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Resumen. El Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP), a través del Campo Experimental
“Zacatepec” en el estado Morelos, inicié un programa de mejora-
miento genético de plantas silvestres y semicultivadas de nochebuena
(“nochebuena de sol”). Dicho programa requiere de la generacién de
una base de datos fitosanitarios con tolerancia a los principales pa-
tégenos. México no cuenta con informacién sobre las enfermedades
causadas por virus en la nochebuena de sol, por lo que el objetivo de
la presente investigacién fue generar datos preliminares sobre los vi-
rus asociados a estos materiales. Con base en los resultados obtenidos
en las técnicas DAS-ELISA y RT-PCR, se reportan por primera vez
en México los virus Tobacco mosaic virus (TMV') y Poinsettia mosaic
virus (PnMV) en plantas silvestres y semicultivadas de nochebuena.

Palabras clave: Nochebuena silvestre; Nochebuena semicultiva-

da; Virus; DAS-ELISA; RT-PCR.

Abstract. The Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP), in Zacatepec Morelos, started a ge-
netic improvement program of wild and semi-cultivated poinsettia
plants ("nochebuena de sol"). It is important to generate a phytos-
anitary database that allows the release of new varieties and hybrids
that provide tolerance to the major pathogens reported in cultivated
poinsettia plants. The phytosanitary status of the “nochebuena de sol”
plants is not available in Mexico, so the objective of this research
was to generate preliminary data about viruses associated to these
materials. Based on DAS-ELISA and RT-PCR results, we reported
the presence of the Tvbacco mosaic virus (TMV') and Poinsettia mosaic
virus (PnMV') in wild and semi-cultivated poinsettia plants for the
first time in Mexico.

Keywords: Wild poinsettia; Semi-cultivated poinsettia; Virus;
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INTRODUCCION

La nochebuena (Euphorbia pulcherrima Willd. Ex
Klotzch), perteneciente a la familia Euphorbiaceae, es una
planta de ornato utilizada en interiores en la época navide-
fa (Ecke et al., 1990). En cuestién fitosanitaria, los virus
que se han reportado en el cultivo de nochebuena comer-
cial son Euphorbia leaf curl virus (ELCV'), Poinsettia mosaic
virus (PnMV) y Poinsettia latent virus (PnLV), los cuales
se encuentran distribuidos en China (Ma et al., 2004); Es-
tados Unidos de América (Fulton y Fulton, 1980); Canada
(Chiko, 1983); Australia (Guy, 1985); Alemania (Koening
y Lesemann, 1980; Bradel et al., 2000); Inglaterra (Le-
semann et al., 1983); Corea (Chung et al., 2004); Nueva
Zelanda (Lebas et al., 2007); Japén (Okano et al., 2010);
Noruega (Spetz et al., 2008); Venezuela (Carballo et al.,
2001), y en Alemania e Italia (Bellardi y Bertaccini, 1989;
Koening y Lesemann, 1980). Hasta la fecha, en México no
se tienen registros sobre la presencia de estos virus en no-
chebuena comercial.

E1INIFAP, a través del Campo Experimental Zacatepec
en el estado de Morelos, inicié un programa de mejora-
miento genético de plantas silvestres y semicultivadas de
nochebuena (“nochebuena de sol”) con el objetivo de ge-
nerar variedades mexicanas que disminuyan los costos de
produccién al ofertar genotipos competitivos con precios
accesibles al productor. Dicho programa requiere de la ge-
neracién de una amplia base de datos genéticos y fitosa-
nitarios que permitan la liberacién permanente de nuevas
variedades e hibridos con caracteristicas deseables para los
productores y consumidores, y con tolerancia a los princi-
pales patégenos.

Meéxico no cuenta con informacién cientifica sobre los vi-
rus que estdn infectando plantas silvestres y semicultivadas de
nochebuena, por lo que el objetivo de la presente investigacion
fue generar datos preliminares sobre los virus asociados a estos
materiales.

