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RESUMEN

El objetivo general planteado para éste trabajo consistia en describir mediante técnicas de
microscopia optica y electronica (transmision y barrido lateral), los microorganismos
presentes en muestras de tejido floematico de Catharanthus roseus con sintomas de
fitoplasmosis (fitoplasmas provenientes de arboles de Urapan ubicados en la Universidad
Militar “Nueva Granada”), y adicionalmente evaluar tejido floematico de Urapan para
comparar los cuerpos fitoplasmaticos detectados en ambos tejidos. Para cumplir tal
objetivo, se realiz6 un estudio morfométrico donde se obtuvieron datos de diametro
promedio, grosor de membrana (una sola capa), abundancia y forma predominante de los
fitoplasmas. Las técnicas histolégicas realizadas, permitieron detectar y confirmar la
presencia de fitoplasmas con forma y tamafio similares a los reportados en la bibliografia
(Chapman, et al., 2001; Siddique et al., 2001; Pribylova et al., 2001; Musseti et al.,
2002). Las caracteristicas morfométricas que se encontraron para los fitoplasmas de
Catharanthus roseus fueron las siguientes: rango de diametro promedio (obtenido en las
técnicas de microscopia Optica y electrénica): 0.6 um a 1,5 um; forma predominante:

circular, seguida de la ovalada y la pleomdrfica.

Los ensayos realizados en extractos de floema de Urapan (tincion negativa) permitieron
detectar fitoplasmas con un didmetro promedio de: 0.05 um a 0.16 um. Lo anterior,
permitié establecer una clara diferencia entre los fitoplasmas que infectan los haces
vasculares de Catharanthus roseus y Urapan siendo los de ésta Ultima especie, de forma
principalmente pleomérfica y de menor tamafio, lo cual se atribuyé posiblemente a la edad
del fitoplasma y al estado de infeccion del Urapan, factores que pueden afectar la

morfologia y tamafio de los fitoplasmas (Chapman, et al., 2001).

Finalmente, la técnica de barrido a pesar que permitié realizar un primer acercamiento de
los fitoplasmas presentes en el tejido tanto de C. roseus y Urapan, no permiti6 hacer
observaciones de tipo descriptivo debido a la imposibilidad que se presenté en el
momento de realizar la técnica y al deterioro del tejido que se dio principalmente por las
condiciones de bajo vacio del microscopio que ocasionaron un rapido desecamiento y

dafio de la muestra.
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INTRODUCCION

El arbol de Urapan (Fraxinus sp), se introdujo en Colombia a lo largo de la zona
Andina hace aproximadamente 50 afos (Filgueira, et al, 2004). El grupo de
Fitopatologia de la Universidad Militar Nueva Granada, ha venido estudiando
arboles del género Fraxinus debido a que se ha observado en un gran numero de
éstos (ubicados en Bogota y en la Zona Cafetera), presentan sintomas asociados
a fitoplasmas como decaimiento, amarillamiento de las hojas, patrones inusuales

de crecimiento, entre otros (Filgueira, et al, 2004).

Debido a la imposibilidad de cultivar fitoplasmas en medios artificiales de cultivo, el
estudio de estos microorganismos se ha llevado a cabo principalmente por medio
de técnicas moleculares y genéticas. El uso de éstas técnicas, ha permitido
detectar, identificar y clasificar fitoplasmas haciendo posible determinar
asociaciones consistentes de éstos microorganismos con enfermedades
especificas, reorganizarlas e identificar plantas afectadas por diferentes

fitoplasmas (Davis y Sinclair, 1998).

Adicionalmente, otras herramientas de gran utilidad para el estudio de los
fitoplasmas han sido las técnicas inespecificas de deteccion como microscopia
optica (especialmente de fluorescencia), 6 electronica. Segun Pribylova (2001), la
microscopia electronica de transmision, ha sido utilizada tradicionalmente para

demostrar la presencia de fitoplasmas en tejidos floematico.

A pesar de la gran utilidad de la microscopia como técnica de estudio, el grupo de
Fitopatologia de la Universidad Militar Nueva Granada ha enfrentado diferentes
problemas para la identificacion del fitoplasma que infecta el Urapan (Fraxinus sp)
en Colombia. Pues no se ha logrado observar caracteristicas especificas para su
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identificacion como forma, caracteristicas membranales (condicién trilaminar),

entre otras.

Debido a los problemas de identificacion a nivel microscopico anteriormente
mencionados, éste trabajo busca aclarar en primer lugar la presencia de este
microorganismo en tejido floeméatico de Catharanthus roseus (infectado con
fitoplasmas provenientes de Urapan), y segundo, establecer parametros
morfomeétricos preliminares que permitan realizar descripciones morfoldgicas mas
precisas de fitoplasmas brindando asi informacion morfolégica de éste

microorganismo que afecta a los Urapanes de Colombia.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Describir mediante técnicas de microscopia Optica y electronica los
microorganismos presentes en Catharanthus roseus con sintomas de

decaimiento y determinar su pertenencia al grupo de los fitoplasmas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer la morfologia de los microorganismos presentes en

Catharanthus roseus con el fin de aclarar su verdadera naturaleza.
Comparar las caracteristicas morfologicas de los microorganismos

presentes en muestras floematicas de Catharanthus roseus con muestras

de Urapan (Fraxinus sp).
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 DESCRIPCION DE Fraxinus sp.

El arbol de Urapan, reportado anteriormente como Fraxinus chinensis, ha sido
reidentificado como Fraxinus udhei mediante estudios taxondmicos, realizados por
E. Wallander en el 2004, estos estudios reportaron ademas a éste arbol como una

especie nativa de México.

El Urapan, es un arbol caducifolio que alcanza una altura promedio de 30 m. Su
copa es compacta y redondeada hacia la punta. La corteza es de color gris claro y
puede variar hasta verde oscura. Sus hojas son compuestas, opuestas, de 20 a 30

cm de longitud y con 5 a 9 foliolos (Lingelsh, 1907 Cita Web).

Presenta sus flores son unisexuales, en paniculas estaminadas y pistiladas. Los
racimos estaminados son cortos y densos y los racimos pistilados de 5 cm de
largo. La coloracion floral varia de verde a roja, ademas de ser flores simpétalas.
Sus frutos solo tienen una semilla que crece en racimos densos de 15 a 20 cm de
largo. (Lingelsh, 1907 Cita Web).

En Colombia, el Urapan se encuentra localizado en zonas rurales y urbanas de
ciudades de la zona cafetera (Manizales, Pereira y Medellin) y en la Ciudad de
Bogota. Tiene uso ornamental y también gran importancia ecolégica, teniendo en
cuenta que ayuda a amortiguar el impacto de la temperatura, la contaminacion, y
el ruido que se produce en las ciudades, mientras que en las zonas rurales se

encuentra como parte del paisaje o como cercas vivas (Filgueira, et al., 2004).
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1.1.1 Enfermedad del Urapan “Ash Decline”.

En los ultimos veinte afios, especies del género Fraxinus, han cobrado gran
importancia debido a la enfermedad que se ha observado en ellos, asociada con la
presencia de fitoplasmas (Feeley, et al., 2001).

Esta enfermedad, se reportd inicialmente en Norte América, en donde se
establecio que los fitoplasmas afectaban especies del género Fraxinus, lo cual se
detecto para 16 estados norteamericanos y en dos provincias Canadienses
(Sinclair y Griffiths, 1994).

Sin embargo, desde hace mucho tiempo, se sabe que los fitoplasmas no sélo
afectan especies del genero Fraxinus (afectan especies de interés agricola como
Daucus carota, Brassica oleracea, entre otras) y que no es un parasito restringido
para Norte América, por el contrario, en Sur América, especificamente para el
caso de Colombia se ha detectado y observado la presencia de éste parasito en
Urapanes de zonas rurales y urbanas de Bogota y el Eje Cafetero (Lee I. et al.,
2003; Filgueira et al., 2004).

Los sintomas que se encuentran asociados principalmente con la enfermedad del
Urapan que se conoce como “Ash Decline” son: retardo en el crecimiento apical,
ramificacion delicuescente, supresion en el desarrollo de la raiz, escobas de
brujas; en las hojas se produce un cambio de color verde a oliva generando la
muerte del tejido, malformaciones de las hojas, muerte, entre otros (Sinclair y
Griffiths, 1996; Bricker y Stutz, 2004).

En Colombia, los arboles de Urapan comenzaron a presentar sintomas tales como
decaimiento, amarillamiento, pérdida de hojas, entre otros, a principios de los afios
90, principalmente, estos sintomas se asociaron con la presencia de la chinche del
Urapéan (Tropidosteptes chapingoensis). Sin embargo, el grupo de investigacion de
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Biotecnologia Vegetal de la Universidad Militar Nueva Granada descubrio la
presencia de sintomas asociados con fitoplasma. Entre los sintomas se
encontraron ramificacién delicuescente, hojas pequefias, muerte apical de las

ramas y follaje en copos.

Otros sintomas, como amarillamiento, no se pueden atribuir a un agente en
particular (Franco y Filgueira et al., 2003, Griffiths et al., 2003). Otros estudios
realizados enfocados a la sintomatologia, realizados en la Universidad Militar
Nueva Granada mostraron que los sintomas mas representativos son ramas
muertas, amarillamiento, pérdida de hojas, marchitez, brotes epicérnicos, falta de
crecimiento y en menor medida se presentan enrollamiento foliar, “die back”, hojas
pequefas, ramificacion delicuescente, corona transparente y descortezamiento
(Rodriguez, 2004).

1.2 DESCRIPCION DE Catharanthus roseus

Especie conocida vulgarmente como “periwinkle” o vinca, recibié una nueva
clasificacion taxonémica en 1966 por Stearn, en la cual esta especie recibi6 el
nombre cientifico por el que actualmente se conoce Catharanthus roseus (L) G.
Don; perteneciente a la familia Apocinaceae y a la subfamilia Plumenoideae

(Acosta de la Luz y Rodriguez, 2002).

C. roseus se encuentra distribuida ampliamente en paises tropicales y
subtropicales de Africa del Sur, Asia del Sur y Sur América (Acosta de la Luz y
Rodriguez, 2002).

En cuanto a sus caracteristicas botanicas se encuentra entre las hierbas anuales,
teniendo como caracteristica su gran ramificacion. Alcanza a tener una altura
promedio de 80cm, sus hojas son opuestas, oblongas y simples enteras de color

verde oscuro (Acosta de la Luz y Rodriguez, 2002).
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En cuanto a sus flores, estas presentan variacion del color, que va desde flores
blancas hasta flores blancas con centro rojo; asi mismo la intensidad del rojo
puede ser diferente (Acosta de la Luz y Rodriguez, 2002).

1.2.1 Sintomas de Catharanthus roseus asociados a fitoplasmas

Los sintomas asociados a Catharanthus roseus que se relacionan con la
presencia de fitoplasmas estan principalmente: amarillamiento de las hojas,
aberraciones en el crecimiento (enanismo), proliferaciones, acortamiento de
entrenudos, malformaciones florales, entre otros (Sandrine et al., 2001; Davis y
Sinclair, 1998).

1.3 FITOPLASMAS

1.3.1 Descripcion general de los fitoplasmas.

Los fitoplasmas, nombrados asi desde 1994 (anteriormente conocidos como
micoplasma-like organisms, MLO), fueron observados por primera vez en 1967 en
los tubos floematicos de plantas infectadas (Garnier et al., 2001; Bové, 1984, Lee,
et al., 2000).

Estos microorganismos fueron observados por primera vez por medio de técnicas
de microscopia electrénica de transmision donde se logré observar: morfologia
pleomorfica con un didmetro promedio de 400 a 500 nm y un grosor membrana
de 8 nm (Garnier, et al., 2001). Los diferentes estudios en microscopia electronica
de fitoplasmas han generado reportado diferencias en cuanto a las caracteristicas
morfométricas de éstos organismos, existiendo reportes de analisis morfométricos
donde los identifican con variedad de formas (ovaladas, circulares y espirales),
variacion de diametro de 20 nm a 500 nm y alcanzado dimensiones hasta de 1.2
um (Waters y Hunt, 1979, Ammar, et al., 2004; Lee, et al., 2000).
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Ademas, ultraestructuralmente se ha observado la similitud que los fitoplasmas
presentan con los micoplasmas que infectan a los animales de ahi que recibieran
inicialmente el nombre de Micoplasma-like organism (MLO), (Garnier et al., 2001;
Waters y Hunt, 1979; Bové, 1984).

En cuanto a las caracteristicas taxonémicas, los fitoplasmas son eubacterias que
pertenecen a la clase Mollicutes, un grupo de organismos filogenéticamente
relacionados con las bacterias Gram positivas (Garnier et al., 2001; Lee et al.,
1998).

