identificación mediante PCR del agente causal no se realizó hasta 

1994 (Avinent et al., 1997). Observaciones realizadas por el servicio de protección vegetal 

de Lérida ese mismo año, señalaron que la incidencia de la enfermedad podía ser de 

alrededor del 80% (Avinent et al., 1997). 

Existen estudios realizados en vid donde se demuestra que plantas infectadas por 

determinados fitoplasmas, tienen capacidad de recuperarse. Esta recuperación, si el insecto 

vector no reinfecta la planta, suele darse en los 3 o 4 años siguientes a la infección, (Osler 

et al., 2003). La recuperación supone una desaparición de síntomas (Mutton et al., 2002), 

sin que ello conlleve a la desaparición del fitoplasma (Seemüller et al., 1998a), sin 

embargo recientes estudios en vid y diferentes especies del género Prunus, abogan también 

por una disminución, o incluso desaparición del fitoplasma en las hojas (Zucchetto, 1998; 

Kison & Seemüller, 2001; Osler et al., 2003). A pesar de todo, la recuperación siempre 

está condicionada a las condiciones climatológicas, edáficas y al control del vector. 

Teniendo en cuenta estos estudios previos, uno de los objetivos de este trabajo ha sido 

evaluar, mediante una nueva prospección, la incidencia de árboles con síntomas 

característicos de la enfermedad, en la provincia de Lérida. Los resultados han sido 

comparados con los datos de años anteriores, para analizar si ha habido una remisión de 

síntomas o ha habido un aumento. Paralelamente, han sido investigados cuales son los 

síntomas más característicos de la enfermedad en tres de las variedades más cultivadas en 

España. 

Por último, destacar que a pesar de que la enfermedad de PD suele estar asociada a la 

presencia del fitoplasma de PD (grupo AP), existen trabajos recientes donde se han 

detectado otros fitoplasmas diferentes (Martinez Culebras et al., 2000; Del Serrone et al., 

1998). Para determinar que fitoplasma o fitoplasmas están presentes en nuestra área 

geográfica y causan la enfermedad de PD, han sido analizadas por PCR y RFLP perales 

afectados de diferentes variedades cultivadas en Cataluña.  
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2.2 Material y métodos 
 

2.2.1 Extensión de la enfermedad de PD en el Nordeste de España 
 

En Septiembre del año 2000, se evaluó cuál era la extensión de la enfermedad de PD en 

15 localidades de la Provincia de Lérida. Para ello, se realizó una prospección visual en un 

total de 1500 parcelas de aproximadamente 1 Ha cada una. En cada una de estas parcelas, 

se registró la ausencia / presencia de síntomas de la enfermedad. Se consideró que una 

parcela estaba afectada, cuando mostraba síntomas característicos de “slow decline” o 

decaimiento lento, como clorosis, manchas necróticas, cambio en el color de las hojas, 

enrollamiento suave de las hojas, disminución de la masa vegetativa, brotes pequeños, 

disminución del crecimiento apical o filodia, entre otros. 

 

2.2.2 Incidencia de la enfermedad de PD en distintas variedades de peral afectadas 
 

Se estudió la incidencia de PD (PDI) en 45 del total de parcelas en las que se habían 

registrado síntomas de la enfermedad. Se escogieron parcelas de diferentes variedades: 

Limonera (28 parcelas); Bartlett (7); Williams (6) y Blanquilla (4). En cada una de ellas, se 

evaluó la incidencia de la enfermedad por un reconocimiento visual de 500 árboles y se 

recogieron de forma aleatoria muestras de 10 árboles para su posterior análisis mediante 

PCR, en laboratorio. 

 

2.2.2.1 Detección del fitoplasma 

 

Para la identificación del fitoplasma mediante PCR, se realizó una extracción de ácidos 

nucleicos, según la metodología descrita por Ahrens & Seemüller (1992).  

Extracción de ácidos nucleicos: 

Se introdujo 1 g del material vegetal correspondiente (nervios, yemas o floema del tallo) y 

se añadieron 10 ml de tampón PGB (0,1M K2HPO4; 0,03M KH2PO4, pH 7,6; 0,3 M 

sacarosa; 0,15% BSA; 2% PVP) con 0,03 M L (+) ácido ascórbico. La muestra se 

homogeneizó y el extracto vegetal resultante se transfirió a un tubo de centrifugación de 

1,9 ml. Posteriormente se clarificó el extracto mediante centrifugación a 4500 rpm durante 

5 min. a 4ºC. El precipitado fue resuspendido en 1 ml de tampón CTAB (Tris-HCl 

100mM; EDTA 0,5M; NaCl 1,4M con CTAB al 2% (P/V)) y 2-mercaptoetanol al 0,1% 
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(V/V), y la mezcla se llevó a incubar durante 20 min. a 65ºC al baño maría. Tras la 

incubación se añadió cloroformo (v/v), se mezcló todo por inversión y se centrifugó a 

12000 rpm durante 10 min. a Tª ambiente. La fase superior que se obtuvo fue transferida a 

un nuevo tubo de centrifugación de 1,5 ml, se añadió isopropanol frío (V/V) y tras mezclar 

suavemente por inversión la mezcla se incubó durante 20 min a 4ºC. Posteriormente se 

realizó una centrifugación durante 15 min a 12000 rpm a 4ºC. El precipitado final se lavó 

con 300 µl de etanol 70% centrifugando durante 5 min a 12000 rpm y a 4ºC. 

 

Detección del fitoplasma mediante amplificación del ADN: 

Se realizaron dos nested-PCR. En la primera amplificación se utilizaron los cebadores 

universales P1 (Deng & Hiruki, 1991) y P7 (Schneider et al., 1995). En cada reacción se 

utilizaron 5-10 ng de ADN y 20 µl de una reacción compuesta por 0,250 µM de cada 

cebador, 3 unidades de Taq DNA polimerasa (Promega, Madison, USA), 250 µM de 

dNTPs, 2 µl de tampón para Taq 10X (15 mM Cl2Mg; 100 mM Tris-HCl (pH 9); 500 mM 

KCl; 1,1% de gelatina) y 3 mM Cl2Mg. La reacción de amplificación se llevó a cabo en un 

termociclador Techne (Genius) con una desnaturalización inicial de 2 min a 95ºC, seguida 

de 30 ciclos que consistían en una desnaturalización de 30 s a 94ºC, hibridación de 30 s a 

55ºC y una elongación a 72ºC durante 1min 45 s. La extensión final fue a 72ºC durante 10 

min. 

 Para la segunda amplificación, se utilizaron dos µl de una dilución 1:50 de la primera 

amplificación y se realizaron paralelamente 2 PCRs, una con los cebadores específicos 

fO1/rO1 (Lorenz et al., 1995), que reconocen y amplifican los fitoplasmas pertenecientes 

al grupo AP, y otra, con los cebadores universales fU5/rU3. Los reactivos fueron los 

mismos que en la primera amplificación, a excepción de la concentración de los iniciadores 

(0,375 µM) y las condiciones de amplificación:  

-Para fO1/rO1: una desnaturalización inicial de 95ºC durante 2 min, seguida de 35 ciclos 

que consistían en una desnaturalización a 94ºC durante 45 s, hibridación a 51ºC durante 45 

s y una elongación a 72ºC durante1min 45 s. Se realizó una extensión final a 72ºC durante 

10 min.  

- Para rU3/fU5: una desnaturalización inicial de 95ºC durante 2 min, seguida de 35 ciclos 

que consistían en una desnaturalización a 94ºC durante 30 s, hibridación a 57ºC durante 30 

s y una elongación a 72ºC durante 50 s. Se realizó una extensión final a 72ºC durante 10 

min 
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El producto de amplificación de la PCR se analizó mediante electroforesis en un gel de 

agarosa D-1 (Pronadisa, Madrid, España) al 1,5 %, con un tampón estándar TAE 1 X 

(EDTA Tris acetato) (Sambrook et al., 1989). El ADN fue teñido con bromuro de etidio y 

visualizado mediante luz ultravioleta. 

 

2.2.3 Caracterización del fitoplasma asociado a la enfermedad de PD en diferentes 

parcelas del Nordeste de España. 
 

En otoño del año 2000, se cogieron muestras de árboles de diferentes variedades de 

peral cultivadas en Cataluña, con síntomas de la enfermedad de PD. Se escogieron tanto 

variedades locales (Canyella, Castells, Moscatella, Cuixa de Dona y Flor d’Hivern) como 

variedades de cultivo más extensivo (Bartlett, Limonera, Blanquilla, Williams, Devoe, 

Decana, Abate Fetel, Ercolini y Tosca).  

Nervios de hoja, yemas y tallo fueron procesados según el método de extracción de 

ADN descrito por Ahrens & Seemüller, (1992). La presencia del fitoplasma se analizó, 

como en el apartado anterior, por dos nested-PCR. Los productos de PCR con 

amplificación positiva, fueron seleccionados para un posterior análisis por RFLP. Los 

amplicones finales de rU3/fU5 (10 µl) fueron digeridos con la enzima de restricción Tru9I 

y los amplicones finales de fO1/rO1 fueron digeridos con las enzimas de restricción SspI y 

RsaI, siguiendo la metodología recomendada por MBI Fermentas (Alemania). 

Los productos digeridos se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa 

Metaphor 3% (BMA, Rockland, USA), fueron teñidos en bromuro de etidio y visualizados 

con luz ultravioleta. Los perfiles se compararon con los establecidos por Seemüller et al., 

(1998b), para analizar qué fitoplasma /as infectaban los perales. 

 

2.2.4 Expresión de síntomas de PD en 3 variedades distintas de peral: Bartlett, 
Limonera y Blanquilla. 
 

Se registró la expresión de síntomas de la enfermedad de PD en tres variedades 

distintas de peral, Bartlett, Limonera y Blanquilla, respectivamente. Estas parcelas, 

localizadas en Lérida, fueron escogidas por presentar síntomas típicos de la enfermedad de 

PD. Se estudiaron 15 árboles enfermos de la variedad Bartlett y 14 de las variedades 

Limonera y Blanquilla respectivamente, de edades comprendidas entre 12 y 14 años. 

También se escogieron 3 perales sanos como control negativo.  
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Durante el periodo de Abril a Octubre del año 2000, fueron registrados mensualmente, 

para cada uno de los 43 árboles de las tres variedades, los síntomas presentes durante los 

meses en los que había hojas (Abril –Octubre), para intentar determinar si existía algún 

síntoma característico para cada variedad. 

 

Figura 2.1- Situación de las 

3 parcelas utilizadas para el  

estudio de la enfermedad  

de PD en tres variedades  

distintas de peral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3 Resultados 
 
2.3.1 Extensión de la enfermedad de PD en el Nordeste de España 
 

En la Tabla 2.1 se presentan los resultados de la prospección realizada en la provincia 

de Lérida en el año 2000. De las 1500 parcelas observadas, alrededor de un 7% 

presentaron síntomas de la enfermedad de PD. Limonera, fue la variedad con el mayor 

número de parcelas afectadas (48 / 305), mientras que en Blanquilla tan sólo se 

contabilizaron 4 de 422 parcelas. Otras variedades como Conference, Ercolini, Bartlett, 

Williams, Alejandrina, Morettini y Devoe también presentaron síntomas de la enfermedad. 
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Tabla 2.1- Porcentaje de parcelas de diferentes variedades afectadas por la enfermedad de 

PD en Cataluña.  

 

* Una parcela corresponde aproximadamente a 1Ha. 

 

2.3.2 Incidencia de la enfermedad de PD (PDI) 
 

La incidencia de la enfermedad, por prospección visual, varió nos sólo entre parcelas 

sino entre variedades (Tabla 2.2). La variedad más afectada fue Limonera. La PDI en las 

28 parcelas de esta variedad varió entre un 8 y un 58% cuando los perales estaban 

injertados sobre pie franco, y entre un 32 y un 59% en perales injertados sobre 

membrillero. Para el resto de variedades, la incidencia fue ligeramente menor (5-35%), 

pero también con porcentajes diferentes según la parcela sobre la que se hizo el muestreo. 

Variedad Area cultivada 

(Ha) 

Parcelas 

muestreadas* 

Parcelas con 

síntomas de PD 

% de parcelas 

afectadas 

Limonera 2350 Ha 305 parcelas  48 parcelas 14,75% 

     

Conference 1608 Ha 209 parcelas 12 parcelas 5,78% 

     

Ercolini 644 Ha 83 parcelas 2 parcelas 2,40% 

     

Blanquilla 3247 Ha 422 parcelas 4 parcelas 0,94 % 

     

Williams, 

Bartlett, Devoe, 

Alejandrina, 

Morettini  

3696 Ha 481 parcelas 35 parcelas 7,27% 

Total 11 545 Ha 1500 Parcelas 101 Parcelas  6,73% 
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Los resultados del análisis por PCR en 10 árboles enfermos de cada parcela, indican que en 

el mes de Septiembre, el fitoplasma se detectó en el 62% de los árboles enfermos 

analizados (Tabla 2.2). 

 

Tabla 2.2- Incidencia de árboles con síntomas de PD (PDI) en 45 parcelas afectadas. 

Detección del ADN del fitoplasma de PD mediante nested- PCR, utilizando los cebadores 

P1/P7 y fO1/rO1.  

 

 

Variedad 

 

Porta injerto 

Número de 

parcelas 

Plantas con 

síntomas (%) 

Detección por PCR/ plantas con 

síntomas (%) 

Bartlett Franco 5 20-32% 75% 

Bartlett Membrillero 2 12-22% 60% 

Limonera Membrillero 16 32-59% 60% 

Limonera Franco 12 8-58% 67% 

Williams Franco 4 23-29% 65% 

Williams Membrillero 2 14-22% 60% 

BlanquillaMembrillero 4 5-35% 50% 

 
 
 
2.3.3 Expresión de síntomas en 3 variedades distintas de peral: Bartlett, Limonera y 

Blanquilla. 
 

Los principales síntomas expresados en estas tres variedades fueron cambio en el color 

de las hojas, presencia de manchas necróticas y disminución de la masa vegetativa. Otros 

síntomas como filodia, escobas de bruja, etc, no fueron registrados ya que  aparecían en 

ocasiones puntuales. 

En la variedad Bartlett, el síntoma más común fue el enrojecimiento prematuro de las 

hojas. El número de árboles con estos síntomas fue aumentando progresivamente de un 7% 

en Abril, a un 80% en Octubre (Figura 2.2). El número de árboles con manchas necróticas 

fue menor, aunque también evidente, desde el mes de Septiembre hacia adelante, 
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alcanzando el 47% en el mes de Octubre. Esta variedad no se vio demasiado afectada por 

la disminución de la masa vegetativa, llegando tan sólo a afectar a un máximo del 20% de 

los árboles en Julio, y manteniéndose hasta el mes de Octubre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.2- Evolución de la presencia de síntomas en los 15 árboles observados de la cv. 

Bartlett. 

 

En la variedad Limonera, los síntomas más patentes fueron la presencia de manchas 

necróticas, así como un amarilleo prematuro en las hojas. El número de árboles con estos 

síntomas fue aumentando paulatinamente hasta Octubre (Figura 2.3). El porcentaje de 

árboles afectados por el cambio de color de las hojas aumentó de un 14% en Abril a un 

57% en Octubre. Durante este mismo periodo, los árboles que presentaron manchas 

necróticas aumentaron de un 29% en Mayo, a un 57% en Octubre. La masa vegetativa no 

se vio demasiado afectada, alcanzando a un 29% de los árboles en Julio y manteniéndose 

este porcentaje hasta el mes de Octubre. 

 

 

 

 

 

 
BARTLETT

0 
10 
20 
30 
40 
50 
60 
70 
80 
90 

100 

ABRIL MAYO JUNIO JULIO AGOSTO SEPT. OCT. 
MES

%
 D

E 
Á

R
B

O
LE

S 
C

O
N

 S
ÍN

TO
M

A
S  

CAMBIO COLOR HOJAS. 

MANCHAS NECRÓTICAS 

DISMINUCIÓN MASA VEGET, 



                        Incidencia, expresión de síntomas y caracterización de la enfermedad de PD 

 43

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.3- Evolución de la presencia de síntomas en los 14 árboles observados de la cv. 

Limonera. 

 

Por último, la variedad Blanquilla destacó por presentar síntomas de disminución de 

masa vegetativa (Figura 2.4). Ya en Mayo un 21% de los árboles presentaron esta 

sintomatología, alcanzando en Octubre a un 79% de los árboles. En cambio, no se detectó 

la presencia de manchas necróticas foliares. Los cambios de coloración en las hojas 

(amarilleo o enrojecimiento) fueron patentes en Octubre en un 43% de los árboles. 
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Figura 2.4- Evolución de la presencia de síntomas en los 14 árboles observados de la cv. 

Blanquilla. 

 

2.3.4 Caracterización del fitoplasma asociado a la enfermedad de PD en diferentes 

parcelas del Nordeste de España. 

 

En la Figura 2.5 están representados los resultados del análisis, mediante la técnica de 

RFLP, de algunas de las muestras analizadas. Los patrones de bandas, obtenidas tras la 

digestión de los productos amplificados, indicaron que todas las muestras analizadas 

pertenecían a un tipo de fitoplasma. Todos los perfiles obtenidos pertenecían al grupo AP 

(Figura. 2a) y más concretamente, eran idénticos al perfil del fitoplasma de PD, y 

distinguibles del fitoplasma de AP (Figura 2.b) y de ESFY (Figura 2c). 
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Figura 2.5- Patrón de bandas obtenido tras digerir los productos de PCR con las enzimas 

de restricción Tru9I (A), SspI(B) y RsaI (C). A, productos de PCR obtenidos mediante 

nested-PCR utilizando los cebadores fU5/rU3; B y C, productos de PCR utilizando los 

cebadores fO1/rO1. Figura A: Carriles 1-6: Muestras de ADN de diferentes variedades de 

peral en Cataluña. Figuras B y C: Carriles: 1- fitoplasma AP15, 2- fitoplasma ESFY, 3-7- 

Muestras de ADN obtenidas de diferentes variedades de perales infectados con el 

fitoplasma de PD. M: Marcador pUC mix, 8. 
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2.4 Discusión 
 

En la prospección que realizamos en el Nordeste de España, menos de un 10% de las 

parcelas evaluadas presentaron síntomas de la enfermedad de PD. Sin embargo, la 

enfermedad está ampliamente distribuida, ya que muestras de todas las variedades 

recogidas y analizadas por PCR, dieron resultados positivos. Todos los árboles enfermos, 

pertenecientes tanto a variedades locales como a variedades de introducción más reciente, 

mostraron, mediante PCR y posterior RFLP, que estaban infectadas por un único 

fitoplasma, con un perfil de bandas idéntico al del fitoplasma de PD (Marcone et al., 

1996). No fue identificado ningún otro fitoplasma, como ha ocurrido en otras regiones de 

España o Hungría y donde se ha indicado la existencia del fitoplasma AP y la de Stolbur 

(Martinez Culebras et al., 2000; Del Serrone et al., 1998). El hecho que tanto las 

variedades más antiguas como las de introducción más reciente estuvieran infectadas por el 

mismo fitoplasma, sugiere la posibilidad que en Cataluña el fitoplasma de PD ha sido el 

único que ha causado los síntomas de esta enfermedad. Sería conveniente continuar 

estudiando el gen 16S rRNA y otras regiones genómicas menos conservadas, con la 

finalidad de averiguar si existen diferentes aislados del fitoplasma tipo PD en Cataluña. 

Diferencias entre aislados en el ámbito molecular, podrían explicar posiblemente las 

diferencias en la virulencia de la enfermedad. 

Limonera fue la variedad más afectada en esta región, tanto en porcentaje de parcelas 

afectadas, como en número de árboles con síntomas por parcela. Estos datos confirman las 

observaciones hechas en estudios anteriores (Avinent et al., 1997). Por el contrario, 

Blanquilla, la variedad más cultivada en Cataluña, (Dalmau & Iglesias, 1999) presentó 

menor incidencia. Estas diferencias entre variedades podrían ser atribuibles al cultivo local 

de Limonera, que en el pasado, fue utilizada sin previos controles de sanidad, así como a 

una mayor susceptibilidad de determinadas variedades a la enfermedad (McIntre et al., 

1979; Carraro et al., 1998). 