MATERIALES Y METODOS

Colecta del material vegetal. Entre el 2010 y 2011 se re-
colectaron plantas silvestres y semicultivadas de nochebuena
asintomdticas (13 plantas) y plantas con sintomas putativos a
virosis (clorosis, mosaicos, variegado, deformaciones foliares y
manchas blancas) en los estados de Morelos (18 plantas), Gue-
rrero (13 plantas), Distrito Federal (5 plantas), Michoacén (12
plantas), México (12 plantas), Puebla (9 plantas), Veracruz (13
plantas), Oaxaca (16 plantas), Nayarit (7 plantas) y Sinaloa (3
plantas). Se tomaron varetas y esquejes de 30 centimetros de
largo y se mantuvieron en papel periédico himedo dentro de
una hielera para su posterior traslado al Campo Experimen-
tal “Zacatepec” del INIFAP (longitud 99° 12°02.97, latitud
18°39°11.37,911 msnm).
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Establecimiento de plantas. Las varetas y esquejes reco-
lectados se enraizaron en macetas de 16 L con una mezcla de
sustrato de ocochal, atocle y polvillo de coco (60:20:20 v/v).
Las macetas se mantuvieron bajo una malla aluminizada en
el Campo Experimental para su posterior andlisis e identifi-
cacién de virus.

Prueba serolégica DAS-ELISA. Para determinar la pre-
sencia de los virus TMV y PnMV se realiz6 la prueba DAS-
ELISA con los anticuerpos y conjugados correspondientes
(Agdia®). Se evalu tejido vegetal de todas las muestras reco-
lectadas y establecidas en el campo experimental del INIFAP,
segun el protocolo de la empresa.

Los valores de absorbancia de las muestras se midieron
a los 45 y 60 minutos de incubacién en un lector de placas
ELISA (Multiskan FC, Thermo Scientific) a una longitud de
onda de 405 nm. Se consideraron positivas las muestras que
tuvieron valores de absorbancia mayores al promedio de los
controles negativos més dos veces su desviacién estindar (Su-

tula et al., 1986).

Inoculacién de plantas indicadoras. Como fuente de iné-
culo se utilizaron las hojas de nochebuena de sol que fueron
positivas a TMV y PnMV en la prueba DAS-ELISA y que
presentaron los mayores valores de absorbancia.

Las plantas utilizadas como indicadoras del PnMV fueron
Nicotiana benthamiana y N. clevelandii (Chung et al., 2004;
Lebas et al., 2007) y para el TMV, N. glutinosa, N. tabacum
cv. Xanthi y N. tabacum cv. Samsun (Dovas et al., 2004). Cada
virus se inoculé mecdnicamente en dos plantas por especie in-
dicadora. De manera independiente, el tejido foliar infectado
con cada virus se macerd en una solucién de buffer de fosfatos
0,01 M mis écido dietilditiocarbdmico (DIECA) pH 7,2, en
una proporcién de 1:10 peso/volumen (Chung et al., 2004).
Sobre la superficie de tres hojas de cada planta se espolvore6
carborundum de 600 mallas y con un hisopo humedecido con
el macerado se frotaron las ldminas. Como tratamiento con-
trol se inoculé una planta de cada especie indicadora con la
solucién de buffer de fosfatos mds DIECA pH 7,2 1:10. Las
inoculaciones se hicieron en los meses de octubre del 2011,y
en febrero y marzo del 2012. Las plantas se mantuvieron en
invernadero a temperatura de 10-35 °C durante 45 dias. Para
verificar la presencia de los virus en las plantas inoculadas se
hizo RT-PCR de las hojas que mostraron sintomas putativos
a virus.

RT-PCR. Los resultados positivos obtenidos a partir de
las pruebas serolégicas se corroboraron mediante RT-PCR.
La extraccién de ARN se realizé de acuerdo al protocolo de
Harris (2002), con algunas modificaciones. En nitrégeno li-
quido se maceraron independientemente 250 mg de hoja y
raiz. El macerado se colocé en un tubo eppendorf estéril con
500 pL de bufter salino de lavado. Las muestras se agitaron en



Virus effects on Euphorbia pulcherrima

237

un vértex y se centrifugaron por 5 min a 14 000 rpm. Se de-
cant6 la fase acuosa de los sélidos sedimentados, se agregaron
600 pL de buffer CTAB, y se mezclaron con un vortex. Las
muestras se incubaron a 55 °C durante 30 min y se adicio-
naron 400 pL de una mezcla de fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1). Se mezclé con vortex para emulsificar y
se centrifugé a 14000 rpm por 10 min. La fase acuosa se trans-
firié a un tubo eppendorf estéril y se adicioné una mezcla de
acetato de amonio 7,5 M: isopropanol a una proporcién 1:10
seglin el volumen colectado.