Las caracteristicas principales de estos microorganismos son la carencia de pared
celular, habitan principalmente los tubos cribosos del floema y que poseen una

triple membrana plasmatica (Lee et al., 1998 y 2000).

Los dos grupos de Mollicutes conocidos actualmente son Spiroplasma; los cuales
pueden ser cultivados en medio de cultivo y Fitoplasmas; los cuales no permiten
su cultivo en medio artificial (Sandrine et al., 2001; Puay y Whidow, 2001; Bove,
1984). Muchos espiroplasmas y fitoplasmas puede ser trasmitidos a otros
hospederos como por ejemplo Catharanthus roseus, por medio de plantas
parasitas como Cuscuta spp (Sandrine et al., 2001).

En cuanto a sus caracteristicas genéticas los fitoplasmas presentan un tamafio
pequefio del genoma (580- 2000 kbp), un bajo contenido de G y C, un bajo
namero de vias metabdlicas (de ahi su dificultad para poder crecer en medios de
cultivo). Unicamente presentan uno 6 dos operones ribosomales y una baja
cantidad de tRNA (Garnier et al., 2001; Barros, et al., 2002).
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1.3.2 Sintomas asociados con fitoplasmas.

Los fitoplasmas se consideran como un grupo de patégenos responsables de
cientos de enfermedades en plantas de interés comercial y ornamental distribuidas
en diferentes partes del mundo (Khadjair et al., 1999; Sandrine et al., 2001; Lee, et
al., 2000).

Debido a que los fitoplasmas se localizan exclusivamente en los tubos cribosos del
floema, estos microorganismos necesitan de un vector transmisor (Bové, 1984).
El insecto una vez succiona el floema de una planta contaminada y se dirige a una
nueva planta transmite el fitoplasmas; ubicando entonces al fitoplasmas en un
nuevo hospedero, iniciandose un nuevo ciclo de infeccién (Bove, 1984; Khadhair
et al., 1999; Feeley, et al., 2001; Sandrine et al., 2001; Garnier et al., 2001).

Los fitoplasmas inducen diferentes sintomas en las plantas que infectan entre los
que se resaltan principalmente: amarillamientos de las hojas, acortamiento de
entrenudos, proliferaciones anormales de ramas, malformaciones florales,
esterilidad floral, reduccién del tamafo del fruto y deformaciones, entre otros
(Garnier et al., 2001; Siddique et al., 2001).

Asi mismo, cabe resaltar que una planta puede ser infectada por varios tipos de
fitoplasmas y adicionalmente una especie de fitoplasma puede infectar diferentes
especies de plantas lo que esta fuertemente asociado con los habitos alimenticios
del insecto vector (Lee et al., 1998; Siddique et al., 2001).

1.3.3 Vectores
El orden al cual pertenecen los principales vectores de fitoplasmas es el Orden

Hemiptera, los cuales se consideran vectores eficientes debido a caracteristicas

relacionadas a los habitos alimenticios; como por ejemplo, en diferentes estados
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de desarrollo, ninfa y adulto tienen el mismo régimen alimenticio, ademas de ser
especies especificas y selectivas para la alimentacién (Weintraub y Beanland,
2006). Otra caracteristica que presentan las especies vectoras de éste género es
la correlacion persistente que mantienen con el fitoplasma, la cual les permite
crear una relacidon simbidtica con éste y asegurar el paso del fitoplasma a la planta

hospedera (Weintraub y Beanland, 2006).

Las cuatro familias de fulgoridos mas conocidas como vectores son Cixiidae,
Delphacidae, Derbidae y Flatidae (Weintraub y Beanland, 2006; Garnier et al.,
2001; Khadhair et al., 1999; Feeley, et al., 2001).

1.3.4 Técnicas de deteccion de fitoplasmas

El estudio de los fitoplasmas se ha desarrollado principalmente por medio de
técnicas moleculares especificas como PCR (Polimerase Chain Reaction),
“Nested” PCR, hibridacion de sondas (Sinclair y Griffiths, 1992; Barros; et al.,
2002; Bricker y Stutz, 2004;).

También se utilizan pruebas menos especificas de microscopia de fluorescencia
como DAPI (4’, 6-diamino-2-fenilindol-2HCL) y microscopia electrénica; ya que
algunos por fitoplasmas pueden estar suficientemente bien caracterizados para
permitir el diagnéstico por practicas microscopicas (Davis y Sinclair, 1992; Bricker
y Stutz J, 2004).

Como se menciond anteriormente, la imposibilidad de cultivar éstos
microorganismos en condiciones in vitro ha llevado a utilizar herramientas de
estudio alternativas como las técnicas genéticas y moleculares de estudio, que
para el caso particular de los fitoplasmas se han adelantado estudios del gen 16S
rRNA y de la region espaciadora entre el 16S y el 23S rRNA han brindado
informacion valiosa sobre la naturaleza de éste patdégeno (Lee et al., 1998;
Siddique et al., 2001).
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La caracterizacion molecular de genes conservados ha presentado una solucién
parcial al problema de establecer la construccion de la clasificacion de los
caracteres fenotipicos para esta especie (Davis y Sinclair, 1998).

Las técnicas de microscopia oOptica, electronica de transmision y barrido han sido
también de gran ayuda para la identificacion de estos microorganismos y asi
mismo a la determinacion de sus caracteristicas ultraestructurales. Como se
mencioné anteriormente, el rango de tamafio reportado para éstos
microorganismos en los diferentes estudios es variable, donde su diametro
promedio puede variar de 120nm a 240 nm resultados reportados por Champman
y colaboradores (2001); 400 nm por Pribylova y colaboradores (2001) y 1.2 pm
Mussetti y Favali (2004).

Asi mismo, las formas predominantes observadas en cortes ultrafinos de tejido
floematico afectado con fitoplasmas varia en formas circulares, elipticas, ovoides y
esféricas inclusive se han observado arreglos en cadenas similares a los

estreptococos (Chapman, et al., 2001;Pribylova et al., 2001; Musseti et al., 2002).

Los estudios de microscopia electrénica de barrido por su parte son muy escasos
y los realizados se han dirigido principalmente a extractos o purificados de
espiroplasmas (provenientes de tejido floematico infectado con éste tipo de
microorganismo); que son el otro grupo de Mollicutes patégenos que si permiten

ser cultivados in vitro (Poghosyan y Lebsky, 2004).
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2. METODOLOGIA

2.1 ANALISIS SINTOMATOLOGICO

Debido a la similitud de sintomas de fitoplasmosis que presenta C. roseus con los
manifestados por Urapan (Sandrine, et al., 2001) se pretendia entonces por medio
de ésta metodologia observar la correlacion de sintomas presentados por ambas

especies.

El andlisis sintomatoldgico que se realizé en Urapan se llevd a cabo en 30 arboles
de Urapan ubicados en el Parque “El Virrey” de la ciudad de Bogotéa (Ver figura 1),
los sintomas asociados a fitoplasmas que se observaron, se tomaron con base al
trabajo realizado en la Universidad Militar “Nueva Granada” por Aldana y Castro
en el 2003.

Los datos recolectados para Catharanthus roseus fueron de plantas sembradas
bajo condiciones de laboratorio, (Laboratorio de Biotecnologia, Universidad Militar
“Nueva Granada”), de éstas plantas posteriormente y con base en el analisis
sintomatoldgico, se tomaron muestras de tejido de peciolo y nervadura central
para analisis histoldégico de microscopia Optica de alta resolucion, electrénica de

transmision y barrido.
Adicionalmente es importante anotar que se decidié evaluar histoldgicamente

muestras de C. roseus (y no solamente de Urapan) debido a los problemas

histoldgicos que se presentaron en trabajos anteriores con ésta especie.
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2.1.1 Andlisis sintomatolégico de Urapan

El andlisis sintomatoldgico se realizdé por medio de observaciones (no se tomaron
muestras de ninguno de los arboles observados). Se identificaron sintomas
asociados a: fitoplasmas, insectos y otros; éstos Ultimos se relacionan
principalmente con factores ambientales como temperatura, humedad, lluvia, entre

otros (Ver planilla de registro, Anexo 6).
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Figura 1. Mapa representativo de la ubicacion del Parque “El Virrey” ubicado en el
nororiente de la ciudad de Bogota, El triangulo verde representa la zona de muestreo
(30 arboles). Posicion geogréfica del Parque 4°40’ 26.75 " N, 74° 03’ 21.81 “ W

2.1.2 Andlisis sintomatolégico de Catharanthus roseus

Se analizaron 9 plantas las cuales correspondian a la totalidad de plantas del
laboratorio de Biotecnologia con presencia de sintomas asociados con

fitoplasmas.
Estas plantas fueron infectadas previamente con la ectoparasita Cuscuta sp. la

cual a su vez provenia de arboles infectados de fitoplasmas de Urapan. Dicho

procedimiento se describe a continuacion:
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2.2 MATERIAL BIOLOGICO

2.2.1 Material vegetal.

Las muestras de tejido vegetal de C. roseus fueron tomadas del laboratorio de
Biotecnologia de la Universidad Militar Nueva Granada, las cuales fueron
infectadas previamente con fitoplasmas provenientes de Urapén de la zona urbana
de Bogota (Ubicados en la Universidad Militar Nueva Granada, ver figura 4), por

medio de la planta ectoparasita Cuscuta sp.

Las plantas de C. rosues fueron obtenidas bajo condiciones de laboratorio
germinadas a partir de semillas (este procedimiento se realizd anteriormente para

otros estudios del laboratorio) de la siguiente manera:

1. En turba himeda autoclavada se sembraron semillas de vinca y se
incubaron a 27°C por dos dias.

2. La bandeja de incubacion luego se llevd a temperatura ambiente. La
bandeja de incubacion no estuvo directamente expuesta a la luz

3. Una vez obtenidas las plantulas éstas se transfirieron a matera y se
mantuvieron con una frecuencia de riego de dos veces por semana con
fertilizante (100 gr/L de fertilizante).

4. Una vez las plantulas alcanzaron una altura promedio de 30 cm se

infectaron con la ectoparasita Cuscuta sp.
El procedimiento de obtencion de plantulas de Cuscuta sp. fue el siguiente:
1. Semillas de Cuscuta sp. se agitaron en acido sulfurico al 98% hasta que
la solucién tomara un color café.

2. Posteriormente, las semillas se lavaron con agua para removerles la

testa y se sembraron en arena fina estéril y himeda
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3. Cuando alcanzaron el estado de plantula, se transfirieron a tubos
Eppendorf con 2 mL de agua destilada estéril.
4. Las plantulas se enredaron en tallos de Urapan ubicados en la

Universidad Militar Nueva Granada (Figura 4).

Para el procesamiento y andlisis histolégico para microscopia (6ptica, electrénica y
barrido), se trabajé con peciolo y nervadura central de C. roseus sintomatico de
fitoplasmosis.

2.2.2 Recoleccion, seleccién y conservacion del material vegetal

Una vez realizada la identificacién y el reconocimiento de sintomas se procedi6 a
tomar muestras de hojas basales y apicales y bajo vista en estereoscopio y se

removioé la lamina foliar para aislar el peciolo y la nervadura central.

Adicionalmente, se tomd6 una planta sana como control negativo para hacer el

reconocimiento de las estructuras principales del tejido objetivo:Floema.

El peciolo y la nervadura central fueron lavados en agua destilada estéril, una vez
lavados, estos tejidos se cortaron transversalmente en tres segmentos con el fin
de evaluar los extremos con el reactivo DAPI y preservar el segmento medio para
analisis histolégicos posteriores. EI segmento medio se preservéd en buffer fosfato
de potasio 0.2 M pH 7.3 con glutaraldehido al 2.5% (v/v) a 4°C.

Figura 2. Diagrama de la obtencién de segmentos del peciolo y nervadura central de tejido
de C. roseus. Los segmentos 1 y 3 corresponden a los extremos a los cuales se les realiz6 el test
DAPI y el segmento 2 corresponde al segmento medio que se preservo en buffer.
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2.3 MICROSCOPIA OPTICA
2.3.1 Deteccion mediante test DAPI.

La presencia de fitoplasmas en las muestras de C. roseus se evalué por medio del
test DAPI (4'.6’ diamino — 2- fenilindole — 2HCL). Esta prueba se llevé a cabo
sobre cortes longitudinales de peciolo y nervadura central. Una vez seleccionados,
éstos se colocaron individualmente en un cubo de icopor de 1 cm®
aproximadamente, el tejido se corté a mano alzada con cuchillas estériles, (la
cuchilla se cambid cada cuatro cortes). Los cortes obtenidos fueron depositados
en una caja de Petri con agua destilada estéril para evitar la desecacion y dafio del
tejido y para posterior tratamiento con el reactivo DAPI.