Hubo también diferencias en el porcentaje de árboles que expresaron síntomas de estar 

infectados, entre parcelas de una misma variedad. La incidencia de la enfermedad pudo 

variar en función de muchos factores, como la edad de la plantación, el estado sanitario del 

material utilizado, o incluso su situación geográfica, de manera que, variaciones locales en 

temperatura, características edafológicas, así como, en la densidad de población del insecto 

vector, Cacopsylla pyri, también podrían haber influido en la expresión de síntomas. 
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Durante los años 1994-1995, se observó que un importante porcentaje de parcelas en 

Lérida, estaban afectadas por la enfermedad de PD (Avinent et al., 1997); en un 80% de las 

parcelas se observaron síntomas de la enfermedad. En el año 2000, según nuestras 

observaciones, tan sólo un 7% de las parcelas mostraron síntomas de estar afectadas por el 

fitoplasma. La aplicación de insecticidas y otros métodos de control, contra el vector 

transmisor del fitoplasma de PD, Cacopsylla pyri (Sarasúa et al., 1999), podría haber sido 

la causa de esta recuperación: la disminución de la población de psilas, puede llevar a una 

remisión de síntomas en un periodo de 3-4 años, tal como ha sido indicado en otros 

trabajos (Westwood & Cameron, 1978). En el cultivo de la vid, por ejemplo, tanto en 

parcelas afectadas por el fitoplasma de BN, como más raramente, por FD, se ha observado 

una recuperación de las plantaciones con el tiempo. Estos datos confirmarían la hipótesis 

de recuperación de las plantaciones (Osler et al., 2003). Otra posibilidad podría ser la 

adquisición de una mayor tolerancia a la enfermedad por determinadas variedades. Sin 

embargo, ambas explicaciones no implican la desaparición de la enfermedad, ya que no 

existe una clara correlación entre la detección del fitoplasma y la presencia de síntomas en 

el árbol (Seemüller et al., 1998b). No obstante, sí es posible una disminución en la 

concentración de dicho fitoplasma (Kison & Seemüller, 2001). Así, esto nos lleva a sugerir 

que la enfermedad de PD está mucho más extendida que lo que nos permite estipular la 

inspección visual, aunque tal vez la infección sea menos severa que en el año 1994.  

Por otra parte, el porta injerto utilizado no influyó en el número de parcelas que 

presentaron síntomas. Sin embargo, se observó que la sintomatología asociada en los 

árboles injertados sobre membrillero era más severa que la de los injertados sobre pie 

franco (dato no mostrado). Se han obtenido resultados similares en parcelas italianas 

(Pastore et al., 1998), pero no en estudios realizados en clima atlántico (Davies et al., 

1998). 

El análisis de la sintomatología, mostró que las tres parcelas analizadas presentaron la 

enfermedad de PD con características de decaimiento lento o “slow decline”. También se 

aprecia como, en mayor proporción Bartlett, y en menor número, Limonera y Blanquilla de 

forma consecutiva, tuvieron tendencia a aumentar el número de árboles con síntomas con 

el avance del año. La máxima expresión en las tres variedades, se produjo durante el otoño. 

Mediante el análisis por separado de las características que expresaron cada una de las 

tres variedades frente a la enfermedad, se observó la tendencia según la variedad, de 

presentar uno o varios síntomas preferentes. Así por ejemplo, Bartlett manifestó como 

característica predominante la coloración (sobretodo de las nuevas hojas formadas), 
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adoptando tonalidades amarillentas y rojizas, y llegando en Octubre a los niveles más 

elevados. En Limonera, aunque el cambio de coloración estuvo presente durante todo el 

período de estudio, y aumentó en los últimos meses, tal como se ha mencionado en 

estudios anteriores (Avinent et al., 1997), la presencia de manchas necróticas fue mayor, 

hasta entrado el otoño. Por último, Blanquilla, y coincidiendo también con estudios 

anteriores (Avinent et al., 1997), no presentó apenas síntomas de cambio de coloración y 

manchas necróticas. Su masa vegetativa en cambio, sí se vio levemente afectada, 

manifestándolo durante todo el período de observación, y con mayor intensidad, en los 

perales injertados sobre membrillero que en los perales injertados sobre pie franco (Pyrus 

communis). Destacar que a pesar de que se contabilizaron cada uno de los árboles que 

presentaron esta leve disminución en la masa vegetativa como árboles con síntomas, en 

una prospección general, estos cambios no habrían sido percibidos ya que su aspecto 

general era sano. 

Los resultados de este estudio sugieren que la enfermedad de PD en el nordeste de 

España está asociada a un único fitoplasma: el fitoplasma de PD. También se ha concluido 

que cada variedad presenta unos síntomas asociados característicos, lo que sería de utilidad 

en caso de realizar nuevas prospecciones. A pesar de ello, el análisis de la extensión de la 

enfermedad mediante sintomatología, no parece acercarse a valores reales de la extensión 

de la enfermedad. La PCR, en cambio, podría ser más adecuada para identificar el 

porcentaje total de árboles afectados en una prospección. 
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3 
Detección estacional del fitoplasma del Decaimiento del 

peral mediante nested-PCR, en tres variedades distintas de 

peral.  

Resumen 
 

Se ha estudiado mensualmente y durante 2 años consecutivos la detección del 

fitoplasma del Decaimiento del peral (PD) en tres variedades distintas de peral: Bartlett, 

Limonera y Blanquilla. La presencia del fitoplasma se ha examinado mediante la técnica 

de nested-PCR en un total de 43 árboles. Cada variedad presentó un patrón de detección 

diferente. Sin embargo, en los tres casos, la máxima detección del fitoplasma fue alcanzada 

en Diciembre y este alto porcentaje se mantuvo durante el invierno. En primavera, 

coincidiendo con el desarrollo de nuevos brotes, los porcentajes de detección disminuyeron 

a los niveles más bajos registrados.  

Paralelamente, en este estudio se ha analizado qué parte de la planta (nervios, yemas o 

tallo) era la más adecuada para realizar una detección del fitoplasma mediante PCR. Se 

obtuvo la detección más fiable en tallo. La relación existente entre detección por PCR y 

síntomas presentes en el árbol también ha sido evaluada. Los resultados indicaron que la 

técnica de nested-PCR era más adecuada que la observación de síntomas para analizar si 

un árbol estaba infectado. 

Finalmente, se ha examinado el estado funcional del fitoplasma de PD durante el 

invierno, mediante transmisión del fitoplasma por injerto a perales sanos. Los resultados 

demostraron que el fitoplasma puede permanecer en estado funcional en la parte aérea del 

árbol durante la fase de hibernación, hecho a tener en cuenta, debido a que la 

multiplicación vegetativa suele realizarse a partir de brotes de invierno. 

 

Palabras clave: detección, injerto, nested-PCR, Pyrus communis, transmisión 

 

Publicado en: Plant Pathology 52, 513-520. 
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3.1 Introducción  
 
 

La técnica de PCR, gracias a su sensibilidad, es hasta ahora la más utilizada para 

analizar la infección de fitoplasmas en plantas, mediante la detección de su ADN (Deng & 

Hiruki, 1991; Jarausch et al., 1994; Lorenz et al., 1995, Smart et al., 1996; Marzachì et al., 

1999; Waterworth & Mock, 1999; Batlle et al., 2000, Mengling et al., 2002). Sin embargo 

debido a que los fitoplasmas se distribuyen en el árbol de forma irregular y se encuentran 

en bajas concentraciones (Daire et al., 1992), cuando los resultados de la PCR son 

negativos, existe la posibilidad que sea debido a que no se haya recogido material de la 

parte del árbol infectada. Además en la planta existen una serie de sustancias que varían en 

su concentración a lo largo del año y que pueden actuar como inhibidores de la PCR 

(Maliyakal, 1992; Green et al., 1999). Por este motivo, para certificar material vegetal, o 

ante la necesidad de hacer prospecciones para determinar la extensión de un determinado 

fitoplasma, sería conveniente tener un conocimiento previo de la muestra a tratar, saber 

cuál es la distribución del fitoplasma en el árbol, el material más adecuado para detectarlo, 

así como la época idónea para obtener resultados fiables. 

 Los estudios previos de detección del fitoplasma de PD en peral durante el año se han 

realizado en un clima centroeuropeo, con condiciones climáticas diferentes a la de los 

países mediterráneos, y mediante la técnica de DAPI (Seemüller et al., 1984). En estas 

circunstancias, la mayor detección de ADN fitoplasmático se obtuvo en verano-otoño, y en 

Diciembre los porcentajes bajaron. 

En plantas leñosas como manzanos, melocotoneros y perales, la presencia de 

fitoplasmas en la parte aérea del árbol está condicionada por el estado del floema 

(Stoddard, 1947; Hildebrand, 1953; Braun & Sinclair, 1976; Schaper & Seemüller, 1982; 

Seemüller et al., 1984). Estudios de transmisión del fitoplasma por injerto, sugieren que los 

fitoplasmas hibernan en las raíces de los árboles, lo que se traduce en transmisiones 

durante el verano y el otoño (Griggs, 1965; Schneider, 1970; Schaper, 1981), pero no 

durante el invierno (Blodget et al., 1963; Shalla et al., 1964; Seidl & Komarkova, 1973). 

Esta ausencia de transmisión podría ser debida a la degeneración de los tubos cribosos 

durante esta época (Evert, 1960; Evert, 1963). Sin embargo, estudios recientes realizados 

en Prunus con ESFY han demostrado la existencia de fitoplasmas en estado funcional en la 

parte aérea del árbol durante el invierno (Seemüller et al., 1998). 
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 Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, el principal objetivo de este estudio ha 

sido, determinar cuál era la mejor época del año para obtener una detección fiable del 

fitoplasma de PD. Para ello se ha analizado la presencia del fitoplasma en la parte aérea del 

árbol, fácil de manipular, mediante la técnica de nested-PCR. La relación entre la detección 

mediante PCR y la sintomatología expresada por árboles infectados, también ha sido 

evaluada. 

 Por otra parte, se ha estudiado cuál era la parte del árbol idónea para analizar la 

presencia de la enfermedad, así como la existencia de posibles diferencias en la detección 

según la variedad utilizada. Finalmente, se ha estudiado la viabilidad del fitoplasma en el 

floema de la parte aérea durante el invierno, mediante transmisión del fitoplasma por 

injerto, a planta sana. 

 

3.2 Material y Métodos 
 

3.2.1 Detección estacional del fitoplasma de PD mediante PCR en tres variedades 

distintas de peral 

 

3.2.1.1 Material vegetal 

 
Durante dos años consecutivos se examinó mensualmente y mediante la técnica de 

nested-PCR, el porcentaje de árboles enfermos en que se detectaba el fitoplasma de PD. Se 

utilizaron los 43 árboles infectados y los 3 árboles sanos del apartado 2.2.4. Se recogieron 

muestras mensualmente desde Junio del año 2000 a Mayo de 2001, y cada tres meses de 

Junio de 2001 a Mayo de 2002. En cada muestreo, se recogieron entre 20-30 ramas de 

todas las partes de cada uno de los árboles, para evitar falsos negativos, por la distribución 

irregular del fitoplasma. Durante el primer año, las muestras se dividieron en el laboratorio 

en tallo, yemas (excepto en Abril) y nervios; estos últimos sólo durante el periodo de 

Abril-Noviembre. Durante el segundo año, sólo se analizó el tallo. 

 

3.2.1.2 Detección del fitoplasma 

 
Se realizó una extracción del ADN según la metodología descrita por Ahrens & 

Seemüller (1992). La presencia de ADN del fitoplasma de PD se examinó mediante la 

técnica de nested-PCR, con los cebadores universales para fitoplasmas, P1/P7 (Deng & 

Hiruki, 1991; Schneider et al., 1995) y los cebadores específicos para el grupo AP, fO1/ 



                                                                      Detección estacional  del fitoplasma en el árbol 

 54

rO1 (Lorenz et al., 1995). Los análisis por PCR se repitieron 3 veces y las condiciones 

fueron las explicadas en el apartado 2.2.2.1.  

 

3.2.1.3 Tratamiento estadístico 

 

Las medias de detección de las tres variedades, obtenidas a partir de los datos 

acumulados de los dos años consecutivos, se analizaron mediante el paquete estadístico 

SAS (SAS Institute Program, versión 6.12) a través del procedimiento GLM (General 

Lineal Model). También se compararon las medias de detección entre las diferentes 

estaciones del año sin tener en cuenta el factor variedad. Las medias fueron comparadas 

mediante el test múltiple de Duncan. 

Los resultados de las tres partes estructurales muestreadas durante el período de Mayo 

a Noviembre, fueron procesados para analizar si existía alguna relación entre las variables 

localización o tiempo, con detección, así como alguna relación de orden superior 

(interacción entre las dos variables y detección), mediante un análisis Log-lineal. Este 

procedimiento permite hacer un análisis sistemático de tablas de contingencia múltiples, 

así como calcular la interacción entre las variables.  

 

3.2.2 Correlación entre expresión de síntomas y detección por PCR 

 
Para este estudio se utilizaron los datos de sintomatología obtenidos en el apartado 

2.3.3. Para cada una de las 3 variedades estudiadas, se analizó la relación existente entre 

las variables: “Número de árboles que presentan síntomas” y “Número total de árboles que 

amplifican para el fitoplasma de PD mediante PCR (con o sin síntomas)”; así como 

también la relación entre las variables: “número de árboles con síntomas” y “árboles con 

síntomas y que amplifican para el fitoplasma de PD mediante PCR”. Correlaciones con P ≤ 

0,05 fueron consideradas como significativas. Los datos obtenidos durante Noviembre no 

fueron utilizados debido a que los 3 perales sanos en este periodo ya empezaron a mostrar 

síntomas propios de la senescencia. 
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3.2.3 Transmisión del fitoplasma de PD mediante injerto de yemas infectadas a 

perales sanos durante el invierno 

 
Durante el período de invierno (Febrero) de los años 2001 y 2002, se injertaron yemas, 

procedentes de un árbol cv. Bartlett, infectadas por el fitoplasma  de PD, sobre 9 (en 2001) 

y 12 (en 2002) pies de Pyrus communis OHF 333, de 2 años de edad, que procedían de 

cultivo in vitro. Las yemas procedían de ramas en las que previamente se había detectado 

el fitoplasma por PCR. Paralelamente, en ambos años, se injertaron 6 árboles con yemas 

sanas como controles negativos.  

Una vez injertados, los perales fueron mantenidos en invernadero libre de insectos, a 

Tª ambiente. La detección del fitoplasma, para determinar si había habido transmisión en 

los árboles injertados, se realizó periódicamente mediante la técnica de PCR a partir de una 

extracción de ADN de nervios de hoja. 

 

3.3 Resultados 
 
 
3.3.1 Detección del fitoplasma de PD a lo largo del año 

En las Tablas 3.1, 3.2 y 3.3 se encuentran los resultados obtenidos a lo largo del año, de 

la detección individual por nested-PCR del fitoplasma de PD, para los 43 árboles 

analizados. En la Figura 3.1 está representado el porcentaje mensual de árboles en los que 

se detectó el fitoplasma de PD. 

Durante el periodo de Junio a Diciembre, en las variedades Bartlett y Limonera, el 

número total de árboles que dieron amplificación positiva fue aumentando 

progresivamente, con la excepción de los meses de Octubre y Noviembre. Los mejores 

porcentajes se alcanzaron en Diciembre (100%), manteniéndose elevados hasta el mes de 

Abril. En cambio, en Mayo se observó un descenso significativo. 

En la variedad Blanquilla, los porcentajes de detección fueron más bajos que en las dos 

variedades anteriores, y no se observó una tendencia clara a aumentar en el tiempo este 

porcentaje. Durante el mes de Diciembre se obtuvieron los porcentajes de detección más 

altos (Tabla 3.3, Figura 3.1). En esta variedad el descenso más brusco en la detección se 

inició en Abril. 

Durante el segundo año, se recogieron muestras trimestralmente, para comprobar los 

resultados del primer año. Los valores obtenidos mostraron el mismo patrón de detección 
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del fitoplasma que en el primer año (Tabla 3.4), alcanzándose también en Diciembre los 

mayores valores de detección en las tres variedades. 

Figura 3.1- Evolución anual de la detección del ADN del fitoplasma de PD, de Junio de 

2000 a Mayo de 2001, en tres variedades distintas de peral. Porcentaje de árboles en lo que 

se detectó el fitoplasma mediante nested-PCR sobre un total de 15, 14 y 14 árboles 

enfermos de las variedades Bartlett, Limonera y Blanquilla respectivamente. 

 

Se analizó la relación existente entre detección por variedad-mes y variedad-año. El 

análisis mostró que no existían interacciones (P = 0,078 y P = 0,788 respectivamente), de 

manera que usando los datos acumulativos obtenidos mensualmente durante los dos años, 

se obtuvieron diferencias significativas en los porcentajes medios de detección del 

fitoplasma de PD, entre las 3 variedades estudiadas (Bartlett 85 a, Limonera 74 b y 

Blanquilla 40 c). 

Por otro lado, cuando fueron analizadas de manera conjunta los resultados de PCR en 

función de la estación del año, representadas por Junio, Septiembre, Diciembre y Marzo, se 

detectaron diferencias significativas entre ellas, obteniéndose en Diciembre, la detección 

más elevada (Tabla 3.4). 
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Tabla 3.1- Detección mensual del ADN del fitoplasma de PD en nervios de hoja, yemas y tallo, desde Junio de 2000 hasta Mayo de 2001, 

mediante la técnica de nested-PCR. Fueron analizados 14 árboles infectados de la variedad Bartlett. 

 

Variedad Fecha de muestreo 

BARTLETT JUNIO JULIO AGOSTO SEPTIEM. OCTUBRE NOVIEMB. DICIEMB. ENERO FEBRERO MARZO ABRIL MAYO 
  N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T 
1 + + + - + - + + - + + + - + + - + + nt + + nt + + nt + + nt + + - nt + - - - 
2 - + + + + + + + + + + + - + - - + + nt - + nt + + nt + + nt + + - nt - - - + 
3 - + + + + + + + - - + + - + + - - + nt + + nt + + nt + + nt + + - nt + - - - 
4 + + - - - - + - + - + + + + + - + + nt + + nt + + nt + + nt + + - nt + - - + 
5 - + + - - + - + + + + - + - + - - + nt + + nt + + nt + + nt + + - nt + - - + 
6 + + + - + + - + - - + + - + - + + - nt + + nt + - nt + + nt + + + nt + - - - 
7 + + + - - - + + - - + + + + + + - - nt + + nt - + nt - - nt + + - nt + - - - 
8 - + + + + + + + + - - + + + - - - + nt + + nt - - nt + + nt - - - nt + - + - 
9 - - - - - + - - - + - - - - + + + + nt + + nt + + nt + + nt - - - nt + - - + 
10 - - - - + - - - + + - - - - + - - + nt + + nt + + nt + + nt + + - nt + - - + 
11 + + + - - - - + - - - + - - - - + + nt - + nt + + nt + + nt + + - nt + - - - 
12 - - - - - - - - + - + + - - - - - - nt + + nt + + nt + + nt + - - nt + - - + 
13 - + + - + - + - - - - - - - + - - - nt - + nt + - nt - + nt + + - nt + - - - 
14 - + + - - + - + + - + - - - + - - - nt + + nt - - nt + - nt - - - nt - - - - 
15 - - - + + + - - - - - - - - - - - - nt + + nt + + nt + + nt - + - nt - - - - 

 
 
NT: Muestras no analizadas. 
N:nervios; Y:Yemas; T:tallo 
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Tabla 3.2- Detección mensual del ADN del fitoplasma de PD en nervios de hoja, yemas y tallo, desde Junio de 2000 hasta Mayo de 2001, 

mediante la técnica de nested-PCR. Fueron analizados 14 árboles infectados de la variedad Limonera. 