Los tubos se mezclaron siete veces por inversién, se incu-
baron en hielo por 10 min y se centrifugaron a 14000 rpm
por 10 min para precipitar los dcidos nucleicos. Se decanté el
sobrenadante, se agregé 1 mL de etanol al 70% y se centrifugd
por 1 min a 14000 rpm. Se decantd el etanol y la pastilla de
ARN se dejé secar por 10 min a temperatura ambiente. El
ARN se resuspendié en 50 pL. de agua estéril libre de ARNsas
en bafio Maria a 55 °C durante 15 min.

La integridad del ARN se verificé bajo electroforesis a 90
V durante 45 minutos en un gel de agarosa al 1% (p/v) (Invi-
trogen”) en buffer TBE 1X (Tris-Borato-EDTA). La calidad
del ARN se cuantificé en un nanodrop® (ND -1 000 V 3.2.1).

Se utilizaron los iniciadores universales para el género 7o-
bamovirus debido a que los antisueros utilizados en la prueba
DAS-ELISA para identificar al TMV también pueden detec-
tar al Tomato mosaic virus (ToMV ) y al Sunn hemp mosaic virus
(SHMV) (Dovas et al., 2004).

La RT-PCR se realizé segtun el protocolo propuesto por
Dovas et al. (2004) con algunas modificaciones. Para la retro-
transcripcién del ARN se utilizé una mezcla de reaccién de
25 pL con 2,5 pL de Tris HCI pH 8,8 100 mM; 1,25 uL de
KC11 M; 1,5 pL. de MgCl, 25 mM; 2,5 pL de Tritén X-100
al 19%; 0,6 uL. de ANTP’s 10 mM; 1,25 pLL de D'T'T 100 mM,;
1,25 pL. de DMSO al 100%; 0,3 pL. de Inhibidor de ARN-
sa 40 U/pL (Roche®); 0,025 pL. de Superscript II ARNsa H
transcriptasa reversa 280 U (Invitrogen™); 0,2 pL de reversa
transcriptasa M-MLV 40 U (Promega®); 2 pug de ARN de
la muestra problema, y 2,5 uLL de los iniciadores Tob RT up
1(5'-GARTAYSCIGCIYTICARAC-3") y Tob RT do 2
(5-BGCYTCRAARTTCCA-3") 10 pM..

La RT se realiz6 en un termociclador con las siguientes con-
diciones: un ciclo de 43 °C durante 60 minutos; un ciclo de 50
°C por 2 minutos; un ciclo de 94 °C por 4 minutos; 5 ciclos de
30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 43 °C y 15 segundos a 72
°C; 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 46 °C y 15
segundos a 72 °C; y una extensién final a 72 °C por 2 minutos.

La PCR se hizo con 5 pL. de ADN complementario; 2
pL de Tris HCI pH 8,8 100 mM; 1 uLL de KC1 1 M; 1,2
pL de MgCl 25 mM; 2 pL de Tritén X-100 al 1%; 0,5 pL.
de dNTP’s 10 mM; 0,16 pL. de Taq ADN polimerasa 5 U
(Promega®), y 2 pL de cada uno de los iniciadores TobN up3
(5'-GGCGYTGCARACIATHGTITAYCA-3"), TobN do4
(5’'GTRTTICCIATRAAIGTI-GTIACRTC-3") y TobN

do4G (5-GCCGATRAAGGTGGTGACRTC-3") 10 uM
en un volumen final de 20 pL que amplifican un fragmento
de 400 pb. Las condiciones de amplificacién fueron: desna-
turalizacién inicial por 3 minutos a 94 °C; dos ciclos de 20
segundos a 95 °C, 15 segundos a 51 °C y 15 segundos a 72 °C;
26 ciclos de 20 segundos a 95 °C, 26 segundos a 61 °C y 15
segundos a 72 °C; y una extensién final por 2 minutos a 72 °C.
Como testigo positivo se incluyé ARN total obtenido de una
hoja de jitomate (Solanum lycopersicum) infectada con TMV.

PnMV Los iniciadores PnMV-F (5'-GTGCCAGC-
CGCCGTTCTTCT-3") y PuMV-R (5-TGAGCCGGC-
GACTCCATCCA-3"), que amplifican un fragmento de
700 pb, se disefiaron a partir del genoma completo de PnMV
(ntimero de accesion NC_002164.1) con el programa NCBI/
Primer-BLAST.