Finalmente, se realizé una seleccion visual de los cortes (delgados y sin dafio
aparente en el tejido), los cuales se fijaron en buffer fosfato con glutaraldehido al
4% (Fosfato de potasio dibasico 0.2M pH 7.3). Los cortes seleccionados se
ubicaron en un portaobjetos, se trataron con el reactivo DAPI (0.2 pg/mL) durante
30 min bajo condiciones de oscuridad a 4°C. Transcurrido este periodo de tiempo,
se lavd el exceso de reactivo con agua destilada estéril y bajo condiciones de
oscuridad se observaron los cortes empleando un microscopio de fluorescencia

Axioskop 2 Plus ® a diferentes aumentos.

2.3.2 Registro de datos y toma de micrografias.

Los datos fueron registrados en la planilla de registro de datos que se muestra a
continuacion. y se tomaron micrografias con una cadmara digital Canon G5 de 5.0

Mega Pixeles.

El registro de datos se realizdé con base en la presencia 6 ausencia de cuerpos

fitoplasmaticos, adicionalmente también se registr6 cuando por condiciones de
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grosor o de conservacion del tejido no se pudo determinar la presencia o ausencia

de éstos cuerpos (Tabla 1).

Tabla 1. Formato de recoleccién de datos para el Test DAPI. Primera columna se registré el
namero de la planta (ésta se tomo de la numeracién que tenian las plantas en el laboratorio) y el
namero de la hoja tomada de cada planta. Segunda columna nimero del corte evaluado; en la
tercera y cuarta columna se marco con una X de que parte provenia el corte, peciolo o nervadura.
Cuarta columna resultado del Test marcando con los siguientes signos: (+) positivo presencia de
fitoplasmas, (-) negativo ausencia de fitoplasmas y (0) cero no se pudo determinar presencia o
ausencia.

UNIVERSIDAD MILITAR NUEVA GRANADA
Registro de Observaciones para el TEST DAPI en la especie Catharanthus roseus
ESTUDIO MORFOMETRICO DE FITOPLASMAS PRESENTES EN Catharanthus roseus POR MEDIO DE
MICROSCOPIA ELECTRONICA Y DE BARRIDO

Fecha KELLY AVILA MENDEZ
Planta Corte No Parte de la hoja Resultado
Nervadura Peciolo

2.4 MICROSCOPIA OPTICA DE ALTA RESOLUCION

2.4.1 Tratamiento histoldgico.

La preparacion del tejido (fijacion, lavado, deshidratacién, inclusién, polimerizacion
y obtencion de cortes, se hizo con el protocolo adaptado de Bozzola y Russel
(1999), y teniendo en cuenta la técnica empleada por Pribylova y colaboradores
(2001).

Se tomaron segmentos de peciolo y nervadura central conservados en buffer
fosfato con glutaraldehido al 4% (Fosfato de potasio dibasico 0.2M pH 7.3) y se
cortaron con una cuchilla estéril para obtener nuevos fragmentos de tejido de
aproximadamente 1 mm?®.

Estos nuevos fragmentos, con una pinza estéril se sumergieron en tubos
Eppendorf de 1 mL en buffer de fijacién primaria fresco (con Buffer fosfato de

potasio 2% (p/v) pH 7,3 con glutaraldehido 5% (v/v) y sacarosa 4% (p/v) 5%.
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2.4.1.1 Fijacion Primaria

El tejido se fijo por medio de una inmersion total en buffer de fijacion primaria
(Buffer fosfato 0.2M, glutaraldehido 5%, sacarosa 4%), durante 3 horas a 4°C en
camara de vacio. Lo anterior se realizé con el fin de desgasificar el tejido y evitar el
dafio posterior que se puede ocasionar en el tejido debido a los siguientes pasos
de tratamiento histoldgico

2.4.1.2 Lavado.

Con el fin de remover el exceso de glutaraldehido que permanece en el tejido
luego de la fijacion primaria y preservar los acidos nucléicos, se lavo el tejido a 4°C
durante 30 min con el mismo buffer vehiculo (buffer fijacion primaria), mas una
solucibn 0.5 mM de CaCl,, Una vez realizado este lavado los tejidos se

transfirieron a nuevos tubos Eppendorf para iniciar el proceso fijacion secundaria.

2.4.1.3 Fijacion Secundaria.

Los fragmentos de tejido se sumergieron en una solucion de Tetréxido de Osmio
al 1% (p/v) en agua destilada estéril durante dos horas a 4°C en camara de vacio.
Lo anterior, con el fin de fijar y contrastar la membrana (el tetroxido de osmio

reacciona con las moléculas lipidicas de la membrana).

2.4.1.4 Deshidratacion.

El acondicionamiento del tejido para la infiltracion de las resinas Epoxi se inicio

con la deshidratacion del mismo utilizando como disolvente intermedio el etanol.
El protocolo de deshidratacion se llevo a cabo en series ascendentes (de menor a

mayor concentracion), empezando en etanol al 25% y terminando en etanol al

100% por periodos de 30 minutos cada uno.
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Todo el procedimiento de ésta fase se realizd a temperatura ambiente y se explica

en la siguiente figura (Grafica 3).

F= = &= 8= &

Etanol al 100%
(2 veces)

Etanol al 25% Etanol al 50% Etanol al 75% Etanol al 95%

Figura 3. Representacion esquemédtica de la metodologia usada para la fase de
deshidratacién del tejido. Flechas rojas indican la transferencia del tejido a un alcohol de mayor
concentraciéon. Cada segmento de tejido (representado aqui como un rombo verde) estaba en un
tubo Eppendorf (representado aqui como un cilindro).

2.4.1.5 Solvente Intermedio.
Al igual que en la fase anterior de deshidratacion, esta fase se realiz6 en series
ascendentes por periodos de 20 minutos cada una a temperatura ambiente. Las

concentraciones de 6xido de propileno utilizadas fueron 25%, 50%, 75% y 95%.

F === 3

Oxido de
propileno al
25%

Oxido de
propileno al
50%

Oxido de
propileno al
75%

Oxido de
propileno al
95%

Figura 4. Representacion de la metodologia usada para el protocolo del solvente intermedio.
Flechas rojas indican la transferencia del tejido a una concentracion mayor de oxido propileno.
Cada segmento de tejido (representado aqui como un rombo verde) estaba en un tubo Eppendorf
(representado aqui como un cilindro).

2.4.1.6 Inclusién en resina.

El acondicionamiento del tejido para cortes semifinos se realizé utilizando la resina
Spurr (Ver Tabla 2).
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Tabla 2. Especificaciones de los componentes de la resina Spurr.

DENSIDAD

COMPONENTE 3 FUNCION
(g/cm™)

ERL 4296 (VCD) 110 Resina

Vinil-4- Cyclohexene Diepoxide )

DMAE 0.89 Acelerador

2-(Dimethylamino) ethanol )

NSA 103 Endurecedor

Noenyl Succinic Anhydride Modified '

DER 736 Flexibilizador
) 1.14

Resina Epoxy

Para obtener la dureza adecuada para la inclusion del tejido se tomaron primero
8.2 mL de VCD, se mezclo con 4.8 mL de DER 736, una vez homogenizada ésta
mezcla se afiadio 23.1 mL de NSA, finalmente se afiadieron 400 uL de DMAE y se
homogeniz6 nuevamente la mezcla. La determinacion del volumen de cada

componente se determiné teniendo en cuenta la densidad de cada uno.

La infiltracion del tejido en resina se hizo bajo agitaciéon constante usando una
solucion de oxido de propileno y resina de la siguiente manera: 2 partes de oxido
de propileno: 1 parte de Resina Spurr por 1 hora; 1 parte de 6xido de propileno: 1
parte de Resina Spurr por 1 hora (se repiti6 2 veces con la misma duracion), y
finalmente resina pura toda la noche; ésta ultima fase de realizé a 4°C. Las

primeras infiltraciones se realizaron a temperatura ambiente.

2.4.1.7 Inclusién y Polimerizacién.

Se tomaron capsulas BEEM de plastico (Better Equipment for Electréon

Microscopy), a las cuales se les afiadio 0.5 mL de la mezcla de resina pura.
El tejido fue introducido en la parte inferior de la capsula para la obtencion de

cortes semifinos. El proceso de polimerizacion se llevé a cabo dejando las

capsulas de plastico en horno por 24 horas a 60°C.
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2.4.2. Obtencién de cortes semifinos.

Con el fin de realizar la valoracion del tejido y poder determinar los tejidos que
serian procesados por microscopia electronica de transmision se realizo el
protocolo sugerido por Bozzola y Russel (1999), en el cual, los bloques se
acondicionan dejando la muestra expuesta, y se corta la superficie de la resina
con forma trapezoidal; lo anterior se realizo bajo vista en estereoscopio y con

cuchillas estériles.

Los cortes semifinos se realizaron en un ultramicrotomo Sorvall MT-1 Porter Blue.,
se hicieron aproximadamente de 5 a 7 cortes por bloque de tejido con un grosor
aproximado de 1um.

2.4.2.1 Tincién con azul de toluidina.

Una vez obtenidos los cortes, éstos se situaron en un portaobjetos cubierto con
una gota de agua destilada estéril, los cuales se dejaron secando en una plancha

de calentamiento a 50°C por un tiempo de 5 a 10 min.

Una vez secos, se trataron con una solucion concentrada de azul de toluidina
(1%), por un tiempo aproximado de 1 min. Transcurrido este tiempo, se lavaron
con agua destilada estéril y se dejaron secar en la plancha de calentamiento

nuevamente aproximadamente 30 seg.

Finalmente, se cubrieron con una laminilla y una gota de Entellan ® y se dejaron

secar a temperatura ambiente.
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2.4.2.2 Toma de micrografias por microscopia 6ptica de alta resolucion.

El estado de conservacion del tejido y la calidad del mismo se valoré realizando
observaciones en un microscopio de luz de alta resoluciéon Axioskop 40 FL Plus

Carl Zeiss a diferentes aumentos.

Se realizdé un registro fotografico de los tejidos (Camara Digital Canon G5) y se
tomaron mediciones de diametro de los cuerpos fitoplasmaticos observados, con

la reglilla microscoépica del equipo.

Sobre las mediciones realizadas, es importante aclarar que se tomaron tres
medidas: Diametro mayor, diametro menor y la transversal, para obtener el
diametro promedio estas medidas se sumaron y se dividieron por tres, teniendo en

cuenta la diversidad de formas presentadas por los fitoplasmas.

Es importante resaltar que la magnificacién obtenida de las micrografias de éste
trabajo corresponden al producto del objetivo (100X), por el foto tubo (4X) y el
aumento de la camara (Camara Digital Canon G5) que varié segun la resoluciéon

necesaria de la imagen (vario entre 5.1X a 8.1X).

2.4.2.3 Anadlisis de micrografias

Se realiz6 una seleccién visual de las micrografias y se seleccionaron aquellas
donde se pudiera encontraron cuerpos fitoplasmaticos para realizar una
identificacion preliminar de las diferentes formas presentadas por los fitoplasmas,
y adicionalmente donde se pudiera realizar un conteo de los cuerpos
fitoplasmaticos observados en los tubos cribosos para establecer de manera

cuantitativa su distribucion.
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2.5 MICROSCOPIA ELECTRONICA

2.5.1 Microscopia electronica de transmision.

El acondicionamiento histolégico para microscopia electronica de transmision se
hizo por medio del protocolo modificado de Reynolds (1963), en donde cuya
caracteristica principal es el contraste que se le hace al tejido con nitrato de
plomo a pH basico.

Los bloques seleccionados por medio de microscopia 6ptica de alta resolucion se
perfilaron con cuchillas minora estériles hasta obtener una piramide que soélo
tuviera el segmento de tejido y lo dejara expuesto para la observacidén en cortes

ultrafinos por medio de microscopia electronica de transmision.

En el ultramicrétomo (se utilizdé el mismo equipo que para los cortes semifinos), se
obtuvieron de 6 a 10 cortes con un grosor promedio de 250 nm; una vez obtenidos
los cortes éstos se pescaron de arriba hacia abajo con una rejilla de colodion para
llevarlas a secado en papel del filtro (las rejillas se secaron por el lado que no tiene

el corte para evitar el deterioro de éste).

Una vez ubicados los cortes en las rejillas se contrastaron con acetato de uranilo y
nitrato de plomo de la siguiente manera: En una caja de Petri, se realizd una
camara humeda (papel de filtro humedecido con etanol al 70%) y se coloco
parafilm dentro de ésta. Posteriormente, se afiadieron gotas de uranilo; una gota
de uranilo por cada rejilla y con unas pinzas estériles se deposité la rejilla con el

lado del corte hacia el colorante por 10 min., en condiciones de oscuridad.
Luego, se lavaron las rejillas con gotas de agua destilada estéril por 20 segundos

y se secaron con papel de filtro sélo se secaba el lado de la rejilla, no se seca el

lado donde esta el corte.
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Seguido de esto, se colocd un nuevo parafilm en la camara himeda con gotas de
citrato de plomo (al igual que con el uranilo el nimero de gotas depende del
namero de rejillas a contrastar) y se dejaron los cortes expuestos al colorante por
6 min se lavaron y se secaron como en el procedimiento anterior: Se dejaron un
tiempo de 10 min antes de poder hacerles observaciones al microscopio

electrénico.