 

Variedad Fecha de muestreo  

 
LIMONERA JUNIO JULIO AGOSTO SEPTIEM. OCTUBRE NOVIEMB. DICIEMB. ENERO FEBRERO MARZO ABRIL MAYO 

 N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T 
1 - - - - - - - - + - + + - + + - - + nt + + nt + + nt - + nt - - - nt + - - + 
3 + - + - - - - - - - + - - - - - + - nt + + nt - + nt + + nt + + - nt + - - + 
4 - - - - - - - - - - - - - - - - + - nt - + nt + + nt + + nt + + - nt + - - - 
5 + - - + - - + + + - - - - - - - - - nt + + nt - + nt + + nt + + - nt + - + + 
6 - - - - - + + - - - + + - + + - - - nt + + nt + + nt + + nt - + - nt + - - - 
7 - - - + + - + + - - + + + + - - - + nt - + nt - + nt + - nt - - - nt + - - + 
8 + - - - - + - - + - - + - + + - + + nt + + nt - + nt + + nt + + - nt + - - - 
9 - - - - - - - + - - + + - - + + + + nt + + nt + + nt + + nt + + - nt + - - + 

10 + + + - + + - - + - - - - - - - - - nt + + nt + - nt + + nt + + - nt + - - + 
11 - - - + - - + + - - + + + + + - - - nt + + nt - + nt - + nt + + - nt - - - - 
12 + - + + - - - - - - - + - - + - - - nt + + nt - + nt + + nt + + - nt + - - - 
13 - + + - - - - - - - - + - - + + + + nt + + nt + + nt + + nt - - - nt + - - + 
14 - - - - - - - - - - - + - - - - - - nt + + nt + + nt + + nt + + - nt + - - + 
15 - - - - - + - - + - + + - + + + + + nt + + nt - + nt - + nt + + - nt + - - + 

 
NT: Muestras no analizadas 
N:nervios; Y:Yemas; T:tallo 
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Tabla 3.3- Detección mensual del ADN del fitoplasma de PD en nervios de hoja, yemas y tallo, desde Junio de 2000 hasta Mayo de 2001, 

mediante la técnica de nested-PCR. Fueron analizados 14 árboles infectados de la variedad Blanquilla. 

 

Variedad Fecha de muestreo 

 
BLANQUILLA JUNIO JULIO AGOSTO SEPTIEM. OCTUBRE NOVIEMB. DICIEMB. ENERO FEBRERO MARZO ABRIL MAYO 

 N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T N Y T 
1 + - + - - + - - + - - - - + - - - - nt - + nt - - nt - - nt - - - nt - - - - 
3 - - - - - - - - - - - - + + - - - - nt - - nt - - nt - + nt - - - nt - - - + 
4 - + - - - + + - - - - - - - - + + - nt - + nt - - nt - - nt - - - nt - - - - 
5 - - + + + - - - - + - - - - - - - - nt - + nt - + nt - - nt + - - nt - - - - 
6 - - - - - - - - - - - - - - - + - - nt - + nt + - nt + - nt - - - nt - - - - 
7 - + +  - - - - - - - - - - - - + + nt - - nt - + nt - - nt - + - nt + - - - 
8 - - - - - - - - - - - - + - + - - - nt + - nt - - nt - + nt + + - nt - - - - 
9 - - - - - - - - - - - - - - - - - - nt - - nt - - nt - - nt - - - nt - - - - 
10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - nt + + nt - - nt - + nt - - - nt - - - - 
11 - - - - - + - - - + + - - - - - - - nt - - nt - - nt - - nt - - - nt - - - - 
12 - - - - - - - - - - - - - - - - - - nt + + nt + - nt - - nt - + - nt - - - - 
13 - - - - - - - - - - - - - - - - - - nt - - nt - - nt - - nt - + - nt - - - - 
14 - - - - - - - - - - - - - - - - + - nt - + nt - + nt + - nt - + - nt - - - - 
15 - + + - - + - - + - - - - - - - - - nt - - nt - - nt - - nt - - + nt - - - - 

 

NT: Muestras no analizadas  
N:nervios; Y:Yemas; T:tallo 
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Tabla 3.4- Detección del fitoplasma de PD (%) mediante nested-PCR en perales 

infectados de tres variedades distintas. La detección se realizó durante 2 años consecutivos, 

y los porcentajes de detección fueron comparados estacionalmente. Los porcentajes medios 

de detección se compararon mediante el test de Duncan (P ≤ 0,05) 

Detección mensual (%)1 
Variedad        Jun.        Sept.        Dic.     Marzo 
   2001  
Bartlett 73 87 100 80 
Limonera 43 79 100 79 
Blanquilla 36 14 57 43 
     2002   
Bartlett 53 100 100 87 
Limonera 36 71 100 86 
Blanquilla 29 43 64 36 
Media de 
detección 
mensual2 45 c 66 b    87a 68 b 

 

 

  
1 Porcentaje de detección del fitoplasma de PD en 15 árboles de la variedad Bartlett, y 14 

de las variedades Limonera y Blanquilla respectivamente. 
2 Media mensual (Junio, Septiembre, Diciembre o Marzo) de detección del fitoplasma de 

PD en todos los árboles durante 2 años consecutivos. 

 

 

3.3.2 Estudio de la detección de PD en diferentes partes de la planta  

 

Durante los meses de Mayo a Noviembre, cuando las tres partes del árbol fueron 

muestreadas, Bartlett mostró unos porcentajes de detección comparables en yemas y tallo, 

con la excepción del mes de Mayo, donde la detección del ADN del fitoplasma en tallo fue 

mucho mayor que en yemas. Estos porcentajes fueron siempre superiores a los obtenidos 

en los nervios de hoja (Figura 3.2). 
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Figura 3.2- Detección mensual del fitoplasma de PD mediante nested-PCR en nervios, 

yemas y tallo de la variedad Bartlett.  

 En Limonera, los porcentajes de detección fueron variando durante los meses 

analizados. El tallo presentó unos porcentajes igual o mayores que en las otras dos partes 

estructurales, con excepción del mes de Junio, donde se detectó el mayor número de 

árboles con fitoplasmas en los nervios de las hojas, y el mes de Julio en el que en nervios y 

tallo se detectó la misma proporción (Figura 3.3).  
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Figura 3.3- Detección mensual del fitoplasma de PD mediante nested-PCR en nervios, 

yemas y tallo de la variedad Limonera 

Por último, en la variedad Blanquilla, los porcentajes fueron muy variables, y ninguna de 

las tres partes destacó por presentar un mayor número de detección del fitoplasma de forma 

constante. Sin embargo, en determinados meses como Junio, Julio, Agosto y Mayo en tallo 

los porcentajes de detección fueron superiores a los otras dos partes estructurales 

analizadas (Figura 3.4).  

 

Figura 3.4- Detección mensual del fitoplasma de PD mediante nested-PCR en nervios, 

yemas y tallo de la variedad Blanquilla.  

El análisis log-lineal realizado durante el período de Mayo a Noviembre, mostró que 

para la variedad Bartlett, la detección era dependiente tanto de la localización (parte de la 

planta) como del tiempo (P< 0,05), no habiendo interacción entre estas dos variables (P = 

0,72). De esta forma, analizando las medias de los porcentajes de detección, en el tallo se 

alcanzó la proporción más elevada de detección durante este periodo, seguida de yemas y 

nervios respectivamente (24% en nervios, 41% en yemas y 57% en tallo). 
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Figura 3.5- Media del porcentaje de detección por nested-PCR, en nervios yemas y tallo 

de la variedad Bartlett 

 

En Limonera, hubo una interacción entre localización y tiempo (P< 0,05), de forma 

que la mayor detección en una u otra parte estructural, dependió del mes analizado. Por 

tanto, de Agosto a Noviembre, el porcentaje de detección en tallo fue superior nervios e 

igual o superior a los porcentajes obtenidos en yemas (Figura 3.3). 

 En Blanquilla, durante el periodo de Mayo a Noviembre, la detección fue 

dependiente del momento en el que se realizó (P< 0,01), pero no de la parte estructural 

analizada (P = 0,10) y tampoco existió una interacción entre estas variables. Por tanto, el 

porcentaje de detección no varió demasiado si se analizaban yemas, nervios o tallo, y en 

cambio la detección total de árboles positivos sí dependió del mes analizado.  

Durante los meses de Diciembre a Abril, tan solo fueron recolectados yemas y tallo. 

En Bartlett, los porcentajes de detección fueron similares para ambas partes estructurales. 

Sin embargo, Limonera y Blanquilla presentaron mayor detección en tallo que en yemas.  
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3.3.3 Correlación entre expresión de síntomas y detección por PCR 

 

La correlación entre “ árboles con síntomas” y “ árboles con síntomas que amplifican 

para el fitoplasma de PD mediante PCR” (Tabla 3.5), fue positiva (Bartlett r = 0,95; 

Limonera r = 0,84). De esta forma, la expresión de síntomas en árbol estuvo ligada, en un 

porcentaje muy elevado de casos, a una amplificación positiva mediante PCR. En la 

variedad Blanquilla, ambas variables fueron independientes (r = 0,45). 

En cambio, en las tres variedades, no existió correlación entre “número de árboles con 

síntomas” y “número total de árboles detectados por PCR (con o sín síntomas)”(Tabla 3.5), 

(Bartlett r = 0,44; Limonera r = -0,11; Blanquilla r = 0,09).  

 

Tabla 3.5- Número de árboles con síntomas característicos de la enfermedad de PD, 

registrados a lo largo del año en tres variedades de peral. Detección del ADN del 

fitoplasma de PD mediante PCR. nt: Muestras con síntomas no registrados, debido a la 

ausencia de hojas en el árbol. 
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Árboles con  Árboles con síntomas Árboles sin  Árboles sin síntomas Detección 

Mes síntomas PCR + síntomas  PCR + total 

BARTLETT 

Abril 1 1 14 11 12 

Mayo 4 3 11 4 7 

Junio 4 4 11 7 11 

Julio 5 5 10 6 11 

Agosto 5 5 10 8 13 

Septiembre 8 8 7 5 13 

Octubre 12 12 3 0 12 

Noviembre nt Nt nt nt 11 

Diciembre nt Nt nt nt 15 

LIMONERA 

Abril 3 3 11 10 13 

Mayo 4 3 10 6 9 

Junio 4 2 10 4 6 

Julio 5 1 9 7 8 

Agosto 5 3 9 6 9 

Septiembre 6 6 8 5 11 

Octubre 8 7 6 2 9 

Noviembre nt Nt nt nt 8 

Diciembre nt Nt nt nt 14 

BLANQUILLA 

Abril 3 0 11 2 2 

Mayo 3 0 11 1 1 

Junio 3 1 11 4 5 

Julio 3 3 11 2 5 

Agosto 5 2 9 1 3 

Septiembre 10 2 4 0 2 

Octubre 11 3 3 0 3 

Noviembre nt Nt nt nt 4 

Diciembre nt Nt nt nt 8 
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3.3.4 Transmisión del fitoplasma de PD mediante injerto de yemas infectadas a 

perales sanos durante el invierno 

 

Los análisis por PCR indican que de 21 árboles injertados con yemas infectadas, 12 

(57%) dieron amplificación positiva para el ADN del fitoplasma en el análisis realizado en 

Julio de 2002 (8 de 9 árboles injertados en Febrero de 2001, y 4 de 12 árboles injertados en 

Febrero de 2002, Tabla 6). Ninguno de los árboles injertados con yemas de perales sanos 

amplificó para el fitoplasma de PD. 

 

Tabla 3.6- Detección del fitoplasma de PD en nervios de hoja mediante nested-PCR, 

después de injertar yemas infectadas y no infectadas, en Pyrus communis OHF-333 sanos. 

La fracción indica el número de árboles injertados, infectados con el fitoplasma de PD, en 

relación con el número total de árboles injertados.  

 

 

 

3.4 Discusión 
 

La detección del ADN del fitoplasma de PD mediante la técnica de PCR en tres 

variedades distintas de peral, siguió el mismo patrón durante los dos años de estudio, sin 

embargo varió según la variedad estudiada (Figura 3.1). Blanquilla fue la variedad que 

presentó menores porcentajes de detección en todos los muestreos. Un estudio reciente 

indica la posibilidad que esta variedad sea más tolerante a la enfermedad de PD, y que por 

tanto, también muestre menor incidencia de árboles con síntomas en comparación con 

Bartlett y Limonera (Batlle et al., 2001). En un estudio realizado por Seemüller y sus 

colaboradores, se indica que la remisión de síntomas en peral no supone la desaparición del 

fitoplasma (Seemüller et al., 1998). Sin embargo, trabajos realizados en vid y en árboles 

Mes en el que se injertaron las yemas Fechas de análisis 
por PCR Feb-2001 Feb-2002 

 
Injerto con yemas 

infectadas 
Injerto con yemas 

sanas 
Injerto con yemas 

infectadas  
Injerto con yemas 

sanas  
Mayo-01 1/9 0/6 / / 
Nov-01 2/9 0/6 / / 

Mayo-02 8/9 0/6 2/12 0/6 
Jul-02 8/9 0/6 4/12 0/6 
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frutales de hueso, indican que la recuperación de las plantas conlleva también la 

desaparición del fitoplasma en las hojas o a la disminución de la concentración de los 

mismos (Kison & Seemüller, 2001; Osler et al., 2003). En Blanquilla, aunque sí hubo 

detección durante todo el año, ésta fue menor, lo que podría señalar un menor número de 

fitoplasmas en el floema del árbol, como consecuencia de una posible recuperación. 

Los resultados obtenidos también muestran que la mejor época para detectar el 

fitoplasma de PD en clima mediterráneo fue el mes de Diciembre (Figura 3.1). Si nuestro 

estudio los comparamos con trabajos anteriores realizados en la variedad Bartlett, en 

Alemania y utilizando la técnica DAPI como método de detección (Seemüller et al., 1984) 

se observan algunas diferencias. En Alemania el mes más apropiado para hacer una buena 

detección fue Septiembre, con valores de 100%. La detección en los meses siguientes 

disminuyó suavemente hasta Diciembre, y a partir de Enero hubo un fuerte descenso, 

detectándose además, mayoritariamente, formas características de fitoplasmas degradados 

y llegando a una detección nula en el mes de Abril (Seemüller et al., 1984). En el clima 

mediterráneo, en cambio, la elevada detección obtenida en Diciembre se mantuvo más o 

menos constante hasta el mes de Marzo o Abril según la variedad, meses en los que la 

amplificación del ADN fitoplasmático volvió a disminuir fuertemente, coincidiendo con el 

crecimiento de los nuevos brotes de primavera. 

Las diferencias obtenidas en la detección entre ambos trabajos podrían ser atribuibles 

tanto a la técnica utilizada para la detección, diferente en cada estudio, como a la 

climatología de ambos países. Alemania, con clima centroeuropeo, tiene unos inviernos 

más fríos que España, con clima mediterráneo. Esto podría provocar, que en climas más 

suaves, donde las temperaturas no alcanzan mínimas tan bajas, el floema de la parte aérea 

del árbol pueda mantenerse en estado funcional durante más tiempo, y la población de 

fitoplasmas pueda continuar distribuyéndose, sin que esto implique necesariamente un 

aumento en la concentración de fitoplasmas. 

Existen diferentes estudios, que muestran como por lo general, en plantas leñosas, los 

fitoplasmas hibernan en las raíces de sus huéspedes hasta la primavera, en la que vuelven a 

subir hacia la parte aérea del árbol (Rosenberg & Jones, 1977; Seidl, 1965; Braun & 

Sinclair, 1976). En perales y manzanos, estudios realizados mediante el microscopio de 

fluorescencia (DAPI) en países centroeuropeos, muestran que los fitoplasmas de AP y PD 

se encuentran presentes en las raíces durante el invierno, y desaparecen o están en muy 

bajas concentraciones en las partes aéreas (Schaper, 1981). Además, durante el mes de 
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Febrero las transmisiones del fitoplasma a planta sana fueron negativas en casi todos los 

casos y nulas en Marzo (Schneider, 1970, Schneider 1971; Seemüller et al., 1984). Sin 

embargo, nuestro estudio muestra que el fitoplasma de PD se puede transmitir en Febrero, 

indicando la presencia de fitoplasmas infectivos en las ramas durante el invierno (Tabla 

3.6). Por tanto, es posible que en climas más suaves como el mediterráneo, en el periodo de 

Enero a Abril-Mayo (dependiendo de la variedad), parte de los fitoplasmas activos 

desciendan hacia el floema de las raíces (Rosenberg & Jones, 1977), y que la elevada 

detección por PCR en muestras de la parte aérea del árbol, sea debida a restos de los 

fitoplasmas degradados, pero una pequeña proporción podría hibernar en la parte aérea del 

árbol, utilizando el floema de reemplazamiento desarrollado en el árbol hacia finales de 

Otoño, como medida de resistencia a la enfermedad de PD (Schaper & Seemüller, 1982). 

Se han obtenido resultados similares en otro trabajo que confirman este hecho. En ciruelo 

se transmitió el fitoplasma ESFY por injerto durante el invierno (Seemüller et al., 1998) y 

hubo amplificación por PCR en árboles infectados en esta época (Jarausch et al., 1999). 

Por otra parte, la disminución brusca en la detección por PCR de fitoplasmas en Abril-

Mayo, según el momento en el que despierte el árbol de la fase de hibernación (Figura 

3.1), podría ser debida a la formación del nuevo floema que se inicia a partir de la primera 

mitad de Marzo (Evert, 1960) y que todavía no ha sido colonizado por los fitoplasmas de 

las raíces, así como a una dilución de los restos fitoplasmáticos en la nueva savia formada, 

lo cual provocaría una disminución en la detección por PCR del fitoplasma del PD.  

Los resultados obtenidos sugieren que en climas mediterráneos, el fitoplasma de PD se 

encuentra presente en la parte aérea del árbol durante más tiempo que en clima 

centroeuropeo. Este resultado debería tenerse en cuenta, ya que la técnica de recolección 

de yemas o estaquillas durante el invierno, para la posterior propagación vegetativa, podría 

estar diseminando aún más la enfermedad de PD, muy extendida ya de por sí en países con 

clima mediterráneo.  

Con respecto a cual es la parte estructural idónea para la detección del fitoplasma de 

PD, el tallo fue donde se obtuvieron mayores detecciones para 2 de las 3 variedades 

(Figuras 3.2 y 3.3). En la variedad Blanquilla aunque no destacó ninguna parte como 

preferente durante todo el año, en determinados meses también fue el tallo la que presentó 

mayores porcentajes de detección. Destacar además, que durante los meses de Abril y 

Mayo, época en la que la detección disminuye, en las tres variedades hubo amplificación 

por PCR casi exclusivamente en tallo de ramas de 2º año (datos no mostrados). Que el tallo 
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sea considerado como la parte del árbol apropiada para una detección más fiable resulta 

beneficioso, ya que su recolección para una certificación de material vegetal libre de 

fitoplasmas se puede realizar en cualquier estación aún y sabiendo que la época más 

apropiada es Diciembre. 

El análisis de correlación mostró que a lo largo del año, en las variedades Bartlett y 

Limonera, cuando el número de árboles con síntomas aumentaba, la proporción de árboles 

con síntomas detectados por PCR también aumentaba. De esta forma, se demuestra que la 

sintomatología está asociada a la presencia del fitoplasma en ambas variedades. Estos 

resultados coinciden con un estudio anterior realizado para otras variedades durante los 

meses de otoño (Giunchedi et al., 1995). Sin embargo, en Blanquilla no hubo correlación. 

La posible tolerancia de Blanquilla hacia la enfermedad, probablemente llevó a una 

disminución en la concentración de fitoplasmas (Kison & Seemüller, 2001) que se refleja 

en la menor detección por PCR. El hecho que no haya habido correlación entre árboles con 

síntomas y detección en esta variedad, probablemente es debido a que la expresión de 

síntomas estuvo sobrevalorada, al contabilizarse la suave disminución de la masa 

vegetativa en los árboles como expresión de síntomas y esto quedó reflejado en la 

correlación. 

Finalmente, en ninguna de las tres variedades se obtuvo una correlación entre el 

número de árboles con síntomas, y el número total de árboles positivos por PCR (con o sin 

síntomas). Por lo tanto, fue posible detectar el fitoplasma de PD por PCR, sin que los 

árboles presentaran síntomas. Así, la amplificación del ADN fitoplasmático por PCR se 

presenta como un método más fiable para diagnosticar la enfermedad de PD que la 

observación por síntomas, y Diciembre como el mes idóneo para realizar el análisis. 
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 4 
Estudio de la transmisión del fitoplasma del Decaimiento del 

peral en España por Cacopsylla pyri. Influencia del sexo del 

insecto en la adquisición y transmisión del fitoplasma. 

