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Resumen

Los fitoplasmas son bacterias fitopatdgenas que carecen de pared celular, especializadas
en la colonizacién intracelular del floema de plantas, son transmitidos por insectos
vectores del suborden Auchenorryncha (Hemiptera) y estan entre los seres vivos con
menor tamafio. Los fitoplasmas causan alteraciones morfolégicas y fisiol6gicas en
plantas ornamentales, horticolas, maderables, frutales y cultivos en todo el mundo. No
existen métodos de control efectivos para las enfermedades causadas por estas
bacterias dificilmente cultivables y solo en pocos cultivos de gran importancia econémica
como vid o frutales perennes, se realizan programas de monitoreo y deteccién molecular
temprana. Las relaciones entre fitoplasmas, sus hospederos vegetales y los vectores
transmisores son complejas, por lo que su estudio es un prerrequisito indispensable para
establecer estrategias de mitigacion. La presencia de arboles urbanos plantas infectados
con fitoplasmas en Bogota (como fuente de inéculo) sumado al desconocimiento de los
vectores, representa un potencial riesgo de dispersion a otras especies ornamentales y
de interés comercial.

En el presente trabajo, se seleccionaron nueve morfoespecies (llamados asi porque no
hay informacion previa de las especies de cicadélidos) de la familia Cicadellidae
presentes en pastizales cercanos a arboles con fitoplasmosis, con el objetivo de
identificar potenciales insectos vectores de fitoplasmas en la Sabana de Bogota y de
evaluar su capacidad de transmision. Mediante PCR anidada (del gen 16S rRNA), RFLP
y secuenciacion, se detectd la presencia de fitoplasmas de los grupos 16SrVIl 'y 16Srl en
las nueve morfoespecies evaluadas. Se realizaron ensayos de transmision para dos
morfoespecies de la subfamilia Cicadellinae portadoras de fitoplasmas. Los resultados
obtenidos en frijol como hospedero experimental demuestran la capacidad de estas
morfoespecies para transmitir fitoplasmas de los grupos 16Srl y 16SrVIl; con lo que se
reporta por primera vez en el mundo vectores para el grupo 16SrVIl, y por primera vez en
Colombia vectores del grupo 16Srl. La eficiencia de transmision es diferencial entre las
morfoespecies.

Este trabajo presenta la primera evidencia, de la presencia de fitoplasmas del Grupo
16Srl en F. uhdei, Populus nigra, Pittosporum undulatum y Croton spp., especies de
arboles de la cobertura urbana de Bogota. En las especies P. nigra y Croton spp. y en
cinco morfoespecies de cicadélidos se presentan infecciones mixtas de fitoplasmas 16Srl
y 16SrVIl. Este es un primer aporte al conocimiento de las relaciones ecoldgicas y
epidemioldgicas de los fitoplasmas y sus vectores en Bogota. Ademas, se presentan
ensayos preliminares de amplificacién de secuencias de genes no ribosomales, Utiles en
la delimitacion fina de subgrupos de los fitoplasmas.

Palabras clave: Fitoplasmosis, vectores de fitoplasmas, cicadélidos, Infecciones mixtas,
Ash yellows (16SrVII), Aster yellows ( 1 6 S€andidatus@ hyt opl as mab
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Abstract

Phytoplasmas are plants phloem-specialized bacteria without cell wall transmitted by
insects in Auchenorryncha suborder (Hemiptera). They are among the smaller self-
replicative organisms and have small genomes. Phytoplasmas cause multiple
morphological and physiological changes in ornamental, crops, fruit trees and crops
around the world. Until date there are not effective control methods to limit infections of
these difficult cultivable bacteria, but in economic important crops as perennial tree fruits
and grapes there are monitoring and early molecular detection programs. Relationships
among phytoplasmas, plant host and vectors are complex and their studies are necessary
to establish control measures. Infected urban trees in Bogota can act as source of
inoculum to other ornamental or commercial species and represent a potential risk since
the vectors are unknown.

In order to identify potential insects vectors of phytoplasmas at Bogota Savannah and to
evaluate the transmission ability, nine leafhoppers morpho-species (referred like that
because there was no previous information about the taxonomic identity of this leafhopper
species from Bogota) were selected from samplings on grasses nearby trees with
phytoplasmosis. Through PCR amplification of regions of the gene 16SrRNA, RFLP and
sequence analysis were detected phytoplasmas group 16Srl or 16SrVIl in the nine
evaluated morpho-species. Using two leafhoppers morpho-species, transmission trials
were performed, here are presented molecular and symptomatological evidence of
transmission of this morpho-species to transmit phytoplasmas to common bean as
experimental host. This is the first known report worldwide for vectors for phytoplasma
group 16SrVIl, and for Colombia vectors of group 16Srl. Transmission efficiency is
different

This work presents also the first evidence of phytoplasmas infection in four tree species of
urban green coverage in Bogota. Species F. uhdei, Populus nigra, Pittosporum
undulatum and Croton spp., are reported to be infected with 16Srl, experimental evidence
show also mixed infection among phytoplasmas group 16Srl and 16SrVIl. Mixed
infections were detected in P. nigra y Croton spp. as well as in five leafhopper morpho-
species, however ecological relationships remain undetermined. Additionally, are
presented preliminary essays to amplify gene sequences different to ribosomal gene,
useful in finer subgroup phytoplasmas delimitation.

Keywords: Phytoplasmosis, Vectors, Leafhoppers, Mixed infections, Ash yellows
(16SrVIl), Aster yellows ( 1 6 S€andidatusp hy t opl as mab
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1.JUSTI FI CACI CN

Los fitoplasmas son agentes etioldgicos causales de enfermedades de plantas de cientos
de especies vegetales vasculares. Las enfermedades causadas por fitoplasmas en
plantas se relacionan con perturbaciones morfolégicas y funcionales tanto en la parte
vegetativa como reproductiva de las plantas. A nivel mundial preocupa la aparicion de
enfermedades emergentes asociadas a estas bacterias en cientos de cultivos y especies
ornamentales para las que estas enfermedades son nuevas. Uno de los casos
cuantificados del impacto negativo de los fitoplasmas es en cultivos de manzana en
Europa, que causaron pérdidas de aproximadamente 125 millones de euros durante el
2001 (Strauss, 2009). En lItalia existen rigurosas medidas de control para evitar la
dispersion de la diversidad de fitoplasmas que causan el complejo de enfermedades
conocidas como Grapevine Yellows (que incluyen Flavescence doré y Bois Noir), entre
los que se encuentran la eliminacién de arboles infectados, indexacion del material para
propagacion, deteccion temprana de los diferentes grupos de fitoplasmas, monitoreo de
las poblaciones de vectores y control quimico (Belli et al., 2010). Observaciones de los
ultimos 20 afios muestran el aumento de las especies vegetales susceptibles y que no
existen estrategias efectivas para el manejo de fitoplasmas (Strauss, 2009).

Las enfermedades de plantas causadas por fitoplasmas son poco conocidas en Colombia
y sOlo se encuentran reportes de fitoplasmas del grupo 16SrVIl en Urapan (Filgueira et
al.,, 2004; Franco-Lara y Filgueira, 2005), del grupo 16Srlll en Solanum quitoense
(Betancourt & Villamar, 2004) y Coffea arabica (Galvis et al., 2007) y los grupos 16SrV y
16SrXIl en Solanum tuberosum (Mejia et al, 2011). En ninguno de los reportes se
conocen los insectos vectores transmisores.

La cobertura arborea de Bogot4d ademas de la produccidon de oxigeno, genera aportes
biolégicos, ambientales y econémicos. Es asi como los arboles son nicho de especies,
corredores bioldgicos, refugio de aves, controladores de erosion y del mantenimiento de
los cuerpos de agua. Ademas aportan confort climéatico, dan sombrio, son barreras de
ruido, ayudan a la captura de particulas en suspension y generan otros beneficios como
la valoracién de la propiedad, produccién de frutos, forraje, medicinales, aporte estético o
sensorial con fragancias (Tovar, 2007). En conjunto, todos estos aspectos deben ser
tenidos en cuenta al valorar el estado fitosanitario del arbolado urbano. En el caso de
Bogota la disponibilidad de espacios verdes en la capital de Colombia es de 4,93
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m2/hab', cifra muy inferior a la establecida por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) (6ptimo 15 mzhab y minimo 10 m#hab), ello implica que los problemas
fitosanitarios del arbolado urbano, inciden en una disminucion de la funcionalidad del
arbolado y a largo plazo representan una reduccion en los indicadores de calidad de vida
de la ciudad.

En arboles ornamentales Fraxinus uhdei de Bogota, el grupo de investigacion
Fitoplasmas y Virus de la Universidad Militar Nueva Granada (UMNG) reporté fitoplasmas
del grupo 16SrVIlI entre los afios 2003 y 2006 (Gaitan, 2003; Filgueira et al., 2004;
Franco-Lara y Filgueira, 2005), los que se reportaron primero en especies de oleaceas de
Norte América. También se han realizado estudios de la presencia de fitoplasmas en la
region Andina (Gutiérrez, 2006) y en otros arboles ornamentales como Liquidambar
stiracyflua (Franco-Lara et al., 2010). En condiciones experimentales se han infectado
con fitoplasmas hospederos alternativos como Apium graveolens, Nicotiana tabacum,
Nicotiana debneyi (Perilla et al., 2010) y Catharanthus roseus (Lépez y Filgueira, 2006).
Sin embargo, la ecologia y el potencial epidemiolégico de los fitoplasmas se desconocen
en la regién, aunque existen avances preliminares que indican la presencia de insectos
de la subfamilia Deltocephalinae que son portadores de fitoplasmas (Franco-Lara,
comunicacion personal).

La informacién reunida por nuestro grupo de investigacién muestra la grave situacion en
la cual se encuentra actualmente el arbolado urbano de Bogoté y en general la Sabana
de Bogota, pues existe evidencia de que los fitoplasmas se estan dispersando a cultivos
de la region (Franco-Lara, comunicacion personal). La importancia del presente trabajo
radica en que este es el primer intento por identificar los insectos vectores de los
fitoplasmas de Bogota y por otro lado, la existencia de otras especies de arboles
afectadas por fitoplasmosis, conocimiento necesario para establecer su potencial de
dispersion a otras especies ornamentales o de interés comercial. Los fitoplasmas no son
percibidos por la comunidad como un riesgo importante para los arboles. Sin embargo, el
alto costo econdmico y ambiental de la pérdida de arboles ornamentales para la ciudad,
sumado al riesgo latente que representan los arboles infectados para otras especies
vegetales de interés comercial y agronémico de la Sabana de Bogota, exigen una mayor
atencion por parte de las autoridades encargadas del manejo de arboles de la ciudad.

!Observatorio de Espacio Plblico de Bogota, editado por la Camara de Comercio de Bogota. Enlace:
http://camara.ccb.org.co/documentos/4486_observatorio_del_espacio_publico_de_bogota_no._1.pdf
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2MARCO TECRI CO

2.1 Caracteristicas de Fitoplasmas

Los fitoplasmas son bacterias de la clase Mollicutes, que se reconocen desde los afios
60 como causantes de alteraciones florales y vegetativas drasticas en las plantas
vasculares. Los fitoplasmas habitan en el interior de las células del floema de plantas
vasculares y en érganos internos de insectos fitfagos que se alimentan del contenido del
floema. A partir de 1967, se designaron como MLO's (Organismos parecidos a
micoplasmas, por su sigla en inglés) células procariotas pleomorfas no helicoides
encontradas en el floema de plantas que presentaban sindromes complejos que incluian
sintomas como virescencia, filodia, esterilidad de flores, proliferacion de brotes axilares,
elongacioén anormal de entrenudos y amarillamiento (Lee et al., 2000; IRPCM 2004), los
gue anteriormente se atribuian a virus vegetales. El conocimiento de las propiedades de
este grupo particular y Unico de bacterias que afectan la sanidad vegetal de diversas
plantas, se ha generado conforme al avance de las herramientas metodologicas
aplicables al estudio de microorganismos dificiles de aislar y cultivar en condiciones in
vitro.

Por microscopia electronica, los fitoplasmas se han observado como ultraestructuras con
forma redondeada o alargada, rodeada por una membrana celular y colonizando
exclusivamente los tubos cribosos del floema (Musetti y Favali, 2004). Carecen de pared
celular rigida, pueden tener forma pleomarfica y su diametro promedio puede variar entre
200 nm a 800 nm (Lee at al., 2000; Museti y Favali, 2004). Son sensibles a antibiéticos
como tetraciclina y a soluciones de sales hipoténicas (Lim et al., 1992).

A mediados de la década de los 90 los MLO comenzaron a llamarse fitoplasmas
(Revisado por Seemdller et al., 1998 y Firrao et al.,, 2005), cuando, con métodos
moleculares se realizaron andlisis comparativos de secuencias del gen ribosomal 16S
rRNA y fue posible evidenciar que los fitoplasmas conforman un grupo monofilético
grande altamente diverso dentro de la clase Mollicutes (Lee et al., 1998). Luego, con el
soporte de mudltiples evidencias moleculares y bioldgicas, el equipo de trabajo en
fitoplasmas/espiroplasmas del IRPCM- Grupo de taxonomia de fitoplasmas (2004),
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design- provi si on@hddatust(Ga. )al PhlgyWwtnep loa #fhmseaja para ref
descripcién taxonémica formal de procariotes sin pared celular, no helicoides que

colonizan el floema de plantas y son transmitidos por insectos (IRPMC, 2004).

Actualmente, la clase Mollicutes incluye bacterias sin pared celular como los

micoplasmas, espiroplasmas, acholeplasmas y fitoplasmas (Wei et al., 2007), todos

miembros del orden Acholeplasmatales.

Diferentes aspectos de la biologia basica, la taxonomia, la deteccion, las relaciones con
sus vectores y hospederos, los mecanismos de patogenicidad de los fitoplasmas son
poco conocidos debido a la dificultad de obtener cultivos in vitro puros de fitoplasmas.
Durante mas de 40 afios se consideré que los fitoplasmas no se podian propagar en
medio axénico y que dependian totalmente de su huésped vegetal o insecto (Hogenhout
et al., 2008), excluyéndolos de los métodos de clasificacion que se aplica para los
microorganismos cultivables (Seemdiller et al., 1998). Recientemente, Contaldo y
colaboradores (2012) describieron por primera vez una metodologia que permite cultivar
en medios liquido y sélido siete cepas? de fitoplasmas que se habian mantenido por afios
en plantas in vitro de Catharanthus roseus. El tiempo requerido para generar cambio de
color en el medio liquido fue entre 15 a 102 dias y la cepa que mas colonias produjo,
generd entre 10 y 20 en medio soélido (Contaldo et al., 2012). Este gran avance abre la
puerta al estudio de muchos aspectos de los fitoplasmas pero es poco probable que
pueda usarse para analisis rutinarios.

2.2 Enfermedades causadas por Fitoplasmas

Distribucidn de los fitoplasmas en plantas

Las infecciones de fitoplasmas se han descrito por lo menos en 700 especies y 98
familias de plantas tanto monocotiledoneas como dicotiledéneas (Hogenhout et al.,
2008). En plantas vasculares los fitoplasmas se encuentran al interior de los elementos
cribosos del floema, excepcionalmente se han detectado fitoplasmas en el parénquima y
se pueden encontrar zonas de baja concentracion y otras de muy alta concentracion en
una misma planta (Saracco et al., 2006).

ZEn i ngl ®s, straihd ts@r misnao pbara referirse a pobl aciones di
cuanto a relacién genética, biolégica o epidemioldgica. En este documento se utiliza el término
6cepad como traducci-n m8s cercana, Yy no corresponde a

microorganismos cultivables.
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Segun el hospedero se pueden encontrar diferencias en la concentracion de fitoplasmas,
por ejemplo herbidceas como Catharanthus roseus, lechuga, apio, tabaco y del género
Brassica spp. se caracterizan por presentar altos titulos (Marcone, 2010). En plantas
lefiosas, la concentracién de fitoplasmas suele ser baja a pesar de lo cual producen
sintomas severos e incluso letales.

La distribuciéon de los fitoplasmas al interior del floema puede ser irregular, sin embargo,
en algunas plantas herbaceas se ha observado acumulacién de los fitoplasmas hacia las
regiones de crecimiento activo en las plantas con sintomas, estos érganos actian como
sumideros metabdlicos hacia donde se mueven los nutrientes a través del floema
(Christensen et al., 2005). En el caso del fitoplasma del amarillamiento del crisantemo
(Grupo16Srl), no sélo su distribucion es diferencial, sino que también la multiplicacion de
fitoplasmas se da s6lo en los brotes jovenes y las raices y no en hojas viejas basales
(Saracco et al.,, 2006). Por el contrario en poinsetias, los fitoplasmas (Grupo 16Srlll)
colonizan y se acumulan preferencialmente en hojas maduras o fuente metabdlicas,
mientras en los o6rganos sumidero (hojas jovenes y raices) se presenta baja
concentracion del patégeno (Marcone, 2010).