Finalmente, se hicieron observaciones en un microscopio electronico de
transmision (MET), Hitachi HU-122 a 75 KV.

Con el fin de contrastar los resultados obtenidos por microscopia 6ptica, al igual
que en el caso anterior se tomaron las medidas anteriormente establecidas para

dichos microorganismos y se realizé igualmente el analisis morfométrico.

2.5.2 Tincidn negativa

2.5.2.1 Extraccién floema de Urapan (Fraxinus sp.)

Para comparar los resultados obtenidos en C. roseus con Urapan se tomaron
muestras de hojas de Urapan de la Universidad Militar Nueva Granada (arboles
96, 97, 98 y 100; ver figura 5).

Las hojas de los arboles se lavaron agua destilada estéril y para la extraccion del

floema, se oprimié a lo largo de la nervadura hacia el peciolo con una barra de

vidrio, de manera, que al final se lograba obtener el extracto.
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Figura 5. Diagrama de ubicacion de los arboles de Urapan de la UMNG. Tomados para la
recoleccion de muestras de hojas infectadas.

Debido a la poca cantidad obtenida de floema por medio de este procedimiento,
éste se realizd en aproximadamente 300 hojas para poder obtener un volumen de
0.5 m, el cual era suficiente para el procedimiento de tincion. El floema extraido se
preservo en 1 mL de buffer de fijacion primaria (buffer fosfato 0.2M. glutaraldehido

5%, sacarosa 4%) a 4°C.

2.5.2.2 Preparacion de las rejillas

Las rejillas para la tincion negativa se recubrieron con colodion (nitrocelulosa en

amilacetato al 0.1%).

En un vaso deprecipitado con agua destilada estéril se afiadieron dos gotas de
colodién. Pasados aproximadamente 2 min, y luego de hacer una revisiéon visual
de la membrana de colodién se ponia sobre ésta con unas pinzas estériles de 4 a
5 rejillas, éstas eran retiradas del vaso deprecipitado con un portaobjetos, el cual,
al sumergirse provocaba que la membrana junto con las rejillas giraran 1802 y

guedaran adheridas al porta objetos.

Finalmente la calidad del cubrimiento de la rejilla con la membrana de colodién se

revisd por observacion al estereoscopio en donde se examinaba que la totalidad
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de la rejilla hubiese quedado cubierta y que ésta no estuviera plegada o con

estrias.

2.5.2.3 Procedimiento de tincién negativa.

En un porta muestras se colocaron las rejillas y se les afiadio 5 pL del extracto de
floema de Urapan, el cual se dejo secar en camara extractora por un tiempo de 30

minutos.

Transcurrido este tiempo y una vez estuvieron secas las rejillas, el extracto se
contrasté con una solucion de acido fosfotungstico (AFT) en acetona al 1%. Las
rejillas se dejaron con el colorante, no fueron lavadas con agua destilada estéril
debido a la baja concentracion del AFT (Procedimiento mencionado por Santander

originalmente sugerido por Hampton 1964).
2.5.3 Microscopia Electrénica de Barrido

Los andlisis de microscopia electronica de barrido se realizaron en un Microscopio
FEI Quanta 200 y las condiciones del equipo a la cual se sometieron las muestras

fueron: 0.95 Torr, vapor de agua, temperatura interna del equipo 18°C..

El andlisis de muestras por medio de ésta técnica se realizé con tejido floemético
de C. roseus (tejido de las plantas utilizadas en los ensayos anteriores) y arboles

de Urapéan de la Universidad Militar Nueva Granda (ver figura 5).

Para el andlisis de los segmentos de las muestras vegetales se procedio a realizar
cortes longitudinales a mano alzada. Los cortes se colocaron en un porta muestras
(éste permite el manejo de 7 muestras de 1 cm?), el cual se introdujo en una
camara de muestras motorizada adecuado para las condiciones de bajo vacio del
microscopio al cual fueron sometidas las muestras. Es importante resaltar que

para el proceso de barrido el grosor de la muestra era irrelevante, por lo tanto solo
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se tomo en cuenta para los cortes que el area del corte fuera el adecuado para el

porta muestra. (Ver Figura 6)
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Figura 6. Representacion del montaje realizado en el porta muestras usado para
microscopia electréonica de barrido con bajo vacio. En cada circulo se montaban dos muestran
de cortes longitudinales de peciolo y nervadura central (simbolizado aqui como rectangulo verde).
Los nameros indican las marcas del portaobjetos las cuales se utilizaban como guia para realizar el
barrido total de las muestras.

Una vez introducidas las muestras en el microscopio de barrido, se dejaron un
tiempo aproximado de 5 min., con el fin de ajustar el equipo a las condiciones de

bajo vacio requeridas para la observacion de las muestras.

Una vez ubicado el tejido objetivo (floema), éste se barrid en su totalidad y se

tomaron micrografias a diferentes magnificaciones.

Para este tipo de microscopia no se realizaron mediciones ya que el objetivo de

realizar esta técnica era observar la morfologia externa de los fitoplasmas.

39



3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 ANALISIS SINTOMATOLOGICO

El analisis sintomalégico realizado en Urapan y C. roseus permitié detectar una
correlacion de los sintomas causados por los fitoplasmas en ambas especies
vegetales. A pesar que hay sintomas similares presentados por las dos especies,
como amarillamiento y acortamiento de entrenudos, no se puede afirmar con
certeza que esta similitud sea una respuesta exclusiva frente a la infeccion de los
fitoplasmas , pues la fisiologia de las dos especies y su respectiva respuesta a un
ataque (asi sea producida por el mismo agente causal) puede llegar a ser

diferente.

3.1.1 Sintomas de fitoplasmosis observados en Urapan (Fraxinus sp.)

La Tabla No 3 muestra los resultados obtenidos en el analisis de sintomas,
relacionado con la presencia de fitoplasmas (Datos originales de los otros

sintomas ver Anexo No 8).

La figura 7 permite ver el porcentaje calculado de la presencia de cada uno de los
sintomas registrados y observados. En ésta grafica se puede destacar que para
los arboles evaluados el sintoma mas frecuente en éstos corresponde al de
crecimiento epicérnico y hojas pequefias; mientras en menor porcentaje se
observa el sintoma de descortezamiento (s6lo se observo en un arbol, ver tabla 3).
La figura 7 no incluye el sintoma de muerte apical, pues éste fue registrado de
forma diferente (en fracciones segun el grado de intensidad, ver Anexo 6), y se
calcul6 el porcentaje de éste sintoma de manera individual (Ver figura 8).
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Tabla 3. Resultados obtenidos en el analisis sintomatolégico realizado a 30 arboles de
Urapan ubicados en el Parque “El Virrey” de Bogota.

Arbol
No ASOCIADOS A FITOPLASMAS
CE HP MA RC DL DC
1 1 1 1/3 1 0 0
2 1 1 2/3 0 1 0
3 1 1 0 0 0 1
4 1 1 1/3 1 1 0
5 1 1 1/3 0 1 0
6 1 1 0 0 0 0
7 0 1 2/3 0 1 0
8 1 1 1/3 0 1 0
9 1 1 0 1 0 0
10 1 1 1/3 1 1 0
11 1 0 1 1 1 0
12 1 1 0 1 1 0
13 1 1 1/3 1 1 0
14 1 1 0 1 0 0
15 1 1 0 1 0 0
16 0 1 1/3 0 1 0
17 0 1 2/3 1 1 0
18 1 1 0 1 1 0
19 1 1 1/3 1 1 0
20 1 1 2/3 1 1 0
21 1 1 1/3 1 1 0
22 1 1 1/3 0 1 0
23 1 1 1 0 1 0
24 1 1 2/3 1 1 0
25 1 1 1/3 0 0 0
26 1 1 1/3 0 1 0
27 1 1 1/3 0 1 0
28 1 1 2/3 1 1 0
29 1 1 1/3 1 1 0
30 1 0 1/3 0 0 0

El nimero 1 indica la presencia del sintoma y el 0 indica la ausencia del sintoma.

CE: Crecimiento epicérnico. HP: Hojas pequefas. MA Muerte apical. RC: Ramas en copo. DL:
Delicuescencia. DC Descortezamiento. El 1 que se registra en el sintoma de MA es el equivalente
a 3/3.

41



% de Urapanes afectados con sintomas de fitoplasmosis
100 ~
8 80 -
o
o n
T g 60 -
L © 0,
=8 0% HA
= 40 +
T ©
o
I 20
o
0
CE HP RC DL DC
0% HA 90 93 57 73 3
Sintoma

Figura 7: Grafica de porcentaje de Urapanes afectados con sintomas asociados a
fitoplasmas. Datos provenientes de 30 arboles observados para cada sintoma. CE: Crecimiento
epicérnico. HP: Hojas pequefias. RC: Ramas en copo. DL: Delicuescencia. DC: Descortezamiento.
MA: Muerte apical.
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Figura 8: Grafica de porcentaje de Urapanes que presentaron el sintoma de muerte apical.
NUmero de arboles evaluados: 30.

La Figura 8, muestra que la mayoria de arboles presentaron el sintoma de muerte
apical (77%), siendo 1/3 la intensidad mas comunmente encontrada (50%). A nivel
general, éste sintoma comparado con la incidencia de los otros sintomas
relacionados con fitoplasmosis no mostré tener una incidencia mayor respecto a

los otros sintomas evaluados (aproximadamente el 15%).
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Las siguientes figuras (Figura 9 a la 12) muestran fotografias tomadas a los
arboles estudiados donde se observan ejemplos de la sintomatologia presentada

por éstos.

Figura 9: Fotografia de Urapan (Arbol No 2). Notese en este arbol la muerte apical sefiala con
los circulos rojos.

Figura 10: Fotografia de Urapan (Arbol No 11). Notese en este arbol el crecimiento epicornico
gue se manifiesta en brotes de ramas en posiciones anormales en el arbol. Recuadro rojo.
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Figura 11: Fotografia de Urapan (Arbol No 13). Nétese en este arbol las ramas en copo

(Circulos rojos) en la parte apical y la muerte apical del mismo.

Figura 12: Fotografia de Urapan (Arbol No 14). Sintoma de amarillamiento.

Finalmente, cabe resaltar que a pesar del analisis sintomatologico realizado en
estos arboles, no se tomaron muestras vegetales de éstos para el analisis

histoldgico realizado, pues esta parte del trabajo se realizé primordialmente con el
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fin de comprender la manifestacién de la enfermedad en una muestra dada de

arboles de Urapan y correlacionarla con la que se desarrolla C. roseus.

3.1.2 Sintomas de fitoplasmosis observados en Catharanthus roseus

La tabla 4 contiene los resultados que se obtuvieron del andlisis realizado a las 9

plantas sintométicas del laboratorio de Biotecnologia.

La figura 13 por su parte, muestra el porcentaje de la presencia de cada uno de
los sintomas observados, en donde se puede resaltar que para las plantas
evaluadas los sintomas mas frecuentes son: hojas pequefas, rebrotes,
acortamiento de entrenudos y pérdida de dominancia apical; en menor porcentaje
la virescencia, amarillamientos y flores pequefias y no se observd en ninguna

planta filodia.

Tabla 4. Resultados obtenidos en el andlisis sintomatoldgico realizado a C. roseus.

SINTOMAS PRESENTES EN VINCA ASOCIADOS A FITOPLASMAS

Planta No No Lab HP AE
1 1

2 Dic 5/04

3 Jul 14/04

4 4

5 30

6

7

8

9
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<
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El nimero 1 indica la presencia del sintoma, el 0 indica la ausencia del sintoma. Debido a que las plantas
tenian una numeracion arbitraria como lo indica la segunda columna se les otorgd una numeracion
ascendente para facilidad de reconocimiento. HP: Hojas pequefas. F: Filodia. V: Virescencia. R: Rebrotes.
AE: Acortamiento entre nudos PA: Pérdida dominancia apical. A: Amarillamiento. FP: Flores pequefias. HD:
Hojas. Deformes. D: Decaimiento.
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Figura 13. Gréafica de porcentaje de los sintomas presentes en Catharanthus roseus. HP:
Hojas pequefias. F: Filodia. V: Virescencia. R: Rebrotes. AE: Acortamiento entrenudos. PA:
Pérdida de dominancia apical. A: Amarillamiento. FP: Flores pequefias. HD: Hojas deformes. D:
Decaimiento

3.2 IDENTIFICACION DEL TEJIDO OBJETIVO MEDIANTE TEST DAPI

Las observaciones histolégicas realizadas al tejido floematico de C. roseus no
expuesto a fitoplasmas (control negativo, Planta 10) permitieron observar las
estructuras caracteristicas de este tejido. Se logré identificar y observar
estructuras caracteristicas del floema como: tubos cribosos, células
acompafantes, parénquima y lamina cribosa, ademas se observaron estructuras

celulares del xilema como las traqueidas (Ver figura 14).
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Figura 14. Micrografia de corte longitudinal de nervadura central tratada con el reactivo
DAPI. Tejido control; DAPI negativo, Planta control. Notese las estructuras celulares
caracteristicas del tejido objetivo y la ausencia de cuerpos fitoplasmaticos presentes en los tubos

criboso TC.Tubo criboso del floema. LC Lamina cribosa. TR Traqueidas. Magnificacion 2040X.