 
Resumen 

 
 Se ha estudiado la eficiencia de Cacopsylla pyri (Homoptera; psyllidae) en la 

adquisición y transmisión del fitoplasma del Decaimiento del peral (PD) en el Nordeste de 

España. Durante un año, se capturaron mensualmente alrededor de unas 100 psilas, para 

analizar si estaban infectadas con el fitoplasma de PD. También se realizaron ensayos de 

transmisión del fitoplasma a perales sanos y medios nutritivos azucarados, utilizando C. 

pyri como vector. Los resultados obtenidos demostraron que C. pyri transmite el 

fitoplasma a peral y medios artificiales, y por tanto es, como en otros países del área 

mediterránea, vector de la enfermedad en España. El porcentaje de individuos de C. pyri 

portadores del fitoplasma varió a lo largo del año, siguiendo un patrón estacional. 

 Se ha evaluado la relación existente entre el sexo del vector y la transmisión del 

fitoplasma de PD. Los porcentajes de psilas infectadas fueron similares entre sexos, sin 

embargo las hembras transmitieron el fitoplasma en mayor porcentaje que los machos. 

Teniendo en cuenta que la proporción de hembras respecto a machos en la población es 

superior durante gran parte del año, deberían considerarse los resultados obtenidos para un 

futuro tratamiento y control de la enfermedad. 

 

 

Palabras clave: Cacopsylla pyri, adquisición, transmisión, PCR, medio artificial 

 

 

 

Enviado a la revista: European Journal of Plant Pathology. 
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4.1 Introducción 

 
Los fitoplasmas, se transmiten de una planta a otra mediante injerto, o por insectos 

vectores del orden Homoptera. Los vectores de fitoplasmas del grupo AP identificados 

hasta ahora, pertenecen mayoritariamente a la familia psyllidae (Sbo. Sternorrhyncha). 

El fitoplasma del Decaimiento del peral (PD) incluido en el grupo AP y, cuyos vectores 

son distintas especies del genero Cacopsylla, causa importantes pérdidas de producción, 

allí donde se cultiva el peral. Las psilas C. pyricola y C. pyrisuga han sido identificadas 

como transmisoras del fitoplasma en Norte América y Reino Unido (Jensen et al., 1964; 

Hibino et al., 1971, Davies et al., 1992). También se ha demostrado que C. pyri transmite 

la enfermedad en Italia (Carraro et al., 1998) y Francia (Lemoine, 1984; Lemoine, 1991), y 

ha sido identificada como portadora de la enfermedad en España (Avinent et al., 1997; 

Batlle et al., 1999), aunque hasta el momento, su capacidad de transmisión no había sido 

evaluada. 

Debido a que la psila adquiere el fitoplasma de forma persistente (Lee et al., 2000), y al 

hecho de que es considerada como la plaga más importante del peral en Europa (Kapatos 

& Stratopoulou, 1999), se han invertido grandes esfuerzos en su control. Sin embargo, C. 

pyri es capaz de desarrollar resistencias a los insecticidas (Berrada et al., 1994; Buès et al., 

1999; Follet et al., 1985), por lo que es difícil erradicarla completamente. Actualmente, se 

están utilizando programas de control integrado (Souliotis & Broumas, 1990; Souliotis & 

Broumas, 1998; Sarasua et al., 1999) para disminuir los daños causados por este insecto. 

Para ejercer un control eficaz de la psila, es necesario conocer algunos factores, como 

la facilidad que tiene de adquirir el fitoplasma, así como su habilidad para transmitirlo a lo 

largo del año. Se han realizado algunos estudios con C. pyricola (Davies et al., 1998; 

Blomquist & Kirkpatrick, 2002) y C. pyri (Carraro et al., 2001), pero la adquisición y 

transmisión dependen del comportamiento que adopte el insecto en una determinada área 

geográfica, o ante un factor ecológico concreto (Fletcher et al., 1998). Por tanto, en las 

diferentes áreas donde la enfermedad está presente, el comportamiento de la psila podría 

ser distinto y, por lo tanto, necesario de estudiar, para establecer unas medidas de control 

eficientes. 

Por último, se ha descrito que un medio rico en azúcares es adecuado para estudiar la 

transmisión del fitoplasma de la FD por el vector Euscelidius variegates, (Tanne et al., 

2001). 
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Teniendo en cuenta los conocimientos anteriores, el objetivo de este trabajo ha sido 

evaluar si C. pyri es también transmisora del fitoplasma de PD en España, y analizar la 

eficiencia de transmisión a lo largo del año. Para ello, se han utilizado perales sanos y un 

medio nutritivo rico en azúcares. También se ha evaluado mensualmente, el porcentaje de 

psilas infectadas en una parcela con un alto índice de infección de PD. Finalmente, se ha 

estudiado la relación entre el sexo del vector y la transmisión de la enfermedad. 

 

4.2 Material y métodos 

4.2.1 Localización y características de la parcela utilizada en este estudio 
 

Este estudio se realizó en una parcela con perales de la variedad Williams, situada en la 

provincia de Lérida. Esta parcela, con árboles no certificados de entre 12 y 14 años de edad 

e injertados sobre membrillero, fue escogida por haberse detectado en años anteriores el 

fitoplasma de PD y presentar síntomas evidentes de la enfermedad. A pesar de la 

aplicación de tratamientos insecticidas, también se había observado la presencia abundante 

de psilas. 

En Septiembre de 2001, se evaluó en esta parcela la incidencia de la enfermedad. Para 

ello, se escogieron 20 árboles de forma aleatoria y se realizó una extracción de ADN según 

la metodología descrita por Ahrens & Seemüller (1992). La presencia del fitoplasma se 

determinó por PCR con los cebadores universales P1/P7 (Deng & Hiruki, 1991; Schneider 

et al., 1995) y los específicos fO1/rO1 (Lorenz et al., 1995), según la metodología 

explicada en el apartado 2.2.2.1. 

 

4.2.2 Transmisión del fitoplasma de PD por C. pyri a perales sanos 
 

En Septiembre de 2001, se capturaron 10 grupos de 30 psilas en la parcela indicada en 

el apartado anterior, que fueron transferidos individualmente a 10 Pyrus communis OHF-

333 sanos, de 2 años de edad, obtenidos por cultivo in vitro. Cada peral se mantuvo en una 

caja individual. Paralelamente, se escogieron otros 10 perales sanos como control negativo. 

Tras 30 días, se recogieron las psilas para analizar si éstas portaban el fitoplasma. Una vez 

finalizado el ensayo, los perales fueron tratados periódicamente con insecticidas hasta la 

desaparición de huevos y psilas de las generaciones descendientes, y se mantuvieron en un 

invernadero protegido con malla para evitar la entrada-salida de insectos. La presencia del 



                                                        Cacopsylla pyri, detección y transmisión del fitoplasma  

 76

fitoplasma en los árboles se analizó en Septiembre de 2002, tal y como se describe en el 

apartado 2.2.2.1. 

 

4.2.3 Adquisición del fitoplasma de PD por C. pyri y transmisión a un medio nutritivo 
 

De Junio de 2002 a Mayo de 2003, exceptuando Enero y Marzo ya que la población de 

psilas era muy baja, se capturaron mensualmente unos 100 adultos de C. pyri, mediante la 

técnica de batido (Burts & Retain, 1973). Cada muestreo se realizó entre las 10 y las 12 de 

la mañana. Estas psilas se transfirieron a tubos, donde fueron mantenidos durante 1 día 

para evitar, debido a posibles restos de fitoplasmas en el estilete, falsos positivos en la 

detección.  

Al día siguiente, cada una de las psilas se transfirió a un tubo de microcentrífuga de 1,5 

ml de capacidad. Cada tapón de tubo se rellenó con 200 µl de una solución compuesta de 

sacarosa al 5%, sorbitol al 0,5% y 9,4 mg/l de medio NCTC 135 (Sigma) (Maixner, 

comunicación personal) y se selló con Parafilm (American National Can Co.). Los tubos 

con las psilas se mantuvieron entre 23 y 25ºC de temperatura, hasta que el insecto murió o 

durante un máximo de 72 h. Se anotaron los días de la muerte de cada insecto. 

Una vez en el laboratorio, los adultos se dividieron según su sexo, agrupándolos de 4 

en 4 y se calculó la sex ratio (machos /hembras).  

 

4.2.4 Detección del fitoplasma de PD en insectos y medio nutritivo 
 

4.2.4.1 Extracción de ADN 

Se realizó la extracción de ADN de los insectos y del medio artificial para determinar 

la presencia del fitoplasma por nested-PCR. 

 

Extracción de ADN de insectos: Se realizó según la metodología indicada por Daire et al., 

(1992) ligeramente modificada. Se homogeneizaron los insectos de 4 en 4 en tampón de 

extracción (100 mM Tris-HCl, pH 8, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 2% CTAB y 0,2 % 2-

mercaptoetanol), y se incubaron durante 10 min a 65ºC. Tras la incubación, se añadió 

cloroformo (V/V) y la mezcla se centrifugó 10 min a 12000 rpm. El sobrenadante se 

recogió y transfirió a un nuevo tubo de microcentrífuga añadiendo 2/3 del volumen de 2-

propanol e incubando la mezcla 30 min a �20ºC. El ADN se precipitó a 12000 rpm durante 
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30 min. El precipitado final se lavó con etanol 70% y se resuspendió con 50 µl de H2O 

destilada estéril.  

Extracción de ADN del medio nutritivo: La extracción se realizó siguiendo la metodología 

de Wizard plus (Wizard plus, SV minipreps. DNA purification system, Promega) 

ligeramente modificada. Los 200 µl de medio se transfirieron a un nuevo tubo de 

microcentrífuga de 1,9 ml y se añadieron 900 µl de tampón TNE (SDS 1,1 %, 150 mM 

NaCl, 2 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl a pH 8), 100 µl de Guanidina- HCl 5 M y 50 µl de 

proteinasa K (20 mg/ml). La mezcla se incubó durante 2 h a 58ºC y seguidamente se 

centrifugó 10 min a 13000 rpm. El sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo añadiendo 

cloroformo (V/V) y centrifugando durante 10 min a 13000 rpm. En un nuevo tubo de 

microcentrífuga, se mezclaron por inversión 500 µl del sobrenadante y 1 ml de resina 

purificadora de ADN (Wizard minipreps, Promega). La mezcla se trasfirió a una Wizard-

columna y se aplicó el vacío. Una vez que todo el líquido pasó por la columna, se añadió 1 

ml de 2-propanol y se volvió a aplicar el vacío. Finalmente, la columna se transfirió a un 

tubo de microcentrífuga de 1,5 ml y el ADN se diluyó añadiendo 50 µl de H2O destilada 

libre de nucleasa y centrifugando a 13000 rpm durante 1 min. 

 

4.2.4.2 Amplificación por PCR 
 

Los extractos de ADN fueron analizados para determinar la presencia del fitoplasma de 

PD mediante nested-PCR. La primera amplificación se realizó con los cebadores 

universales P1/P7 y la segunda, con los específicos fO1/rO1 según la metodología 

explicada en el apartado 2.2.2.1. 

 

4.2.5 Análisis estadístico 
 

Los resultados de la adquisición del fitoplasma de PD en machos y hembras de C. Pyri, 

fueron analizados con el paquete estadístico Systat 5.0 (Systat for Windows, Inc. Evanston, 

Illinois, USA). Para determinar si la infección dependía del sexo o del momento de captura 

de la psila, se compararon las proporciones de infección, obtenidas mediante tablas de 

contingencia Kx2x2, con el estadístico de X2 de Mantel-Haenszel.  

Las frecuencias de infección obtenidas de los grupos muestreados según el género de la 

psila o del momento de muestreo, fueron evaluadas por tablas de contingencia 2x2 y kx2 
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respectivamente, con un análisis X2. Se utilizó el test ajustado de Bonferroni para comparar 

las proporciones de adquisición entre meses (gdl = 1). 

Para estimar el número de insectos (machos o hembras) infectados con el fitoplasma 

de PD en cada uno de los meses analizados, se utilizó el valor P (Hughes et al., 2001), P = 

1-(1-X)1/n (siendo P la proporción de insectos positivos, X la proporción de grupos de 

insectos positivos y n el número de insectos por grupo). Con esta fórmula se asume la 

distribución binomial. La relación entre el porcentaje total de psilas infectadas y la 

infección según el sexo de la psila, se estudió mediante correlación lineal. Las pendientes 

de las lineas de regresión obtenidas, fueron comparadas utilizando el programa 

Statgraphics Plus program (Manugistics, Inc., Maryland, USA.). 

El estadístico X2 también se utilizó para determinar la relación existente entre el 

número de psilas infectadas y la transmisión del fitoplasma a medio artificial, según el 

sexo. En este caso, se volvió a calcular el número estimado de psilas infectadas mediante el 

valor P, teniendo en cuenta que fueron excluidas las psilas que murieron el primer día de 

incubación en medio artificial. 

 

4.3 Resultados 
 

4.3.1 Incidencia del fitoplasma de PD en la parcela estudiada 
 

Los resultados de la nested- PCR mostraron que un 80% de los árboles escogidos al 

azar de la parcela Williams, en la que se ha realizado este estudio, estaban infectados por el 

fitoplasma de PD (Figura 4.1).  

 

 
 

Figura 4.1- Amplificación por nested-PCR de algunos extractos de ADN de perales de la 

parcela Williams (Carriles 1-6). M: Marcador molecular, pUC Mix Marker, 8. 

 1   2  3  4  5  6   7  8  M

-1050pb 
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4.3.2 Transmisión del fitoplasma de PD por C. pyri a perales sanos 
 

En la Tabla 4.1 se presenta el resultado del análisis por nested-PCR, de las psilas que 

fueron mantenidas durante un mes en perales sanos, así como el porcentaje de árboles que 

adquirieron el fitoplasma. Todos los grupos de psilas fueron positivos para PD y todos los 

árboles que estuvieron expuestos durante un mes a la presencia de psilas, resultaron 

positivos en la amplificación para el fitoplasma de PD. No se detectó la presencia del 

fitoplasma en los perales sanos escogidos como control negativo.  

 

Tabla 4.1- Detección del fitoplasma de PD mediante nested-PCR, en los 10 grupos de 

psilas capturadas de la parcela Williams y en los perales utilizados en el ensayo de 

transmisión. 

 
 
 

 

 

 

 

 

4.3.3 Adquisición del fitoplasma de PD por C. pyri en una parcela de peral variedad 

Williams 

 

En la tabla 4.2 se presentan los resultados del porcentaje de grupos de psilas y del 

número estimado de psilas infectadas con el fitoplasma de PD, a lo largo del año. Los 

resultados obtenidos, muestran que las psilas adquirieron el fitoplasma durante todo el año, 

aunque los porcentajes variaron según la estación. Los mayores porcentajes estimados de 

psilas infectadas se obtuvieron en Septiembre y Octubre (100% y 41,14% 

respectivamente), y los menores en Febrero (6,6%). En los meses restantes, los valores 

oscilaron entre un 15 y un 25 %. El análisis de Mantel-Haenszel muestra que no existe 

interacción entre las tres variables �tiempo�, �infección� y �sexo� (P = 0,551). De esta 

manera, se aplicó un análisis de contingencia Kx2, demostrándose una asociación 

significativa entre el momento de muestreo (mes) y el porcentaje de psilas infectadas (X2 = 

42,21; gdl = 9; P< 0,001). 

Análisis PCR 
Octubre 2001 Septiembre 2002 

Grupos de psilas 
infectadas/ Total 

grupos psilas 
 

Plantas 
infectadas/plantas 
expuestas a psila

 

Plantas 
infectadas/plantas 

control sanas 

10/10 10/10 
 

0/10 
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El test de ajuste de Bonferroni muestra que el porcentaje de grupos de psilas infectas en 

Septiembre fue significativamente mayor que en Noviembre, Diciembre, Febrero, Abril, 

Mayo y Junio (X2 = 15,65; P< 0,0001; X2 = 28,93; P< 0,0001; X2 = 14,72; P= 0,0001; X2 = 

13,12; P= 0,0003; X2 = 12,41; P= 0,0004). También se obtuvieron diferencias entre 

Febrero y Octubre (X2 = 20,43; P< 0,0001). 
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Tabla 4.2- Detección mensual del fitoplasma de PD en aproximadamente 100 psilas, capturadas en una parcela Williams afectada por la 

enfermedad. De Junio de 2002 a Mayo de 2003, las psilas se agruparon de 4 en 4, separando ambos sexos, y se analizaron mediante nested- 

PCR con los cebadores universales P1/P7 y los específicos fO1/rO1. * El valor P (Hughes et al., 2001) se utilizó para hacer una estima del 

número de insectos (machos o hembras) infectados con el fitoplasma durante el año. 

Mes 

Nº de grupos de 

♀ infectadas con 

el fitoplasma de 

PD / grupos 

totales de ♀. 

% de grupos 

de ♀ 

infectadas con 

el fitopl. De PD 

Nº ♀ infectadas 

con el fitopl. de 

PD según el 

valor P*. 

% de ♀ 

infectadas 

según el valor 

P*. 

Nº de grupos de ♂ 

infectados con el 

fitopl. de PD/ 

grupos totales de 

♂. 

% de grupos 

de ♂ 

infectados con 

el fitopl. de 

PD. 

Nº ♂ infectados 

con el fitopl. De 

PD según el 

valor P*. 

% de ♂ 

infectados 

según el valor 

P*. 

Número  

total de  

grupos 

% de  

grupos 

infectados con 

el fitopl. de PD

% de psilas 

infectadas (total) 

según el valor 

P*. 

Junio 11/20 55 14,5 18 4/5 80 6,6 33 25 60 20,47 

Julio 14/19 73,68 21,6 28,42 4/7 57,14 5,3 18,92 26 69,23 25,52 

Agosto 9/18 50 11,5 15,97 6/8 75 9,4 29,37 26 57,69 19,35 

Septiembre 16/16 100 64 100 8/8 100 32 100 24 100 100 

Octubre 13/14 92,86 27 48,21 9/11 81,82 15,3 34,77 26 84,62 41,14 

Noviembre 5/11 45,45 6,2 14,09 8/14 57,14 10,7 19,10 26 50 16,76 

Dic-Ene 6/12 50 7,6 15,83 7/14 50 8,9 15,89 26 50 15,91 

Febrero 5/21 23,81 5,5 6,54 1/4 25 1,1 6,87 25 24 6,63 

Abril 7/15 46,67 8,7 14,5 6/10 60 8,2 20,5 25 52 16,76 

Mayo 9/16 56,25 11,9 18,59 5/9 55,56 6,6 18,33 25 56 18,56 
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4.3.4 Sex ratio de la población adulta de C. pyri 
 

En la figura 4.2 se presentan los resultados obtenidos de la sex ratio (macho / hembra) 

de la población adulta de C. pyri, a lo largo de un año. En la mayoría de los meses, la 

proporción de psilas macho fue menor del 50%, con excepción del periodo invernal en el 

que la sex ratio alcanzó valores cercanos a 1:1. Durante los meses de Abril y Octubre, 

hubieron dos picos de emergencia de población adulta, y la proporción de machos se 

acercó al 50% (ratios de 0,66:1 y 0,75:1 respectivamente). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2- Resultado de la evolución de la sex ratio (machos/ hembras) desde Junio de 

2002 a Mayo de 2003 en una población adulta de C. pyri. 