La RT se realizé con una mezcla de 12 pL con 2 pg de
ARN y 1 pL de los iniciadores PaMV-F y PaMV-R 10 mM.
Las muestras se incubaron a 65 °C por 10 min, se transfirieron
a hielo y se agregé una mezcla con 4 pL de buffer RT 5X; 2 pl
de DTT 0.1 M; 1 pL de ANTP’s 10 mM, y 1 pL de reversa
transcriptasa M-MLV 200 U (Promega®). Posteriormente, las
muestras se incubaron en el termociclador a 42 °Cy 70 °C por
60 y 10 min, respectivamente.

La PCR se hizo en una mezcla de 25 pL con 5 pL. de buffer
de PCR 5X; 1,5 uL. de MgCl, 25 mM; 0,5 uL. de dNTP’s 10
mM; 1 pL de los iniciadores PaMV-F y PnMV-R 10 mM,; 0,5
pL de Tag ADN polimerasa 5 U (Promega®), y 5 L. de ADN
complementario. Las condiciones del termociclador fueron las
siguientes: desnaturalizacién inicial por 2 minutos a 94 °C; 35
ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 55 °C y 60 segun-
dos a 72 °C; y una extensién final por 7 minutos a 72 °C.

Como positivo se utilizé tejido liofilizado del control posi-
tivo para PnMV de Agdia®.

En todas las RT-PCREs se incluy6 un control negativo con-
sistente en la mezcla de reaccién sin el templado de ADN
complementario.

La electroforesis de todos los productos de RT-PCR se reali-
z6 en un gel de agarosa al 1,8% (p/v) disuelto en buffer TBE 1X
290 V durante 40 minutos. Los amplicones se observaron en un
fotodocumentador (Gene Wizard, Syngene Bio Imaging) y se
purificaron con el Wizard SV Gel y Sistema de limpieza de PCR
(Promega”®) siguiendo el protocolo de la empresa. La secuencia-
cién de los amplicones se realizé en el Instituto de Biotecnologia
de la Universidad Nacional Auténoma de IMéxico.

RESULTADOS

Después del establecimiento del material vegetal recolec-
tado en campo en las instalaciones del INIFAP, las plantas
de nochebuena mostraron sintomas putativos a los inducidos
por virus, tales como clorosis, mosaico, variegado, deformacién

foliar y manchas blancas (Fig. 1).
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Fig. 1. Hojas de nochebuena de sol con sintomas putativos de virus (A-E). A) Pequefas manchas clordticas, B) Manchas blancas, C)
Mosaico, D) Variegado, E) Deformaciones, F) Hoja asintomética.

Fig. 1. Poinsettia leaves with putative virus symptoms (A-E). A) Small chlorotic spots, B) White spots, C) Mosaic, D) Variegated, E) Deformation,
F) Asymptomatic leaf.

Tabla 1. Virus detectados mediante la prueba serologica DAS-ELISA.
Table 1. Virus detected by DAS-ELISA test.

Numero de plantas Numero de plantas Numero de plantas Nimero de plantas

Estado sintomadticas positivas a TMV positivas a PnMV ,;K;szgsﬁ/?;
Morelos 18 5 0 2
Guerrero 13 6 0 1
Distrito Federal 5 2 0 0
Michoacin 12 2 2 0
Estado de México 12 2 0 1
Puebla 9 3 0 1
Veracruz 13 7 0 2
Oaxaca 16 6 2 3
Nayarit 7 4 0 0
Sinaloa 3 0 0 1

La evaluacién de los sintomas y la identificacién serolégica de los virus se hicieron del material establecido en el Campo Experimental del
INIFAP en Zacatepec, Morelos.

Prueba serolégica DAS-ELISA. Cincuenta y dos de las RT-PCR. La presencia de TMV y PnMV se corroboré
108 plantas sintomdticas fueron positivas a virus. De este  molecularmente en 7 de las 52 muestras analizadas (Tabla 2).
grupo de plantas, 37 estuvieron infectadas con TMV, 4 con  Los iniciadores universales para tobamovirus y para el virus
PnMV y 11 coinfectadas con ambos virus (Tabla 1). PnMV amplificaron un fragmento de aproximadamente 400
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y 700 pb, respectivamente (Figs. 2 y 3). Las secuencias de es-
tos fragmentos fueron 88 y 96% similares a las secuencias de
TMYV y PnMV reportadas en el GenBank, respectivamente,
lo que confirmé su presencia en el tejido foliar y radical de
plantas silvestres y semicultivadas de nochebuena.