Las figuras que se presentan a continuacion (Figuras 15 a la 18) muestran las
caracteristicas de un tejido DAPI positivo en cortes de nervadura central y peciolo

de diferentes plantas sintoméaticas de C. roseus obtenidas en el laboratorio.

Por otra parte, el tejido DAPI positivo se caracterizé por la presencia de cuerpos
morfologicamente alargados y fluorescentes en los tubos cribosos del floema.
Ademas, se observo en el tejido la presencia de cuerpos circulares, los cuales se
identificaron inicialmente como posibles bacterias, se excluyé que fueran nucleos
celulares cuando se encontraban ubicados en los tubos cribosos, pues éste es un
tejido anucleado; por el contrario, cuando se encontraron células circulares en las
células acompafantes si se determinaron como nucleos celulares (Ver figura 15y
16).

Para ésta prueba no se tomaron medidas de las células consideradas como

posibles cuerpos fitoplasmaticos, debido a la inespecifidad de la prueba.
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Figura 15. Micrografia de corte longitudinal de C. roseus de nervadura central tratada con el
reactivo DAPI, Planta 22. DAPI positivo nétese la presencia de cuerpos fitoplasmaticos (CF,
Flecha blanca), alargados fluorescentes que se ubican en los tubos cribosos. Flecha roja cuerpos

circulares mas fluorescentes, posiblemente otrass bacterias. TR Traqueidas. Magnificacion 2040X.

Figura 16. Micrografia de corte longitudinal de C. roseus de peciolo tratado con el reactivo
DAPI, Planta 16. Nétese la presencia de cuerpos fitoplasmaticos (CF) alargados fluorescentes
gue se ubican en los tubos cribosos. TC: Tubo criboso. TR Traqueidas. NC: Nucleo celular.
Magnificacion 2600X.
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Figura 17. Micrografia de corte longitudinal de C. roseus de peciolo tratado con el reactivo
DAPI, Planta 16 Obsérvese en la micrografia presencia de cuerpos fitoplasméaticos (CF) alargados
fluorescentes que se ubican en los tubos cribosos. TR Traqueidas. NC Nucleo celular. Las
manchas rojas observadas en la micrografia son degradacién de clorofila producida en el tiempo

del tratamiento del tejido con el reactivo DAPI. Magnificacion 2600X.

Figura 18. Micrografia de corte longitudinal de C. roseus de peciolo tratado con el reactivo
DAPI, Planta 22. Nétese la presencia de cuerpos fitoplasmaticos (CF,) alargados fluorescentes

gue se ubican en los tubos cribosos. TC Tubo criboso. NC Nucleo celular. Magnificacion 2600X.
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Como se menciond en la metodologia, se registraron los resultados obtenidos
para el test DAPI con el fin de llevar un control de cada corte y asi mismo
determinar qué plantas serian las adecuadas para el tratamiento histolégico para

procesamiento por microscopia electronica de transmision y barrido.

La Tabla 5 muestra los resultados de DAPI obtenidos de los 80 cortes realizados
en las diferentes plantas sintométicas de C. roseus. Los resultados permiten ver
que del total de cortes realizados, en el 28% de éstos no se pudo determinar la
ausencia o presencia de fitoplasmas en el corte debido al grosor y calidad del
mismo; el 45% de cortes obtenidos se encontraron DAPI negativos y el 25% se
encontraron DAPI positivos.

Tabla 5. Resultados obtenidos por test DAPI realizado a peciolo y nervadura central de C.
roseus. Primera columna registra el nimero de planta y el nimero de hoja tomada de la misma.
Segunda y tercera columna corresponden a la parte del tejido tomado para los cortes evaluados
con el reactivo DAPI (se marcé una X). Ultimas columnas (8, resultado por corte), indican el
resultado obtenido del test (+) positivo, (-) Negativo 0 (0) no se pudo determinar. No todas las

casillas aparecen llenan pues no en todos los segmentos se logré obtener 8 cortes. Los espacios
en blanco corresponden a cortes no efectuados.

PLANTA PARTE DE LA HOJA RESULTADO POR CORTE
Nervadura Peciolo 1 2 3 4 5 6 7 8

H1/22 X 0O 0 0 O

H2/22 X - - - - -

H3/22 X - 0 o0 - -

H1/16 X - - - - -+

H2/16 X X - - - - -

H2/16 X + + 0 0 - + + O

H3/16 X O + + 0 0 +

H1/1 X 0O 0 0 o 0 0 O

H1/17 X + + + + + + + 4+

H2/17 + + 0 + 0 0 + +

CONTROL X - - - - - - e

CONTROL X - - - - - - e
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3.3 DETECCION MEDIANTE MICROSCOPIA OPTICA DE ALTA RESOLUCION

3.3.1 Tincién con azul de toluidina

Este procedimiento permitio la observacién de cuerpos fitoplasméaticos y de
bacterias en el tejido objetivo, coincidiendo con las observaciones realizadas en
tejido tratado con DAPI.

Estas observaciones indicaron que las plantas contenian mas de un tipo de
microorganismo, posibles bacterias enddfitas, y no Unicamente fitoplasmas como

se considero inicialmente por la evaluacidn sintomatoldgica realizada a C. roseus.

Las micrografias que se muestran a continuacion (Figuras 19 a la 23) son
ejemplos de cortes longitudinales obtenidos a partir de floema de C. roseus
infectados con fitoplasmas y bacterias endofitas tefiidos con azul de toluidina. En
estas diferentes micrografias se observa la distribucion de los fitoplasmas en los
vasos del floema, la cual es irregular pues se observaron vasos vacios, mientras
gue vasos adyacentes estan infectados con fitoplasmas. Asi mismo la cantidad de

los fitoplasmas no es homogénea dentro de los vasos.

Es importante aclarar, que la diferenciacion que se realizd entre bacterias y
fitoplasmas se baso principalmente en la densidad observada en cada uno de los
microorganismos, los fitoplasmas se observaron como cuerpos menos densos

respecto a las bacterias que se observaron cuerpos densos (circulos azules).
Ademas, se pudieron observar las diferentes formas que presentaron los cuerpos

fitoplasmaticos, resaltandose principalmente formas circulares, ovaladas y formas

completamente amorfas consideradas como cuerpos pleomorficos.
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Figura 19. Corte longitudinal de nervadura central de C. roseus, tefiido con azul de toluidina,
Planta 16. Nétese en el tubo criboso (TC), cuerpos fitoplasmaticos. Véase la diferencia en formas,
tamafio de los fitoplasmas y su distribucién a lo largo del tubo. Magnificacion 2600X.

Figura 20. Corte longitudinal de peciolo de C. roseus, tefiido con azul de toluidina, Planta 16.
Obsérvese los cuerpos fitoplasmaticos ubicados dentro del tubo criboso (TC). Véase la
diferenciacion de las formas y tamafio de los fitoplasmas y su distribucién a lo largo del tubo. LC
Lamina Cribosa. CA Célula acompafante. P. Parénquima. Magnificacion 3240X.
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Figura 21. Corte longitudinal de peciolo de C. roseus, tefiido con azul de toluidina, Planta 16.
Flecha blanca sefiala los cuerpos fitoplasmaticos ubicados dentro de un tubo criboso del floema.
En la que se resalta una agrupacion de éstos. LC Lamina Cribosa. P Parénquima Magnificacion
2600X.

Figura 22. Corte longitudinal de nervadura central de C. roseus, tefiido con azul de toluidina,
Planta 17. La flecha blanca sefiala los cuerpos fitoplasmaticos ubicados dentro de un tubo criboso
del floema. TC Tubo criboso. P Parénquima. Magnificacion 2600X.
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Figura 23. Corte longitudinal de nervadura central de C. roseus, tefiido con azul de toluidina.
Planta 17. Obsérvense fitoplasmas dentro del tubo criboso (TC), nétese la distribucion, tamafio y
formas de éstos. Flecha roja: bacterias asociadas a los fitoplasmas dentro del tubo criboso. Flecha
verde muestra dicha asociacion. Flecha amarilla: posibles exudados producidos por la planta como
mecanismo de defensa por la presencia de fitoplasmas y bacterias. TC Tubo criboso. CrP
Crenaciones de la pared. CA Célula acompafiante: Magnificacion 2040X

3.3.2 Andlisis morfométrico

El andlisis de las micrografias de microscopia Optica de alta resolucién permitié
establecer que para los fitoplasmas presentes en C. roseus presentaron
caracteristicas morfologicas de pleomorfismo, asi como de tipo simétrico como
circular y ovalada. Lo anterior permitid entonces determinar los tres tipos de
formas predominantes encontrados en fitoplasmas provenientes de tejido
floematico de C. roseus los cuales se mencionan a continuacion:

» Circular: las tres medidas tomadas (diametro mayor, didmetro menor y

transversal) son iguales.
» Ovalado: con base a las tres medidas tomadas el didmetro mayor y la

transversal son iguales.
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> Pleomorfico debido a la discontinuidad de su forma sus tres dimensiones

son diferentes.

Las tablas 6 y 7 registran los resultados del promedio del diametro obtenido para
fitoplasmas (la medida reportada corresponde al valor promedio de las tres
mediciones originales Anexo 1) y para bacterias que para las cuales sé6lo se tomé

una medida debido a su forma circular.

Las medidas del diametro tomadas a los dos tipos de microorganismos
encontrados coinciden con el reportado por Mussetti y Favali (2004), Esta tabla
también muestra que hay medidas fuera del rango lo cual sugiere que
posiblemente existen fitoplasmas que debido a su caracter pleomérfico presentan
dimensiones mayores a las que se encuentran actualmente reportadas en la

bibliografia.

Tabla 6. Medidas de diametro promedio registrados en cuerpos fitoplasmaticos. Ensayos de tincion
con azul de toluidina. Medidas registran el valor promedio obtenido de las tres mediciones realizadas en el
plano de corte a diferentes cuerpos fitoplasmaticos. Valores aparecen en orden ascendente. Valores repetidos
se omitieron en esta tabla pero se tuvieron en cuenta para el promedio. Promedio del didmetro total para
fitoplasmas 1.320 pm

DIAMETRO PROMEDIO (um)

0,733 1,367
0,80 1,400
0,80 1,433
0,867 1,633
0,867 1,633
0,90 1,667
0,90 1,667
0,90 2,00
0,933 2,00
0,967 2,333
1,00 2,333
1,033 2,667
1,067 3,00
1,10 3,00
1,10 3,333
1,333 3,667
1,367

Rango 0.733 - 3.667 pm
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Tabla 7. Medidas de didmetro en bacterias. Ensayo de tincidon con azul de toluidina. Medidas
registran el valor promedio obtenido para cada microorganismo en el plano de corte. Valores
aparecen en orden ascendente. Valores repetidos se omitieron en esta tabla (se tuvieron en cuenta
en el promedio). Promedio didmetro 1.25 pm.

DIAMETRO
PROMEDIO (um)
0,80 1,40
0,85 1,45
0,90 1,50
0,95 1,80
1,00 1,85
1,10 1,90
1,20 2,00
1,25 2,00
1,30 2,80

2,50

Rango 0,80 - 2,50 pm

La tabla 8 por su parte, registra el numero total de formas evaluadas de
fitoplasmas en las que se puede concluir que la forma predominante es la circular,

y en menor cantidad la pleomorfica.

Tabla 8. Conteo de las diferentes formas encontradas para los cuerpos fitoplasmaticos en
los ensayos de azul de toluidina. El total registra el nUmero total de cuerpos evaluados.

NUMERO DE

MORFOTIPOS
CIRCULAR 75
OVALADO 60
PLEOMORFICO 44
TOTAL 239

La tabla 9 muestra los datos del conteo que se realizé de bacterias y fitoplasmas
por tubo criboso; este conteo permitié calcular la abundancia como se muestra en
la tabla 12.
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Tabla 9. Conteo de fitoplasmas y bacterias por tubo criboso. Primera columna namero de corte
evaluado. Segunda columna nimero de bacterias por tubo criboso. Tercera columna nimero de
fitoplasmas por tubo criboso. Namero total de cortes examinados 30. Los espacios en blanco se

deben a la ausencia del microorganismo en el corte observado.