Por otra parte, en los paises con estaciones marcadas, la colonizacién de fitoplasmas de
las partes aéreas de los hospederos lefiosos caducifolios, presenta fluctuaciones
estacionales. Durante el invierno la concentracion de fitoplasmas se disminuye a niveles
imperceptibles en la parte aérea, pero los fitoplasmas persisten en las raices y
posteriormente, en primavera recolonizan las partes aéreas. Ese patrén aparentemente
se relaciona con la nueva formacién de tubos cribosos maduros (Kison y Seemdller,
2001). Uno de los factores que pueden retardar o acelerar la colonizacion de fitoplasmas
una vez se ha infectado la planta, es la infeccion con mas de una cepa de fitoplasma con
diferentes combinaciones de agresividad (Oshima et al., 2007).

Sintomatologia asociada a fitoplasmas

Los cambios morfolégicos en la estructura de la planta o de 6rganos que se han
observado en plantas infectadas con fitoplasmas son diversos y dependen del tipo, edad
de planta hospedera, de la cepa de fitoplasma que coloniza, de la etapa de la
enfermedad e incluso de condiciones ambientales (Lee et al., 2000). Se ha observado
gue la presencia de fitoplasmas causa alteraciones en la translocacion de fotosintatos;
probablemente por obstruccion del transporte de nutrientes por el floema, lo cual lleva a
gue se acumulen cantidades anormales de carbohidratos en hojas fuente mientras se
reducen los niveles en los 6érganos sumidero como hojas jovenes y raices (Christensen et
al., 2005). También se presentan alteraciones en las funciones fisiolégicas como
reduccion en la fotosintesis, en la conductancia estomatal y respiracion en las raices.
Otros cambios relacionados con infecciones de fitoplasmas son diferencias en el
metabolismo secundario y perturbaciones en el balance de fitohormonas (Favali et al.,
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2004; Fontaniella et al.,, 2003), lo cual puede explicar, en parte, las alteraciones
morfolégicas y los sintomas que exhiben las plantas infectadas.

Los sintomas causados por los fitoplasmas sugieren por un lado perturbaciones en el
balance de los reguladores de crecimiento de las plantas hospederas y por otro,
desérdenes en el funcionamiento del floema (Christiansen et al., 2005). Los sintomas
pueden estar relacionados con mecanismos agresivos de transporte de carbohidratos
hacia el interior de los fitoplasmas o segun la tasa de multiplicacion del patégeno
(Oshima et al., 2007).

Algunos sintomas se observan como anormalidades en la flor como decoloracién,
virescencia, filodia, brotes gigantes, proliferacion de brotes florales, que incluso resultan
en esterilidad o deformacion de los frutos (Marcone, 2010). Otros sintomas de
fitoplasmas incluyen la formacion de escobas de bruja, filodia (metamorfosis de 6rganos
florales en hojas), virescencia (coloracion verde de pétalos), elongacion de tallos,
formacién de brotes en copos, enrojecimiento de hojas y tallos, enanismo, arrosetamiento
de las ramas, proliferacion de brotes, amarillamiento, necrosis del floema y decaimiento
(Lee et al., 2000; Hogenhout et al., 2008; Bertaccini y Duduk, 2009). En plantas lefiosas
se pueden observar sintomas como amarillamiento, enrojecimiento, hojas pequefias,
hojas entorchadas, aclaramiento de venas, alargamiento de venas, necrosis de venas,
defoliacion prematura, coloracion de otofio prematura, frutos pequefios, crecimiento
ter minal pobr e, f ol l aj e diabackop) e r saptdecainmiardar (ltee
et al., 2000). En algunos casos pueden haber plantas que incluso estando infectadas con
fitoplasmas, carecen de sintomas en todo su tiempo de vida (Marcone, 2010).

Fitoplasmosis en Colombia

En la década de 1990, los arboles de Urapan (Fraxinus uhdei®) de la ciudad de Bogota
comenzaron a presentar un grave deterioro fitosanitario, que inicialmente se asocié con
la infestacion del insecto fitofago Tropidosteptes chapingoensis (Hemiptera: Miridae), el
gue se presenta en altas poblaciones en los arboles de Urapan y genera dafio foliar con
la alimentacién, reduciendo la capacidad fotosintética y defoliacién del arbol (Pinzén y
Pedreros, 1995). Posteriormente, con la combinacidon de herramientas de microscopia,
deteccion con métodos moleculares (hibridacion, PCR, RFLP, secuenciacién de genes
ribosomales) y transmision desde arboles a hospederos experimentales se demostré la

% En los listados del censo del arbolado urbano y documentos de las especies de arboles de
Bogota, se hace referencia a Urapan con el nombre cientifico Fraxinus chinensis; sin embargo,
como se menciona en Filgueira et al. (2004) y en el sitio web de la Dra. Eva Wallander
(http://www.oleaceae.info/fraxinus/uhdei.html) la especie es en realidad Fraxinus uhdei (Wenzig)
Lingelsh.

regresiyv


http://www.oleaceae.info/fraxinus/uhdei.html
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infeccion de fitoplasmas del grupo 16SrVIl (QGandidatus p h y t o p | fensnihaed

Urapanes de Bogota y la zona andina (Griffiths et al., 2001; Gaitan, 2003; Filgueira et al.,

2004; Franco-Lara y Filgueira, 2005, Gutiérrez, 2006; Lépez y Filguiera, 2006). La
fitoplasmosis en Urapan explica los cambios drasticos en la morfologia de los arboles

bogotanos tales como ramas en copo, ramas con muerte apical (dieback), ramificacion
delicuescente, brotes epicormicos, ramas con hojas pequefias y descortezamiento, los

cuales se asocian con perturbaciones en el balance de reguladores de crecimiento y

dafios al floema que caracteriza la infeccion por fitoplasmas (Franco-Lara y Filgueira,

2005). El grupo de fitoplasmas 16SrVIl, también afectan plantas de los géneros Fraxinus
ySyringaen Norte Am®rica produci enhAkbYelows Bilacfier me d a
Witches’-broom6 que afecta | as pobl aci ostals 19862 Erest os ¢
Suramérica, también se han reportado fitoplasmas del grupo VIl en Brazil, en cultivos de

alfalfa en Argentina (Conci et al.,, 2005) y en Chile en las especies Ugni molinae y

Paeonia lactiflora (Arismendi et al., 2011).Hasta el momento, se desconoce la especie

gue actla como vector de este grupo de fitoplasmas en las regiones de ocurrencia de

esta enfermedad.

En Bogota, los Urapanes son la tercera especie en abundancia del paisaje urbano con un
estimado aproximado de 23.000 individuos (JBB, 2007) y hacen parte de los elementos
constitutivos del espacio publico (Decreto 1504 de 1998). Estudios en el grupo de
investigacion en Fitoplasmas y Virus de la Universidad Militar, demostraron la infeccion
experimental con fitoplasmas de Urapan en plantas herbaceas como Apium graveolens
(familia Apiaceae), Nicotiana tabacum y N. debneyi (Familia Solanaceae) (Perilla et al.,
2010). Mas alla de demostrar que era posible infectar estas especies, se demostré que
colocando estos hospederos en las ramas de arboles infectados con fitoplasmas era
suficiente para transmitir fitoplasmas por lo que se concluyd que los insectos vectores
eran capaces de alimentarse también de los hospederos alternativos y presentd la
primera evidencia de que los insectos vectores eran polifagos (Perilla et al., 2010).

Por otra parte, mediante observaciones de sintomas y deteccién por PCR anidada del
gen 16S, secuenciacion y RFLP del gen 16S, se detectaron infecciones mixtas de
fitoplasmas del grupo 16SrVIl y 16Srl en la especie Liquidambar styraciflua (familia
Hamamelidaceae) que hace parte del arbolado urbano de Bogota (Franco-Lara et al.,
2010).

En Colombia, se han publicado reportes de fitoplasmas del grupo 16Srlll en Solanum
guitoense (Betancourt & Villamar, 2004) y Coffea arabica (Galvis et al., 2007) y los
grupos 16Sr-V y 16Sr-XIl en Solanum tuberosum (Mejia et al., 2011). Ademas, en la base
de datos GenBank se encuentran reportadas secuencias de fitoplasmas encontradas en
Colombia en hospederos como Manihot esculenta (grupo 16Srlll), Elaeis guineensis
(Grupo 16Srly grupo 16Srlll) y Zea mays (16Srl).
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2.3 Mecanismos de Transmision de Fitoplasmas

En condiciones naturales, la transmisién de los fitoplasmas se da principalmente por
insectos vectores, por propagacion vegetativa de material infectado y excepcionalmente,
a través de semillas (Cordova et al., 2003). También se pueden transmitir por conexiones
vasculares entre dos plantas (injertos o plantas ectoparasitas como Cuscuta sp.).

La dispersion de fitoplasmas en un ecosistema estd mediada por insectos hemipteros,
los cuales juegan un papel en la determinacion del nicho ecolégico de un determinado
fitoplasma (Lee et al., 2000). Aproximadamente 200 especies de insectos han sido
confirmadas como vectores de fitoplasmas, las cuales estan en el Orden Hemiptera,
principalmente en el suborden Auchenorrhyncha; en familias como Cicadellidae,
Psyllidae, Cixiidae (Hill y Sinclair, 2000), Cercopidae, Delphacidae, Derbidae, Flatidae
(Weintraub y Beanland, 2006), Pentatomidae (Mitchell, 2004) y Tingidae.

Entre los insectos Auchenorryncha, se conoce que el ciclo de vida consta de cinco instar
ninfales, los huevos son puestos en tejidos vegetales, las generaciones por afio son
variables y en algunos casos el habitat de ninfas y adultos puede ser diferente. En este
grupo de insectos fit6fagos, existen diferentes estrategias de alimentacién, sobre los
tejidos vegetales (xilema, floema o células del mesdéfilo). Entre los que se alimentan de la
savia transportada en el floema se encuentran la mayoria de insectos en las familias
Fulgoroidea, Cicadellidae y Membracidae (Wilson y Weintraub, 2007; Wilson y Turner,
2010).

En los insectos que se infectan con fitoplasmas, estos se ubican en diferentes érganos
de los vectores como el intestino, la hemolinfa y las glandulas salivares (Weintraub y
Beanland, 2006). Los fitoplasmas deben ser capaces de evadir el sistema inmune de los
insectos y replicarse dentro de ellos. Las relaciones fitoplasmas-insectos pueden ser
neutrales, disminuir o aumentar la idoneidad en el insecto respecto a su sobrevivencia o
éxito reproductivo (Hogenhout et al., 2008). Entre las poblaciones de insectos que se
alimentan del floema, se pueden diferenciar insectos portadores de fitoplasmas de los
insectos transmisores de fitoplasmas. El proceso de transmision de fitoplasmas requiere
del reconocimiento a nivel celular y molecular de componentes entre los tejidos del
insecto y el fitoplasma, no todos los insectos en los cuales se detecten fitoplasma tiene la
habilidad de transmision (Hogenhout et al., 2008).

En el proceso de transmisibn mediada por vectores, se conoce como periodo de
adquisicion al momento en que un insecto libre de fitoplasmas se alimenta de una planta
infectada (Weintraub y Beanland, 2006). Cuando un insecto fitofago especialista del
floema, succiona la savia de una planta infectada con fitoplasmas, el insecto ingiere las
bacterias. A continuacion, si los fitoplasmas son capaces de replicarse al interior del
insecto, sucede el periodo de latencia o incubacién que corresponde al tiempo requerido
antes que el insecto pueda inocular de forma efectiva una nueva planta (Tanne et al.,
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2001). En este tiempo, los fitoplasmas se propagan a través del cuerpo del insecto, se
retienen en la hemolinfa, se multiplican en la cavidad corporal y por ultimo colonizan las
glandulas salivares. Finalmente sucede la transmision si el insecto vector inyecta
posteriormente los fitoplasmas durante su alimentacion en plantas sanas (Weintraub y
Beanland, 2006; Tanne et al., 2001).

Otros factores asociados al comportamiento de alimentacién como la salivacion, el tejido
preferencial de alimentacién, las habilidades sensoriales, la morfologia bucal, el tamafio
del estilete y de canales determinan que un insecto sea transmisor de fitoplasmas (Tanne
et al., 2001). Por esta razén soélo entre los grupos de insectos que no generan dafio
durante su alimentacion se pueden encontrar vectores de fitoplasmas (Wilson y
Weintraub, 2007), los cuales permanecen infectivos de por vida, haciendo que la
transmision sea persistente (Weintraub y Beanland, 2006; Tanne et al., 2001).

Familia Cicadellidae en Colombia

De acuerdo con Dietrich (2005), la familia Cicadellidae hace parte de la superfamilia
Membracoidea que a su vez se incluye en el infraorden Cicadomorpha. El infraorden
Cicadomorpha es un grupo altamente diverso, en el cual hay controversia entre las
relaciones entre los grupos superiores a familias y deficiencias de claves taxonémicas
representativas. Sélo en Norteamérica se conocen aproximadamente 3000 especies y
se estima que en los trépicos cerca del 90% de las especies no tienen registro (Dietrich,
2005).

La familia Cicadellidae estd comprendida por 38 subfamilias y se han descrito
aproximadamente 22000 especies a nivel mundial. Considerando que en el neotropico la
fauna ha sido poco estudiada Freytag y Sharkey (2002), estiman que puede haber entre
10000 y 15000 especies sin describir. En Colombia solo hay descritas 679 especies de
cicadélidos, para las cuales en la mayoria de los casos no se conoce su hospedero
vegetal (Freytag y Sharkey, 2002). Por lo tanto, son escasos los reportes de informaciéon
taxondmica, de habitat o ciclo de vida de especies de la familia Cicadellidae en Colombia.
Por ejemplo, Vargas (2007) en una revisién de 780 especimenes del género Soosiulus
depositados en colecciones entomoldgicas, reconocié 11 especies descritas y 14
especies nuevas (Vargas, 2007). EI mencionado estudio s6lo se centré en el género
Soosiulus, a pesar de lo cual se encontr6 una alta diversidad morfoldégica de los
especimenes y fue necesario proponer nuevos caracteres de identificacion y
discriminacion adicionales a la descripcion taxonémica del grupo (Vargas, 2007). Lo
anterior evidencia una debilidad en el conocimiento de la biologia basica de la fauna de
potenciales vectores de fitoplasmas en Colombia.
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2.4 Deteccion y Clasificacion de Fitoplasmas

Deteccion de fitoplasmas

Teniendo en cuenta que desde la primera descripcién de los fitoplasmas (1967) hasta
2012, no se conocia ningin método para generar cultivos puros de fitoplasmas, la
taxonomia de fitoplasmas se soporta en caracteres moleculares, Utiles en la deteccién y
en la identificacion de este grupo de bacterias. Por ello la deteccidon sensible y precisa de
los fitoplasmas tanto en hospederos vegetales como en insectos ha sido uno de los
aspectos importantes en el conocimiento de estas bacterias, lo que es indispensable para
el manejo o control de enfermedades asociadas con fitoplasmas. Los métodos usados
para identificacion o diferenciacion de fitoplasmas han variado a lo largo del tiempo
segun el avance de las técnicas en Biologia Molecular, la aparicion de enfermedades
causadas por fitoplasmas en nuevos hospederos y la nueva informacién adquirida sobre
estos microorganismos.

En los primeros estudios sobre la identificacion de fitoplasmas se usaron caracteristicas
biolégicas como la especificidad de transmisién de los fitoplasmas mediada por vectores
(Seemiiller et al., 1998), métodos serolégicos, hibridacion con sondas de ADN de
fitoplasmas mediante ®ot-Bloté RFLP y &outhern blotd para analisis de patrones de
bandeos y andlisis RFLP de amplificaciones por PCR anidada de genes ribosomales
(Smart et al., 1996).