 

4.3.5 Adquisición del fitoplasma según el sexo de C. pyri  

 

En la tabla 4.2 se presenta la proporción de grupos (machos o hembras) y el porcentaje 

estimado de psilas (machos o hembras) PCR- positivos para el fitoplasma de PD, a lo largo 

del año. Durante la mayoría de meses, las proporciones estimadas de psilas infectadas en 

machos y hembras fueron muy similares, con excepción de los meses de Junio, Julio, 

Agosto y Octubre, en los que se obtuvieron diferencias de un 10 a un 15% entre ambos 

sexos. En Septiembre y Octubre se obtuvieron los máximos porcentajes estimadas de psilas 

infectadas (100% en Septiembre para ambos sexos; 48% en hembras, 34% en machos en 
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Octubre). El análisis de X2 muestra que no existe asociación entre el sexo de la psila y el 

número de grupos portadores del fitoplasma de PD (P= 0,42). El análisis de regresión para 

ambos géneros, realizado a partir del valor estimado del número de psilas infectadas por el 

fitoplasma (Figura 4.3) confirma los resultados anteriores, mostrando que no existen 

diferencias entre las pendientes de ambas rectas (R2 = 0,97; P< 0,0001 en hembras y R2 = 

0,91; P< 0,0001 en machos) (P= 0,32).  

 

Figura 4.3- Análisis de la relación existente entre el porcentaje de individuos de C. pyri 

infectados con el fitoplasma de PD según el sexo y el porcentaje total de psilas infectadas.  

4.3.6 Transmisión del fitoplasma de PD a un medio nutritivo rico en azúcares según el 

género de C. pyri. 

 

Los resultados de la transmisión del fitoplasma de PD a medio nutritivo están 

resumidos en la Tabla 4.3. Las psilas transmitieron el fitoplasma de PD durante todo el 

año, con la única excepción del mes de Febrero. Durante el periodo de Mayo a Octubre 

(exceptuando el mes de Septiembre) los porcentajes totales de transmisión fueron 

relativamente elevados, alcanzando el máximo en Agosto (69,57 %). El resto del año, los 

valores descendieron (0-18,3%). Durante 8 meses, la capacidad de transmisión del 

fitoplasma varió en función del sexo, siendo superior en las hembras. El análisis estadístico 
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confirmó la existencia de diferencias significativas en la transmisión entre sexos (X2 = 

5,14; df = 1; P = 0,02). 
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Tabla 4.3- Detección mensual del fitoplasma de PD en un medio nutritivo rico en azúcares. La presencia del fitoplasma de PD se analizó 

mediante nested-PCR. *El valor P (Hughes et al., 2001) se utilizó para hacer una estima del número de insectos (machos o hembras) 

infectados con el fitoplasma durante el año. La estimación se hizo descartando las psilas que murieron el primer día. 

 

 

 

 

 

 

 

Mes 

Nº de medios nutritivos 

infectados por ♀ con el 

fitoplasma de PD 

 

Nº de ♀ infectadas 

con el fitoplasma 

de PD según el 

valor P* 

% de medios nutritivos 

infectados por ♀ según el 

valor P*. 

Nº de medios 

nutritivos infectados 

por ♂ con el 

fitoplasma de PD 

Nº de ♂ infectados 

con el fitoplasma de 

PD según el valor P*.

 

% de medios nutritivos

infectados por ♂ 

según el valor P*. 

% de medios nutritivos 

(total) infectados con

el fitopl. de PD. según 

el valor P*. 

Junio 4 13,60 29,41 3 5,3 56,60 37,57 

Julio 12 21,57 55,63 0 5,35 0 45,21 

Agosto 7 11,46 61,08 7 9,37 74,70 69,57 

Septiembre 14 53 26,41 3 28 10,71 17,28 

Octubre 12 23,67 50,69 6 14,92 40,21 47,55 

Noviembre 1 6,19 16,15 0 10,69 0 5,97 

Dic-Ene 2 7,64 26,17 1 8,91 11,22 18,13 

Febrero 0 4,34 0 0 0,9 0 0 

Abril 1 7,13 14,02 1 4,91 20,36 16,34 

Mayo 6 11,58 51,81 1 6,61 15,13 38,5 
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4.4 Discusión 

 
C. pyri es, al igual que en otros países (Lemoine, 1984; Carraro et al., 1998), 

transmisor del fitoplasma de PD en España. Como en otras zonas mediterráneas, es la 

especie más extendida en los cultivos de peral (Lemoine, 1984; Stratopoulou & Kapatos, 

1995; Carraro et al., 2001) y por tanto, es el vector principal de este fitoplasma en nuestro 

país.  

C. pyri presentó un patrón de infección estacional, que coincide con el de la detección 

estacional del fitoplasma en perales del área mediterránea (capítulo 3): de Junio a Agosto 

los porcentajes de infección se mantuvieron constantes. En Septiembre se obtuvo la 

máxima detección, coincidiendo con el periodo de mayor distribución del fitoplasma en el 

árbol (Seemüller et al., 1984). En Octubre, mes en el que emerge la generación de 

invierno, los porcentajes de psilas portadoras de fitoplasma disminuyeron ligeramente. En 

Noviembre, el porcentaje de psilas infectadas descendió a un 16%, debido probablemente a 

que las generaciones de psila de verano habían desaparecido y, no existen datos que en 

psila haya transmisión vertical del fitoplasma. Durante el invierno, el fitoplasma es 

difícilmente accesible en la planta (Seemüller et al., 1984) y las psilas, al encontrarse en 

diapausa, suelen alimentarse menos (Ullman & McLean, 1988a). En estas condiciones, un 

elevado porcentaje de las psilas se mantuvieron libres de fitoplasma. Se han obtenido 

patrones de infección similares en otras zonas mediterráneas (Carraro et al., 2001) y en 

Inglaterra (Davies et al., 1998), pero no en Norte América (Blomquist & Kirkpatrick, 

2002). Esto sugiere que, factores ecológicos y geográficos estarían influyendo en el patrón 

de infección del vector y, por consiguiente, también en la transmisión. 

Ambos géneros manifestaron la misma capacidad de adquirir el fitoplasma, indicando 

que posiblemente ambos sexos se alimenten de la misma parte de la planta y tejido 

(Ullman & McLean, 1988a, Ullman & McLean, 1988 b). Estos resultados contrastan con 

los obtenidos con el fitoplasma AY, transmitido por Macrosteles quadrilineatus (Beanland 

et al., 1999). Beanland y sus colaboradores observaron mayor número de machos 

infectados que hembras, atribuible a posibles diferencias fisiológicas y de comportamiento 

entre sexos. 

En este estudio, se ha demostrado que el medio nutritivo utilizado en el ensayo es 

adecuado para analizar la capacidad de las psilas para transmitir el fitoplasma. Durante casi 

todos los meses se obtuvieron medios PCR-positivos, lo que indica que C. pyri podía 
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atravesar con su estilete el parafilm para alimentarse, y que el medio rico en sacarosa era 

apetecible para el vector. Así, este método, se presenta como alternativa a los ensayos de 

transmisión a plantas, mucho más largos, ya que incluyen un periodo de contacto del 

vector con el fitoplasma en la planta sana, y una segunda fase, de varios meses, para que el 

fitoplasma se desarrolle en la planta utilizada para la transmisión. Durante el mes de 

Febrero se registraron los valores más bajos de psilas portadoras de fitoplasma, hecho que 

se vio reflejado en la transmisión, que fue nula. Durante el resto del año hubo transmisión, 

aunque los porcentajes no fueron demasiado elevados. Concretamente, en Septiembre, 

cuando en todos los grupos de psilas se identificó el fitoplasma, el porcentaje de medios 

nutritivos a los que las psilas infectadas transmitieron el fitoplasma no superó el 17,3%. 

Este hecho podría deberse a errores de manipulación del medio, así como a que hubiese un 

importante porcentaje de psilas que hubiesen emergido y aún y habiendo adquirido el 

fitoplasma, estos no habrían tenido tiempo de multiplicarse (Lefol et al., 1994; Cousin, 

1995). En estas condiciones, las psilas no fueron capaces de transmitir el fitoplasma.  

Destacar también que, las psilas invernales transmitieron el fitoplasma al medio 

nutritivo en condiciones de laboratorio, dato que confirma que durante la diapausa, son 

capaces de mantener el fitoplasma e infectar los nuevos brotes con la llegada de la 

primavera (Davies et al., 1998; Carraro et al., 2001; Blomquist & Kirkpatrick, 2002). 

Según el género de la psila, la efectividad en la transmisión del fitoplasma de PD varió, 

debido, probablemente, a los diferentes hábitos alimenticios existentes entre ambos sexos. 

En C. pyricola y C. melanoneura, los machos, con el fin de emparejarse, visitan más 

plantas que las hembras (Horton, 1994; Tedeschi et al., 2002). Como consecuencia, los 

machos no comen en un árbol el suficiente tiempo como para transmitir el fitoplasma con 

tanta eficiencia (Beanland et al., 1999). Por otro lado, las hembras, para la producción de 

huevos y su ovoposición, tienen una mayor demanda de nutrientes (Swenson, 1971) y 

muestran menor tendencia a la movilidad (Horton, 1994). Debido a ambos factores, las 

hembras podrían estar durante más tiempo alimentándose sobre una misma planta y, por lo 

tanto, aumentar las posibilidades de transmitir el fitoplasma al árbol. Estos hábitos 

alimenticios se habrían mantenido en los tubos con medio artificial. Se han descrito 

también las mismas diferencias en la transmisión del fitoplasma de AY según el sexo en 

Macrosteles quadrilineatus (Beanland et al., 1999). 

Si consideramos los resultados de la sex ratio obtenidos durante el año de estudio, con 

proporciones muy similares a las descritas en estudios anteriores (Priore, 1991; Lyoussoufi 

et al., 1994; Stratopoulou & kapatos, 1995), la diferencia en la eficacia de transmisión 
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según el sexo, adquiere aún mayor importancia. Durante casi todo el año, la proporción de 

hembras fue superior a la de los machos, como consecuencia de la mayor mortalidad de 

éstos (Lyoussoufi et al., 1994; Stratopoulou & Kapatos, 1995). Tan sólo durante los picos 

de emergencia de nuevas generaciones de psila y, durante el invierno, cuando la mortalidad 

es similar para ambos sexos (Stratopoulou & Kapatos, 1995), la sex ratio se aproximó a 

1:1. Por lo tanto, ante la evidencia de la mayor presencia de hembras en el árbol, y dado 

que éstas transmiten con mayor eficacia el fitoplasma, deberían aplicarse medidas de 

investigación dirigidas al control de las hembras. 

En este capítulo se ha presentado a C. pyri como el vector principal del fitoplasma de 

PD, en España. Se ha observado como machos y hembras tienen la misma capacidad de 

adquirir el fitoplasma, y sin embargo, las hembras lo transmiten más fácilmente. Los 

resultados presentes deberían tenerse en cuenta en futuras estrategias para controlar la 

enfermedad. 
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5 
Clonación y estudio del genoma del fitoplasma del Decaimiento 

del peral 
 

Resumen 
  
 Se ha puesto a punto una técnica para separar el ADN del genoma de los fitoplasmas, 

del de las plantas que los hospedan. El procedimiento consistió en realizar primero una 

extracción del ADN total de la planta infectada. Seguidamente, por centrifugación en 

gradiente de ClCs-bisbenzimida se separaron parcialmente ambos ADNs, gracias al alto 

contenido en A+T de los fitoplasmas en comparación con el de las plantas huésped. La 

fracción con mayor porcentaje de ADN del fitoplasma se digirió con la enzima de 

restricción AseI, capaz de reconocer secuencias ricas en A/T. La digestión originó 

fragmentos de ADN fitoplasmáticos, más pequeños que los de planta, los cuales se 

amplifican preferentemente mediante PCR. Los productos de amplificación fueron 

clonados y analizados mediante hibridación por dot.blot. 

 Los resultados muestran que un 90% de los clones recombinantes contenían ADN de 

fitoplasma. Por secuenciación y comparación con el banco de datos de NCBI fue 

confirmado el origen bacteriano de las secuencias, a las cuales se les asignó una función 

putativa. Finalmente mediante el diseño de cebadores para alguna de estas secuencias y 

posterior análisis por PCR se corroboró que los fragmentos de ADN clonados eran 

fitoplasmáticos. Este método podría ser de utilidad para futuras comparaciones entre 

genomas de distintos fitoplasmas. 

 

Palabras clave: micoplasma, comparación de genomas, mollicute, PCR. 
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5.1 Introducción 
 

 Hasta el momento, los fitoplasmas no han podido ser cultivados en medios axénicos y 

su multiplicación está limitada al floema de la planta y a los insectos vectores. Así, las 

técnicas de PCR y RFLP son las más utilizadas para la detección y caracterización de estos 

microorganismos, usando en la mayoría de casos el gen ribosómico 16S rRNA y la región 

espaciadora 16/23S como marcadores para análisis taxonómicos y filogenéticos (Lee et al., 

1998; Seemüller et al., 1998). 

 En los últimos años se está aplicando en los fitoplasmas la tecnología del ADN 

recombinante: se han desarrollado diferentes técnicas para clonar su ADN, como son la 

centrifugación en gradiente de ClCs-bromuro de etidio con filtración y absorción cruzada 

con anticuerpos (Kirkpatrick et al., 1987), la centrifugación en gradiente de CsCl-

bisbenzimida (Kollar et al., 1990), los RAPDs (Chen & Chen, 1995) y la electroforesis en 

campo pulsante (Liefting & Kirkpatrick, 2003). Mediante el uso de estas técnicas se han 

clonado fragmentos de ADN cromosómicos y extra cromosómicos, algunos de los cuales 

se han utilizado para la síntesis de sondas, que detectan los fitoplasmas en plantas e 

insectos (Boudon- Padieu et al., 1989; Bertaccini et al., 1990; Chen et al., 1992; Blomquist 

& Kirkpatrick, 2002), así como también se han utilizado para analizar las relaciones 

genéticas existentes entre los fitoplasmas (Deng & Hiruki, 1991; Kuske et al., 1991; Davis 

et al., 1993; Kuan & Su, 1998). Además, en la mayoría de casos se ha podido identificar 

para qué codifican estos fragmentos de ADN clonados, como son las DNA girasas 

(Chuang & Lin, 2000), proteínas de translocación (Kakizawa et al., 2001) y proteínas de 

membrana (Blomquist et al., 2001; Mergenthaler et al., 2001; Morton et al., 2003) entre 

otros. A pesar de todo, la mayoría de estas técnicas han tenido una baja eficiencia de 

clonación para el ADN de fitoplasma o implican procesos largos y costosos.  

En el presente apartado se pone a punto una nueva estrategia para el aislamiento 

específico del ADN del fitoplasma a partir de planta infectada, teniendo en cuenta el 

diferente contenido en A/T existente entre ambos organismos.  
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5.2 Material y métodos 
 

5.2.1 Distribución teórica de las longitudes de los fragmentos de ADN de los genomas 

de Mycoplasma pulmonis y Arabidopsis thaliana, tras la digestión con la enzima de 

restricción AseI 

 
Se utilizaron los genomas de Mycoplasma pulmonis (organismo con contenido GC 

similar al de fitoplasmas) y Arabidopsis thaliana, disponibles en la base de datos NCBI. Se 

calculó la distribución hipotética de las longitudes de los fragmentos obtenidos de ambos, 

tras digerir con la enzima de restricción Ase I. Esta distribución, permitió extrapolar la 

longitud de los fragmentos que podríamos conseguir al digerir el ADN de vinca infectada 

con el fitoplasma de PD. 

 

5.2.2 Material vegetal  

 

Se utilizaron plantas de vinca (Catharanthus roseus) infectadas con el fitoplasma de 

PD. Estas plantas fueron propagadas y mantenidas en invernaderos libres de insectos con el 

fin de evitar la expansión de la enfermedad a otros posibles cultivos. 

 

5.2.3 Extracción de ácidos nucleicos y tratamiento con RNAasa 

 

A partir de 30 gramos de nervadura de vinca infectada con el fitoplasma de PD, se 

realizó una extracción de ácidos nucleicos totales según la metodología indicada por Doyle 

& Doyle (1990). Los ácidos nucleicos resultantes fueron tratados con RNAsa  (1h a 37ºC, 

0.2 mg/ ml) seguido de una extracción con cloroformo-isoamil alcohol. 

 

5.2.4 Separación del ADN fitoplasmático por centrifugación en gradiente de ClCs y en 

presencia de bisbenzimida. 

 

Mediante el método descrito por Kollar et al., (1990), se separaron parcialmente el 

ADN del fitoplasma del ADN del huésped por centrifugación en gradiente de ClCs- 

bisbenzimida. Para ello, se realizó una centrifugación en una ultracentrífuga Beckman L8-

50M/E a 40000 rpm durante 36 horas con 1,1g/ml de ClCs y 150 µg/ml de bisbenzimida 
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(Hoechst 33258; Serva). Tras la centrifugación, se recuperaron las bandas de ADN, y los 

restos de bisbenzimida se eliminaron por centrifugación con N-butyl alcohol saturado. El 

ClCs fue eliminado por diálisis (Spectrum Laboratories) y el ADN se precipitó con 1/10 

acetato sódico (3M) y dos volúmenes de etanol 95%. 

 

5.2.5 PCR competitiva 

 

Para averiguar cual era la banda con mayor proporción de ADN fitoplasmático, se 

realizó una PCR competitiva, siguiendo la metodología descrita por Palmano (2001). Se 

utilizó como muestra de ADN de concentración conocida el plásmido vector pUC19 (49 

ng/ µl), al que se le incluyó un fragmento de ADN perteneciente al fitoplasma TWB, del 

grupo AY (Pressaco & Firrao, 1999). La longitud de los fragmentos de ADN, resultantes 

de la amplificación para los fitoplasmas TWB y PD, son de 221pb y 194pb 

respectivamente. 

En un volumen total de 40 µl, se añadieron 50-100ng del ADN purificado, los 

cebadores 16ENDF y TMOD a una concentración de 0,125 µM, 2 U de Taq polimerasa 

(6U/ µl), 150 µM de dNTPs, 4 µl de tampón para Taq 10X (15 mM Cl2Mg; 100 mM Tris-

HCl (pH 9); 500 mM KCl; 1,1% de gelatina) y 1,5 mM de Cl2Mg. La reacción de 

amplificación se realizó en un termociclador Techne (Genius) y las condiciones fueron 2 

min a 95ºC; seguido de 35 ciclos de 20 s a 94ºC; 40 s a 55ºC y 40 s a 72ºC. La elongación 

final fue de 10 min a 72ºC. 

 

5.2.6 Preparación del ADN del fitoplasma 

 

A partir del ADN procedente de la fracción con mayor enriquecimiento de fitoplasma, 

se desarrollaron AFLPs según Kinzler & Vogelstein (1989), con algunas modificaciones: 

 

5.2.6.1 Digestión del ADN 

 

En un volumen total de 20 µl, se mezclaron 1 µg de ADN, 10U (1µl) de la enzima de 

restricción AseI y 2 µl del tampón para la enzima (Biolabs Inc.). La mezcla se incubó 

durante 3 h a 37 ºC. El producto resultante se precipitó con etanol y fue diluido en 35 µl de 

agua destilada estéril. 
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5.2.6.2 Preparación de los adaptadores y condiciones de ligación 

 

Los adaptadores no fosforilados ADA UNIV: 5'-CTCGTAGACTGCGTACC-3' y 

ADA B: 3’-AGCATCTGACGCATGGAT-5’ se mezclaron para obtener cantidades 

equimolares. En un volumen total de 50 µl se introdujeron el ADN tratado anteriormente, 2 

U de T4 DNA ligasa, 5 µl del tampón 1X para la DNA ligasa (Promega) y 400 ng de los 

adaptadores. La mezcla se dejó incubando a 16ºC durante toda la noche. El proceso de 

ligación se inactivó con 2 µl de EDTA 0,2 M y el ADN se precipitó con etanol y se se 

disolvió en 20 µl de H2O destilada estéril. 