CORTE BACTERIAS FITOPLASMAS

1 3

2 2

3 3

4 2

5 6

6 7 8

7 2 9

8 4

9 4

10 4

11 6

12 18 10

13 9 46

14 18 6

15 11 16

16 35 19

17 5 14

18 4 4

19 4 2

20 18

21 3 39

22 2 27

23 2 34

24 2 31

25 39

26 45 136

27 47 134

28 82 72

29 90 153

30 2 32
TOTAL 422 849

La tabla 9 del conteo de fitoplasmas y bacterias muestra que el tejido objetivo se
encontraba principalmente infectado por fitoplasmas, éstos datos a su vez,
permitieron concluir que los fitoplasmas se encuentran en nimero dos veces mas
que las bacterias por lo tanto su abundancia por tubo criboso es mayor como lo

indica la tabla 10.

Adicionalmente, los conteos realizados a los fitoplasmas permitieron establecer

que su distribucion no es homogénea, hay lugares de los tubos cribosos, donde se
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observan mayores agrupaciones del fitoplasmas y asi mismo hay lugares donde

Su numero es menor o nulo.

Tabla 10. Abundancia de fitoplasmas y bacterias por tubo criboso. El calculo de la abundancia
se determind con base al promedio de cuerpos encontrados por corte; el corte representa el tubo
criboso.

ABUNDANCIA (Namero promedio de fitoplasmas
0 bacterias por tubo cribosos)
BACTERIAS FITOPLASMAS

14.066 28.30

3.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA

3.4.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Las micrografias electronicas que se presentan a continuacion (figuras 24 a la 29)
permiten ver en detalle caracteristicas morfolégicas y anatomicas de los
fitoplasmas; tales como la organizacion del ADN en el interior de éstas células y el
grosor de la membrana, en la cual no se logré observar la condicion triple de la
membrana reportada para fitoplasmas por Lee y colaboradores en 1998 y 2000 y

so6lo se observé una condicidon doble de la misma.

En las micrografias de mayor aumento (magnificaciones mayores a 20000X), se
realizaron mediciones de la membrana para compararla con la reportada por
Chapman y colaboradores en el 2001, que reportan que el grosor de membrana

promedio de 8 nm (una sola capa).
En estos ensayos, también se logré diferenciar claramente las bacterias

(Microscopia 6ptica de alta resolucion) de los fitoplasmas, pues las micrografias

permiten ver diferencias morfolégicas y anatomicas de éstos dos microorganismos

58



y que a su vez confirman la “doble infeccién” que presenta en tejido floematico de

C. roseus.

Figura 24. Micrografia electronica de floema de C .roseus. Notese el tubo criboso (Flecha
amarilla), infectado con fitoplasmas (flechas azules), que presentan diferentes formas y tamafios.
Magnificacion 3500X

Figura 25. Micrografia electronica de floema de C .roseus. Nétese la diversidad de formas en
los fitoplasmas (flechas azules). Flecha Roja sefiala la molécula de ADN del fitoplasma. P. Pared
del tubo criboso. Magnificacion 5000X
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Figura 26. Micrografia electronica de floema de C .roseus. Nétese la presencia de fitoplasmas
(flecha azul), asociados bacterias endéfitas (Flechas amarillas), en el tejido floematico. Flecha roja
ADN del fitoplasma. Magnificacién 25000X

Figura 27. Micrografia electrénica de floema de C .roseus. Detalle de la morfologia del
fitoplasma. M. membrana plasmatica, ndtese la asimetria de esta estructura y la variacion del
grosor de la misma;, indicando una posible membrana trilaminar. Grosor promedio de membrana
8.14 nm. A: Molécula de ADN. Magnificacién 70000X.
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Figura 28. Micrografia electronica de floema de C .roseus. Detalle de la morfologia del
fitoplasma. M. membrana plasmética, nétese la asimetria de esta estructura; Grosor promedio de
membrana 5.83 nm. A Molécula de ADN. Magnificacion 60000X

Figura 29. Micrografia electronica de floema de C .roseus. Detalle de la morfologia del
fitoplasma. M. membrana plasmética, ndtese la asimetria de esta estructura y la variacion del
grosor de la misma; indicando una posible membrana trilaminar Grosor promedio de membrana

6.21 nm. Magnificacion 45000X
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Debido a que no se logré observar la membrana trilaminar, pero en algunas
micrografias se alcanz6 a detallar una condicién doble de la misma se considero
que las limitaciones presentadas en este trabajo para observar ésta estructura se
presentaron principalmente por el plano de corte como lo sugieren Waters y Hunt,
en 1980.

Las mediciones realizadas a la membrana muestran que el rango del tamafio
promedio esperado para los fitoplasmas es muy reducido lo que se atribuye a las

caracteristicas asimétricas de la membrana. (Ver Tabla 11)

Tabla 11 Mediciones de grosor de membrana de los fitoplasmas. Técnica Microscopia
Electronica de Transmision. Medidas reportadas en nm. Promedio 6.84 nm.

GROSOR (nm) MEMBRANA

7,11 54
6,22 6,20
6,67 6,20
6,89 4,60
7,50 4,60
8,50 6,40
6,50 8,60
6,50 5,83
8,00 5,00
8,00 6,67
8,50 6,17
5,50 8,14
7,50 8,86
8,50 8,71
5,60 7,57
5,6

Rango 4,60 nm - 8,86 nm

La Tabla 12, registra las medidas de diametro promedio realizadas a los
fitoplasmas observados en el tejido del floema. Las medidas se realizaron con la

misma metodologia que las mediciones para microscopia de alta resolucion.
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Tabla 12 Mediciones de diametro de los fitoplasmas. Técnica microscopia electréonica de
transmision. Los valores repetidos se omitieron en esta tabla pero fueron tomados en cuenta para
el célculo del promedio. Medidas reportadas en pm. Promedio diametro fitoplasmas 0.974 pum

DIAMETRO (um)

0,300 1,000
0,433 1,033
0,476 1,048
0,500 1,067
0,600 1,095
0,633 1,143
0,667 1,200
0,683 1,233
0,700 1,238
0,714 1,286
0,74 1,300
0,762 1,333
0,767 1,467
0,800 1,500
0,810 1,567
0,833 1,81
0,867 1,902
0,933 2,000
0,952

Rango 0,300 - 2,000 pm
Finalmente, se compararon los resultados de microscopia éptica y microscopia

electrénica de transmision, por lo tanto, se consideré importante realizar en las
micrografias electronicas un nuevo conteo de las formas predominantes, dicha
comparacion permitié encontrar similitud en los datos obtenidos entre las formas
circulares y pleomorficas, en la forma ovalada no se encontré dicha similitud

numeérica lo que se presentd probablemente a errores en el conteo.

Tabla 13 Conteo a las diferentes formas establecidas para fitoplasmas en microscopia
electrénica de transmision. Total de cuerpos evaluados 102.

NUMERO TIPO DE FORMAS

CIRCULAR 45

OVALADO 26

PLEOMORFICO 31
TOTAL 102
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Estas comparaciones entre las dos técnicas de microscopia, permitieron
establecer la tendencia del didmetro para los fitoplasmas el cual oscila
principalmente 0.6 um y 1.5 um (ver grafico 30), el tamafio promedio obtenido por
medio de estas dos técnicas fue de 1.147 pm el cuales concuerdan con el

reportado en la bibliografia (Mussetti y Favali, 2004).

COMPARACION DE DIAMETROS OBTENIDOS EN
MO Y TEM PARA FITOPLASMAS

25

2—{ * o
L 2
15 4 [ ]
3‘0; r' *n " :0
~ "'“ % + Medidas
* . Fitoplasmas en MO

051 = t. . ® Medidas
Fitoplasmas en TEM

-

Figura 30. Grafico comparativo de diametros obtenidos. MO (Microscopia Optica del alta
resolucién, rombos azules) y TEM (Microscopia electrénica de transmisién, cuadrados fucsia).

Las siguientes graficas (Figura 31y 32), contrastan lo observado por microscopia
Optica y electronica de transmision, ya que debido a la diferencia de magnificacion
que se obtienen con las dos técnicas se consider6 importante comparar los

numeros de formas obtenidas.

MICROSCOPIA OPTICA

80
2 60 -
a0
o
£ 20 -
0

CIRCULAR OVALADO PLEOMORFICO

Tipo de forma

Figura 31. Conteo de formas obtenidas en los analisis de microscopia Optica de alta
resolucion.

64



MICROSCOPIA ELECTRONICA

50 -
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0 : ‘
CRCULAR  OVALADO PLEOMORFICO

NUumero de cuerpos
fitoplasmaticos

Tipo de forma

Figura 32. Conteo de formas obtenidas en los analisis de microscopia electrénica de
transmision.

Adicionalmente, se realiz6 una comparacion de las micrografias electrénicas
obtenidas en éste trabajo con el trabajo realizado por Rodriguez en el 2004
(ensayos realizados en tejido floematico de Urapan), lo que permitié concluir que
lo observado en este trabajo corresponde con mayor precision a la descripcion y a
las caracteristicas microscopicas de fitoplasmas, mientras que el trabajo de
Orostegui encontrd y describid principalmente bacterias del tejido analizado y no

fitoplasmas como lo sugirio el autor.

3.4.2 TINCION NEGATIVA

El contraste realizado con AFT en extractos de tejido de Urapan permitié observar
microorganismos con caracteristicas de forma similares (principalmente
pleomorficas) a las observadas en la técnica de microscopia electronica de
transmision realizada en tejido de C. roseus, pero con un tamafio menor. Lo
anterior, se puede apreciar en la tabla 14 donde su rango de tamafio es reducido
respecto al encontrado en tejido de C. roseus pues las medidas aqui reportadas
estan en escala nanométrica y no micrométrica como las mediciones anteriores,

mostrando una diferencia de tamafo entre los dos tejidos floematicos evaluados.
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Por lo tanto, esta diferencia en el rango de tamafio probablemente demuestra la
diversidad de tamafo que presentan los fitoplasmas, la cual concuerda con la
reportada por Ammar y colaboradores en el 2004 quien da un rango de tamafio

para estos microorganismos que va desde los 20 nm hasta los 500 nm.

Tabla 14. Diametro promedio de fitoplasmas obtenidos en tincién negativa. Obtenidos con la
técnica de tincion negativa (TN) de tejido floematico de Urapan. Medidas en nm.

Diametro Promedio en TN

57.22 0,081
66.12 0,091
67.45 104.02
67.24 114.00
68.52 116
69 124.37
71.51 133.42
76 157
78.20 159.89
79.07 162.45

Rango 57.22 — 162.45 nm

Hay poca informacién sobre la aplicacion de la tinciébn negativa como herramienta
en el diagndstico de fitoplasmas en el floema, por lo tanto se tomé como patrén de
comparacion los resultados obtenidos por Poghosyan y Lebsky en el 2004 que
trabajaron tejido floematico de Solanaceas infectadas con fitoplasmas. La
contrastacion de resultados permitid encontrar similitud en cuanto a forma vy

tamafio.
Las siguientes micrografias (figuras 33 a la 36), permiten detallar cuerpos

fitoplasmaticos mas pequefios que los encontrados en tejido floematico de C.

roseus con diversidad de formas.
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Figura 33. Micrografia electrénica tincion negativa de fitoplasmas de extracto de floema de
Urapan. Las flechas sefialan diferentes cuerpos fitoplasmaticos. Las manchas oscuras (densas)
observadas en la micrografia se deben a posible precipitacion del colorante. Magnificacion 70000X.

Figura 34. Micrografia electrénica tincién negativa de fitoplasmas de extracto de
floema de Urapan. Las flechas sefalas los diferentes cuerpos observados. Flecha
naranja posible fisién binaria de fitoplasmas. No6tese en ésta micrografia las diferentes
formas que presentan los cuerpos fitoplasmaticos en las que se resaltan ovaladas (flecha
verde) y pleomorficos (flecha amarilla) Magnificacion 70000X
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Figura 35. Micrografia electrénica tincion negativa de fitoplasmas de extracto de floema de
Urapan. Las flechas sefialas los diferentes fitoplasmas. No6tese en la micrografia diversidad de
formas que varian desde circulares (Flecha verde), cuerpos alagados (Flecha amarilla) y
pleomérficos (Flecha roja) Magnificacién 70000X

Figura 36. Micrografia electrénica tincion negativa de fitoplasmas de extracto de floema de
Urapén. Las flechas sefialas los diferentes cuerpos fitoplasmaticos. Magnificacién 70000X.
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3.4.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Las micrografias electrénicas de barrido (figuras 37 a la 39), mostraron la
ubicacion que se encontrod para los fitoplasmas en el tejido objetivo de C. roseus y
asi mismo la similitud de estos microorganismos en el tejido floematico del Urapan
(Figuras 40 a la 43).