La informacion de secuencias del gen 16S rRNA disponibles en inicios de la década de
los noventa permiti6 disefiar diferentes parejas de iniciadores para amplificar
diferencialmente secuencias ribosomales de fitoplasmas (Lee et al., 1993). También se
considerd la region espaciadora 16S-23S rRNA (Smart et al., 1996) para disefar
iniciadores considerados especificos; en conjunto, se usan diferentes combinaciones de
iniciadores en rondas primarias y anidadas de PCR segun los grupos de fitoplasmas
(Gundersen y Lee, 1996). Para confirmar los resultados, los productos de PCR anidada,
son analizados por RFLP y secuenciados para confirmar su origen (Wally et al., 2008), y
determinar el grupo al que pertenecen (Lee et al., 2000; IRPCM 2004, Wei et al., 2007).
La técnica de PCR presenta limitaciones frente al diagnostico reproducible de infecciones
por fitoplasmas puesto que en algunas especies vegetales que tienen alto contenido de
polifenoles, es dificil la obtencién de ADN de buena calidad apropiado para aplicaciones
como PCR (Gibb y Padovan, 1994), incluso en plantas con sintomas evidentes (Gaitan,
2003; Gutiérrez, 2006). Adicionalmente la segunda ronda de amplificacibn puede
incrementar el riesgo de contaminacion en andlisis de rutina (Bertolini et al., 2007), por lo
cual es necesario incluir en todos los pasos controles negativos de agua y ADN que dan
confiabilidad a los ensayos.
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Por ello se han buscado alternativas metodolégicas de deteccion e identificacion de
fitoplasmas por ejemplo ensayos de movilidad heteroduplex (HMA) de la region
espaciadora 16S/23S (Wang & Hiruki, 2005), o PCR co-operacional asociada con d@ot
blot6(Co-PCR) en la cual se emplean tres iniciadores considerados universales para los
grupos de fitoplasmas en una sola reaccion, uno externo y dos que anillan sobre el
amplificado producido por el primer iniciador (Bertolini et al., 2007). Por su bajo costo
este método fue evaluado para detectar fitoplasmas en L. styraciflua, arboles de ornato
en Bogota, y no representd una mejora respecto al uso de PCR anidada en la deteccion
especifica de secuencias de fitoplasmas (Franco-Lara et al., 2010).

También se ha usado la técnica T-RFLP (Polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion terminal), como método directo para producir perfiles de RFLP amplificando
genes rRNA, que generan un patrén de bandeo fluorescente en electroforesis de alta
definicibn en un secuenciador automatizado (Hodgetts et al., 2007). Otras técnicas
basadas en amplificaciones isotérmicas (LAMP) se han evaluado para la deteccion
especifica de fitoplasmas de los grupos 16Srl, 16Sr-XXIl (Tomlinson et al., 2010), 16Srll
y 16Sr-XIl (Bekele et al., 2011) en una sola ronda de amplificacién con la misma
sensibilidad que el uso de PCR anidada. Alternativamente, los sistemas de PCR en
tiempo real (RT-PCR) han permitido un aumento en la sensibilidad, confiabilidad y
reproducibilidad respecto a la PCR anidada estandar, permitiendo la deteccion de
fitoplasmas en muestras negativas por otros métodos y evitando posteriores
modificaciones post-PCR (Chistiensen et al., 2004; Galeto et al., 2005).

A pesar de diferentes posibilidades metodoldgicas, en el diagnéstico e identificacion
rutinaria de fitoplasmas el método mas usado es PCR anidada de un segmento del gen
16S rRNA seguido por RFLP con enzimas de restriccion segun el grupo (Lee et al. 1998)
0 la secuenciacion de los amplicones obtenidos. Este segundo paso después de la
amplificacion por PCR anidada es indispensable para confirmar que los amplicones son
fitoplasmas y no se presentan detecciones inespecificas de otras bacterias enddfitas o
ADN ribosomal de cloroplastos (Wally et al., 2008). Ademas, con la disponibilidad de
herramientas bioinformaticas, es posible realizar andlisis RFLP in silico con las cepas
representativas de cada grupo (Wei et al., 2007; Zhao et al., 2009).

Clasificacion taxonémica

De forma similar a la identificacién, las primeras aproximaciones para diferenciar
fitoplasmas se basaron en los sintomas inducidos a la planta hospedera, la especie en la
gue se describia la enfermedad y el rango geogréafico de ocurrencia de la enfermedad
(Lee et al., 2000), pero esos criterios no necesariamente implicaban una relaciéon entre
los diferentes grupos de fitoplasmas.
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Es concordancia con la tendencia para la identificacion de bacterias en general, la
clasificacion taxonémica de los fitoplasmas se hace a partir de las secuencias 16S rRNA.
A partir de la informacién de secuencias generada para este gen en fitoplasmas, se han
realizado andlisis filogenéticos (Lee et al.,, 1998; Wei et al., 2007), permitiendo el
establecimiento de un sistema de clasificacion basado en el andlisis RFLP de regiones
amplificadas por PCR del gen 16S rRNA (Grupos 16Sr), el cual sigue siendo una forma
confiable y rapida de diferenciacion e identificacién entre fitoplasmas conocidos. Los
grupos de fitoplasmas se basan en los perfiles generados por restriccién con 17 enzimas
de corte frecuente entre las que se encuentran Alul, Rsal, Mse o Hinfl (Semdiller et al.,
1998; Wei et al., 2007). Estos perfiles han permitido identificar 32 grupos 16Sr (Tabla 2-1)
y més de 100 subgrupos.

Desde el punto de vista taxondmico formal, cada grupo filogenético de fitoplasmas
representa una especie de fitopCanddasgCa) La descr |
Phyt oplasmadé como g®nero y |l os |ineamientos par a
dados por el equipo de trabajo en fitoplasmas/espiroplasmas del IRPCM- Grupo de

taxonomia de fitoplasmas (IRPCM) en el 2004. Bajo estos criterios, dos muestras se

consideran especies diferentes cuando hay menos de 97.5% de similitud en una

secuencia (>1200 bp) del gen 16S rRNA que comprende las primeras 1400 posiciones

desde el e xtr el6BorRNAG (IRP@M 200zHe Ror la naturaleza altamente

conservada del gen 16S rRNA pueden encontrarse especies diferentes, con distintas

propiedades biolégicas, fitopatolégicas y genéticas, que tienen similitudes superiores al

97.5% para el gen 16S rRNA. En estos casos se requiere informacion adicional sobre los

vectores, la especificidad de hospedero o marcadores moleculares adicionales para

diferenciar dentro de cada taxén, los subgrupos de fitoplasmas (IRPCM, 2004; Duduk y

Bertaccini, 2011).

La diversidad entre cepas de fitoplasmas de un mismo grupo es alta y para realizar
estudios epidemiolégicos dirigidos al control de las enfermedades causadas por
fitoplasmas se deben identificar los fitoplasmas al interior de los grupos filogenéticos
(Duduk y Bertaccini, 2011). Por ello, el esquema de clasificacion que parte del gen 16S
rRNA se ha refinado incluyendo otras regiones gendmicas que aportan informacién
adicional como los genes 23SrRNA y la region intergénica espaciadora 16S- 23SrRNA
(Hodgets et al., 2009), el gen tuf (factor de elongacién EF-Tu), proteinas ribosomales
rpsV(rpl22), rpsC (rps3) (Martini et al., 2007), subunidades de proteinas translocasas
como secY (Lee et al., 2006) y secA (Hodgetts et al., 2008) y mas recientemente, genes
gue codifican para proteinas membranales como map, degV (Arnaud et al., 2007), nus y
groEL (Mitrovic et al., 2011). Recientemente, con la informacién de multiples genes que
representan mejor la variabilidad, se han realizado andlisis de secuencias multilocus
(MLST) para entender la diversidad genética de fitoplasmas relacionados, pero con
diferentes caracteristicas ecolégicas o patologicas (Duduk y Bertaccini, 2011; Marcone,
2012).
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Tabla 2-1. Grupos 16Sr de Fitoplasmas (Zhao et al., 2010; Martini et al., 2012, Davis et al., 2012;
Win et al., 2013; Nejat et al., 2013)

Grupo grsuupbc;s Numero de especies 'Ca phytoplasma’
16Srl Aster yellows 11 1 Ca Phytoplasma asteris'
16Srll Peanut witches'-broom 12 2 f@;gﬁgﬂzsggt?;fg?gia’ y€a
16Srll X-disease 19 2 gz;gz}[r?cp;ﬁnr;? pruni'y &a Phytoplasma
16SrlV  Coconut lethal yellows 6 1 €a Phytoplasma palmae'
&a Phytoplasma ulmi', €Ca Phytoplasma
16SrVv Elm yellows 6 4 ziziphi', €a Phytoplasma vitis' y €a
Phytoplasma balanitae'
16SrVI Clover proliferation 8 1 Ca Phytoplasma trifolii
16SrVII  Ash yellows 3 1 €a Phytoplasma fraxini'
16SrVIlIl  Loofah witches'-broom 1 1 €a Phytoplasma luffae'
16SrIX Pigeon pea witches'-broom 4 1 €a Phytoplasma phoenicium'
&a Phytoplasma mali', €Ca Phytoplasma
16Srx Apple proliferation 5 4 Eﬁ&oﬁisﬁ? gfdﬁzm;trgﬂga (If’:r?ytoplasma
spartii'
16SrXI Rice yellow dwarf 3 1 &a Phytoplasma oryzae'
&a Phytoplasma australiense’, €a
16SrXIl  Stolbur 7 4 Phytoplasma japonicum', €a Phytoplasma
fragariae' y €a Phytoplasma solani'
16SrXIll  Mexican periwinkle virescence 2 1
16SrXIV  Bermudagrass white leaf 1 1 €a Phytoplasma cynodontis'
16SrXV  Hibiscus witches'-broom 1 1 €a Phytoplasma brasiliense'
16SrXVI  Sugarcane yellow leaf syndrome 1 1 €a Phytoplasma graminis'
16SrXVIlI  Papaya bunchy top 1 1 &€a Phytoplasma caricae'
16SrXVIIl  American potato purple top wilt 1 1 €a Phytoplasma americanum'
16SrXIX Japanese chesnut witches'-broom 1 1 €a Phytoplasma castaneae'
16SrXX  Buckthorn witches'-broom 1 1 €a Phytoplasma rhamni'
16SrXXI  Pine shoot proliferation 1 1 €a Phytoplasma pini'
16SrXXIl z\ll_ig%r)ian coconut lethal decline 1 1 &€a Phytoplasma cocosnigeriae'
16SrXXIll  Buckland Valley grapevine yellows 1 1
16SrXXIV  Sorghum bunchy shoot 1 1
16SrXXV Weeping tea tree witches'-broom 1 1
16SrXXVI Mauritius sugarcane yellows D3T1 1 1
16SrXXVIl Mauritius sugarcane yellows D3T2 1 1
16SrXXVIIl Havana derbid phytoplasma group 1 1
16SrXXIX Cassia witches'-broom 1 1 &a Phytoplasma omanense'
16SrXXX Salt cedar witches'-broom 1 1 &€a Phytoplasma tamaricis'
16SrXXXIl Bindweed yellows (BY) 1 1 'Ca. Phytoplasma convolvuli'
16SrXXXII Malaysian periwinkle virescence 3 1 Ca Phytoplasma malaysianum'

(MaPV)
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2.5 Genoma de Fitoplasmas

Actualmente se encuentran disponibles las secuencias anotadas de los genomas
completos de cuatro fitoplasmas. &andidatus phytoplasma asterisbc e pa A Oni on yel |l ows
y cepa AAst &a. P.yaestrdliemsedposeen genomas circulares (Oshima et al.,

2004; Bai et al., 2006; Kube et al., 2008), mientras que el genoma de &a. P. esnal i 6
lineal (Tran-Nguyen et al., 2008). También esta disponible la anotacién del genoma
parci al del f i t op |-Baosnm @on Bna aobartira ddli9v%e yh18 sodtigs
ensamblados (Chung et al., 2013). En general los fitoplasmas tienen genomas pequefios

con cromosomas entre 530 a 1350 Kpb (Marcone et al., 1999) y entre 481 a 776 genes
codificantes para proteinas (Hogenhout et al., 2008; Kube et al., 2012). Sus genomas son

ricos en AT pues, su contenido (G+C) esta entre 21,4 y 29%. Pueden o no presentar

ADN extra cromosémico, en algunos fitoplasmas se han reportado hasta cuatro
plasmidos variables en tamafio, desde 3800 pb hasta 5100 pb (Bai et al., 2006). Los
fitoplasmas tienen dos operones de rRNA, una region tRNA ile en la region espaciadora

de los genes 16S y 23S y usan UGA como codén de parada (IRPCM 2004).
Aproximadamente entre el 35% al 53% de los genes codificantes de los genomas de
fitoplasmas aun no tienen una funcién conocida (Tran-Nguyen et al., 2008; Chung et al.,

2013).

La disponibilidad de sélo cuatro genomas completos, se debe en parte a la dificultad para
obtener fracciones de ADN purificadas y enriquecidas a partir de hospederos vegetales,
con técnicas como electroforesis de campo pulsado (PFGE) o repetidas rondas de ultra
centrifugacion con cloruro de cesio-bisbenzimida. A pesar de que estas técnicas han
permitido la construccion de librerias gendémicas para su posterior secuenciacion por la
técnica &hotguné ( ‘Ngugem y Gibbs, 2007; Kube et al., 2012), se ha encontrado baja
cobertura de los clones recombinantes y de las secuencias de las regiones ricas en AT, y
baja calidad en las secuencias (Kube et al.,, 2012). Adicionalmente se presentan
limitaciones en el proceso de ensamblaje de estos genomas ricos en repeticiones porque
las librerias obtenidas muestran un sesgo en la clonacion de fragmentos, pero se espera
gue la disminucibn de costos de secuenciacion y la aplicacion de técnicas de
secuenciacion de alta resolucion y cobertura que no impliquen la clonacion del ADN
gendmico, permitan la secuenciacién de un mayor nimero de genomas completos de
estas fitoplasmas (Kube et al., 2012).

El analisis de informacion gendmica y proteémica ha mostrado que los fitoplasmas
presentan reducciones del genoma con ausencia de las rutas de sintesis de varios
aminodcidos, acidos grasos y nucleétidos (Oshima et al., 2004). A diferencia de otros
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Mollicutes, carecen de componentes en la produccion de ATP mediada por ATP sintasas
tipo F.F;, de sistemas fosfotranferasas PST, entre otros, lo cual representa posibles
escenarios interesantes para entender el funcionamiento metabdlico de los fitoplasmas
(Jietal., 2010; Kube et al., 2012).

El genoma de fitoplasmas codifica una alta proporcion de proteinas de sistemas de
transporte, de anclaje a membrana y proteinas en contacto con el citoplasma de la célula
gue infectan (Hogenhout et al., 2008). Los fitoplasmas tienen un gran nimero de
sistemas de proteinas de transporte, comparado con el tamafio de su genoma, entre las
gue se incluyen permeasas, proteinas de unién a solutos del sistema transportador ABC
para péptidos, aminoacidos, iones inorganicos como cobalto, manganeso y zinc y
también codifican transportadores de maltosa, tetralosa, sucrosa y palatinosa
(Christensen et al., 2005) con los que toman compuestos esenciales de su hospedante
(Kube et al., 2012). Se considera que las células parasiticas de los fitoplasmas adaptan
su potencial hidrico a condiciones isoténicas del huésped con canales de membrana y
transportadores para contrarrestar la pérdida osmotica de agua (Christensen et al.,
2005). Los fitoplasmas también tienen un sistema de secrecién Sec-dependiente para
liberar proteinas maduras al ambiente extracelular; los sustratos del sistema Sec tienen
un péptido sefial en el extremo N-terminal, el cual es reconocido cuando se transcribe la
proteina (Kakizawa et al., 2004). Se cree que las proteinas secretadas y ancladas a la
membranas de los fitoplasmas podrian actuar como factores de virulencia similar a
adhesinas, proteasas o enzimas hidroliticas; importantes en la interaccion de los
fitoplasmas con sus hospederos (Hogenhout y Loria, 2008).

A pesar de tener genomas condensados con juego minimo de rutas metabdlicas (Oshima
et al., 2002), poseen repeticiones de clusters de genes con caracteristicas de elementos
gen®ticos m-vi leed., 2008 Magénhout e( aB,2008). Se cree que esos
segmentos asociados a transferencia horizontal pueden estar relacionados con
adaptacion de los fitoplasmas a los ambientes intracelulares de vegetales y de insectos
(Bai et al., 2006; Hogenhout et al., 2008; Sugio y Hogenhout, 2012). En las regiones
PMU’s o similares a PMU’s, se encuentran la mayoria de genes que codifican pequefas
proteinas potenciales efectores, 0 moléculas secretadas por los fitoplasmas para facilitar
su multiplicacién y dispersion (Sugio et al., 2011; Sugio y Hogenhout, 2012). La mayoria
de potenciales efectores, ademas de carecer de similaridad de secuencias con genes
codificantes de proteinas conocidas, parecen ser especificos por especies o0 cepas de
fitoplasmas, lo cual indica que estos efectores tienden a evolucionar mas rapido que
otros genes en los genomas de los fitoplasmas y probablemente sean importantes en la
adaptacion a diferentes hospederos (Chung et al., 2013).
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Interaccion Hospedero- Patdgeno

Existe poca informacion sobre los mecanismos de patogenicidad de los fitoplasmas y
cdémo logran generar los sintomas observados en las plantas. En general se han descrito
cambios bioquimicos entre las plantas infectadas con fitoplasmas y las que estan libres
de estos microorganismos. Entre ellas esta el bloqueo en el transporte a través del
floema, cambios en la translocacion de fotosintatos, reduccion en la tasa fotosintética,
alteracion del metabolismo secundario y perturbacion del balance hormonal de las
plantas (Christensen et al., 2005).