 

5.2.6.3 Amplificación de los fragmentos de ADN 

 

En un volumen total de 25 µl se mezclaron 2,5 µl del ADN ligado, 100 ng del cebador 

Ase (5’-GACTGCGTACCTAAT-3'), 3 Unidades de Taq polimerasa, 200 µM de dNTPs, y 

2,5 µl de tampón para la Taq 10X (15 mM Cl2Mg; 100 mM Tris-HCl (pH 9); 500 mM 

KCl; 1,1% de gelatina). La amplificación se realizó en las siguientes condiciones: una 

desnaturalización inicial de 2 min a 95ºC seguida de 30 ciclos con una desnaturalización de 

60 s a 94ºC, una hibridación de 60 s a 52ºC y una elongación de 150 s a 72ºC. La extensión 

final fue de 10 min a 72ºC. Los fragmentos amplificados se purificaron por columna (QIA 

quickTM, PCR purification Kit , QIAGEN)  

 

5.2.7 Clonación de los productos de PCR 

 

Los fragmentos purificados se clonaron en el plásmido pGEM-T (Promega, P-Gem. T-

easy vector) y se utilizaron para transformar células competentes de Escherichia coli, 

JM109 (Promega), siguiendo la metodología descrita por el proveedor (Promega). 

Alícuotas de células transformadas se sembraron en medio LB con X-gal e IPTG. Una 

PCR de las colonias positivas con los cebadores universales M13f/r sirvió para confirmar 

la presencia de los fragmentos clonados, así como su longitud. 

En un volumen total de 50 µl, se añadieron 50-100 ng de ADN, 0,4 µM de los 

cebadores M13F y M13 R respectivamente, 0,5 µl de Taq polimerasa (6U/ µl),  400 µM de 

dNTPs, 5 µl del tampón para la Taq 10X (15 mM Cl2Mg; 100 mM Tris-HCl (pH 9); 500 

mM KCl; 1,1% de gelatina), y 1,5 mM de Cl2Mg. La amplificación se realizó en un 

termociclador Techne (Genius) con una desnaturalización inicial de 2 min a 95ºC, seguido 
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de 35 ciclos de 30 s a 94ºC; 30 s a 52ºC y 3 min. a 72ºC . La extensión final fue de 10 min. 

a 72ºC. 

 

5.2.8 Hibridación mediante la técnica de dot.blot para la selección de los clones con 

ADN fitoplasmático 

 

5.2.8.1 Hibridación directa 

 

Se analizó la procedencia del ADN de 150 fragmentos clonados. Se utilizaron dos 

sondas marcadas con digoxigenina para identificar los clones transformados; una con ADN 

de vinca sana y la otra con ADN de vinca infectada con el fitoplasma de PD. Para la 

construcción de las sondas, se realizó una extracción de ácidos nucleicos a partir de la 

nervadura de ambas vincas, según el método de Doyle & Doyle (1990). El ADN total de 

cada planta fue digerido por separado con la enzima de restricción AseI y marcado con 

digoxigenina (Dig-High-Prime, Roche). Dos microlitros de cada uno de los 150 insertos 

obtenidos mediante PCR, fueron depositados paralelamente en 2 membranas de nylon 

cargadas positivamente (Roche) y fijados por incubación en una estufa a 120ºC durante 30 

min. Las membranas se introdujeron en un tampón de pre-hibridación 6X SSC (1X SSC=  

150 mM NaCl, 15 mM citrato sódico, pH 7); 0,1% N-lauril sarcosina, 0,02% SDS; 

Blocking reagent 2% (Roche) y 50 % de formamida durante un mínimo de 2 horas a 60ºC 

de temperatura. La hibridación se realizó durante toda la noche en las mismas condiciones 

que la pre-hibridación, añadiendo 50 ng / ml de la sonda marcada con digoxigenina, 

previamente desnaturalizada. Terminada la hibridación, se realizaron 2 lavados de 

astringencia de 5 min a temperatura ambiente con tampón lavador 1 (2X SSC; SDS 0,1%), 

2 lavados de 15min con tampón lavador 2 (0,1X SSC; 0,1% SDS) a 60ºC y 2 lavados de 5 

min con tampón maleato (0,1M ácido maleico; 0,15M NaCl pH 7.5) y Tween 20 al 0,3%. 

La hibridación se visualizó mediante el sustrato quimioluminiscente CSPD, siguiendo las 

instrucciones del proveedor (Roche). 

 

5.2.8.2 Hibridación inversa 

 

Se seleccionaron 47 clones al azar para ser utilizados como sondas. Con cada uno de 

los clones se realizó una PCR usando los cebadores M13f/r. Durante la amplificación se 

incorporó la digoxigenina (Digoxigenin-11-dUTP) a los fragmentos de ADN 
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(Digoxigenina 11 dUTP alkal-stabile, Roche). Cada uno de los amplicones marcados fue 

utilizado para una posterior hibridación, empleando como ADN fijado a la membrana, 100 

ng de ADN de vinca sana y 100 ng de ADN de vinca infectada con el fitoplasma de PD. La 

hibridación se hizo en las mismas condiciones que en el apartado anterior. 

 

5.2.9 Secuenciación 

 

Los clones seleccionados se purificaron (High Pure Plasmid isolation, Roche 

Diagnostics, Manheim, Germany) y secuenciaron en un secuenciador Perkin-Elmer ABI 

Prism 377 utilizando dideoxinucleótidos terminadores (Sanger et al., 1977) “BigDye TM 

Terminator Kit”. Las secuencias de ADN se compararon con las secuencias disponibles en 

la base de datos NCBI utilizando el programa BLAST (Altschul et al., 1990). 

 

5.2.10 Síntesis de cebadores de las secuencias obtenidas 

 

De las secuencias obtenidas, se escogieron 20 para diseñar, con el programa Primer 

Premier, 1 ó 2 pares de cebadores por secuencia (http://www.premierbiosoft.com/ 

primerdesign/primerdesign.html). Con cada par de cebadores se realizaron 2 reacciones de 

PCR a unas temperaturas de anillamiento de 47ºC, 50ºC, 55ºC ó 60ºC. Las temperaturas 

escogidas fueron las 2 más cercanas a las temperaturas teóricas indicadas en el programa. 

En un volumen total de 25 µl, se introdujeron 100 ng de ADN de vinca (sana o 

infectada con el fitoplasma de PD), 100 ng de cada cebador, 0,5 µl de Taq polimerasa (6U/ 

µl), 150 µM de cada dNTP, tampón de PCR 1X (Roche). La amplificación se llevó a cabo 

en un termociclador Techne (Genius) con una desnaturalización inicial de 120 s a 95ºC y 

35 ciclos con una desnaturalización de 30 s a 95ºC, hibridación de 75 s, y elongación de 90 

s a 72ºC. La extensión final fue de10 min. a 72ºC. 
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5.3 Resultados 
 

5.3.1 Distribución teórica de las longitudes de los fragmentos de ADN de los genomas 

de Mycoplasma pulmonis y Arabidopsis thaliana tras la digestión con la enzima de 

restricción AseI 

 

Según el modelo teórico, con la enzima de restricción AseI el genoma de M. pulmonis 

se digiere en 5.205 fragmentos, presentando mayor frecuencia de digestión en comparación 

con el genoma de A. thaliana (1.492 fragmentos), unas 150 veces más largo que el genoma 

de M. pulmonis. Además, los fragmentos resultantes de Mycoplasma han sido mucho más 

pequeños en longitud. La Figura 5.1 muestra los porcentajes acumulados de los fragmentos 

generados por AseI en función del logaritmo de su longitud (pb). Se observa que en el caso 

de M. pulmonis, la mayoría de fragmentos tienen una longitud menor de 1000 pb (80%). 

En cambio, tan sólo un 15% de los fragmentos de A. thaliana tienen esta longitud. Debido 

al hecho que la PCR suele amplificar preferentemente fragmentos pequeños, es de esperar 

que en una amplificación donde se encuentre ADN cortado de vinca y fitoplasma, los 

fragmentos de este último se amplifiquen con mayor facilidad. 

 

 
Figura 5.1- Comparación de los genomas de Arabidopsis thaliana (125Mb) y Mycoplasma 

pulmonis (aprox. 964 Kb), según los porcentajes acumulativos de los fragmentos 

generados por AseI versus el logaritmo de su longitud (pb). 
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5.3.2 Separación del ADN fitoplasmático por centrifugación  en gradiente  de ClCs  y 

en presencia de bisbenzimida. 

 

Tras someter el ADN de vinca infectada con fitoplasma de PD a un gradiente de ClCs- 

bisbenzimida, se observó una banda principal de ADN, y en la parte superior del gradiente 

(de menor densidad), otra banda muy fina (Figura 5.2.a) 

Con los resultados del análisis por PCR competitiva se calculó que 190 ng de ADN de 

la banda principal y 100 ng de la banda superior eran de origen fitoplasmático (fig.5.2.b).  

Teniendo en cuenta que la banda principal contenía 50 µg de ADN total, tan sólo un 0,2% 

era ADN de fitoplasma. En cambio, la banda superior, con 0,5 µg de ADN total, contenía 

un 20% de ADN de fitoplasma. Los estudios posteriores se realizaron con ADN de la 

banda superior.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.2. a- Resultado de la centrifugación por gradiente de CsCl-bisbenzimida del 

ADN procedente de 30 g de vinca infectada con el fitoplasma de PD. La flecha señala la 

banda de ADN escogida. b- Electroforesis del resultado de la PCR competitiva con los 

cebadores TMOD y 16 End F. Muestras: 1-3: diluciones de TWB (1:10; 1:100 y 1:1000 

respectivamente) con ADN de la banda superior. 4-7: diluciones de TWB (1:10; 1:100, 

1:1000 y 1:10000 respectivamente) con ADN de la banda principal. Marcador molecular: 

Marker VI. Las flechas indican el vial en el que la concentración de ADN del fitoplasma 

TWB y del fitoplasma de PD es la misma. 
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5.3.3 Amplificación del ADN y clonación 
 

Con la banda de ADN escogido y después de realizar la digestión, ligación a los 

adaptadores y amplificación, se obtuvo un producto de PCR formado por fragmentos de 

diferente tamaño que se purificó y clonó. Se obtuvieron alrededor de 400 colonias 

transformadas, que mediante amplificación por PCR dieron una longitud de fragmentos de 

inserción de entre 100 y 2000 pb, la mayoría de ellos de unos 500 pb (Figuras 5.3 y 5.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.3- Electroforesis del resultado de la amplificación por PCR del ADN de 12 

colonias de E. coli transformadas (líneas 1-12), utilizando los cebadores M13F/M13R. 13: 

control negativo, E. Coli sin transformar. Marcador molecular: Marker VI (Roche) 
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Figura 5.4- Longitud (pb) de los fragmentos clonados mediante transformación 
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5.3.4 Análisis por hibridación de las colonias recombinantes  
 

5.3.4.1 Hibridación directa  

 
Utilizando las sondas de ADN de vinca sana e infectada, no se pudieron distinguir los 

clones portadores de ADN de fitoplasma y de vinca, debido a que con ambas sondas se 

obtuvo la misma señal de hibridación para cada uno de los clones. 

5.3.4.2  Hibridación inversa   

Con esta hibridación se identificaron 42 de 47 clones como portadores de ADN 

fitoplasmático (Figura 5.5). El resto de clones hibridaron tanto con ADN de vinca sana 

como de vinca infectada. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.5- Resultado de la hibridación con vinca sana (izquierda) y vinca infectada 

(derecha), utilizando como sonda 24 clones diferentes. 

 

5.3.5 Análisis de la secuenciación 
 

Se secuenciaron los 47 fragmentos utilizados en el dot.blot inverso. Las secuencias 

obtenidas se compararon con las disponibles en NCBI mediante el programa BLAST. En la 

Tabla 5.1 se encuentran los resultados de la comparación.  
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La media obtenida del contenido en G+C de las secuencias (27.5%) confirma que la 

mayoría de los clones seleccionados pertenecen a ADN de fitoplasma (Kollar et al., 1990). 

Sólo 1 secuencia de las 47 (2%) presentaba similitud con secuencias de planta (secuencia 

nº 1). Quince clones (32%) presentaron similitud con secuencias de otros microorganismos 

a los que se  les asignó una función esperada. Una secuencia (2%) presentó similitud con 

ADN fitoplasmático y 5 clones (10,6%) fueron redundantes. Las 25 secuencias restantes 

(53%) no presentaron una homología significativa con ninguna de las secuencias 

publicadas hasta el momento.  

 

Tabla 5.1- Resultado de la secuenciación y características de los 47 clones. 

a- Longitud de los fragmentos clonados  

b- Resultado de la hibridación por dot.blot. Se consideró una hibridación positiva cuando 

el marcaje resultante con ADN de vinca infectada fue mayor que con vinca sana. 

c- Programa utilizado para comparar la secuencia de los fragmentos insertados con la base 

de datos del NCBI. 

d- Organismo que mostró mayor homología con el fragmento insertado. 

d- E values mayores de 1E-04 no fueron considerados como significativos. 
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Número de 
acceso Descripción Organismo E value

1 340 + 70,58 Blast X AP003216 Sim.chrom. 10, OSJNBa0090k04.8  Oryza sativa 3,00E-05
3 189 + AJ583762 60,84 Blast N Homología no significante
5 377 + 71,08 Blast X AAC38188 DotG Legionella pneumophila 1,00E-12
6 454 + AJ583763 71,36 Blast X AAC38188 DotG Legionella pneumophila 2,00E-12
7 271 + AJ583764 75,27 Blast X/N Homología no significante
8 450 + AJ583765 77,55 Blast X AE007692 TldD protein fragment Clostridium acetobutylicum 2,00E-06
9 352 + AJ583766 65 Blast X CAA47403 50S ribosomal protein L4 Geobac. stearothermophilus 6,00E-38
10 211 + AJ583767 73,45 Blast X CAA45367 50S ribosomal protein L13 Staphylococcus carnosus 3,00E-15
11 398 + AJ583768 57,78 Blast X/N Homología no significante
12 265 + AJ583769 69,66 Blast X/N Homología no significante
13 621 + AJ583770 75,52 Blast X/N Homología no significante
14 300 + AJ583771 73,66 Blast X AE001802 Peptide chain release factor RF-2 Thermotoga maritima 3,00E-27
15 310 + AJ583772 75,16 Blast X BAC44707 DNA polymerase III (alpha chain) Mycoplasma penetrans 1,00E-12
16 510 + AJ583773 69,21 Blast X AAP07479 Prolyl-tRNA synthetase Bacillus cereus 4,00E-51
17 510 + 69,21 Blast X AAP07479 Prolyl-tRNA synthetase Bacillus cereus 4,00E-51
18 242 + AJ583774 73,96 Blast X AAF30796 Conserved hypothetical proteine Ureaplamsa urealyticum 2,00E-14
19 377 + AJ583775 76,65 Blast X AAO03659 Copper-transporting ATPase copA Staphylococcus epidermidis 6,00E-26
20 537 + AJ583776 73,18 Blast X ZP_00099073 Hypothetical protein Desulfitobact. hafniniense 6,00E-30
21 422 + AJ583777 76,3 Blast X BAC13779 Ribosomal pseudoridylate synthase Oceanobacillus iheyensis 2,00E-07
22 457 + AJ583778 76,8 Blast X AE002128 Endonuclease IV Ureaplasma urealyticum 5,00E-04
23 311 + AJ583779 75,24 Blast X BAB80085 Probable ABC transporter Clostridium perfringensis 3,00E-07
24 165 + AJ583780 67,72 Blast N MOU15224 Major SPWB-MLO antigen Mycoplasma-like organism 3,00E-13
25 163 + 68,71 Blast N MOU15224 Major SPWB-MLO antigen Mycoplasma-like organism 5,00E-14
26 563 + 68,02 Blast N MOU15224 Major SPWB-MLO antigen Mycoplasma-like organism 7,00E-48
27 191 + AJ583781 71,28 Blast N/X Homología no significante
28 193 + AJ583782 77,72 Blast N/X Homología no significante
29 210 + 75,23 Blast N/X Homología no significante
30 176 + AJ583783 79,54 Blast N/X Homología no significante
31 213 + AJ583784 53 Blast N/X Homología no significante
32 193 + AJ583785 78,23 Blast N/X Homología no significante
33 258 + AJ583786 73,64 Blast N/X Homología no significante
34 138 + AJ583787 58 Blast N/X Homología no significante
35 273 + AJ583788 79,12 Blast N/X Homología no significante
37 200 + AJ583789 68,5 Blast N AY013653 16S ribosomal RNA gene Banisveld landfill bact. 9,00E-08
38 192 + 73,43 Blast N/X Homología no significante
39 175 + AJ583790 80,57 Blast N/X Homología no significante
40 494 + AJ583791 75,1 Blast N/X Homología no significante
41 176 + AJ583792 80,11 Blast N/X Homología no significante
42 269 + AJ583793 79,92 Blast N/X Homología no significante
43 194 + AJ583794 74,74 Blast N/X Homología no significante
44 175 + AJ583795 81,14 Blast N/X Homología no significante
45 594 + 76,26 Blast N/X Homología no significante
46 190 - AJ583796 63,15 Blast N/X Homología no significante
47 218 - AJ583797 67,43 Blast X BAB03868 50S ribosomal protein L6 Bacillus halodurans 8,00E-10
48 202 - 61,38 Blast N MOU15224  Major SPWB-MLO antigen Mycoplasma-like organism 2,00E-12
49 122 - 77,86 Blast N/X Homología no significante
50 126 - 67,21 Blast N/X Homología no significante

  contenido 
en AT (%) Programac

Entrada del banco de datos con mayor similitud
Clon Longitud (bp)a Hibridación por 

Dot blot b
Número de 

acceso
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5.3.6 Síntesis de cebadores de las secuencias obtenidas 
 

Con la finalidad, por una parte de corroborar que los fragmentos secuenciados 

pertenecían a fitoplasmas, y por otra para poder ser utilizados en posteriores análisis de 

variabilidad genética, se diseñaron cebadores para 20 fragmentos. En la tabla 5.2 se 

encuentran representados los 20 pares de cebadores diseñados, sus temperaturas de 

hibridación y los resultados de amplificación.  

Con 16 pares de cebadores, se obtuvo una banda de amplificación del tamaño esperado 

con ADN de vinca infectada y no con vinca sana. Los clones 29, 38 y 45, generaron 

patrones de amplificación idénticos con extractos de ADN de vinca sana e infectada. 

Finalmente, con el par de cebadores correspondientes al clon 11 no hubo ningún tipo de 

amplificación. Debido a que no se buscaron las condiciones óptimas de PCR para cada 

caso, con algunos cebadores hubo amplificación muy baja y /o bandas adicionales de 

tamaños diferentes a las esperadas (Figura 5.6). 

Destacar que de los 20 pares de cebadores diseñados, se escogió una secuencia que por 

dot.blot hibridaba con planta sana (clon 46). Esta secuencia amplificó específicamente con 

ADN de fitoplasma. 

 

 

 
 

Figura 5.6- Electroforesis del resultado de la amplificación por PCR llevada a cabo con los 

cebadores indicados en la Tabla 5.2. Extractos de ADN de vinca sana (derecha) e infectada 

(izquierda) 
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Tabla 5.2- Resultado de la amplificación mediante PCR, con los cebadores diseñados para 

16 de las secuencias seleccionadas por hibridación inversa como pertenecientes a genoma 

del fitoplasma. 