Esta técnica permiti6 confirmar la presencia de fitoplasmas en los tejidos
floematicos de las dos especies, aunque no se pudieron hacer descripciones

morfologicas en ambos tejidos debido a la baja cantidad de fitoplasmas.

A lo largo de los ensayos realizados por medio de ésta técnica se presentaron
problemas en el tratamiento del tejido debido a su rapida desecacion y deterioro lo
que produjo entonces que en la mayoria de los casos no se pudieran tomar

micrografias con mayor magnificacion.

>

g

Det. WD HFW Spot Mag HV - -20.0pm-
LFD 6.4 mm51.20 ym 5.0 5000x 30.0 kV Universidad Nacional - SEM

Figura 37. Micrografia electronica de barrido de tejido de C. roseus. Nétese en la micrografia
una vista hacia el interior de los tubos cribosos (Flecha roja) y dentro de éstos una acumulacion de
cuerpos fitoplasmaticos (flecha azul). Ademas nétese la baja cantidad de cuerpos fitoplasmaticos
en el tejido.
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Det WD HFW Spot Mag HV ——20.0uym
LFD 6.5 mm 51.20 um 5.0 5000x 30.0 kV Universidad Nacional - SEM

Figura 38. Micrografia electrénica de barrido de tejido de C. roseus. Obsérvese la disposicion
de los fitoplasmas (flecha amarilla) en el tubo criboso. Ademas de la baja cantidad de éstos dentro
del tubo

Det WD HFW Spot Mag HV ——20.0um
LFD 6.5 mm 51.20 pm 5.0 5000x 30.0 kV Universidad Nacional - SEM

Figura 39. Micrografia electrénica de barrido de tejido de C. roseus. Nétese la disposicion y
agrupacion de los fitoplasmas (flecha amarilla) en el tubo criboso.
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Las siguientes micrografias electronicas de barrido (Figuras 40 a 43) fueron
obtenidas a partir de extractos de Urapan; permitieron observar la distribucion de
los fitoplasmas a lo largo de los tubos cribosos del floema, ademas de la presencia
de bacterias (con forma bacilar), indicando la presencia de otras bacterias en el
tejido objetivo. La presencia de éstas bacterias, explicaria porque en el tejido
floematico de C. roseus se observaron también dichos microorganismos y que

posiblemente éstos fueron transferidas por la ectoparasita Cuscuta sp.

Det. WD HFW Spot Mag HV —20.0pm
LFD 6.3 mm 51.20 um 5.0 5000x 30.0 kV Universidad Nacional - SEM

Figura 40. Micrografia electrénica de barrido de tejido de Urapan. Nétese la disposicion y
agrupacion de los fitoplasmas (Flecha amarilla) en el tubo criboso.
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Det. WD HFW |Spot Mag HV . -50.0pm- )

LFD 6.5 mm 0.17 mm 5.0 |1500x 30.0 kV Universidad Nacional - SEM
Figura 41. Micrografia electrénica de barrido de tejido de Urapan. Nétese la baja cantidad y la
disposicion de los fitoplasmas (flecha amarilla) en el tubo criboso. Obsérvese que a diferencia de
las micrografias anteriores no se encuentran agrupados. Esta micrografia permite ver una posible
forma circular de los fitoplasmas pero debido a su baja magnificaciéon no se puede concluir nada al

respecto.

Det WD HFW Spot Mag HV —20.0pm
LFD 4.7 mm 51.20 ym 5.0 5000x 30.0 kV Universidad Nacional - SEM

Figura 42. Micrografia electrénica de barrido de tejido de Urapan. Noétese la posicion del
fitoplasma en la pared del tubo criboso y su forma alargada (Flecha amarilla). Ademas se resalta
en esta micrografia la membrana que rodea al fitoplasmas y su grosor.
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Det| WD HFW Spot Mag HV —20.0pm
LFD 4.8 mm 51.20 um 5.0 5000x30.0 kV Universidad Nacional - SEM

Figura 43. Micrografia electréonica de barrido de tejido de Urapan. Nétese la presencia de
bacterias (forma bacilar) diferentes a fitoplasmas en la pared del tubo criboso (Flecha amarilla).

Nétese la pared celular que rodea al microorganismo.
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4. DISCUSION

El diagnostico sintomatologico realizado a plantas sintomaticas de C. roseus y
Urapan permiti6 observar una correlacion en cuanto a la manifestacion de los
sintomas. Sin embargo, ésta correlacion, no permite asegurar que exista una
similitud de respuesta ante el atague de los fitoplasmas por parte de ambas
plantas; pues la fisiologia de las dos especies y su respuesta ante un ataque por
parte de un parasito es diferente, entonces no se puede asegurar con exactitud
que exista una correspondencia de la respuesta fisioldégica de la planta ante el

atague de los fitoplasmas.

En relacion a los diferentes ensayos histologicos realizados que mostraron una
“doble infeccion” (bacterias diferentes a fitoplasmas y fitoplasmas), en el tejido
objetivo, no se pudo concluir que los sintomas presentados y evaluados en C.
roseus y en Urapan sean exclusivamente causados por fitoplasmas, a pesar que
los sintomas observados concuerdan con los reportados en la bibliografia
(Sandrine, et al., 2001, Griffiths et al., 2003).

Ademas, la presencia de dos tipos diferentes de microorganismos indican que el
diagnéstico visual sintomatolégico no es una herramienta veraz para determinar el
tipo de parasito que infecta una planta, por el contrario, este tipo de diagndstico se
presta para conclusiones subjetivas que pueden inducir a algun tipo de error si se
toman determinaciones con base a éstos como lo demostraron los resultados
obtenidos, los cuales, también permitieron determinar que a pesar de la
efectividad que tiene Cuscuta sp. como planta transmisora y C. roseus como
indicadora es necesario asegurar que la transmisiéon que se haga sea solo del
microrganismo que se quiere estudiar para no generar ruido en los diagnésticos

como lo propone Poghosyan y Lebsky, (2004).
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Adicionalmente, los ensayos histologicas permitieron detectar la presencia de
microorganismos pertenecientes al grupo de los fitoplasmas, lo cual se confirmé
por las caracteristicas de membrana, tamafio y forma similares a las reportadas en
la bibliografia (Chapman, et al., 2001;Pribylova et al, 2001; Musseti et al., 2002).

En cuanto al andlisis de las diferentes formas de fitoplasmas, se pudo determinar
que para el caso de C. roseus el caracter pleomoérfico no es la forma
predominante, por el contrario, éstos microorganismos presentan generalmente

diferentes formas simétricas como lo son la circular y la ovalada.

Cabe resaltar que estas diferencias de formas fueron establecidas segun el plano
de corte observado y que para determinar una morfologia mas acertada de los
fitoplasmas es necesario la realizaciéon de cortes seriados y una reconstruccion

tridimensional

Las observaciones realizadas en el andlisis histologico, tanto de microscopia
Optica como electronica permitieron establecer que no hay cambios significativos
de un tejido sano respecto a uno infectado, lo que sugiere que la manifestacion
sintomatoldgica que desarrollan y presentan las plantas se debe posiblemente a la
invasion y taponamiento que ocasionan los fitoplasmas en el tejido vascular,
originando de esta forma un bloqueo a nivel de trafico celular y una interferencia

en la comunicacion celular en relacion con las sustancias elaboradas de la planta.

Los ensayos de microscopia electronica de transmision (los efectuados en tejido
floematico de C. roseus), permitieron observar caracteristicas representativas de
los fitoplasmas como una membrana que presenta mas de una capa,
probablemente dos, caracteristicas internas como la molécula de ADN y ademas
de la comparacion de los microorganismos aqui observados con la bibliografia
(Waters y Hunt, 1980; Khadair, et al., 1999; Chapman, et al., 2001; Pribylova et al,
2001; Musseti et al., 2002, Siddique; et al., 2001).
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El segundo ensayo de microscopia electronica de transmision (tincion negativa),
mostrd que los fitoplasmas que habitan en el tejido de Urapan tienen un tamafio
menor (escala nanométrica). A pesar de la poca informacion que se encuentra
reportada en cuanto a la aplicacion de ésta técnica, los resultados en este trabajo
son un primer indicio como herramienta de deteccidn de fitoplasmas en extractos
de floema de Urapan y que también puede ser aplicados a otros tejidos infectados

con fitoplasmas.

Por otra parte, en cuanto a ésta técnica se resalta que las muestras vegetales de
donde se extrajo el floema de Urapan fueron arboles que en su etapa de
crecimiento estuvieron sometidos a factores ambientales diferentes y de cierta
manera mas intensos que a los que estuvieron sometidos las plantas de C. roseus
(riego y abono constante pudieron favorecer la colonizacion de los fitoplasmas), se
propone entonces con base a éstos resultados que el cambio de hospedero puede
inducir posiblemente a un cambio morfogénico por parte de los fitoplasmas como
lo sugiere Chapman y colaboradores en el 2001; los cuales afirman que los
fitoplasmas pueden cambiar su forma celular y tamafio debido a caracteristicas

como edad del fitoplasma, estado de infeccidn y otros factores

Finalmente, con base a los resultados obtenidos por microscopia O6ptica y
electrénica de transmision se pudo concluir que para realizar estudios
morfométricos de tejido vegetal infectado con fitoplasmas no es indispensable
para una descripcion de fitoplasmas a nivel morfométrico la  microscopia
electronica de transmision como herramienta de estudio. Este trabajo permitié
concluir que la preparacion del tejido para cortes semifinos es una metodologia
adecuada para obtener descripciones estructurales y morfolégicas de los
fitoplasmas del tejido de interés con que se quiera trabajar. Adicionalmente, tiene
como ventajas la reduccion de costos que implica no hacer andlisis histoldgicos de

microscopia electronica.
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En la introduccion de éste trabajo se menciono la imposibilidad de detectar e
identificar los microorganismos que estaban infectando a los Urapanes, por lo
anterior se hizo necesario realizar comparaciones con los resultados anteriores de
microscopia electronica de transmision realizado por Rodriguez (2004), del grupo
de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Militar Nueva Granada y asi poder
finalmente determinar los factores que habian provocado que anteriormente no se
haya podido describir este microorganismos. Es importante anotar que la
diferencia en los datos que se presentaron en los resultados de los trabajos no
permitid realizar comparaciones mas detalladas y que para este caso se tomaron
solamente como factores comparables la distribucion de los microorganismos en

le tejido.

Los resultados obtenidos por Rodriguez (2004) mostraron gran diferencia con los
resultados obtenidos en éste trabajo en cuanto a las caracteristicas
ultraestructurales de forma, tamafio, membrana, entre otras, la comparacion de los

dos trabajos arrojé lo siguiente:

e La diferencia observada con las micrografias obtenidas en el estudio
anterior se atribuye principalmente a que para el estudio anterior los
microorganismos observados fueron principalmente bacterias; lo que a su
vez concuerda, con las bacterias enddfitas observadas en Urapan en
microscopia electrénica de barrido en este estudio y con el trabajo realizado
por Martinez (2005), en el que se comprobd la presencia de bacterias
diferentes a fitoplasmas (pertenecientes al género Sthaphylococcus y
Bacillus), lo que explica la diferencia de los microorganismos encontrados

en los dos tejidos floematicos.
e En el estudio anterior no se encontraron fitoplasmas sino que por el

contrario los microorganismos descritos en este trabajo corresponden a

bacterias no se realizaron comparaciones con el rango promedio de tamafo
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Se observo similitud en cuanto a la distribucion de los microorganismos
observados en los dos trabajos; la distribucion de los fitoplasmas y
bacterias no es regular, tanto en tejido floemético de Urapan, como en C.
roseus. Esta similitud respecto a la distribucion permiti6 comparar
principalmente lo observado en este trabajo respecto a la distribucion de los
fitoplasmas. Esta distribucion no homogénea sugiere una baja
concentracion de estos en los vasos floematicos como se pudo observar en
los conteos realizados son suficientes para desencadenar respuestas
fisioldgicas por parte de la planta ante un ataque como al que fue sometido

C. roseus.

78



5. CONCLUSIONES

Se logré confirmar la presencia de cuerpos fitoplasmaticos en los diferentes

ensayos histologicos realizados a muestras vegetales de C. roseus y Urapan.

Las caracteristicas morfométricas de los fitoplasmas son: grosor membrana

promedio 6.84nm; diametro promedio 1.147 um y forma predominante circular.

La distribucién de los fitoplasmas en los dos tipos de tejido evaluados C.
roseus y Urapan es irregular, no se logré determinar un patrén de distribucion

de los fitoplasmas en el tejido floemético.
La técnica de microscopia de alta resolucion en blogues de tejido tratado con

azul de toluidina es una técnica de diagndstico alternativa a la microscopia

electrénica que permite describir preliminarmente a los fitoplasmas.
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6. RECOMENDACIONES

Realizar trabajos histologicos en microscopia optica y evaluar los diferentes
tejidos de la planta como raiz y tallo para poder determinar la distribucion de

los fitoplasmas.