En plantas infectadas con fitoplasmas se han estudiado los cambios en los niveles
enddgenos de reguladores de crecimiento y segun la especie vegetal y los 6rganos de la
planta los cambios son diferentes. Por ejemplo en C. roseus infectadas la concentracion
de citoquininas en flores con filodia es mayor que en plantas sanas, mientras que la
concentracion de la misma hormona en raices y hojas maduras se presenta por debajo
de los niveles normales (Marcone, 2010). En otros casos se han estudiado los cambios
en la expresion de genes de plantas infectadas, por ejemplo, en plantas de tomate se
encontré que la infeccién con el fitoplasma stolbur (Grupo 16SrXll), induce la represion
de los genes vegetales LeWUSCHEL y LeCLAVATAL involucrados en el desarrollo de
meristemos y LeDEFICIENS en la identidad de 6rganos y a su vez, la sobreexpresion del
gen FALSIFLORA, gue controla la identidad del meristemo floral (Pracros et al., 2007).

A partir de la informacion genémica recientemente se han asociado algunos sintomas
observados en plantas infectadas por fitoplasmas con las proteinas secretadas al
citoplasma del huésped, que pueden actuar directamente con los componentes celulares
del huésped o atravesar los plasmodesmos (cuando son inferiores a 40 kDa) y actuar
como factores de virulencia en tejidos sumidero (Hogenhout y Loria, 2008). En el genoma
d e Cain phytopl as ma asteriso s e encontraron
directamente al citoplasma de la célula eucariota con sefales de localizacion nuclear:
SAP11 (14 kDa), SAP22 (84 kDa), SAP30 (12 kDa), y SAP42 (9 kDa). Entre ellas, SAP11
esta codificada en una region potencialmente movil (PMU), que podria asemejarse a una
isla de patogenicidad y constituye un potencial efector de la alteracion de la fisiologia de
la célula de la planta (Bai et al., 2009; Sugio et al., 2011). Ello tiene congruencia con la
identificacion del sistema de transporte de proteinas de la via Sec y secuencias de
proteinas con péptido sefial N-terminal, en los genomas de los fitoplasmas, sugiriendo la
funcionalidad de este sistema (Bai et al., 2009). La accion de productos metabdlicos a
larga distancia se plante6 al evaluar infecciones con fitoplasmas del grupo 16SrlV (LY de
pal ma de c o cia)ellowdwa8d Xy 16 Sustdalah papaya diebackd pues
no existe relacion entre la presencia de los fitoplasmas en determinados drganos de la
planta con las alteraciones y los sintomas, lo que puede ser causado por un metabolito
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téxico de los fitoplasmas (Siddique et al.,, 19 9 8 ) . En | a CacePpasteri©®¥e de 0
evalué la funcién de una proteina fitoplasmica de 4.5 kDa (TENGU) expresandola en
Arabidopsis thaliana y se encontr6 que su efecto es la supresion de la respuesta a
auxinas de la planta, lo que induce morfologia anormal como escobas de bruja y
enanismo (Hoshi et al., 2009). En el caso de la proteina TENGU se pudo establecer el
efecto de un metabolito transportado por los haces vasculares hacia los tejidos sumidero
(Hoshi et al., 2009). Se conoce que una de las proteinas codificadas en el genoma del
fitoplasma AY-WB (Grupo 16Srl), de 10.7 KDa (SAP54), que es secretada en el floema
de las plantas infectadas, genera malformaciones florales y la pérdida de Ila
determinacion del meristemo floral en lineas transgénicas estables de Arabidopsis
thaliana. Estas flores anormales asemejan los sintomas producidos por el fitoplasma AY -
WB (MacLean et al., 2011).

Ademas del efecto de las proteinas translocadas, otras proteinas de fitoplasmas son
candidatas de la interaccion con su hospedero. Hasta el momento no existen reportes de
secuencias de los genes SecA, Imp, Amp o IdpA de | f i t cCandidatusifai téopl as maod
fraxini (grupo 16SrVIl). Los genes Imp, Amp e IdpA codifican para proteinas IDPs (en
inglés Immunodominant membrane proteins) de fitoplasmas, la cuales son proteinas
inmunodominantes de membrana y son de interés porque parecen estar relacionadas
con interacciones proteina-proteina con los insectos que transmiten fitoplasmas. Amp
interactda con los componentes protéicos de los microfilamentos de cicadélidos vectores
del fitoplasma Onion Yellows (Grupo 16Srl), lo cual probablemente esta relacionado con
la capacidad de transmision de los insectos (Suzuki et al., 2006). Las proteinas IDPs
carecen de homologia con secuencias de otros organismos. Constituyen la mayor
proporcién del total de proteinas de membrana, se localizan en diferentes regiones del
genoma y entre ellas muestran una alta variacion antigénica y en composicién de
aminoacidos (Kakizawa et al., 2009).

imp idpA amp
SPWB-Imp (172 2a) WX-IdpA (237aa; OY-W-Amp (233 aa)
N_Z:a c 'N20m 0m c !N 2aa Baa o
> [N D
193 103 8aa 22 6aa Baa Maa 7aa
Cleavage ===
d B C J
s o1 gt REY..... TR
p SPrs oo . i
Membrana t ‘ ‘ .
:
S =) D
Citoplasma =) i N JJ e =) “c

Fitoplasma ) - c N

Figura 2-1. Representacion diagramatica de los genes IDP de fitoplasmas (Tomado de
Hogenhout et al., 2008).

Se han encontrado tres tipos de IDPs en diferentes fitoplasmas (Imp, IdpA, Amp) (Tabla
2-2), se cree que tienen un papel en unién a la membrana celular del hospedero
(Hogenhout et al., 2008) y se han relacionado con la capacidad de transmision de los
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fitoplasmas por los insectos vectores (Suzuki et al., 2006). Todos los genes IDPs
codifican una region hidrofilica central posiblemente extracelular y varian en el anclaje
transmembranal hidrofébico (figura 2-1). Imp tiene una regién N-terminal transmembranal
y se considera que los genes Imp son conservados entre todos los fitoplasmas (Kakizawa
et al., 2009). IdpA tiene dos regiones transmembranales en cada extremo N-terminal y C-
terminal que permanecen sin ser cortadas. Amp por su parte, tiene un segmento N-
terminal transmembranal el cual es cortado y se ancla a la membrana por el extremo C-
terminal (Barbara et al., 2002).

Otros posibles factores de virulencia estan presentes en el genoma de los fitoplasmas,
pero su accion en la planta ain no se ha esclarecido y su funcién es hipotética, por
ejemplo, hemolisinas (hlyC y tlyC), que actuarian como agentes de dafio de membrana,
metaloproteasas dependientes de ATP (hflB o ftsH) ancladas a la membrana de
fitoplasmas y nucleasas (Hogenhout et al., 2008).

Tabla 2-2. Fitoplasmas en los que se han descrito secuencias de genes de proteinas
inmunodominantes.

Gen Fitoplasma Grupo Accesion Referencia
IDP P 16S rRNA Gen Bank
Sweet potato witchg 16Sr-Vi U15224 Yu et al., 1998
Apple proliferation (AP) 16Sr-X AJ011678 Berg et al., 1999
Tran-N t al.
Australian grapevine yellows (AUSGY) 16Sr-XIl CAM12096 ran g%zn etal,
. Liefting y Kirkpatrick et
Western X-disease (WX) 16Srlll al., 2003
European stone
fruit yellows (ESFY) 16Sr-X AF400587 Morton et al.. 2003
Imp Peach yellow leaf roll (PYLR) 16Srlll AF400589 B
Pear decline (PD) 16Sr-X AF400588
. AB469007
Onion yellows (OY) 16Srl AB469008
Mulberry Dwarf (MD) 16Srl AB469009
Paul owni a witches?d 16Srl AB469010 .
Porcelain vine witc 165 AB469011 Kakizawa et al., 2009
Tsuwabuki witches broom (TWB) 16Srlll AB469012
Rice yellows dwarf (RYD) 16Sr-XI AB469013
Potato witches ’broom Korea (PWBK) 16Sr-VI AB469014
IdbA Western X (WX) 16Srlil AF533231 Blomquist et al., 2001
P Poinsetia branch-inducing (PoiB) 16Srlll Neriya et al., 2011
Aster yellows (AY) 16Srl AF244540
Barbara et al., 2002
Amp Clover phyllody (CPh) 16Srl AF244541
Onion Yellows (OY) 16Srl AB124806 Kakizawa et al., 2004
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3HI PCTESI S EXPERI MENTA

Las enfermedades de arboles asociadas con fitoplasmas en Bogot4 son recientes, las
primeras observaciones fueron para F. uhdei a mediados de la década de 1990. En los
arboles de F. uhdei, se reportaron por primera vez fitoplasmas del grupo 16SrVIl a
mediados de la década del 2000 (Griffiths et al., 2001; Gaitan, 2003; Filgueira et al.,
2004) y posteriormente en los arboles de L. styraciflua en 2007se empezaron a observar
cambios de la morfologia de la planta, en los cuales posteriormente se detectd por RFLP
la infeccion mixta de fitoplasmas de los grupos 16SrVIl y 16Srl (Franco-Lara et al., 2010).
Teniendo en cuenta el valor ambiental, ornamental y econdémico del arbolado urbano,
sumado al potencial riesgo epidemiolégico de dispersion de fitoplasmas a plantas de
valor comercial cultivadas en la Sabana de Bogotad y considerando que no existen
métodos efectivos de control, se plantea la necesidad de conocer los insectos vectores
responsables de la dispersion de los fitoplasmas en el area de Bogota. Ello contribuye al
conocimiento epidemiolégico de la enfermedad y es requisito indispensable para
proponer estrategias de manejo de la enfermedad a mediano plazo.

Por eso se plantearon dos hipotesis experimentales:

1) Silos insectos de la familia Cicadellidae son portadores de fitoplasmas, entonces
entre ellos, se encontraran los posibles vectores de fitoplasmas.

2) Si existen arboles en Bogota de especies diferentes a F. uhdei y L. styraciflua con
sintomas de fitoplasmosis, entonces estas especies podrian estar infectadas con
fitoplasmas de los mismos grupos reportados para F. uhdei y L. styraciflua.
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40BJETI VOS

4.1 Objetivo general

Contribuir al conocimiento de aspectos epidemiolégicos de las fitoplasmosis de los
arboles de Bogot4 mediante la evaluacion de la capacidad de transmision de fitoplasmas
de dos morfoespecies de Cicadellidae (Hemiptera, Auchenorryncha) de Bogota.

4.2 Objetivos especificos

1 Determinar la presencia de fitoplasmas en insectos cicadélidos capturados en
Bogota.

i Evaluar la capacidad de transmisién en condiciones experimentales de insectos
portadores de fitoplasmas.

i Evaluar la infeccidn de fitoplasmas en tres especies de arboles que circundan
Fraxinus uhdei afectados por fitoplasmosis.

1 Detectar la presencia de genes que codifican proteinas inmunodominantes de
membrana con importancia potencial en la interaccibn hospedero-patégeno de
fitoplasmas.
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SMATERI ALES Y METODOS

5.1 Localizacion de zona de estudio

Este estudio se llevd a cabo en la ciudad de Bogota D. C., Colombia, con ubicacién
aproximada Latitud Norte 4A35065600657 vy
promedio de 2.630 m.s.n.m. y con un &rea aproximada de 1587 Km2. Teniendo en
cuenta el diagndstico de sintomatologia asociada con fitoplasmas en Fraxinus uhdei
realizado por Gaitan (2003) y Gutiérrez (2006), se definieron 2 areas de estudio para este
trabajo. En estas &reas urbanas, ademas de individuos de F. uhdei sintomaticos, se
encuentran arboles de mediano porte como Croton spp., Pittosporum undulatum, Populus
nigra entre otros. Las dos areas son de acceso publico y entre los arboles hay la
presencia de pastizales. En estos pastizales se hicieron nueve muestreos para la colecta
de cicadélidos posibles vectores de fitoplasmas entre Mayo del 2011 a Febrero del 2012,
normalmente en horas de 9 am a 2 pm.

Los sitios de muestreo se presentan en los mapas del anexo A. El area 1 fue en la
Localidad Teusaquillo en sitios como el Campus de la Universidad Nacional de Colombia,
la Calle 53 y el Park Way. El area No. 2 fue en la Localidad Chicd en sitios como la
Autopista norte entre calles 104 a 106, la Avenida Novena con calle 95y la carrera 19
con calle 104.

5.2 Obtencidon de material biolégico

5.2.1. Muestreo de Insectos

En las areas definidas se realizaron muestreos capturando insectos saltadores por jameo
con red entomoldgica. Los insectos capturados se transportaron al laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la UMNG, en donde se realizaron observaciones de los
individuos utilizando un estereomicroscopio (Leica). Los insectos se agruparon segun su

Longit
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apariencia, tamafio y caracteristicas morfolégicas como coloracion del abdomen, alas y
cabeza en diferentes morfoespecies. La observacion de caracteristicas morfolégicas se
realiz6 teniendo en cuenta las ilustraciones de Dietrich (2005) (figura 5-1) y con asesoria
del Dr. Mike Wilson (Museo de Historia Natural de Gales, Reino Unido). De cada
morfoespecie, se realizaron montajes entomolégicos de algunos individuos y otros se
almacenaron a -70°C en ultra congelador (Revco) para posteriores extracciones de ADN.
Los insectos utilizados en los ensayos de transmision se mantuvieron vivos en un frasco
plastico de 50ml, con hojas de pasto fresco recogidas en el lugar de muestreo.

Corona

Ala anterior

Pronotum

— mesonotum
claval 7y

sulure -1\ scutellum

submarginal
vein

\

Antena

Figura 5-1. Principales partes en la morfologia externa de la familia Cicadellidae. Tomado de
Dietrich (2005).

5.2.2 Muestreo de arboles aledafios a Fraxinus uhdei:

En las mismas areas de muestreo de insectos se cortaron ramas jévenes de arboles de
las especies Croton spp., P. undulatum y P. nigra aledafios a F. uhdei, usando una
desgarradera y tijeras de jardineria. Las ramas se trasladaron a la UMNG. En el
laboratorio las hojas y ramas se limpiaron superficialmente con agua y jabon,
posteriormente se desinfectaron superficialmente con etanol al 70%. Mediante una
delicada diseccion, el tejido fresco correspondiente a los haces vasculares se separé de
la médula y la corteza (figura 5-2) y se almacen6 a -70°C en un ultracongelador (Revco)
hasta el momento de la extraccion de ADN.
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Figura 5-2. Separacion de haces vasculares en tallos de F. uhdei.

5.3 Deteccion de Fitoplasmas

5.3.1 Extraccion de ADN total de morfoespecies de cicadélidos

La extraccion de ADN se hizo de acuerdo a Hung et al. (2004). Un individuo o grupos de
maximo 5 insectos de la misma morfoespecie se pulverizaron en microtubos de 1,5 ml,
luego de ser enfriados con nitrégeno liquido. Posteriormente se maceré con 30 pL de
buffer de lisis (10mM Tris-HCI pH 7,5, 100mM EDTA pH 7,5) y el macerado se llevé a
volumen final de 800uL con el mismo buffer de lisis y se incub6 a 55°C minimo por 4
horas o toda la noche. Después se agregaron 500uL de fenol equilibrado y se separé
centrifugando a 13000xg por 10 min. Los &cidos nucleicos de la fase acuosa se
precipitaron con etanol absoluto durante 15 minutos a -20°C, posteriormente se
centrifugaron por 25 min a 13000xg y el pellet se lavé con etanol al 70%. Luego de
evaporar el etanol, el ADN total de insectos se resuspendié en buffer TE (Tris-HCI 10
mM, 1 mM EDTA) el ADN se almacendé a -20°C.