 

 
 

 

TAATTGGACATGGTGATTT
TAGCCAGATTCTTTCAAATT
GCGTTAACTTCAATTTTGGTTT
AAAAATGGCACCTTATCAAAA
AAATGGTTTATAGTTGATGC
CAACAACAAAATCACCAC
CCGCGATGATTAGTACACGA
TGTGGAATTGTGAGCGGATA 
ACCCTAAAGAAGAAAGATT
TTTGAGTTGCTCCAGATT 
AGTTTAGTTATTGGGTGGTT 
GTCGCATTGAGAATAGCA
TCACCATCCATAACAGATTCAA
TGAACGTAGCCAAATCCGTA
TGACTGCGTACCTAACTTCAAAA
CCCCAGCAAAATTTTAAATCAA
AACTGCTCAAAACGACTCCG
CGAATTCAGGCTTAATGGGA
ATTTTCGCCCTGTTGAC
TCGAAAACCAAAATCAAAC
ACCTAATCCCCAATTCTA
CATGGTTTAAATTAGTTTGG 
CAATTGATAATGCCGATAAAAGA
CCCTGATCGCGAATTCAGTA
TGATTATTCATTTGGCAGTT 
CCTAATAGCGAAAACTAAAT
AGTTCAATTGATCCCACCCA
ATTCTTCTCATCGACCAGCG
GACTGCGTACCTAATCCCCA
TGACTGCGTACCTAATAGCGAA
TGATTGACTGCGTACCTAATACA
TCGATTGACTGCGGTACCTA
ACGAGATGATATTTCAGC
CGAATAATTCGATTGACT
GACTGCGTACCTAATCCCCA
TGACTGCGTACCTAATAGCGAA
GCACAAATGCGCACAACTAT
TTCAGAGCTCGAAAATAGTCCA
TGTGAAAATTTGTCCGGTGT 
TCGTAGACTGCGTACCTAATGC

266

Detección específica
del amplicón

55 

60 

47 S

225

124

264

50 

N

60 

S

130 47 

50 

S

S

55 

175

S

S

50 

S 60 

50 

S

S

31 

S

S

S127

13 

38 

35 

14 

15 

32 

30 

28 

26 

29 

5 

10 

12 

7 

11 

176

S

N

N

S

S

176

294

S

N

Secuencia cebadores(5'-3') 

114

57

108

231

141

165

Tamaño amplicón
(bp)

152

42 

45 

207

96

197

27 

46 

Clon Temperatura de
hibridación (ºC) 

50 

55 

60 

50 

47 

50 

47 

50 

55 
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5.4 Discusión 
 
 Los fitoplasmas precisan la presencia de células huésped para ser cultivados. Al no 

poder ser aislados, es necesario, para su estudio genómico, el desarrollo de técnicas que 

permitan separar el ADN del fitoplasma del de la planta o insecto infectado. La 

caracterización del genoma de los fitoplasmas es fundamental para poder identificar qué 

factores intervienen en las relaciones específicas entre fitoplasmas y planta o insecto 

huésped, así como los mecanismos de movilidad dentro de la planta, virulencia, etc. En 

recientes trabajos, ya se han identificado fitoplasmas no patogénicos o mutados que 

inducen una sintomatología atenuada en la planta (Kison & Seemüller, 2001; Nishigawa et 

al., 2002) y de cuyo estudio se espera empezar a entender estas relaciones. Sin embargo, 

hasta el momento el estudio del genoma de los fitoplasmas se encuentra limitado, debido 

principalmente a la dificultad para aislar su ADN. 

 Se han desarrollado diversas técnicas para separar el ADN del fitoplasma del de la 

planta huésped o vector. La primera metodología que se aplicó fue la centrifugación 

diferencial a partir de insectos infectados con fitoplasma, en combinación con la filtración, 

absorción cruzada con anticuerpos específicos para el vector y la centrifugación por 

gradiente del ADN en CsCl y bromuro de etidio (Kirkpatrick et al., 1987). Se obtuvieron 

24 colonias transformadas con ADN de fitoplasma de un total de 600 clones. Sin embargo 

para su aplicación era necesario conocer el vector que transmitía la enfermedad y la 

producción de un antisuero específico del insecto sano, factores que limitaron su uso. Más 

adelante, aprovechando el diferente contenido en A/T que hay entre mollicutes y plantas, 

dos grupos utilizaron la centrifugación en gradiente de CsCl y bisbenzimida, para separar el 

ADN del fitoplasma del de la planta (Sears et al., 1989; Kollar et al., 1990). Kollar y sus 

colaboradores obtuvieron un total de19 clones recombinantes con secuencias de fitoplasma, 

y Sears y su grupo 40, de los cuales 13 clones eran de fitoplasma. Esta metodología suponía 

realizar 2 ó 3 centrifugaciones y una gran cantidad de material vegetal de partida. En 1995, 

se utilizó la técnica de RAPDs (Chen & Chen, 1995) con un 60% de rendimiento, debido a 

la complejidad del ADN de la planta huésped (Arnaud et al., 2002). Finalmente, Liefting & 

Kirkpatrick, (2002) han creado una librería de cósmidos mediante electroforesis en campo 

pulsante, resultando efectiva para la  purificación diferentes genes, pero  técnicamente muy 
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compleja. En nuestro trabajo se presenta una estrategia que combina el uso de algunas 

técnicas ya descritas  con otras nuevas, que llevan a una fácil clonación de ADN del 

fitoplasma.  

 Tras una primera centrifugación del ADN de vinca infectada en gradiente de CsCl-

bisbenzimida, se obtuvieron dos bandas, una de las cuales, de baja densidad, estaba 

enriquecida con ADN de fitoplasma (20%). No obstante, para conseguir una mayor 

proporción de ADN de fitoplasma y asegurar el éxito en la clonación, fue necesaria la 

aplicación de otras técnicas que se describen a continuación.  

Mediante la digestión del ADN de la fracción enriquecida con la enzima de restricción 

AseI y una posterior amplificación usando adaptadores y un cebador  específico, se 

obtuvieron diferentes fragmentos de ADN que fueron clonados por transformación. Las 

longitudes de estos fragmentos oscilaron entre 150 y 600 pb. Estas longitudes, fueron un 

poco más pequeñas de lo estipulado en el modelo teórico de M. pulmonis, posiblemente 

debido a las variaciones existentes en las secuencias de ambos genomas. 

La identificación de fragmentos de ADN del fitoplasma mediante hibridación directa, a 

partir de clones escogidos aleatoriamente fracasó, ya que se obtuvieron las mismas señales 

de hibridación utilizando las sondas de ADN de vinca sana e infectada. Se han obtenido 

resultados similares en otros trabajos (Davis et al., 1988; Arnaud et al., 2002) y se ha 

sugerido que podría deberse a la elevada complejidad del ADN utilizado como sonda 

(Arnaud et al., 2002).  

Por hibridación inversa se obtuvo que un 90 % de los clones (42 de 47) hibridaban con 

ADN de vinca infectada con fitoplasma de PD y no con vinca sana. Este porcentaje, es 

hasta ahora el mayor obtenido respecto a otros estudios (Kirkpatrick et al., 1987; Sears et 

al., 1989; Kollar et al., 1990; Chen & Chen, 1995). Mediante la secuenciación y la 

posterior amplificación con los cebadores diseñados para algunas de estas secuencias, 

fueron corroborados los resultados anteriores y se observó que dos de los cinco clones 

considerados por hibridación como portadores de fragmentos de ADN de vinca, 

presentaban homología con secuencias de bacteria o fitoplasma, y un tercero amplificó 

específicamente para fitoplasma. Por lo tanto, este porcentaje podría estar subestimado. 

Contrariamente, la secuenciación de un clon considerado por hibridación como portador de 

ADN fitoplasmático, presentó homología con el ADN de planta. Estos falsos positivos o 
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negativos podrían ser debidos a una hibridación cruzada con ADN de otros 

microorganismos invasores de  la planta, o a la similitud con determinadas secuencias de 

plantas, por lo que es posible que en algunos casos se hayan descartado clones que 

contenían fragmentos fitoplasmáticos y al revés. Por último, 3 clones considerados como 

portadores de ADN de fitoplasma, dieron amplificación positiva con ADN de vinca, por lo 

que deberían diseñarse nuevos cebadores para comprobar el origen de estos fragmentos. 

Tras la secuenciación se calculó el contenido medio en A/T de los fragmentos (72.5%), 

que confirmó el origen fitoplasmático de los fragmentos clonados (Kollar et al., 1989). 

Algunas de las secuencias (37) han sido depositadas en la base de datos pública, con los 

números de acceso de AJ583762 a AJ583797. Dieciséis de los clones secuenciados 

presentaron similitudes con secuencias de fitoplasmas u otras bacterias publicadas en la 

base de datos NCBI. Estas similitudes han permitido atribuir a los fragmentos obtenidos 

posibles funciones como las de replicación (DNA pol. III), formación de estructuras 

ribosómicas y biogénesis (las proteínas ribosomales L4 y L13, la subunidad beta de RNA 

polimerasa) translación (prolyl-tRNA sintetasa, el factor de transcripción eRF), reparación 

(endonucleasa IV), transporte (transportador ABC, Cobre-ATPasa, Calcio-ATPasa) y ADN 

de transferencia (Dot G) entre otras.  Muchas de estas  secuencias, no presentaran similitud 

con secuencias de otros fitoplasmas debido, probablemente, al número reducido de 

secuencias de fitoplasmas disponibles. Sin embargo, tampoco hemos encontrado similitud 

entre nuestras secuencias y la de otros fitoplasmas que codifican para las mismas proteínas, 

lo que apunta hacia una elevada variabilidad (o baja conservación) de las secuencias de 

fitoplasmas que codifican para estas proteínas. Esta observación coincide con los trabajos 

de Berg et al., (1999) y Blomquist et al., (2001) que hallaron porcentajes de similitud bajos 

al comparar las secuencias de una proteína de membrana, posiblemente implicada en la 

interacción planta- patógeno, en diferentes fitoplasmas, Por último, en 25 de los fragmentos 

secuenciados no se encontró similitud significativa con las secuencias disponibles en NCBI. 

Estos fragmentos, probablemente no presentaron homología, debido a  su corta longitud 

(menores de 250 bp en la mayoría de los casos). En cambio, se han encontrado regiones de 

homología entre algunos de estos fragmentos (60-70pb), sugiriendo la presencia de 

secuencias repetidas o redundancias en el genoma, tal como ha sido mencionado en trabajos 
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anteriores con fitoplasmas y micoplasmas (Bhurgra & Dybvig, 1993; Chen & Chen, 1995; 

Himmelreich et al., 1997; Marzachì et al., 2000). 

La técnica presentada en este trabajo, permite la comparación de genomas 

fitoplasmáticos a gran escala. En la actualidad la comparación de fitoplasmas a nivel 

molecular está basada en (i) comparación de secuencias o análisis por RFLP de uno o 

varios genes amplificados por PCR (Schneider et al., 1997; Wongkaew et al., 1997, 

Seemüller et al., 1998; Lee et al., 1998b, Davis & Dally, 2001) o (ii) análisis del ADN total 

por Southern blot o dot.blot (Bertaccini et al., 1990, Lee et al., 1992; Saillard et al., 1993). 

Ninguno de estos métodos permite hacer un amplio estudio comparativo. En cambio, con el 

análisis de unos 500 clones obtenidos según el procedimiento expuesto en este capítulo, se 

podría secuenciar un 10% del genoma del fitoplasma. Los datos presentes hasta el momento 

apuntan hacia la existencia de diferencias entre aislados de un mismo tipo (Jaraush et al., 

2000; Kison & Seemüller, 2001; Berges & Seemüller, 2002). Con el 10% del genoma 

disponible sería posible estudiar si existen diferencias entre fitoplasmas de diferentes 

grupos, del mismo grupo e incluso dentro de una población natural de un fitoplasma 

determinado.  
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6 
Evaluación de la especificidad de algunos de los fragmentos de 

ADN clonados del fitoplasma del Decaimiento del peral, 

mediante dot.blot y PCR.  
 

Resumen 
 

La técnica de hibridación por dot.blot ha sido utilizada para detectar el fitoplasma del 

Decaimiento del peral (PD) con secuencias de ADN no ribosómicas. Para este propósito, 

se escogieron los fragmentos insertados en los clones 7 y 14, del capítulo anterior. Ambos 

fragmentos fueron marcados con digoxigenina y empleados como sondas, para hibridar 

con extractos de ADN de perales y psilas infectados con este microorganismo. El 

fitoplasma de PD se detectó en ambos extractos.  

Se han realizado también ensayos para evaluar la sensibilidad de estas sondas en la 

detección del fitoplasma de PD. Para ello, se analizaron extractos de ADN de psilas, por 

nested-PCR e hibridación por dot.blot. Los resultados obtenidos fueron similares con 

ambas técnicas. Por ello, se propone la hibridación ADN / ADN como una alternativa a la 

PCR, y como una técnica rápida y sencilla para utilizar en estudios epidemiológicos, donde 

deben analizarse un gran número de muestras.  

Por último, el ADN de diferentes fitoplasmas, se ha utilizado para determinar si los 

cebadores diseñados para estos dos fragmentos eran específicos para el fitoplasma de PD, o 

amplificaban secuencias de otros fitoplasmas. Al obtenerse una banda específica con ADN 

del fitoplasma de la Proliferación del manzano (AP) y con el del PD, se confirma la 

relación filogenética existente entre ambos. No se obtuvo amplificación para los restantes 

fitoplasmas utilizados. 

 
 

Palabras clave: nested-PCR, hibridación por dot.blot, sondas no- ribosómicas, cebadores. 

Presentado en: 19th International symposium on virus and virus-like diseases of temperate 

fruit. 10th International symposium on small fruit virus diseases. Proximamente publicado 

en Acta Horticulturae (en prensa) 
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6.1 Introducción 
 

Para la detección e identificación de diversos patógenos como virus, hongos y 

bacterias, se están utilizando diversas técnicas, entre ellas, la PCR (Makimura et al., 1994; 

Thomson & Dieztgen, 1995). Con los fitoplasmas, ante la imposibilidad de aislar su 

genoma, también se ha empleado esta metodología. Se han desarrollado cebadores 

universales capaces de identificar todos los fitoplasmas (Lee et al., 1993; Kirkpatrick et al, 

1994; Lorenz et al, 1995), como cebadores específicos para determinados fitoplasmas con 

una única amplificación (Jarausch et al., 1994; Smart et al., 1996; Bertaccini & Martini, 

1998; Jarausch et al., 2000). Actualmente existen algunos cebadores ribosómicos y no 

ribosómicos específicos para el grupo AP o el fitoplasma del Decaimiento del peral  (PD) 

(Jaraush et al., 1994; Lorenz et al., 1995; Lee et al., 1995). Pero debido a la poca 

concentración en la que se encuentran los fitoplasmas en la planta (Marzachì et al., 1999; 

Waterworth & Mock, 1999; Heinrich et al., 2001), suele utilizarse la nested-PCR (Marcone 

et al., 1996; Bertaccini et al., 1997; Lee & Ko, 1998). Sin embargo, esta práctica comporta 

el riesgo de que aparezcan falsos positivos por contaminación cruzada, por lo que deben 

buscarse alternativas. La nested-PCR en un solo tubo, que ya se aplica con otros 

microorganismos (Bertolini et al., 2000), se está perfeccionando para su uso en 

fitoplasmas, lo que podría ser una buena solución (Batlle, comunicación personal).  

Por otra parte, se han obtenido sondas de ADN cromosómico y extra cromosómico de 

diferentes fitoplasmas, útiles para la detección de estos microorganismos y para estudios 

filogenéticos. Existen estudios en los que se ha trabajado con sondas radioactivas para la 

detección del fitoplasma del PD (Guerra, 1997; Blomquist & Kirkpatrick, 2002). 

Uno de los objetivos de este capítulo, ha sido buscar una metodología sencilla y 

sensible, capaz de detectar el fitoplasma de PD en plantas e insectos. Para ello, se ha 

estudiado la posibilidad de utilizar los fragmentos de los clones 7 y 14 del capítulo 

anterior, como sondas no radioactivas, en hibridación por dot.blot. Se han examinado las 

condiciones óptimas para detectar por hibridación el fitoplasma de PD. Paralelamente, ha 

sido evaluada la fiabilidad de estos fragmentos, para detectar este microorganismo, por 

comparación con la técnica de nested-PCR. 

 Por último, se han examinado cuales eran las condiciones óptimas de amplificación, 

con los cebadores diseñados en el capítulo anterior, a partir de los fragmentos 7 y 14, para 

detectar el fitoplasma de PD por PCR. Ha sido estudiada también la especificidad de estos 
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cebadores, analizando si reconocen otros fitoplasms incluidos dentro del grupo AP, al que 

pertenece PD, u otros grupos de fitoplasmas. 

 

6.2 Material y Métodos 
 
6.2.1 Puesta a punto de la detección por hibridación de ácidos nucleicos o dot.blot, 

con dos sondas no ribosómicas, obtenidas a partir de los fragmentos 7 y 14 del 

genoma de PD 

 

6.2.1.1 Material  
 

En este estudio se utilizaron muestras, sanas e infectadas con el fitoplasma de PD, de 

vinca (Catharanthus roseus), peral (Pyrus sp.) y Cacopsylla pyri. 

 

6.2.2.2 Extracción de ácidos nucleicos 

 

Para la extracción de ácidos nucleicos a partir de vinca, se siguió el método de Doyle & 

Doyle (1990), el de Ahrens & Seemüller (1992) para peral, y el de Daire et al., (1992) para 

C. pyri. 

 

6.2.2.3 Detección del fitoplasma de PD: Preparación de las sondas e hibridación por 

dot.blot 

 

A partir de las colonias 7 y 14 (apartado 5.3.5, tabla 5.1), se realizó una PCR con los 

cebadores M13f/r, tal como se indica en el apartado 5.2.7. Durante la amplificación, los 

fragmentos de ADN fueron marcados no radiactivamente con digoxigenina (Digoxigenina 

11 dUTP alkal-stabile, Roche), para ser utilizados posteriormente como sondas de 

hibridación. 

Se probaron diferentes condiciones de pre-hibridación e hibridación. En cada ensayo se 

desnaturalizaron y fijaron en membrana de nylon, entre 30 y 100 ng de ADN del material 

infectado (vinca, peral o psila). La pre-hibridación e hibridación se realizaron en las 
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mismas condiciones que en el apartado 5.2.8.1, utilizándose diferentes temperaturas y 

porcentajes de formamida desionizada (25 o 50%).  

 

6.2.2 Comparación de la sensibilidad de las técnicas de nested-PCR y dot.blot en la 

detección del fitoplasma de PD, en C. pyri. 

 

Se compararon 2 técnicas, para detectar el fitoplasma de PD en C. pyri, la nested- PCR 

y el dot.blot. Durante el invierno de 2002 (Diciembre) y en primavera de 2003 (Abril), 

fueron capturadas 30 y 15 psilas respectivamente de la parcela de peral cv. Williams, 

afectada por el fitoplasma de PD, y mencionada en el apartado 4.2.1. Los extractos de 

ADN de los insectos, obtenidos según la metodología de Daire et al., (1992), fueron 

analizados por ambos procedimientos. La nested-PCR se realizó con los cebadores 

universales P1/P7 (Deng & Hiruki, 1991; Schneider et al., 1995) y los específicos fO1/rO1 

(Lorenz et al., 1995) según la metodología explicada en el apartado 2.2.2.1 y la 

hibridación, con la sonda 14, en las condiciones óptimas obtenidas en el apartado anterior. 

 

6.2.3 Detección del fitoplasma de PD por PCR, con cebadores no ribosómicos, y 

análisis de su especificidad. 

  

6.2.3.1 Material vegetal 
 

Se estudió si los cebadores diseñados para los fragmentos 7 y 14, del apartado 5.3.6, 

tabla 5.2, identificaban de forma específica el fitoplasma de PD, o si podían amplificar 

también para secuencias homólogas de otros fitoplasmas. Se utilizaron muestras de ADN 

de vinca sana, y de vincas infectadas con diferentes fitoplasmas: PD (16Sr X-C), ACLR 

(16 Sr I-F), GSFY-1 (16SrX-B), ULW (16Sr V-A), FBP (16Sr II-C), GVX (16Sr III-A), 

PYLR (16Sr III-A), AY (16Sr I-B) y AP (16Sr X-A). Los extractos de ADN fueron 

cedidos por la doctora Asunta Bertaccini (Patologia vegetale, Università degli Studi, 

Bologna). 
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6.2.3.2 Detección de fitoplasmas 
 

En primer lugar, se ensayaron diferentes condiciones de amplificación para ambos 

pares de cebadores, utilizando extractos de ADN de vinca sana y de vinca infectada con el 

fitoplasma de PD. Con cada par de cebadores se realizó una PCR de gradiente, con 

temperaturas de anillamiento de entre 50ºC y 60ºC y diferentes concentraciones de Cl2Mg.  

En un volumen total de 50 µl, se añadieron 50-100 ng de ADN, 0,4 µM de cada uno de 

los cebadores, 400 µM de dNTPs, 5 µl de LAB10X (15 mM Cl2Mg; 100 mM Tris-HCl (pH 

9); 500 mM KCl; 1,1% de gelatina), y 0,5 µl de Taq polimerasa (6U/ µl). La amplificación 

se realizó en un termociclador Techne (Genius) con una desnaturalización inicial de 2 min 

a 95ºC, seguido de 40 ciclos de 20 seg a 94ºC; 20 seg a la temperatura de anillamiento, y 

30seg a 72ºC. La extensión final fue de 10 min a 72ºC. 