Es necesario la realizacibn de cortes seriados y realizar reconstrucciéon
tridimensional de los mismos con el fin de confirmar las morfologias que
fueron establecidos en este trabajo y asi determinar una morfologia definitiva

de los fitoplasmas que infectan al Urapan.
Realizar mas observaciones de microscopia electronica de barrido para poder
obtener imagenes de ultraestructura de los fitoplasmas que permitan hacer

descripciones mas detalladas de éstos microorganismos.

Reevaluar el protocolo de tincidon negativa y asi mismo de la extraccion del

floema.
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ANEXO 1. DATOS ORIGINALES DE LAS MEDIDAS TOMADAS A FITOPLASMAS EN
MICROSCOPIA OPTICA DE ALTA RESOLUCION. «. Medidas registradas en la unidad
dada por la reglilla micrométrica del microscopio. Medidas tomadas en el
objetivo de 100X.

Fitoglgéma DM# Dm# ™
1 11 2 11 11 1 1 11 2 1
2 1 1 1 1 1 0,9 11 11 0,9
3 1 11 11 0,9 1 1 1 1 1
4 11 11 2,1 1 1 1 1 1 1
5 0,8 1,9 1 0,8 1 1 1 2 1
6 2 0,9 2 1 0,9 1 1 0,9 1
7 1 1 1,2 0,9 1 1 1 11 1
8 1 11 1 11 1 1 11 11 1
9 2 11 1 2 1 11 3 11 1
10 1 1 1 0,9 0,9 0,9 1 1 1
11 2 1 2 1 0,9 1 1 1 2
12 1 1 2 1 1 1 0,9 1 2
13 0,9 11 11 0,9 1 1 1 1 1
14 11 0,9 11 1 0,9 0,8 2 0,9 0,8
15 2 1 2 2 1 1 2 1 1
16 11 0,8 11 1 0,8 1 1 0,8 11
17 1 11 1 1 1 1 11 1 1
18 2 3 0,9 1 11 1 1 0,8 0,9
19 1 2,1 4 1 11 3 1 1 3
20 2 1 4 1 1 2 2 11 3
21 3 2 5 1 1 2 2 1 4
22 1 1 3 1 11 2 1 0,9 3
23 1 1,2 11 1 1 11 1 1 11
24 2 2,1 0,9 1 1 11 1 1,2 11
25 2 1 1 1 1 11 11 1,2 2
26 1 1 4 1 1 2 11 12 3
27 2 2 4 1 1 2 1 1 3
28 1 3 3 1 2 2 1 2 2
29 0,9 11 3 0,9 1 1 1 1 2
30 0,9 1 1 0,9 1 1 1 1 1
31 1 1 1 1 0,8 1 11 0,8 0,9
32 2 2 2 1 1 1 1 2 1,9
33 11 3 11 1 1 1 11 1 1
34 1 1 2 1 0,8 1 1 11 1
35 1 3 2 0,9 2 1 0,9 3 2
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ANEXO 2. DATOS ORIGINALES DE LAS MEDIDAS DE DIAMETRO TOMADAS A LAS
BACTERIAS EN MICROSCOPIA OPTICA. «. Medidas registradas en la unidad dada
por la reglilla micrométrica del microscopio. Medidas tomadas en el objetivo
de 100X.

DIAMETRO 4
1,2
11
11 1
1
1
11 0,8
1
11
11 11
1
1,8
11 1
11 1,8
11 11
3 1
11 1
1
0,9
11 1
2 2
0,9 2
1 2
2 2
1 1
1 11
0,9 1
1 11
0,9
0,9 1
0,8 1
11 2
0,9 3
0,9 2
1,2 31
11
1
11
11 1
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ANEXO 3. MEDIDAS ORIGINALES DE DIAMETRO DE FITOPLASMAS EN MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE TRANSMISION. LAS MEDIDAS FUERON REALIZADAS EN CONTACTOS
DE LAS MIROGRAFIAS Y APARECEN EN mm

No
Fitoplasma oM bm T

1 8 15 55 10 6,5 16
2 7,5 14 6,5 10 7 14
3 7 12 5,5 4 6,5 14
4 5 8 4,0 7,0 5 7,5
5 5,5 7 4,0 5,5 4,5 6
6 4,5 9 4,0 6,0 4,5 8,5
7 4 7 3,5 5,0 4 6
8 4,5 6 4,0 4,0 4,5 6
9 4,5 10,5 3,5 3,0 4 8,5
10 5 6,5 4,0 2,5 4,5 6
11 3 8 2,5 3,0 3 7
12 5 4 4,0 3,5 4 4
13 4,5 5 2,5 3,0 4 4
14 3 6 2,0 4,0 3 5,5
15 3 4 2,5 3,5 3 4
16 3,5 6 3,0 2,0 3,5 5
17 4,5 7 4,0 6,0 4,5 6.5
18 3 9,5 2,0 5,0 2,5 8
19 3 4 2,5 2,0 3 3,5
20 3 3,5 2,5 3,0 2,5 4
21 2 4,5 15 3,5 15 4,5
22 3 6 2,0 3,5 3 4,5
23 3 5 1,5 3,5 2,5 4
24 3 7 2,5 5,5 3 6
25 2,5 4 2,0 2,0 2,5 3
26 70 3 19 2,0 67 2,5
27 19 2 1,0 20 15
28 13 3 15 14 2
29 9 8 9
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ANEXO 4. MEDIDAS ORIGINALES DE DIAMETRO DE BACTERIAS EN MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE TRANSMISION. LAS MEDIDAS FUERON TOMADAS DE CONTACTOS DE
LAS MICROGRAFIAS. LOA DATOS APARECEN EN mm.

DIAMETRO BACTERIAS

24 24
19 19
11 11
16 16
11 11
29 29
29 29
2 2
2 2
2 2
2 2
2 2
15 15
15 15
1 1
29 2,9
3 3
3 3
4 4
2 2
2 2
1 1
1 1
19 19
15 15
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ANEXO 5. DATOS ORIGINALES DE MEDICION DEL GROSOR DE MEMBRANA EN
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION. DATOS APARECEN EN nm.

GROSOR MEMEBRANA nm

7,11 5,40
6,22 6,20
6,67 6,20
6,89 4,60
7,50 4,60
8,50 6,40
6,50 8,60
6,50 5,83
8,00 5,00
8,00 6,67
8,50 6,17
5,50 8,14
7,50 8,86
8,50 8,71
5,60 7,57
5,60
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ANEXO 6 FORMATO DE RECOLECCION DE DATOS PARA EL ANALISIS
SINTOMATOLOGICO DE URAPAN EN EL PARQUE “EL VIRREY” DE BOGOTA.

Se registra en la planilla los sintomas asociados a cada uno de los tres agentes
asociados: fitoplasmas, insectos y otros (ambientales). Se registro 1 para la presencia del
sintoma y 0 para la ausencia del mismo. El sintoma de muerte apical (MA) se registro en
fracciones segun la intensidad que presentaba éste sintoma.

UNIVERSIDAD MILITAR NUEVA GRANADA
Registro de observaciones de sintomas presentes en Urapan (Fraxinus sp.)
DESCRIPCION DE SINTOMAS

Arbol No ASOCIADOS A FITOPLASMAS ASOCIADOS A OTROS
INSECTOS
CE HP MA RC DL DC |MH|PC | PN | DF | A DI M | RM | NP | NM
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

CE: Crecimiento epicornico. HP: Hojas pequefias. MA: Muerte apical 1/3, 2/3, 3/3. RC: Ramos en copo. DL:
Delicuescencia. DC: Descortezamiento. MH: Malformacion de hojas. PC: Puntos cloréticos. PN: Puntos
negros (Excremento). DF: Defoliacion. A: Amarillamiento. V (verde); VC (verde claro); D (Dorado); A
(Amarillo)., DI: Decaimiento. M: Marchitez. RM: Ramas muertas. NP: Necrosis en la punta de la hoja. NM:
Necrosis marginal.
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ANEXO 7: FORMATO DE RECOLECCION DE DATOS PARA EL ANALISIS
SINTOMATOLOGICO DE Catharanthus roseus.

Se registra en la planilla los sintomas asociados a fitoplasmas. Se registro 1 para la
presencia del sintoma y 0 para la ausencia del mismo.

UNIVERSIDAD MILITAR NUEVA GRANADA
Registro de observaciones de sintomas presentes en Catharanthus rosues
DESCRIPCION DE SINTOMAS
Planta SINTOMAS
No
HP F \ R AE PA A FP HD D
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

HP: Hojas pequefas. F: Filodia. V: Virescencia. R: Rebrotes. AE: Acortamiento entre nudos. PA: Pérdida
dominancia apical. A: Amarillamiento. FP: Flores pequefias. HD: Hojas deformes. D: Decaimiento
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ANEXO 8. DATOS ORIGINALES DE CAMPO DEL ANALISIS SINTOMATOLOGICO REALIZADO
A URAPAN

DESCRIPCION DE SINTOMAS
Arbol ASOCIADOS
No | ASOCIADOS A FITOPLASMAS | A INSECTOS OTROS

CE| HP | MA |RC| DL |[DC|MH| PC |PN| DF | A |DI|M | RM |NP| NM
1 |11 3|1l ojof1| 1|11 fvcla[a] 1 |1]1
2 1] 1 |2B|lof1]o]1|1 1|1 |Aj1lo] 1 |1]1
3 1] 1] oJoflof1]1]1|1]o|vclojo]| 0 |1]1
4 |11 w1l 1]olol1|1]o|Aj1|l1] o0 |1]1
5 (1] 1| we|of1]o|1|1 1|1 |vc|l1|o]| 1 |[1]1
6 |1 1] o Jofjojo|1|1|1]o|Aj1|l1] 0 1]
7 o] 1 |23|of|1]o]1|1|o| 1 |vc|l1|o| 1 |[1]1
8 |1 ] 1| we|of1]o]1|1 1|1 |vc|l1|o| 1 |[1]1
9 (1] 1] o |1fofo]1|1 1|1 |vc|l1|o]| 1 |[1]1
10 1] 1 |31l 1]of1]|1 1|1 [A]a[1] 1 |1]1
11 1] o0 | 1 |1l ]of1] 1|11 [A]a[a] 1 |1]1
12 1] 1] o Jal1]ofr]1 1|1 [A]a[1] 1 ]1]1
13 |11 |31l 1 o112 |11 [Aj1]1] 1 ]1]1
14 1] 1] o |1]lojo|1]|1 1o fvcla[1a] 1 |1]1
15 1] 1] 0o 1lojof1]1]|1]ofvclolo| 1 |1]1
16 |0 1 | 13|01 ]o|1]|1 1] 1 |vclojo| 1 |1]1
17 o] 1 | 23|11 o112 |11 [A]a]1] 1 |1]1
18 1] 1] 0o |a1l1]of1]|1]o] 1 |vcla[1] 1 |1]1
19 1] 1 |31l 1]of1]1 o] 1 |vcla[1] 1 |1]1
20 |1 1 |21 1]o|1|1|o| 1 |Aj1|1] 1 |1]1
20 |1 | 1 |31 1]o|1 |1 |o| 1 |vc|1|1]| 1 |[1]1
22 |11 | we|ol1]o|1|1|o| 1 |Aj1la] 1 |1]1
23 |1 1| 1 ]ofl1]o|1|1|o| 1 |Aj2la] 1 |1]1
24 |11 | 23|11 ]o|1|1|o|l 1 |Aj1lo] 1 |1]1
25 |1 1 | ae|o]lofo|1|1|o| 1 |vc|1|1]| 1 |[1]1
26 |1 | 1 | w|o]l1]o|1|1|o| 1 |Aj1la1] 1 |1]1
27 |11 | w|ol1]o|1|1|o| 1 |Aj1la] 1 |1]1
286 |1 | 1 | 2311|011 |o| 1 |vc|1|o| 1 |[1]1
20 |1 |1 | w1 1]o|1|1|o| 1 |vc|1|a1]| 1 |1]1
30 |1] ool o|of1|1]o]1vclojo] 1 |1]1

CE: crecimiento epicornico. HP: Hojas pequefias. MA: Muerte apical (dieback) 1/3, 2/3, 3/3. RC: Ramos en
copo. DL: Delicuescencia. DC: Descortezamiento. MH: Malformacion de hojas. PC: Puntos cloréticos. PN:
Puntos negros (Excremento). DF: Defoliacion. A: Amarillamiento. V (verde); VC (verde claro); D Dorado; A
Amarillo. DI: Decaimiento. M: Marchitez. RM: Ramas muertas. NP: Necrosis en la punta de la hoja NM:
Necrosis marginal
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