5.3.2 Extraccion de ADN total vegetal

Se utiliz6 un método de extraccion de ADN modificado por la Dra. Bertaccini (Dista,
Universidad de Bologna). Un gramo de tejido proveniente de los haces vasculares se
macerd en nitrégeno liquido con buffer de extracciéon | (K,HPO43H,0O 92mM, KH,PO,4 30
mM, sacarosa 10%, BSA, PVP-10 5%, &cido L-ascorbico pH 7.6). El pellet se
resuspendié en 4 ml de buffer de extraccion Il (Tris-HCI 200 mM, 100 mM EDTA, 250 mM
NacCl), 80 pL de proteinasa K (5 mg/ml) y 440 uL de n-Lauroilsarcosina 10%, por 2 h a
55°C. El lisado se centrifugé 10 min a 8000xg (Eppendorf Rotor rotor F-34-6-38),
descartando el pellet. El sobrenadante se transfirid a un tubo nuevo y se agregaron 0.6V
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de isopropanol, se almacené durante 30 min a -20°C. Posteriormente se centrifugé 15
min a 8000xg y el pellet se resuspendié en 3 ml de buffer TE, agregando75 pL de SDS
20% y 60uL de proteinasa K, esta lisis se realizé por 1h a 37°C. Luego se adicionaron
525 pL de NaCl 5M y 420 pL de CTAB/NaCl (10% CTAB, 0.7M NacCl), incubando a 65°C
por 10 min. Posteriormente se hizo una extraccién orgénica con un volumen igual de
Cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), se separé la fase organica centrifugando a 7500xg
por 10 min. La fase acuosa se transfirié a tubos nuevos y se agregd un volumen igual de
cloroformo, la emulsién se centrifugé a 7500xg por 10 min y la fase se precipité con 0.6V
de isopropanol durante toda la noche. Los acidos nucleicos se centrifugaron a 11000xg
(Eppendorf 5424) y el pellet se lavo con etanol al 70%. El pellet se resuspendio en buffer
TE y el ADN se almacené a -20°C.

5.3.2.1 Re-extraccion de ADN gendmico vegetal.

En algunos casos donde se sospeché de la presencia de inhibidores que co-precipitan
con el ADN como compuestos fendlicos y carbohidratos de alto peso molecular, fue

necesario un paso adicional d &J pédx t( rMeo BEndo n

las instrucciones de la casa comercial.

5.3.3 Cuantificacion de ADN gendmico

Se usaron 2L de todos los extractos de ADN total obtenido de plantas y de insectos,
para evaluar cualitativamente la calidad y la concentracion del extracto, en electroforesis
en gel de agarosa (Bioline) al 1%. La electroforesis se corrid utilizando como buffer TBE
1X (89mM Tris base, 89mM acido borico, 2 mM EDTA), por 1 hora a 50 V en un equipo
de la marca Major Science. La tincion de ADN se realiz6 con bromuro de etidio (Sigma)
concentracion final 0.5mg/ml y la visualizacion del gel se realizé en transiluminador UV.
Algunas muestras de ADN se cuantificaron con el Kit Qubit Assay, utilizando un
fluorimetro Qubit (Invitrogen ahora Life Technologies), siguiendo las instrucciones del
fabricante.

5.3.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Con el objetivo de verificar la ausencia de sustancias inhibidoras en los extractos de ADN
vegetal, estos se usaron como moldes en una reaccion de PCR con los iniciadores rpsF
(5°- GTGGTAGAAAGCAACGTGCGACTT -3) y rpsR2 (5°-
TGCGGATCGAACATCAATTGCAAC -3°) (Oxelman et al., 1997), los que amplifican el
intrén rps16 en el genoma de cloroplasto presente en todas las especies de plantas,
generando un producto aproximado de 800pb. Cuando no hubo amplificacion con este

saomuel
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juego de iniciadores, se realizdé un paso de purificacion adicional del ADN total (numeral
5.3.2.1). Las condiciones de reaccion y de amplificacion fueron las mismas que para las
reacciones de deteccion de fitoplasmas. Las reacciones de PCR se llevaron a volumen
final de 15 pl, con 0,05 U/ yL de Tag polimerasa (Bioline), buffer de la enzima 1X, 1.5 mM
de MgCl,, 0,2mM de dNTPs (Bioline), 0.2uM de cada iniciador y 1L de ADN total (20-50
ng) en la reacciébn de PCR. El control negativo de la reaccién con los iniciadores
rpsF/rpsR2 fue una reaccion sin ADN. El perfil térmico usado se muestra en la figura 5-6
como perfil A, con 1 min de denaturacién, 1 min de anillamiento y 2 min extension,
utilizando un termociclador PT-100 (MJ Research). EI ADN total vegetal que generé el
producto esperado, se usé como molde en las reacciones posteriores de PCR.

Para la deteccién de fitoplasmas, los extractos de ADN tanto de plantas como de
insectos se usaron para amplificar un segmento del gen 16S rRNA de fitoplasmas por
PCR. En la deteccion rutinaria de fitoplasmas se realizan amplificaciones anidadas
consecutivas, en esta técnica el producto de la reaccién primaria se diluy6 1:20 en agua y
2 pL de la dilucion se usaron como molde en las reacciones anidadas. La reaccion
primaria se realiz6 con los iniciadores P1/P7 o P1A/P7A y posteriormente se realizaron
una o dos reacciones PCR anidadas usando diferentes pares de iniciadores que permiten
amplificar el ADN de fitoplasmas, los iniciadores utilizados se listan en la tabla 5-1.

Tabla 5-1. Iniciadores utilizados en las reacciones de deteccion de fitoplasmas sobre la region
16S rRNA-23SrRNA.

Reaccién Iniciador Secuenecldidba 506 Sentido Referencia
P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT Forward | Smartetal,
P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT Reverse 1996
Primaria P1A ACGCTGGCGGCGCGCCTAATAC Reverse
P7A CCTTCATCGGCTCTTAGTGC Forward | -¢© &tal, 2004
R16F2n GAAACGACTGCTAAGACTGG Forward
R16R2 TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG Reverse | Gunderseny
R16mF2 CATGCAAGTCGAACGGA Forward Lee, 1996
Anidada R16mR1 CTTAACCCCAATCATCGAC Reverse
fus CGGCAATGGAGGAAACT Forward Seemdtiller et
ru3 TTCAGCTACTCTTTGTAACA Reverse al., 1994
PhyrRNAF3.3 AATAGTGGAAAAACTATC Forward

Gaitan, 2003
PhyrRNARZ.6 TTTCTATAACTTTGCAGA Reverse atan,
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Tabla 5-2. Parejas de iniciadores utilizadas y temperaturas de anillamiento.

Iniciadores Temperatura

anillamiento
P1/P7 55°C
P1A/P7A 55°C
R16mF1/R16mR2 54° C
R16F2n/R16R2 54° C
fu3/rus 53°C
PhyRNA3.3/PhyRNA2.6 53°C

rpsF/rpsR2 53°C, 54°Cy55°C

16S rRNA |—| tRNA |—| 23S rRNA
e

==
P1 1830 pb P7
== <=
P1A 1800 pb P7A
= <=
R16mF1 1430 pb R16mR2
== <=
R16F2n 1250 pb R16R2
= <=
fU3 890 pb U5

R — <

PhyRNAF3.3 s50pb PhyRNAR2.6

Figura 5-3. Esquema de iniciadores utilizados y amplicones del tamafio esperado para deteccién
de fitoplasmas sobre genes ribosomales.

Tabla 5-3. Controles positivos, ADN total de plantas infectadas con diferentes cepas de
fitoplasmas.

o . Clasificacion
Acrénimo Cepa de fitoplasma (Subgrupo 16Sr) Fuente
LY Letal yellows 16SrIvV
EY1 Elm Yellows 16Srv Nigel Harrison
MBS Maize Bush Stunt 16Srl (U. Florida)
PPWB Pigeon Pea witches Broom 16SrIX-A
BA Stolbur 16SrXII-A
PVM Aster Yellows 16Srl-A o
AY1l Aster Yellows 16Srl-B Assbntg I?ertacmnl
CA Aster Yellows 16Sr1-C (U. Bologna)
AshY3 Ash Yellows 16SrVII-A
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En algunas reacciones de PCR se utlizaron como controles positivos, dos clones
disponibles en el laboratorio. pMBS (Hernandez y Cruz, 2006) es un plasmido TOPO, con
un inserto de la regién 16S-23S entre los iniciadores P1/P7 de la cepa de fitoplasmas que
causvaifze buswne pCs (Cuun tMP2004), un plasmido pGEMT-Easy con un
inserto de la region del gen 16S rRNA entre los iniciadores P1/Tint de la cepa de
fitoplasmas que causa MAsh Yellowso en Estados Unidos. Durante el transcurso del
trabajo, también se usaron y evaluaron como controles positivos, diferentes extractos de
ADN vegetal, provenientes de plantas infectadas con diferentes cepas de fitoplasmas
(Tabla 5-3), los cuales fueron gentilmente donados por el Dr. Harrison y la Dra. Bertacini.
Los amplicones obtenidos por PCR se separaron en electroforesis en gel de agarosa
(Bioline) al 1%, con buffer TBE1X, con las mismas condiciones de electroforesis
explicadas en el numeral 5.3.3. Los amplicones obtenidos en las reacciones anidadas se
purificaron a partir de la reaccién o las bandas de electroforesis se cortaron con cuchilla
estéril para su purificacion y posterior secuenciacion, restriccion o clonacién, como se
explica a continuacion.

5.3.5 RFLP

En el andlisis por RFLP, para identificar los subgrupos de fitoplasmas correspondientes,

amplicones seleccionados obtenidos con los iniciadores R16F2n/R16R2 se digirieron con

las endonucleasas de restriccion: Alul, Msel, Rsal o Hinfl (New England Biolabs). En

cada caso se prepararon reacciones a volumen final
recomendado por el fabricante a una concentra
cada reacci-n se usaron como molde entre 5 vy
reacciones se incubaron durante 16 h a 37 °C. Los productos de la reaccion de digestion

se separaron en gel de agarosa al 3% preparado en buffer TBE 1X y se visualizaron con

tincién de bromuro de etidio y radiacion UV.

Adicionalmente se usaron herramientas de analisis de RFLP in silico como iphyclassifier

del USDA (http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/cgi-bin/resource/iphyclassifier.cgi, Zhao

et al., 2009) y el programa libre pPDRAW32 version 1.1.115 (Acaclone).

5.3.6 Secuenciaciéon de productos de PCR

Amplicones seleccionados se purificaron conforme a las instrucciones del Kit PCR Clean-
up (MoBio) y las bandas cortadas a partir de los geles de agarosa se purificaron con el
Kit Gel-Spin (MoBio) para enviar a secuenciar. La secuenciacién se hizo en las dos
cadenas empleando los iniciadores usados en la PCR que dio origen al amplicon o
iniciadores internos. El servicio de secuenciacion se realizé en las compafiias Macrogen
en Corea, Eurofins en Alemania o en el departamento de Ciencias Vegetales de la
Universidad de Nottingham, Inglaterra.
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5.4 Clonacién de Productos de PCR

Algunos amplicones obtenidos con los iniciadores R16F2n/R16R2, fueron clonados para
obtener secuencias de buena calidad. Los amplicones se insertaron en el vector de
clonaciéon pGEM-T Easy (Promega) (figura 5-4).

La reaccion de ligacion se realizo usando 0,5¢ L de | i(l@@us(RromEgh), 0,5 ¢ L
de vector en relacion 1:3 con el inserto y 1X de buffer de ligacion en volumen final 5pL, a
temperatura ambiente por 1h. Se incluyeron como controles de ligacion, un blanco sin
ADN y un control de ADN positivo incluido en el kit de Promega.

Xmnl 2009

171 -
Scal 1890 Nael 2707 — 13 start
\ Aatll 20
f ori Sphl 26
BstZI 31
Ncol 37
of 43
PGEM®-TEasy  /acz LJ sacll | 49
Vector EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRI 70
Notl 77
BstZ| (44
Pstl 88
on Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXI 118 &
Nsil 127 g
Tops| &

Figura 5-4. Mapa del Vector pPGEM-T Easy (Promega). Tomado del manual técnico del fabricante.

Los productos de la ligacion, se transformaron en 25 pL de células competentes de
Escherichia coli U-Select Bronze (Bioline) con 2,5 pL de mezcla de ligacion. La
transformacion se realizé incubando las células competentes con el producto de ligacién
en hielo, por 20 min seguido por un choque térmico de 45 s a 42°C y una incubaciéon en
hielo de 2 min. Posteriormente se agregaron 0,5 ml de medio SOC (Triptona 2%, Extracto
de levadura 0.5%, Glucosa 0.4%, NaCl 10mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 5mM, MgSO, 5mM) a
las células transformadas, las cuales se incubaron a 37°C por 1,5 h. Luego de la
incubacién, se plaquearon 50 y 100 pL en cajas de LB-agar suplementadas con Amp
(0.2mg/ml), IPTG (0.5mM) y X-Gal (0.1mg/ml). Las placas se incubaron toda la noche a
37°C. Al dia siguiente se seleccionaron las colonias blancas, las cuales se transfirieron
a una nueva caja de LB-agar suplementada con Amp (0.1mg/ml), IPTG (0.5mM) y X-Gal
(0.1mg/ml). Para confirmar la transformacion se realiz6 PCR a la colonia con los
iniciadores M13R (5'-TCACACAGGAAACAGCTATGAC-3) y M13F (5'-
CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3), el producto de PCR se purificd y fue enviado a
secuenciar.
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5.5 Andlisis bioinformatico de secuencias del gen 16S
rRNA de fitoplasmas

Cada una de las secuencias obtenidas de plantas o de insectos, se compar6 con la base
de datos GenBank empleando la herramienta nBLAST (Basic Local Aligment Search
Tool) para determinar la similitud con las secuencias del gen 16S rRNA depositadas en
la base de datos. Las secuencias que presentaron similitud con fitoplasmas por BLAST
se verificaron manualmente, revisando nuevamente los cromatogramas (Chromas Lite
2.1.1, Technelysium) y posteriormente se alinearon con el complemento reverso de
secuencias obtenidas con iniciadores para la otra hebra de ADN, para producir
secuencias consenso. Las secuencias consenso editadas se compararon mediante
alineamientos multiples con CLUSTALW (desde el programa BioEdit versién 7.1.3) con
50 secuencias de cepas representativas de diferentes grupos de fitoplasmas y
secuencias de fitoplasmas reportadas en Colombia (Anexo B). Posteriormente se
construyeron dendogramas en MEGA version 5 (Tamura et al., 2011) usando el
algoritmo de distancia Neighbor-Joiningy con un bwv als ¢de BO@O&EplETas.

Adicionalmente, las secuencias obtenidas de la region R16F2n/R16R2 (1250 pb) se
compararon con las de otros fitoplasmas empleando la herramienta de clasificacion de
fitoplasmas interactiva en linea, iPhyClassifier (Zhao et al., 2009). Esta herramienta
permite la comparacion de patrones de RFLP in silico (obtenidos con 17 enzimas de
restriccion) derivados de las secuencias obtenidas en este trabajo con una base de datos
gue representa todos los grupos y subgrupos 16S de fitoplasmas conocidos. Ademas,
calcula un coeficiente de similitud entre la secuencia de interés y las conocidas, de forma
gue el umbral de similitud para establecer un subgrupo es de 0.97 o inferior.

5.6 Ensayos de transmisién

Para los ensayos de transmision, se utilizaron plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.)
variedad Cerinza (Semicol S.A), variedad de porte arbustivo, como plantas indicadoras
de la transmision de fitoplasmas de las dos morfoespecies de insectos seleccionadas.
Los ensayos se realizaron en jaulas, mantenidas en invernadero (Campus Nueva
Granada, Km 2 Via Cajica- Zipaquird), con luz natural y temperatura promedio de 20°C
(+/- 10°C). Durante todo el proceso, las plantas se mantuvieron en jaulas de velo suizo
para evitar la visita no controlada de insectos. Las plantas de frijol se germinaron en
turba, con riego por micro aspersion. Luego de 3 semanas, las plantulas se trasplantaron
a tierra: cascarilla (2:1) estéril.

Los ensayos de transmision se realizaron con dos morfoespecies de cicadélidos para los
cuales previamente se habia demostrado por PCR anidada que eran portadores de
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fitoplasmas. Cuando las plantas de frijol tenian 6 semanas de edad, se hicieron colectas
de insectos en pastizales de las zonas de estudio, que crecen alrededor de arboles con
sintomas de fitoplasmosis. Los insectos se capturaron con una red entomoldgica y se
mantuvieron vivos en frascos plasticos con pasto. Los insectos adultos de las dos
morfoespecies escogidas, se seleccionaron mediante observacion al estereoscopio. Con
el fin de garantizar la inoculacién de las plantas de frijol, se hicieron dos introducciones
de insectos. En la primera, se usaron 5 individuos adultos por planta y luego de 2
semanas se introdujeron aproximadamente 15 individuos adultos por planta de frijol. Para
asegurar que los insectos se alimentaran de las plantas de frijol, estos se colocaron en
bolsas de velo suizo, las cuales se ataron sobre una rama, obligando a los insectos a
permanecer en contacto con la planta. Los insectos que murieron después de la
introduccion fueron recogidos en la bolsa de velo suizo (figura 5-5) y se almacenaron a -
70°C hasta realizar la extraccién de ADN.