Inoculacién de plantas indicadoras. Solamente una de las
dos plantas de N. glutinosa inoculadas con el TMV present6
sintomas de clorosis y manchas necréticas. Estos mismos sin-
tomas se presentaron en una de las dos plantas de V. bentha-
miana 'y N. clevelandii inoculadas con PnMV (Tabla 3). Los
sintomas se expresaron 10 dias después de la inoculacién en
las plantas infectadas en octubre del 2011 y febrero del 2012,
mientras que en las inoculadas en marzo del 2012 se presen-
taron a los 7 dias. Estas plantas se analizaron mediante RT-
PCR para confirmar la presencia de los virus, pero en ningtin
caso hubo amplificacién.

Tabla 2. Virus detectados mediante RT-PCR.
Table 2. Virus detected by RT-PCR.

Estado Numero de Numero de Numero de
plantas sin-  plantas positi- plantas positi-

tomdticas vasa TMV vas a PnMV

Michoacén 12 0 1

Estado de 12 1 0

México

Oaxaca 16 0 4

Nayarit 7 1 0

La evaluacién de los sintomas y la identificacién molecular de los
virus se hicieron del material establecido en el Campo Experimen-
tal del INIFAP en Zacatepec, Morelos.

400 pb
300 pb

Fig. 2. Productos de amplificacion obtenidos mediante RT- PCR
para el género Tobamovirus. Carriles 1y 8 marcador de peso mo-
lecular 100 pb (USB®); carril 2 control positivo de hoja de jitomate
(Solanum lycopersicum) infectada con TMV; carriles 3 vy 5 tejido
foliar; carriles 4 y 6 tejido radical; carril 7 control negativo.

Fig. 2. RT-PCR ampilification products of Tobamovirus. Lanes 1 and
8 DNA marker 100 bp (USB®); lane 2 positive control of tomato leaf
(Solanum lycopersicum) infected with TMV; lanes 3 and 5 leaf tissue;
lanes 4 and 6 root tissue; lane 7 negative control.

Fig. 3. Productos de amplificacion obtenidos mediante RT- PCR
para PnMV. Carriles 1y 14 marcador de peso molecular 100 pb
(USB®); carril 2 control positivo PnMV (Agdia®); carriles 3, 5, 7,
9y 11 tejido foliar; carriles 4, 6, 8, 10y 12 tejido radical; carril 13
control negativo.

Fig. 3. RT-PCR ampilification products of PnMV. Lanes 1 and 14 DNA
marker 100 bp (USB®); lane 2 PnMV (Agdia®) positive control; lanes
3,5, 7,9, and 11 leaf tissue; lanes 4, 6, 8, 10, and 12 root tissue;
lane 13 negative control.

Tabla 3. Respuesta de plantas indicadoras infectadas  artificial-
mente con TMV y PnMV bajo condiciones de invernadero.

Table 3. Response of indicator plants infected artificially with TMV and
PnMV under greenhouse conditions.

Vi Planta indicad dNuine:o Octubre Febrero Marzo
irus anta indicadora de plantas 2011* 2012*  2012*
inoculadas
Nicotiana glutinosa 2 1 1 1
TMV  N. tabacum cv. 2 0 0 0
Xanthi
N. tabacum cv. 2 0 0 0
Samsun
PaMV  N. benthamiana 2 1 1 1
N. clevelandii 2 1 1 1

*Sintomas de clorosis y manchas necréticas.