El producto de amplificación de la PCR se analizó mediante electroforesis en un gel de 

agarosa D-1 (Pronadisa, Madrid, España) al 2 %, con un tampón estándar TAE 1X  

(Sambrook et al., 1989). El ADN fue teñido con bromuro de etidio y visualizado mediante 

luz ultravioleta. 

Las mejores condiciones de amplificación para el fitoplasma de PD, se utilizaron para 

un posterior análisis de especificidad de los cebadores diseñados, con diferentes extractos 

de ADN de fitoplasmas.  

 
6.3 Resultados 
 
6.3.1 Puesta a punto de la detección por hibridación de ácidos nucleicos o dot.blot, 

con dos sondas no ribosómicas, obtenidas a partir de los fragmentos 7 y 14 del 

genoma del PD 

 
Las condiciones óptimas de hibridación fueron a 60ºC de temperatura y con 50% de 

formamida desionizada. Se obtuvo una señal de marcaje fuerte con ADN de vinca, perales 

e insectos infectados, y un bajo ruido de fondo con vinca sana, Cacopsylla pyri y perales 

sanos (Figura 6.1). 

 

 

 
 
 
 

B 

A 

C D
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Figura 6.1- Hibridación por dot.blot utilizando las sondas, marcadas con digoxigenina, 14 

(A, C) y 7 (B, D), a 60ºC de temperatura y 50% de formamida desionizada. En las 

membranas A y B se utilizaron muestras de ácidos nucleicos de: peral sano, peral infectado 

con el fitoplasma de PD, insecto infectado e insecto sano respectivamente. En las 

membranas C y D: muestras de ácidos nucleicos de vinca infectada (arriba) y vinca sana 

(abajo). 

 

6.3.2 Comparación de la sensibilidad de las técnicas de nested- PCR y dot.blot en la 

detección del fitoplasma de PD en C. pyri. 

 
En la Tabla 6.1 se presentan los resultados obtenidos de la detección del fitoplasma de 

PD en psilas mediante dot.blot y nested-PCR. En Diciembre, mediante hibridación por 

dot.blot y con la sonda del fragmento 14, se detectaron 21 insectos infectados. En cambio, 

por nested-PCR se detectaron 19 insectos. Fueron necesarias 2 rondas de amplificación 

más para detectar los dos falsos negativos. En primavera, fueron detectadas 10 psilas 

infectadas, tanto por hibridación como por PCR (Tabla 6.1 y Figura 6.2).  

 

Tabla 6.1- Detección del fitoplasma de PD en psilas utilizando las técnicas de dot.blot y 

Nested-PCR. Las psilas fueron capturadas en invierno (Diciembre) y primavera (Abril). 

 

Mes de captura de las psilas 

Diciembre 2002 Abril 2003 

Método de detección 

Nº de psilas infectadas/ Nº total de psilas capturadas 

nested-PCR 19/30* 10/15 

dot.blot 21/30 10/15 

 

 

 

 

 

 

 

 

* En Diciembre se repitió la nested-PCR tres veces para evitar falsos negativos.  

B
C

-1050pb 
                                               M 

                   M 

A 
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Figura 6.2- A: Identificación del fitoplasma de PD en psilas capturadas durante Diciembre 

de 2002 y Abril de 2003. La detección se realizó mediante nested-PCR con los cebadores 

universales P1/P7 y los específicos fO1/rO1. M: Marcador pUC Mix,8. B y C: 

Identificación del fitoplasma de PD en psilas capturadas durante Diciembre de 2002 (B) y 

Abril de 2003 (C) mediante hibridación por dot.blot. 

 

6.3.3 Detección del fitoplasma de PD por PCR con cebadores no ribosómicos, y 

análisis de su especificidad. 

 
Las mejores condiciones de amplificación para el fitoplasma de PD con ambos pares de 

cebadores fueron una temperatura de anillamiento de 55ºC, y 3,5 mM de Cl2Mg (Figura 

6.3). En las Figuras 6.4a y 6.4b se presentan los resultados de la amplificación, mediante 

PCR, con los cebadores de los fragmentos 7 y 14 y para diferentes extractos de ADN. Con 

ambos pares de cebadores se obtuvo una amplificación positiva para los fitoplasmas de PD 

y AP, pero no con ADN de vinca sana ni con el resto de fitoplasmas. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.3- Amplificación por PCR, mediante los cebadores 7f/r (carriles 1 y 2) y 14f/r 

(carriles 3 y 4), con ADN de vinca infectada (carriles 1 y 3) y sana (carriles 2 y 4) a 55ºC 

de temperatura de anillamiento y 3,5mM de Cl2Mg. M: Marcador pUC Mix, 8. 

 

 

 

 

 

 

 

M   1    2    3    4   M 

-231 pb
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Figura 6.4- Amplificación por PCR, con los cebadores 7f/r (a) y 14f/r (b), con extractos de 

ADN de vinca infectada con los fitoplasmas: PD (1), ACLR (2), AP15 (3), GSFY (4), 

PYLR (5), FBP (6), AY219 (7), GVX (8), ULW (9), vinca sana (10), H2O destilada 

(11).M: Marcador pUC Mix, 8 

 
6.4 Discusión 
 

Las sondas obtenidas a partir de los clones 7 y 14, fueron capaces de detectar el 

fitoplasma de PD en vinca, psila y peral infectados. Se consiguió una fuerte hibridación 

con muestras infectadas, y ninguna o un suave marcaje con los controles negativos, esto 

último, posiblemente debido a una parcial homología con secuencias del genoma de la 

planta u otros microorganismos presentes.  

El número de psilas infectadas que se detectaron por nested-PCR y dot.blot fueron 

similares salvo en alguna excepción. En invierno y mediante dot.blot, se identificaron 2 

psilas más como portadoras del fitoplasma. Para detectar estos dos falsos negativos, fue 

necesario repetir la PCR. Las psilas, durante la diapausa y debido a la acumulación de 

reservas (Nechols et al., 1999), contienen sustancias que pueden interferir en la reacción de 

amplificación. En cambio, estas substancias posiblemente no afectaron a la hibridación por 

dot.blot. En primavera, la psila con morfotipo de verano empieza a adquirir el fitoplasma, y 

por tanto es posible que en la mayoría de los insectos, la concentración del fitoplasma sea 

más baja. En estas condiciones, se obtuvieron el mismo número de psilas portadoras de 

fitoplasma, con ambas metodologías. 

Los resultados muestran que ambas técnicas son útiles para detectar el fitoplasma de 

PD. Sin embargo, la nested-PCR presenta una serie de desventajas, como la aparición de 

-231 pb

 M 1   2  3  4  5   6  7  8  9  10 11 M 

165pb- 

M  1 2  3 4  5  6  7  8 9 10 11M 
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falsos positivos por contaminación cruzada en la segunda amplificación, o la interferencia 

en la amplificación, por la presencia de inhibidores (Lepka et al., 1999; Nechols et al., 

1999; Musetti et al., 2000). Además, la PCR directa con algunos cebadores universales, 

también amplifica, además de ADN fitoplasmático, ADN de otras bacterias 

(Skrzeczkowski et al., 2001). Por lo tanto, podría ser interesante utilizar estos dos 

fragmentos de ADN no-ribosómicos en hibridación por dot.blot, como alternativa a la 

PCR, para la detección del fitoplasma de PD.  

En el análisis de especificidad de los dos pares de cebadores diseñados, que provienen 

de secuencias no ribosómicas (regiones menos conservadas que las ribosómicas) tan sólo 

amplificaron los extractos de ADN del fitoplasma de AP y del fitoplasma de PD. El hecho 

que no amplificasen con el ADN del fitoplasma ESFY, incluido dentro del grupo AP 

(Seemüller et al., 1998), sugiere que posiblemente, AP y PD presenten en estos genes 

mayor homología. 

Gracias a la comparación de secuencias, se han podido estudiar las relaciones 

filogenéticas existentes entre los fitoplasmas (Schneider et al., 1997; Lee et al., 1998; 

Seemüller et al., 1998). En diversos fitoplasmas se ha caracterizado una proteína de 

membrana, que parece estar implicada en el reconocimiento específico de la planta o del 

vector huésped (Yu et al., 1998; Berg et al., 1999; Blomquist et al., 2001; Mergenthaler et 

al., 2001, Morton et al., 2003). Morton y su equipo, compararon entre los fitoplasmas que 

integran el grupo AP (Seemüller et al., 1998) las secuencias que codifican para esta 

proteína, confirmando la estrecha relación que existe entre estos: AP, PD, PYLR y ESFY 

(Morton et al., 2003). Sin embargo, el hecho que en nuestro caso no haya sido amplificado 

el ADN de ESFY con ninguno de los dos pares de cebadores, indica que tal vez existe 

mayor homología entre los genomas de los fitoplasmas de AP y PD que con el de ESFY. 

Aunque la secuenciación del gen 16S rRNA revela que hay mayor similitud entre PD y AP 

(98,4) que entre PD y ESFY (98,1) (Morton et al., 2003), deberían realizarse más pruebas 

con otros cebadores para evidenciarlo. Además, debería ser incluido el fitoplasma de 

PYLR en nuevos estudios, para comprobar si realmente este fitoplasma es también 

distinguible de PD, como sugiere el estudio de las proteínas de membrana (Morton et al., 

2003) 
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7 
 
Conclusiones generales 
 

 

En Cataluña la enfermedad de PD la causa un único fitoplasma, perteneciente al 

grupo 16SrX; el fitoplasma 16SrX-C o del Decaimiento del peral. 

 

La enfermedad de PD está ampliamente distribuida en Cataluña, y se ha detectado 

en todas las variedades analizadas. Sin embargo, los resultados indican que 

posiblemente en los últimos años haya habido una remisión de síntomas. 

  

Se ha estudiado la evolución, a lo largo del año, de la sintomatología asociada a la 

enfermedad en tres variedades de peral (Bartlett, Limonera y Blanquilla). Los meses de 

Septiembre y Octubre son los más adecuados para realizar una valoración aproximada 

de árboles infectados, antes del inicio de la senescencia de los árboles.  

 

Cada una de las tres variedades expresa una sintomatología característica, siendo la 

variedad Limonera la que presenta mayor susceptibilidad a al enfermedad, y  Blanquilla 

la más tolerante. 

 

Existe una correlación positiva entre el número de árboles que expresan síntomas y 

la proporción de éstos que se detectan por PCR. En cambio, es posible detectar por 

amplificación árboles infectados por el fitoplasma, sin que estos presenten síntomas de 

la enfermedad. Por lo tanto, la PCR es una técnica más fiable para analizar si un peral 

está afectado por la enfermedad de PD. 

 

La detección del fitoplasma de PD por amplificación de su ADN en perales de la 

zona mediterránea, presenta un patrón estacional. Diciembre se presenta como el 

momento idóneo para obtener una buena detección. En primavera, con la formación de 

los nuevos brotes, la detección del fitoplasma disminuye a los niveles más bajos. 
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Es recomendable realizar la detección del fitoplasma  de PD a partir de muestras de 

tallo, tanto por los elevados porcentajes de detección del fitoplasma, en comparación 

con  nervios de hoja y yemas, como por el hecho de ser un material que puede ser 

analizado durante todo el año.  

 

Los fitoplasmas que se encuentran en la parte aérea durante el invierno son capaces 

de transmitir la enfermedad mediante la técnica de injerto, por lo que el uso de yemas o 

estaquillas tomadas en esta época para la propagación de una variedad podría diseminar 

la enfermedad. 

 

Cacopsylla  pyri es el vector principal del fitoplasma de PD en España y presenta un 

patrón de infección estacional, que coincide con la detección estacional del fitoplasma 

en perales del área mediterránea. 

 

Los dos sexos de C. pyri tienen la misma capacidad de adquirir el fitoplasma, sin 

embargo, las hembras lo transmiten más fácilmente. 

 

La psila invernal puede mantener el fitoplasma de PD durante la diapausa, pudiendo 

infectar en primavera nuevos perales sanos. 

 

El uso del medio nutritivo azucarado para evaluar la capacidad de transmisión del 

fitoplasma de PD por C. pyri, es eficaz, y se propone como una alternativa a los ensayos 

de transmisión en planta. 

 

La combinación de técnicas nuevas y antiguas como son el gradiente de ClCs-

bisbenzimida y el tratamiento con la enzima de restricción AseI y posterior ligación a 

adaptadores, amplificación y clonación, permite obtener una batería de fragmentos de 

ADN que en más de un 90% de los casos son de origen fitoplasmático. 

 

La mayoría de cebadores diseñados a partir de estos fragmentos, amplifican 

específicamente para ADN de fitoplasma. 
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Dos pares de cebadores, diseñados a partir de los fragmentos de ADN no 

ribosómicos 7 y 14, amplifican el ADN de los fitoplasmas de PD y AP, y en cambio no 

amplifican para el resto de fitoplasmas, mostrando la estrecha relación existente entre 

ambos fitoplasmas. 

 

Los fragmentos de ADN 7 y 14 utilizados como sondas no radiactivas, reconocen 

por hibridación por dot.blot el fitoplasma de PD en perales, vinca e insectos infectados. 

Además, ambas sondas son igual de sensibles que la técnica de nested-PCR para 

detectar el fitoplasma de PD en el vector, C. pyri. 
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8 
Anexos 

 

Anexo I            
 

Plagas del peral 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Plaga: Nombre común Agente causal 
Acaro blanco Epitrimerus pyri 
Araña roja Panonychus ulmi 
Araña blanca Tetranychus urticae 
Barrenador de la madera Zeuzera pyrina 
Barreno de la corteza Synanthedon myopaeformis 
Cacoecia, roedora de la piel Cacoecimorpha pronubana 
Capua, oruga roedora de la piel Adoxophyes orana 
Carpocapsa Cydia pomonella (L.) 
Cigarrero Dasineura pyri 
Cosus Cossus cossus 
Erinosis del peral Eriophyes pyri 
Filoxera del peral Aphanostigma pyri 
Gusano cabezudo Capnodis tenebrionis 
Hoplocampa Hoplocampa brevis 
Minadora circular Leucoptera malifoliella 
Minadora punteada Phyllonorycter blancardella 
Minadora translúcida phyllonorycter corylifoliella 
Mosca de la fruta Ceratitits capitata 
Picabrotes Janus compresus 
Piojo de San José Quadraspidiotus perniciosus
Psila Cacopsylla pyri 
Pulgón ceniciento Dysaphis pyri 
Pulgón verde Aphis pomi 
Tigre del peral Stephanitis pyri 
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Enfermedades del peral 

 

Hongos y bacterias 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Virus, viroides y fitoplasmas 
 

 

 

 

Nombre común Agente causal 

Chancro común Nectria galligena 
Fuego bacteriano Erwinia amylovora 
Mal blanco Phyllactinia guttata 
Mal de cuello Phytophthora cactorum 
Mancha negra Pleospora allí 
Momificado de frutos Monilinia fructigena 
Moteado del peral Venturia pyrina 
Phomopsis Diaporte eres 
Podredumbre blanca Armillaria mellea 
Pseudomona Pseudomonas syringae 
Rosellina Rosellina necatrix 
Roya Gymnosporangium fuscum 
Septoria Mycosphaerella pyri 
Sphaeropsis Botryosphaeria obtusa 

Tumor de cuello y raíces Agrobacterium tumefaciens

Nombre común Agente causal 
Viroide de la piel cicatrizada de la 
manzana Apple scar skin viroid, ASSVD 
Viroide de los chancros pustulosos 
del peral Pear blister canker viroid, PBCVd 
Virus de las manchas cloróticas 
del manzano 

Apple chlorotic leaf spot trichovirus, 
ACLSV 

Virus del mosaico del manzano  Apple mosaic ilarvirus ApMV 
Virus de la madera asurcada del 
manzano Apple stem  grooving capillovirus, ASGV 
Virus de las depresiones de la 
madera del manzano Apple stem pitting foveavirus, ASPV 
Madera de caucho del manzano Apple Rubbery wood 
Jaspeado amarillo del membrillero Quince yellow blotch virus  
Manchas de hollín sobre 
membrillero Quince sooty ringspot virus  
Decaimiento del peral Pear decline, PD 
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Anexo II            

 

Clasificación de los fitoplasmas según Lee et al, 1998. 

 

16S rRNA grupo   Fitoplasma    Localización 
(subgupo) 

16SrI (Grupo Aster yellows)            

I(A)    Tomato big bud (BB)   Arkansas           
 I(B)    Michigan aster yellows (MIAY) Michigan  
 I(C)    Clover phyllody (CPh)  Canadá 
 I(D)    Paulownia witches’ broom (PaWB) Taiwan 
 I(E)    Blueberry stunt (BBS1)  Michigan 

I(F)     Apricot chlorotic leafrool (ACLR-AY) España  
I(K)    Strawberry multiplier (STRAWB 2)  Florida 

16SrII ( Grupo Peanut witches’ broom) 

 II(A)    Peanut witches’ broom (PnWB)  Taiwan 
 II(B)    Witches’ broom of lime (WBDL) Arabian 
     “Candidatus phytoplasma aurantifolia”Peninsula 
 II(C)    Faba bean phyllody (FBP)  Sudan 

II(D)    Sweet potato little leaf (SPLL) Australia 

16SrIII (Grupo X- disease)   

 III(A)    X-disease (CX)   Canadá  
 III(B)    Clover yellow edge (CYE)  Canadá 
 III(C)    Pecan bunch (PB)   Georgia 
 III(D)    Goldenrod yellows (GR1)  New York 

III(E)    Spirea stunt (SP1)   New York 
III(F)    Milkweed yellows (MW1)  New York 

 III(G)    Walnut witches’broom (WWB) Georgia 
 III(H)    Poinsettia branch-inducing  USA 
 III(I)    Virginia grapevine yellows (VGYIII)Virginia 

16SrIV (Grupo Coconut lethal yellows) 

 IV(A)    Coconut lethal  yellowing (LY) Florida 
 IV(B)    Tanzanian coconut lethal decline (LDT) Tanzania 

16rV (Grupo Elm yellows) 
 V(A)    Elm yellows (EY1)   USA  
 V(B)    Cherry lethal yellows (CLY)  China 
 V(C)    Flavescence dorée (FD)  Francia 

16SrVI (Grupo Clover proliferation) 

 VI(A)    Clover proliferation (CP)  Canadá 
 VI(B)    “Multicipita” phytoplasma  Canadá 
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16SrVII (Grupo Ash yellow)  

VII(A) Ash yellow (Ash Y)      New York 

16SrVIII (Grupo Loofah witches’ broom)     

 VIIII(A)   Loofah witches’ broom (LfWB) Taiwan 

16SrIX (Grupo Pigeon pea witches’ broom) 

 IX(A)    Pigeon pea witches’ broom (PPWB) Florida 

16SrX (Grupo Apple proliferation) 

 X(A)    Apple proliferation (AP)  Alemania 
 X(B)    Apricot chlorotic leafroll (ACLR) Italia 
 X(C)    Pear decline (PD)   Italia 
 X(D)    Spartium witches’ broom (SPAR) Italia 
 X(E)    Black alder witches’broom (BAWB) Alemania 

16SrXI (Grupo Rice yellow dwarf (RYD) 

 XI(A)    Rice yellow dwarf (RYD)  Japón 
 XI(B)    Sugarcane white leaf (SCWL) Tailandia
 XI(C)    Leafhopper-borne (BVK)  Alemania 
16SrXII (Grupo Stolbur) 

 XII(A)    Stolbur (STOL) (formalmente grupo 16SrI,  Serbia 
      subgrupo G) 
 XII(B)    Australian grapevine yellows (AUSGY), 
     “Candidatus Phytoplasma australiense” 
     (antiguamente grupo 16SrI, subgrupo J) 

16SrXIII (Grupo Mexican periwicle virescence) 

 XIII(A)   Mexican periwicle virescence (MPV)Méjico 
     (antiguamente grupo 16SrI, subgrupo I) 

16SrXIV (Grupo Bermudagrass white leaf) 

 XIV(A)   Bermudagrass white leaf (BGWL) Tailandia 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 