Figura 5-5. Fotografia del interior de una jaula de un ensayo de transmision. La flecha sefala la
bolsa de velo suizo que contenia los insectos, atada a una rama.

Para el ensayo con la morfoespecie 04 (MF04), los insectos se capturaron en el area de
Teusaquillo (Campus Universidad Nacional) y se evaluaron sobre 5 plantas de frijol,
mientras que para el ensayo con la morfoespecie 05 (MF05), los insectos se capturaron
en el area de Chico (Separador Av. Novena con Calle 94) y el ensayo se realizé sobre 4
plantas de frijol. Una planta de frijol de la misma edad y mantenida bajo las mismas
condiciones pero libre de insectos se utiliz6 como testigo.

Las plantas se mantuvieron en el invernadero por 13 semanas, al finalizar este periodo
de tiempo, el material vegetal de raices y parte aérea, se limpi6é y congeld. La presencia
de fitoplasmas se evalud en las muestras de insectos y plantas como se describe en el
numeral 5.3.
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5.7 Deteccion por PCR de genes con importancia
potencial en lainteraccion vector-patdogeno.

Con el fin de conocer mas acerca de las secuencias de los genes Imp y Amp en los
fitoplasmas encontrados en Bogota, se hicieron ensayos iniciales de estandarizacion de
PCR con iniciadores reportados por otros autores. Se realizaron alineamientos mdaltiples
de 14 secuencias del gen Imp y 18 secuencias del gen Amp reportadas en el GenBank
(Tabla 2-2) y se compararon con iniciadores reportados por otros autores para amplificar
estos genes de fitoplasmas. Se seleccionaron dos juegos de iniciadores (Tabla 5-4),
teniendo en cuenta que el producto de la amplificacion de los iniciadores incluyera cada
gen completo y parte de la regién intergénica que flanquea cada gen, ya que las regiones
intergénicas son mas conservadas y los genes IDPs son muy variables.

Las reacciones de amplificacion se realizaron en condiciones iniciales en volumen final
de 15 pl, con 1U de Taq polimerasa (Bioline), a concentracion final 1X del buffer
correspondiente de la enzima, 1.5 mM de MgCl,, 200uM de dNTPs (Bioline), 0.2uM de
cada iniciador y 1uL de ADN total (20-50 ng). Se evaluaron diferentes condiciones de
ciclaje en la PCR (Perfil b y c figura 5-5).

Tabla 5-4. Secuencias de los iniciadores que amplifican regién con genes Amp e Imp de
fitoplasmas.

Fragmento

Iniciadores Secuenc3@ 506 Gen Referencia
esperado
ES-1 TTGAGCTCGCGGCCGCATGAAACAAAAAACAATTATC 3.6 Kb Amp Arashida et al.,
Nad-2 TTT GCCTGATTG AAACCATCT ’ 2008
Rnc-1 GGCATTATGACTAAAAAAAGAGCTCAAGC 5 Kb Imp Kakizawa et al.,
PssA-1 ATATCAGGCGTTTGTGATATGTTTGATGG 2009

Los iniciadores para estos genes se evaluaron utilizando como ADN molde, ADN total de
plantas infectadas con diferentes cepas de fitoplasmas conocidos (Tabla 5-3). Utilizando
este ADN control se busc6 optimizar las condiciones de reaccion de PCR con diferentes
temperaturas de anillamiento, diferentes concentraciones de MgCl, y tres perfiles de
amplificacion (figura 5-6).

Para el gen SecA, uno de los genes involucrados en el sistema de secrecion de
fitoplasmas, y que se emplea para definir los subgrupos de los fitoplasmas, se usaron
iniciadores (Tabla 5-5) reportados por el grupo de Matthew Dickinson (Bekele et al.,
2011) que han permitido la deteccidon en muestras con baja concentracion fitoplasmas
(Hodgets et al., 2008). Para la amplificacion de este gen, se realizaron dos rondas de
amplificacion. La reaccion primaria se realizd con los iniciadores SecAR3/SecAF1, con el
perfil térmico usado para el gen 16S rRNA, la temperatura de anillamiento fue de 53°C y
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la polimerasa MangoMix (Bioline). Posteriormente, para la reaccion anidada con los
iniciadores SecAR2/SecAF5 se realizé una dilucion del producto de PCR primaria 1:40 en
agua y 2uL se usaron como molde. Los productos de la reaccion se separaron en gel de
agarosa al 1% y el tamafio de los fragmentos esperados en cada reaccién se muestra en
la figura 5-7.

Tabla 5-5. Secuencias de iniciadores para amplificacion gen SecA.

Iniciadores Secuencd3@ 506
SecAforl GARATGAAAACTGGRGAAGG
SecArev3 GTTTTRGCAGTTCCTGTCATNCC
SecArev2 CCNTCRCTAAATTGNCGTCC
SecAfor5 a GARATGAAAACTGGRGAAGG
SecAfor5 b ASTCGTGAAGCTGAAGG
SecAfor5 ¢ AGCTAAAAGAGAATTTGAGG
SecAfor5 d CTGATAGAGAAGCTAATGG

Perfil A
35X
94°C oS4 C
72°C T2°C
Segin
ncbdoes
10 min 1 min 1 min 2min 10 min
Perfil B Perfil C
35K 10X 25X
|
94°C 94° C
72°C 72°C
Sagin
Ilctadares
10 min 2 min 2 min 3 min 10 min 10min 1 min 1min 2min 2 min 2 min 3 min 10 min

Figura 5-6. Perfiles térmicos usados en las reacciones de amplificacién por PCR

secA
SecAF1  wie ~mmm SecAR3
842/836 pb
—- ~mum SecAR2?
SeCAFS 606/600 pb

Figura 5-7. Parejas de iniciadores y producto esperado en reaccion primaria y anidada del gen
secA de fitoplasmas.
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6LRESULTADOS

6.1 Deteccion de fitoplasmas en hospederos de Bogota

6.1.1 Muestreo de Insectos

En Colombia, existe poco conocimiento acerca de la familia Cicadellidae, pero
observaciones preliminares del grupo de investigacion indicaban la presencia de
individuos de esta familia en pastos de las zonas verdes de la ciudad. Con el fin de
buscar cicadélidos posibles portadores de fitoplasmas, se hicieron muestreos en Bogota.
En nueve muestreos realizados entre Mayo del 2011 y Abril del 2012 se capturaron
cicadélidos en separadores de avenidas y parques en la ciudad de Bogota de las dos
zonas de estudio. Segun las caracteristicas morfoloégicas externas, los individuos
colectados se agruparon en 9 morfoespecies (MF01-MFQ09) (Tabla 6-1), las fotografias de
las morfoespecies se presentan en la figura 6-1. Siete especies fueron colectadas en
pastizales y solo dos asociadas a los arboles Populus nigra y Croton spp.

Tabla 6-1. Sitio de recoleccion y hébitat de las morfoespecies de cicadélidos colectados en
muestreos en las dos &reas de estudio.

No.
Morfoespecie Area Habitat Individuos Familia Subfamilia
adultos

MFO01 Chico Pasto 1 Typhlocybinae
MF02 Chicé Pasto 1 Typhlocybinae
MF03 Chico Pasto 1 No asignada
MF04 Teusaquillo y Chico Pasto 60 Deltocephalinae
MFO5 Teusaquillo y Chicé Pasto 36 Cicadellidae | Deltocephalinae
MF06 Chicé Pasto 69 Deltocephalinae
MFQ7 Chicé Pasto 8 Xestocephalinae
MFO08 Chicé Populus nigra 24 Typhlocybinae
MFQ9 Teusaquillo Croton spp. 63 No asignada
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Macho Hembra

MF06 MFO06 MFO9

Figura 6-1. Fotografias de las morfoespecies de cicadélidos colectados en Bogota en las dos
areas de estudio (Barra 1mm). Se observan diferentes pigmentaciones en el cuerpo, corona y
pronotum. Asi como diferentes patrones de pigmentacion en las venas de las alas anteriores. En
el caso de la morfoespecie MF06, a pesar de algunas diferencias en la pigmentacioén de las alas y
el cuerpo, con la observacién de la forma de las placas genitales, se consideraron una misma
morfoespecie.
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6.1.2 Deteccion de fitoplasmas en insectos

Luego de realizar las extracciones de ADN gendmico de cicadélidos, se evaluo su calidad
por electroforesis. Los métodos empleados permitieron obtener extractos de ADN total
(figura 6-2). En el anexo C (Tabla C-3) se lista la denominacion del ADN total de insectos
por morfoespecies.

Figura 6-2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de ADN total de morfoespecies de insectos.
(1: MF06, 2: MF06, 3: MO05, 4: MF04, 5: MF04 y 6: MF07). M: Marcador de peso molecular
HyperLadder 500pb (Bioline).

Para la deteccion de fitoplasmas en muestras de ADN total de insectos, se usaron los
iniciadores P1A/P7A en todas las reacciones de PCR primarias (figura 6-3 panel a). Con
estos iniciadores no se observé por electroforesis un producto del tamafio esperado en
las muestras evaluadas pero si en los controles positivos (ADN total de plantas
infectadas con las cepas de fitoplasmas CA y MBS, ambas del grupo 16Srl). Los
amplicones de la reaccion primaria se usaron como molde en las reacciones anidadas
con los iniciadores R16F2n/R16R2 pero tampoco se obtuvieron amplicones del tamafio
esperado para las muestras pero si para los controles positivos (figura 6-3 panel b).
Entonces se realizaron PCR anidadas con los iniciadores fU5/rU3 (figura 6-3 panel c) y
PhyRNAF3.3/ PhyRNAF2.6 (figura 6-3 panel d). En este caso, empleando los iniciadores
fu5/rU3 si se obtuvieron productos del tamafio esperado en algunos extractos de ADN
total de las morfoespecies MF04 y MF05.

Con el objeto de comparar la eficiencia de la amplificacion y la obtencion del amplicon
R16F2n/R16R2 se amplificaron las mismas muestras usando una o dos reacciones
anidadas. En este ensayo, los amplicones obtenidos con P1A/P7A (figura 6-4 panel a),
se usaron como molde para la reaccién anidada con los iniciadores R16F2n/R16R2
(figura 6-4 panel b) y para la reaccion anidada con los iniciadores R16mF2/16mR1 (figura
6-4 panel c), los productos de ésta ultima sirvieron como molde para la segunda reaccion
anidada R16F2n/R16R2 (figura 6-4 panel d). La intensidad de los amplicones obtenidos
R16F2n/R16R2 fue mayor en la reacciéon doble anidada (figura 6-4 panel d) y permitio
detectar amplicones del tamafio esperado en mayor nimero de muestras, de las
morfoespecies MF04, MF08 y MFQ9.
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Con estas combinaciones de PCR anidadas, se evaluaron entre una y diez muestras de
cada morfoespecie y se analizaron muestras de 9 morfoespecies diferentes, para un total
de 35 muestras de cicadélidos analizados. La evaluacién se hizo con diferentes
combinaciones de iniciadores en PCR anidadas y se encontr6 que en todas las
morfoespecies se observaban bandas del tamafio esperado para fitoplasmas.
Amplicones positivos se obtuvieron sélo en algunas muestras de cada morfoespecie
(Tabla 6-2), indicando que no todos los individuos muestreados eran portadores de
fitoplasmas.

P1A/PTA

MF04 MFO05 MFO4 C+ _C-
M123 456 789101112131415161718192021 M

2000 pb (1800 pb
1500 pb

l Dilucién 1:20

R16F2n/R16R2
M12 3456789 101112131415161718192021 M

-0 pb

1500 pb
1000 pb

4 Dilucién 1:20
v }
C) fU5/rU3 PhyRNAF3.3/ PhyRNAF2.6
M1 23 45678 910111213141516 17181920212223M M123 456 78 91011121314 1516 17181920212223 M

Figura 6-3. Deteccion de ADN de fitoplasmas en ADN total de cicadélidos mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1%. Se realizaron reacciones anidadas consecutivas. Por convencion las
muestras de ADN total de insectos se ant e c e d e n(a) Reacciéni pdmaria P1A/P7A. (b)
Reaccion anidada R16F2n/R16R2. (c) Segunda reaccion anidada fU5/rU3. (d) Segunda reaccién
anidada PhyRNAF3.3/ PhyRNAF2.6. Controles, 18: Control positivo (CA), 19: Control positivo
(MBS), 20: H20. 21: ADN control negativo, 22 y 23: Control negativo H,O. Muestras evaluadas
(Carril: ADN genémico), 1: i06, 2: i15, 3: i16, 4: i21, 5: i22, 6: i23, 7:i24, 8:i4, 9:i7, 10:i8, 11:i10,
12:i11, 13:i14, 14:i18, 15: i9, 16:i17, 17: i19. M: Marcador de peso molecular: Hypperladder 500bp
(Bioline).
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a) PAAIRTA b) R16F2n/R16R2
MF09 MF08 MFO04 C+ C-

123 456 7 89101112 13141516 17 181920 21 222324 M M 123 456 7 89 1111213141516 17 18 1920 21 2223 24
Dilucién 1:20

—
2000 pb

1500 pb 1500 pb 1250 pb

1000 pb

l Dilucién 1:20
R16F2n/R16R2
c) R16mF2/R16mR1 d)
123 456 7 8910111213 141516171819 2021 222324 M M 123 456 7 89 10111213141516 17 18 1920 21 22 23 24
) Dilucién 1:20

o —

2000 pb

1500 pbr 1500 pb 1250 pb

Figura 6-4. Comparaciéon de amplicones R16F2n/R16R2 en deteccién de fitoplasmas por
reacciones anidadas consecutivas mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se evaluaron
muestras de ADN total de cicadélidos. (a) Reaccién primaria P1A/P7A. (b) Reaccion anidada
R16F2n/R16R2. (c) Reaccion anidada R16mF2/R16mR1. (d) Segunda reaccién anidada
R16F2n/R16R2. Muestras (Carril: ADN total), 1:i41, 2: i42, 4:i44, 5:i45, 6:i46, 7:i47, 8:i48, 9:i49,
10:i50, 11:i51, 12:i52, 20:i60), (3:i43, 13:i53, 14:i54, 15:i55, 16:i56, 17:i57, 18:i58, 19:i59,).Control
positivo MF06 (21:i35), ADN de plasmido (22:pMBS), controles negativos (23: ADN sin
fitoplasmas), 24: agua control negativo. Marcador de peso molecular: Hypperladder 500bp
(Bioline).

6.1.3 Muestreo de arboles aledanos a Fraxinus uhdei

Observaciones previas del grupo de investigacién sugerian la presencia de sintomas de
fitoplasmosis en arboles de otras especies y con el fin de ampliar la vision del
patosistema, se decidi6 estudiar la presencia de fitoplasmas en algunas especies
seleccionadas por su importancia ambiental en la ciudad. Las observaciones se hicieron
en arboles de las especies Croton spp., Pittosporum undulatum y Populus nigra que
crecen en cercanias a Fraxinus uhdei. En la especie P. undulatum, en las dos areas de
estudio se observaron individuos con brotes epicérmicos, follaje en copo, escobas de
bruja y elongacién de entrenudos que generan una apariencia no uniforme de la corona
(figura 6-5). Arboles de las dos zonas de P. nigra mostraban copas con amarillamiento,
ramas con marcada pérdida de la dominancia apical y elongacion atipica de los
entrenudos apicales lo que resultaba en cambios en la arquitectura de la copa (figura 6-
6).
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Tabla 6-2. Deteccidn de fitoplasmas en morfoespecies de cicadélidos de Bogota con diferentes

iniciadores en PCR.

Morfoespecie ADN total R16F2n/R16R2 | fU5/rU3 |PhyRNA2.6/PhyRNA3.3
MFO1 i20 + +(3) +
MFO02 i01 - + (3)

MFO03 i05 + (3) + (3) +
i06 + - -
i12 + + -
i13 - +(2) +
i15 + + -
i16 - +(2) -

MFO4 i19 - 1 (2) :
i21 +(2) +(2) -
i22 - - -
i23 + +(2) -
i24 +(2) +(3) -

Pool3 + + +
i04 + + -
i07 - + -
i08 - - -
i09 + +(3) -
i10 - + -

MFO05 i11 - +(2) -
i14 + + -
i17 - - -
i18 - +(2) -
i37 + + +

Pool4 + + +
i02 - +(2) -

MFO06 i03 + - -

Pool5 + + +

MFQ7 i40 + + +
i27 - - -
i31 - - -

MF08 i44 - + -

Pooll + + +
i28 - - -
i32 - - -
i33 - - -

MF09 i41 - - -
i42 - - -
i60 + - -

Pool2 + + +

El simbolo (+) indica, las muestras en las que se obtuvieron amplicones del tamafio
esperado y entre paréntesis se especifica el nimero de reacciones independientes en las
gue se obtuvo resultado positivo. El simbolo (-) indica que no se obtuvo producto del
tamafo esperado por PCR.