DISCUSION

El rango natural de hospedantes del Poinsettia mosaic virus
se restringe a especies del género Euphorbia, particularmente
a la especie E. pulcherrima. El virus se ha reportado en E.U.A,
Canadd, Australia, Alemania, Inglaterra, Corea, Japon, Nueva
Zelanda, Noruega y Venezuela infectando plantas comerciales
de nochebuena (Fulton y Fulton, 1980; Koening y Lesemann,
1980; Chiko, 1983; Lesemann et al., 1983; Guy, 1985; Bradel
et al., 2000; Carballo et al,, 2001; Chung et al., 2004; Lebas
et al., 2007; Spetz et al,, 2008; Okano et al,, 2010). En esta
investigacion, los andlisis serolégico y molecular detectaron al
PnMYV en hojas de nochebuena de sol con sintomas de mosaico,
recolectadas en los estados de Michoacdn y Oaxaca. La secuen-
cia de los productos de RT-PCR presentaron un porcentaje de
similaridad del 95-96% con los genomas reportados en Alema-
nia (numero de accesion AJ271595.1), Japén (nimero de acce-

sion AB550788.1, AB550792.1, AB550791.1, AB550790.1 y
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AB550789.1) y Noruega (ntmero de accesion AM412237.1).
Los resultados de RT-PCR también corroboraron la presencia
del 7vbacco mosaic virus en los materiales recolectados en el Es-
tado de México y en Nayarit. Las secuencias de los productos
de RT-PCR obtenidos abarcaron las regiones conservadas de
los genes RdRp del genero Tvbamovirus (Gibbs et al., 1998)
y se alinearon con dichas regiones en los genomas del TMV
reportados en Ohio, E.U.A. (ntimero de accesién FR878069.1)
y Taiwén (nimero de accesién EF392659.1).

Debe sefialarse que no se tiene la certeza que las plantas
positivas a PnMV y/o TMYV se hayan infectado en los sitios
de muestreo, debido a que todos los materiales que se reco-
lectaron se establecieron en las instalaciones del campo expe-
rimental del INIFAP para su posterior andlisis serolégico y
molecular. Esto implica la préxima verificacién de la presencia
de los virus en plantas de nochebuena silvestre y semicultivada
en los sitios de origen.

Aunque TMYV infecta varias especies de plantas ornamentales
como Petunia hybrida'y Eustoma grandiflorum, entre otras, en las
que induce sintomas de mosaico (Gera y Cohen, 1990; Alexan-
dre et al., 2000), a la fecha no se tenfa informacién en donde se
reportara a la nochebuena como hospedante de este virus.

Las plantas indicadoras inoculadas con TMV o PnMV
mostraron sintomas putativos a virus entre los 7 y 10 dias
después de haberlas infectado. Los sintomas se manifestaron
como clorosis y manchas necréticas, pero no se corroboré la
presencia de los virus mediante el anlisis molecular, lo que
sugiere que no se transmitieron. Sin embargo, debe mencio-
narse que dicho anilisis se hizo Gnicamente con tejido foliar,
y debido a que algunos virus presentan movimiento sistémico,
se recomienda analizar las raices de las plantas inoculadas para
corroborar los resultados (Jung et al., 2002; Kelaniyangoda y
Madhubashini, 2008).

Es probable que la falta de transmisién se haya debido a
que las particulas se agregaron y precipitaron porque el pH
y la fuerza idnica del medio de homogenizacién utilizado no
fueron los adecuados (Kado, 1972). Para TMYV se ha utiliza-
do amortiguador de fosfatos 20 mM a pH 7,0 (Adkins et al.,
2003) y para el PnMV amortiguador de fosfatos 0,03 M a pH
8,0 (Fulton y Fulton, 1980; Chiko, 1983; Spetz et al., 2008).

Es importante sefialar que algunos factores intrinsecos a la
planta y/o al virus probablemente también estén involucrados
con la falta de transmisién. Es posible que la concentracién
del virus en la planta de nochebuena a partir de la cual se ob-
tuvo el in6culo haya sido muy baja; que la etapa fenoldgica de
la planta indicadora no haya sido la adecuada al momento de
la inoculacién; o que la presencia de algin metabolito secun-
dario en la planta donadora y/o en las receptoras haya actuado
como inhibidor de la infeccién. También debe considerarse
que las condiciones ambientales presentes antes, durante y
después de la inoculacién pueden determinar el éxito de la
transmision, infeccién y manifestacién de sintomas (Kado,

1972; Kelaniyangoda y Madhubashini, 2008).
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los andlisis serolégico y molecular en plan-
tas silvestres y semicultivadas de nochebuena en México se
informa (1) por primera vez la presencia del PnMV, y (2) al
TMV como un nuevo patégeno en dichas plantas. Ademds,
en base al andlisis serolégico, 11 de las plantas de nochebue-
na silvestre y semicultivada se encontraron coinfectadas con

PaMV y TMV.
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