61

Figura 6-5. Fotografias de arboles de P. undulatum con sintomas de fitoplasmosis en Bogota. (a)
La flecha sefiala una rama con rebrotes en el tronco, se observa también muerte de algunas
ramas y la pérdida de la apariencia compacta de la copa, caracteristica de la especie. (b) Se
observan dentro del circulo ramas en copo que sobresalen de la copa del arbol. (c) Los brotes
epicérmicos en la base del tallo se sefialan con flechas.

Figura 6-6. Fotografias de arboles de P. nigra con sintomas de fitoplasmosis, en todos los casos
se observan coronas con arquitectura anormal. (a) y (b) Se observan ramas en copo dentro de los
circulos. (b) Pérdida de la dominancia apical. (c) Se sefiala con la flecha elongaciones anormales
de las ramas apicales, adicionalmente se observa defoliacién en sélo la mitad del arbol.
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Figura 6-7. Fotografias de Croton spp. con sintomas de fitoplasmosis. (a) Las flechas sefialan una
proliferaci-n excesiva y anor mal de estraoasitaur as si mil
totalidad de las ramas. (b) Det al | e de una rama con fihsipilareslaas o0, estas
hojas pequefas, engrosadas y con desarrollo excesivo de tricomas. (c) Se observa un arbol con

apariencia de corona transparente. (d) Manchas marrén en el tejido vascular, se sefialan con la

flecha algunas de ellas. (e) Entorchamiento anormal de hojas jovenes se sefiala con la flecha una

hoja anormal.

En arboles de Croton spp. se observaron sintomas un poco diferentes segun la ubicacion
del &rbol. Por ejemplo, en los arboles en el Campus de la Universidad Nacional
(Teusaquillo, Area 1), se observaron coronas transparentes, entorchamiento de hojas o
manchas en los haces vasculares (figura 6-7 paneles c- e). Por otra parte, los sintomas
observados en individuos localizados en el Park Way (Teusaquillo, Area 1), las calles 82
y 94 (Chicé, Area 2), correspondian principalmente a rebrotes anormales con estructuras
simil ar es figura®i papeles d yabs 0 (

Estos sintomas descritos en las tres especies de arboles cercanos a F. uhdei,
corresponden a alteraciones de la morfologia tipica de las tres especies y sugieren
fitoplasmosis. De cada especie de arbol se recolectaron diferentes muestras para la
extraccion de ADN, de P. undulatum se recolectaron muestras de ramas de cinco
arboles, de Croton spp., se muestrearon 6 arboles y de P. nigra, sélo se pudo acceder a
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tres arboles con ramas vivas. En el anexo C (Tabla C-2) se listan las muestras de ADN
total de arboles muestreados y evaluados en este trabajo.

6.1.4 Deteccion de fitoplasmas en arboles

El primer paso para evaluar la presencia de fitoplasmas en los arboles muestreados de
Croton spp., P. nigra, P. undulatum y F. uhdei, fue amplificar los extractos de ADN total
de plantas con los iniciadores rpsF/rpsR2. Las muestras que produjeron amplicones del
tamarno esperado (800 pb), fueron usadas para posteriores ensayos con iniciadores para
el gen 16S rRNA, pues se consideraron que carecian de inhibidores de PCR. En el caso
de muestras que no amplificaron, se utilizé el Kit de limpieza de ADN genémico (MoBio).
Como se observa en la figura 6-8A, las dos primeras muestras fueron positivas, las
siguientes fueron tratadas con el kit mencionado el cual elimindé los contaminantes y
permiti6é la amplificacion de las muestras (figura 6-8 B).

rpsF/rpsR2

A. 12 34 5¢C C-

1000 pb

700 pb

B. P. undulatum P. nigra Croton spp. F. uhdei
6 7 8 9 10 11 12 13 14C-C-

Figura 6-8. Electroforesis en gel de agarosa al 1% que muestra la evaluaciéon de ausencia de
inhibidores para PCR en ADN total de plantas. Producto de reaccidon con rpsF/rpsR2. (a)
Amplicones rpsF/rpsR2 sobre ADN genémico sin usar Kit de limpieza adicional de ADN, reaccion
positiva (carriles 1 y 2) y reaccidn negativa (carriles 3 y 4). (b) Amplicones rpsF/rpsR2 después de
usar Kit de limpieza de ADN total de &rboles. Carriles 1 al 14: ADN gendmico de diferentes
arboles. La flecha indica el tamafio del amplicén esperado. Marcador de peso molecular,
HyperLadder 500pb(Bioline).

Una vez verificada la ausencia de inhibidores en los extractos de ADN vegetal, se
procedi6 a realizar PCR anidadas con diferentes juegos de iniciadores para amplificar el
gen 16S rRNA. Al evaluar los iniciadores P1/P7 en reaccion primaria no se obtuvieron
amplicones del tamafio esperado en las muestras (figura 6-9 A), ni tampoco en la
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reaccion anidada R16F2n/R16R2 (figura 6-9 B), pero si en los controles positivos. Por lo
tanto se realizO una segunda reaccibn anidada con los iniciadores
PhyRNA3.3/PhyRNA2.6, en este caso solo se obtuvo una muestra positiva a partir de
una aislada de la especie P. nigra (figura 6-9 C).

Posteriormente se evaluaron los iniciadores P1A/P7A en reaccion primaria, con los
cuales se obtuvieron amplicones del tamafio esperado en muestras de las especies F.
uhdei y Croton spp. (figura 6-10 A). Asi como también en la reaccion anidada R16F2n/
R16R2 (figura 6-10 B). En algunas muestras (carriles 1, 6 y 12 de la figura 6-10B) no se
obtuvo el amplicon del tamafio esperado en la reaccion anidada a pesar de que si se
habia obtenido en la reaccion primaria. Los amplicones obtenidos en la reaccion anidada,
se purificaron para enviar a secuenciar. En este caso no se obtuvieron amplicones del
tamarno esperado en la especie P. undulatum.

P1/P7

a) P. undulatum  Croton spp. F._tﬂdel P. nigra C- C+ (o
1 23 45 67 8 8 101112 13 14 15

Dilucién 1:20

b) R16F2n/R16R2
1.2 3456 7 8 9101112 13 14 15 C-

-
-

-
.
"

*Dilucién 1:20
c) PhyRNA3 3/PhyRNA2.6
1 2 3 4 56 89101112131415pcs

é ‘ 500 pb

Figura 6-9. Electroforesis en gel de agarosa al 1% que muestra la deteccion de fitoplasmas en
arboles aledafios a F. uhdei en Bogota. (a) Reaccién primaria P1/P7. (b) Reaccién anidada
R16F2n/R16R2. (c) Segunda reaccion anidada con PhyRNA3.3/PhyRNA2.6 Las flechas sefialan
el amplicon del tamafio esperado en cada reaccion. Muestras (Carril: ADN total), 1: ADN31, 2:
ADN36, 3:ADN43, 4:ADN32, 5:ADN33, 6:ADN34, 7: ADN24, 8:ADN37, 9:ADN44, 10:ADN45,
11:ADN46) controles, 12: ADN control negativo 13: Control positivo, plasmido MBS, 14: ADN
control negativo, 15: Control negativo Agua pC5: Control pC5. Marcador de peso molecular
Hypperladder 500 pb (Bioline).
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a. P1A/P7TA

1 2 3 4 567 8 91 11121314 15 16 1718 M

1800 pb o 2000 pb
1500 pb
b. R16F2n/R16R2
12 34 5 6 78 9101112131415161718 M
1250 pb oy
= 1000 pb

Figura 6-10. Electroforesis en gel de agarosa al 1% que muestra la deteccion de fitoplasmas por
PCR anidada en muestras de arboles de Bogota. (a) Reaccion primaria P1A/P7A. (b) Reaccion
anidada con R16F2n/R16R2 Las flechas sefialan el amplicon del tamafio esperado en cada
reaccion. F. uhdei carriles 1-6 (Urapanl), carril 14 (Urapan 2),P. undulatum, carriles 7, 8 y 13 (7:
ADN30, 8: ADN31, 13:ADN36),Croton spp., carriles 9, 10, 11 y 12 (9: ADN32, 10: ADN33,
11:ADN34, 12: ADN35); P. nigra carril 14 (ADN37). Los controles negativos son carril 17 y 18; el
control positivo (carrilé: plasmido pMBS). Marcador de peso molecular Hypperladder 500bp
(Bioline).

En otra evaluacion con los iniciadores P1A/P7A en la reaccion primaria, posteriormente
con R16F2n/R16R2 en la reaccion anidada, y finalmente en la segunda reaccion anidada
con los iniciadores fU5/rU3, también se obtuvieron amplicones del tamafio esperado para
la especie F. uhdei (figura 6-11 A-C).

En conclusién, se obtuvieron amplicones del tamafio esperado para fitoplasmas a partir
de los dos 2 arboles evaluados de F. uhdei, en 2 muestras de 3 arboles de P. nigra, en 2
de 5 arboles de P. undulatum y en 4 de 5 arboles evaluados de Croton spp. (Tabla 6-3),
todos los arboles muestreados presentaban claros sintomas de fitoplasmosis. Para
confirmar la presencia de fitoplasmas, bandas seleccionadas fueron enviadas a
secuenciar o analizadas por RFLP.
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P1A/P7A

a) ADN total cepas fitoplasmas ADN arboles C-

M 1234567 89101112131415161718192021 M

1800 pb
e

*Dilucic’m 1:20
b) R16F2n/R16R2
'Vl 12345678 9101112131415161718192021 M

1250 pb

1500 pb
1000 pb

‘Dilucién 1:20

c) fu5/ru3
M 12345678 9101112131415161718192021 M

890 pb
&

Figura 6-11. Electroforesis en gel de agarosa al 1% que muestra la deteccion de fitoplasmas en
arboles e insectos. (a) Reaccion primaria PLA/P7A. (b) Reaccién anidada con R16F2n/R16R2.
(c) Segunda reaccion anidada con fU5/rU3. Las flechas sefialan el amplicon del tamafio esperado
en cada reaccion. ADN total control positivo de plantas infectadas con cepas conocidas de
fitoplasmas (tabla 5-5) 1. PVM, 2: CA, 3.LY, 4:EY1, 5:AshY3, 6:PPWB, 7:BA. Muestras (carril:
ADN gendémico) 8: MF04 (i16), carril9: MFO5 (i9), 10: ADN33, 11:ADN36, 12:ADN37, 13:ADN24,
14:ADN24. Controles negativos, 19: ADN negativo para fitoplasmas, 20: Agua, 21: Agua. M:
marcador de peso molecular Hypperladder 500 pb (Bioline).
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Tabla 6-3. Deteccion de fitoplasmas en arboles cercanos a F. uhdei en Bogota.

Especie | ADN total | R16F2n/R16R2 | fU5/rU3 | PhyRNA3.3/PhyRNA2.6

ADN 37 + - +
ADN 44 - - -
ADN 45 - - -
ADN 46 - + -
ADN 30 - - -
ADN 31
P. undulatum ADN 36
ADN 42 - - -
ADN 43 - - -
ADN 32
ADN 33
ADN 34
ADN 35 - - -
ADN 52
ADN 54 - - -
ADN 24
ADN 25
F. uhdei ADN 26
ADN 28
ADN 29 - - -

P. nigra

+ [+ |+

Croton spp.

+
1
1

+ |+ [+ |+
1
1

El simbolo (+) indica, las muestras en las que se obtuvieron amplicones del
tamafio esperado en cada reaccidn, el simbolo (-) indica que no se obtuvo
producto del tamafio esperado en PCR.

6.1.5 Analisis de secuencias del gen 16S rRNA de fitoplasmas en
cicadélidos y arboles de Bogota

Amplicones seleccionados obtenidos a partir de arboles e insectos con los iniciadores
R16F2n/R16R2, fU5/rU3, PhyRNAF3.3/PhyRNAR2.6 0 M13F/M13R fueron recuperados
por columnas y enviados a secuenciar. En el anexo D se presentan las muestras de
ADN total que generaron amplicones del tamafio esperado correspondientes a cada
juego de iniciadores, de los que se obtuvieron secuencias de alta calidad, (tablas D-1y
D-2). Las secuencias obtfemarddd asgverfiedo nf u @i ¢ m
independientemente y posteriormente se usaron para construir secuencias consenso por
superposicion.

En primer lugar, se descartaron las secuencias que al ser comparadas por BLAST en el
GenBank, tuvieran identidad con secuencias diferentes a fitoplasmas. Por ejemplo, en el
caso de las secuencias obtenidas a partir de arboles con los iniciadores R16F2n/R16R2,
entre 33 secuencias, el 72.7%, correspondi6 a fitoplasmas, 18.2% fueron ilegibles o de

aedr &8
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mala calidad y 9,1% correspondieron a otras bacterias. Por otro lado, todas las
secuencias de buena calidad obtenidas con los iniciadores fU5/ftU3 o
PhyRNA3.3/PhyRNA2.6 correspondieron a secuencias de fitoplasmas.

Con aquellas secuencias provenientes del mismo individuo (planta o insecto) que
representaban la region R16F2n/R16R2 del gen 16S, se construyeron alineamientos
multiples y se revisd que cada posicidn estaba representaba por lo menos por 3 lecturas,
con la que se generaron posteriormente secuencias consenso de la regibn completa
R16F2n/R16R2. Las secuencias consenso de fitoplasmas a partir de Croton spp., F.
uhdei, P. nigra y P. undulatum fueron subidas al GenBank y se identifican con los
siguientes numeros de acceso: JQ730858, JQ730859, JQ730860 y JQ730861. Estas
cuatro secuencias correspondieron al grupo 16Srl y presentaron divergencias
nucleotidicas entre 0.3% y 0.8%.

Posteriormente se realizaron alineamientos multiples y andlisis de distancias entre las
secuencias de fitoplasmas obtenidas a partir de arboles infectados y de morfoespecies
de cicadélidos con las secuencias de referencia de grupos de fitoplasmas (Anexo B). Los
alineamientos se emplearon para construir dendogramas con el algoritmo Neighboor
joining. Para facilitar la visualizacion se incluyeron en los dendogramas de las figuras 6-
12 y 6-13, solo algunas secuencias de grupos 16S relevantes en cada analisis. En el
Anexo E, se incluyen todas las secuencias obtenidas en arboles y en cicadélidos en
Bogoté (figura E-1),

En el analisis de la regién de 1250 pb R16F2n/R16R2, se observé que las cuatro
secuencias de fitoplasmas provenientes de arboles de Bogota (JQ730858, JQ730859,
JQ730860 y JQ730861), se agruparon en el clado del grupo 16Srl. Sin embargo, ninguna
de las secuencias es idéntica con las secuencias del grupo 16Srl usadas en la
comparacion (figura 6-12). En las especies P. nigra y Croton spp., se obtuvieron
secuencias correspondientes al grupo 16SrVil con los iniciadores
PhyRNAF3.3/PhyRNAR2.6 (anexo E, figura E-1).

Con las secuencias de fitoplasmas obtenidas en cicadélidos, se analiz6 la region
comprendida entre los iniciadores R16F2n/R16R2, de la que se obtuvieron 2 secuencias
consenso a partir de la morfoespecie MF04 (HG764361 y HG764366). Con los
iniciadores fU5/rU3 y PhyRNAF3.3/PhyRNAR2.6, se obtuvieron secuencias de menor
longitud (800 pb y 500pb respectivamente, anexo E), que permiten comparar regiones
conservadas y variables en el gen 16Sr RNA. En las nueve morfoespecies de cicadélidos
evaluadas, se encontraron secuencias asociadas a fitoplasmas (Anexo D, Tabla D-2), las
mencionadas secuencias se alinearon y compararon con secuencias de fitoplasmas
reportadas de diferentes grupos y subgrupos 16Sr. Algunas secuencias de las
morfoespecies MFO01, M02, MF03, MF04, MF05, MFO6 se relacionan con las secuencias
del grupo 16Srl (figura E-1) y las morfoespecies MF07, MFO8 y MF09 con el grupo
16SrVIl (figura E-1). Las secuencias del grupo 16Srl no son idénticas entre si y tampoco
son idénticas a las secuencias del grupo 16Srl usadas en la comparacioén (figura 6-13).
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16Srl-C Clover phyllody (AF222065)

65 Colombian Croton phytoplasma (JQ730858)
Colombian Populus phytoplasma (JQ730860)
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168rl-B Ca. Phytoplasma asteris (NC 005303.2)
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16Srl1-A Peanut witches-broom (L33765)
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16SrVII-A Ca. Phytoplasma fraxini(AF092209)
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Figura 6-12. Dendograma de distancias la region R16F2n/R16R2 empleando las secuencias

JQ730858, JQ730859, JQ730860 y JQ730861 de fitoplasmas de arboles de Bogota y secuencias
referencia reportadas en GenBank. Dendograma construido por dNeighboor joiningdbd o o s tde a p 6

1000 réplicas.
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Figura 6-13. Dendograma de secuencias region fU5/rU3 de fitoplasmas obtenidas en cicadélidos,
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6.1.6 Analisis por RFLP in silico

Debido a que la asignacién taxonémica de los fitoplasmas se basa principalmente en los
patrones de restriccion de la region comprendida entre los iniciadores R16F2n/R16R2, a
partir de las secuencias consenso de esta regién, se realizaron RFLP in silico.

Las secuencias JQ730858, JQ730859, JQ730860 y JQ730861 definidas por los
iniciadores R16F2n/R16R2, correspondientes a las especies de arboles evaluadas en
este trabajo, se analizaron con el software libre pPDRAW32 (Acaclone) para predecir los
patrones de restriccién de las enzimas Alul, Msel y Rsal. El patrén de restriccion que se
generd con estas tres enzimas correspondié al grupo de fitoplasmas 16Srl, solo se
muestra el patrén para P. undulatum porque el RFLP in silico es idéntico entre las cuatro
secuencias evaluadas (figura 6-14).

P. undulatum (JQ730861.1)

z > z =
= £ 2 H
—
300 pb —
100 pb
50 pp =— —

Figura 6-14. Patron de RFLP in silico de secuencias consenso obtenidas con los iniciadores
R16F2n/R16R2 en P. undulatum (JQ730861) utilizando el programa pDRAW32 (Acaclone). La
digestion in silico se realizé con Alul, Msel y Rsal, la figura simula las condiciones de separacion
de los fragmentos en un gel de agarosa al 3%. El marcador de peso molecular (MW) corresponde
al patron del marcador HyperLadder 50pb (Bioline).
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Para determinar si el patron RFLP generado por las enzimas Alul y Msel permite
discriminar entre los grupos de fitoplasmas 16Srl, 16Srlll, 16Sr-V, 16SrVIlI y 16Sr-XIl, se
compararon los patrones de restriccion in silico de estos grupos con la secuencia de P.
undulatum (JQ730861) utilizando la herramienta iphyclassifier. Se confirmé que el patrén
de las secuencias de fitoplasmas obtenidas correspondié con lo esperado para el grupo
16Srl, y que Alul y Msel si permiten diferenciar entre los grupos de fitoplasmas16Srl y
16SrVIl, que se esperaban encontrar en las muestras (figura 6-15).
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Figura 6-15.Comparacion in silico del patrén de restriccion in silico de la region R16F2n/R16R2 de
P. undulatum (JQ730861) y secuencias de los grupos 16S rRNA I-A, llI-A, V-A, VII-A'Y XII-A,
obtenidos con el programa iphyclassifier. (a) Digestion con Alul. (b) Digestiéon con Msel.

Ademas, mediante la aplicacion iphyclassifier, se simul6 la digestion con las 17 enzimas
de restriccién que se usan para diferenciar entre los grupos de fitoplasmas y fue posible
obtener el coeficiente de similitud de RFLP de las secuencias. La secuencia JQ730861
de P. undulatum gener6 patrones RFLP in silico idénticos al patron de referencia del
grupo 16Srl subgrupo B (Accesion GenBank: NC_005303), con un coeficiente de
similitud de 1.00, es decir que los fitoplasmas encontrados en esta especie son miembros
del grupo 16SrI-B. Los patrones RFLP in silico de las demas secuencias fueron
diferentes a los patrones de referencia de todos los grupos y subgrupos 16Sr de la base
de datos de iphyclassifier, pero se asemejaron mas al patron correspondiente de
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fitoplasmas 16Srl-B, al presentar coeficientes iguales o menores a 0.97. Los coeficientes
obtenidos fueron de 0.94 (Croton spp., JQ730858), 0.95 (F. uhdei, JQ730859), 0.94 (P.
nigra, JQ730860), 0.97 (MF04, T9) y 0.94 (MF04, S7).

Los patrones de RFLP esperados para la secuencia JQ730859 obtenida en este trabajo y
la EF150368 reportada por Gutiérrez (2006) para F. uhdei de Bogota, se compararon
mediante RFLP in silico con las enzimas Alul, Msel, Rsal y Hinfl. La comparaciéon mostré
gue las secuencias corresponden a los grupos 16SrVIl y 16Srl (figura 6-16), las enzimas
evaluadas permiten diferenciar estos grupos.

Grupo 16SrVIl Grupo 16Srl
EF150368 JQ730859

MI 2 5 2 Z MW MI 2 5 2 I MW
-_— — I
= — 1000 pb — =
- - — 600pb — —
— — 300pb — @ — —_
_— — 100 pp = — —
—_ — 50pb — —

Figura 6-16. RFLP in silico de la regién R16F2n/R16R2 de los grupos de fitoplasmas 16Srl y
16SrVII encontrados en F. uhdei en Bogota. Se muestran patrones obtenidos con enzimas Alul,
Msel, Rsal y Hinfl generada con el software pDRAW32 (Acaclone), simulando un gel de agarosa
al 3%. MIl: Marcador de peso molecular HyperLadder 50pb (Bioline).
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6.1.7 Ensayos de RFLP

Amplicones de 1250 pb obtenidos de F. uhdei y Croton spp., digeridos con Alul y Msel,
se compararon con los patrones esperados para los grupos 16SrVIl y 16Srl. Como se
observa en la figura 6-17, el patrén obtenido con la enzima Alul fue diferente a lo
esperado por digestién in silico (figura 6-16). Por ejemplo la digestion con Alul de un
amplicon obtenido en Croton spp. generd entre otras, las bandas esperadas para el
grupo 16SrVIl. En el caso de Fraxinus sp. en la digestion con las dos enzimas (figura 6-
17 Carril 2) se identificaron bandas que corresponden al patrén generado por el grupo
16Srl, como también otras bandas.

Alul b) Msel

MI 3 mMw

600 pb.

300pb
300pb 300pb P

200 pb 100pb

100pb

100pb

50 pb

Figura 6-17. RFLP de amplicones obtenidos con R16F2n/R16R2 a partir de ADN total de arboles
mediante electroforesis en gel de agarosa al 3%. (a) Restriccion con Alu. (b) Restriccion con Msel.
Se observa el perfil de restriccion obtenido, por Carril 1: Croton spp. (ADN 52), Carril 2: F. uhdei
(ADN24), Carril 3: Croton spp. (ADN33). Marcador de peso molecular HyperLadder 100bp
(Bioline), MIl: Marcador de peso molecular HyperLadder 50bp (Bioline).

Los amplicones obtenidos utilizando los iniciadores R16F2n/R16R2, a partir de muestras
de insectos, también se evaluaron por RFLP. La figura 6-18 muestra el patrén de bandas
obtenido con la enzima Msel a partir de varias morfoespecies de cicadélidos y de
extractos de ADN control de diferentes cepas de fitoplasmas. Soélo algunos patrones
obtenidos en las morfoespecies MF04 y MFO5 (carril 6 y 9, figura 6-18) corresponden al
patrén esperado para el grupo de fitoplasmas 16SrlA, las demas muestras evaluadas
(Carriles 3, 5 y 8) generaron patrones RFLP diferentes al de los grupos 16Srl-A y B,
16Sr-V, 16SrVIl y 16SrXIl, que hasta la fecha se han detectado en Bogota.
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Figura 6-18. Electroforesis en gel de agarosa al 3% mostrando RFLP de amplicones obtenidos
con R16F2n/R16R2 con la enzima Msel a partir de ADN total de insectos, se observa el perfil de
restriccion obtenido de fitoplasmas en diferentes cicadélidos en los carriles 3(i5), 4(i1), 5 (i3), 6
(i4), 7(i6), 8(19) y 9 (i12). Los patrones obtenidos de ADN control se observan en los carriles
1(CA), 2 (EY1), 10 (PVM), 11 (AshY3) y 12 (BA). MW: Marcador de peso molecular HyperLadder
100bp (Bioline), MV: Marcador de peso molecular HyperLadder 25 bp (Bioline).

Los patrones de RFLP obtenidos para las diferentes morfoespecies a partir de
amplicones de la region R16F2n/R26R2, se muestran en el Anexo F. Teniendo en cuenta
gue antes de iniciar este trabajo, s6lo se conocia la presencia de fitoplasmas del grupo
16SrVIlI en F. uhdei entonces se esperaba que entre cicadélidos encontrados en sitios
cercanos fueran portadores del grupo 16SrVII. Este grupo de fitoplasmas se encontré en
ocho de las nueve morfoespecies evaluadas (Tabla 6-4), en la MFO5 solo se observaron
patrones de restriccién asociados al grupo 16Srl. En las morfoespecies MF01 y MF06 se
encontraron los dos tipos de fitoplasmas en un mismo individuo. Adicionalmente se
encontré que en las morfoespecies MF06, MF08 y MF09 los patrones RFLP fueron muy
similares al del grupo 16SrVII con la excepcion de una banda adicional de 1000pb al ser
observada por digestion con Alul (Tabla 6-4 y Anexo F). Por su parte, en la morfoespecie
MFO05, donde s6lo se identificd el grupo 16Srl por RFLP, también se observaron algunas
muestras que generaron un patron parecido al del grupo 16Srl la presencia de una banda
adicional de 1000pb al digerirse con Alul. En otros casos los RFLP no correspondian a
los grupos 16SrVII o 16Srl (marcados como indeterminados) y se obtuvieron en
amplicones a partir de las morfoespecies MF04, MFO5 y MFO6.
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Tabla 6-4. Grupos de fitoplasmas por RFLP y secuenciacién encontrados en cicadélidos de

Bogota.
Morfoespecie ADN total Grupo 16Sr RFLP a Grupo 16Sr secuencias b
. 16SrVIl (2)
MFO1 i20 16Srly 16SrVII
16Srly 16SrVII
MFO02 i01 16SrVi 16SrI
MFO03 i05 16SrVIl (2) 16Srly 16SrVII
. 16SrVIl (3)
i38 ,
Indeterminado
MFO04 - 16Srly 16SrVII
139 16SrVil
i59 16SrVII
16Srl + Banda extra (1000pb) en
i37 digestion con Alul
MFO05 16Srl 16Srly 16SrVII
16Srl
) 16SrVi
i35
16Srl (4)
16SrVIl + Banda extra (1000pb)
MF06 en digestion con Alul 16Srly 16SrViIl
i36 16SrVil
16SrVIl + Banda extra (1000pb)
en digestion con Alul
MFO7 i40 16SrVIl (3) 16SrVil
i44 16SrVIl (2)
MF08 16SrVIl + Banda extra (1000pb) 165Vl
Pool 1 Ry
en digestion con Alul
16SrVi
i60 16SrVIl + Banda extra (1000pb)
MFQ09 en digestion con Alul 16SrVvii
Pool 2 16SrVIl + Banpl}a extra (1000pb)
en digestion con Alul

& RFLP con enzimas Alul, Msel, Rsal o Hinfl del amplicon R16F2n/R16R2. Entre paréntesis se
indica las veces que se obtuvo el mismo resultado en el analisis RFLP. Indeterminado: no
corresponde a Grupo 16Srl o 16SrVIl. Los resultados de electroforesis se presentan en el

anexo F.

b Informacién de secuencias, Anexo D, tabla D-2.
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6.2 Evaluacion de l|la capacidad de transmision de
fitoplasmas en condiciones experimentales

Inicialmente se realizaron ensayos preliminares con cicadélidos colectados en pasto
sobre plantas de apio (Apium graveolens). A. graveolens se escogié porque ya se habia
usado como hospedero alternativo de fitoplasmas de F. uhdei y parecia ser un hospedero
apropiado para ensayos de laboratorio (Perilla et al., 2010). Se utilizaron las
morfoespecies MF04 y MF05, por ser las mas abundantes (Tabla 6-1) en las capturas
realizadas en los primeros meses de 2012. Sin embargo, los cicadélidos no sobrevivieron
alimentandose de A. graveolens y la mortalidad fue del 100% al tercer dia del ensayo.
Adicionalmente, en las condiciones del Campus de la UMNG en Cajica, el tiempo de
desarrollo del apio germinado desde semilla y mantenido aislado de insectos fue superior
a 6 meses.

Por lo tanto se decidio evaluar la transmision de fitoplasmas a frijol (Phaseolus vulgaris),
gue crece mas rapido que el apio y ha sido Util en otros ensayos de transmision (Maixner
et al., 2010). Los ensayos se realizaron con las morfoespecies MF04 y MF06, pues en
subsiguientes muestreos el nimero de individuos de MFO5 colectados fue muy bajo.

En los ensayos de transmision, se usaron tanto machos como hembras de la
morfoespecie MF04 (figura 6-19), pero en el caso de la morfoespecie MF06 solo se
usaron machos. Esto sucedié porque en la morfoespecie MF06 la coloracion y el tamafio
entre machos y hembras es diferente (figura 6-19 e y f) e inicialmente se consideraron
morfoespecies distintas. Posteriormente, con ayuda del Dr. Mike Wilson (Museo de
Historia Natural de Gales, Reino Unido) examinando las formas externas de la genitalia,
se concluy6 que corresponden a la misma morfoespecie.

Para los ensayos de transmision se colectaron insectos en Bogota, en pastizales
ubicados en cercanias de arboles con sintomas de fitoplasmosis. Los ensayos se
realizaron en nueve plantas de frijol, cinco para la morfoespecie MF04 y cuatro para la
MFO06, colocando 15 cicadélidos sobre cada planta. Una planta control no fue inoculada
esta se mantuvo alejadas de las plantas experimentales para evitar visitas no controladas
de cicadélidos. Cada morfoespecie se evalu6 en jaulas aparte y se hicieron dos
introducciones de insectos (a la semana uno y semana tres). Los insectos usados en el
ensayo de transmision, se mantuvieron en bolsas de velo suizo lo cual facilit6 su
posterior recoleccion. A estos insectos se les realizé una posterior extraccion de ADN.
Se hizo un seguimiento a las plantas durante trece semanas y se colectaron muestras de
hojas, tallos y raices para posteriores analisis moleculares. Para verificar la transmision,
las plantas de frijol se evaluaron por PCR anidada, RFLP y secuenciacién tres meses
después de la primera introduccion. En el anexo C (Tabla C-3), se listan las muestras de
insectos y plantas de frijol del ensayo de transmision.
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Morfoespecie MF04 . Morfoespecie MF06

HEMBRA MACHO
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Figura 6-19. Fotografias ventrales de morfoespecies de ensayos de transmision. (a-d)
Morfoespecie MF04. (e y f) Morfoespecie MF06. Se observa la diferencia en la apariencia externa
de la genitalia entre machos y hembras de la misma morfoespecie. Barra 1mm.

MFO04 frijol 1 MFO6 frijol 6

a) b)

Hoja normal Hoja atipica Hoja normal

“ x

Hoja atipica

1cm

Figura 6-20. Cambios en la morfologia de hojas observados en frijoles expuestos a cicadélidos.
Se observa la aparicién de brotes jévenes con morfologia atipica en las hojas, luego de cinco
semanas de la introduccién de individuos. (a) Hoja de frijol inoculado con MF04, la flecha sefala
la fusion de los foliolos lo cual modifica la hoja a hoja simple. (b) Hoja de frijol inoculado con
MFO06, la hoja pequefia se compone de dos foliolos. Normalmente las hojas compuestas del frijol
tienen tres foliolos, esta morfologia atipica no se observé en los brotes jovenes de la planta
testigo.
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Luego de 5 semanas de la primera introduccion de los insectos de las dos
morfoespecies, se observo en las plantas expuestas la aparicién de brotes jovenes con
hojas de formas atipicas. Estos sintomas no se observaron en la planta de frijol control.
En una planta de frijol expuesta a la morfoespecie MF04, una hoja parece ser la fusion
de los tres foliolos (Fig. 6-20 A), asumiendo una apariencia de hoja sencilla en lugar de
compuesta. Por su parte, en una planta expuesta a la morfoespecie MF06 una hoja
atipica sélo tiene dos foliolos (Fig. 6-20 B), cuando las normales presentan tres foliolos.
El ADN total de insectos y plantas de los ensayos de transmisién se emple6 en andlisis
de PCR anidada con los iniciadores P1A/P7A seguido por R16mF2/R16mR1, y
posteriormente R16F2n/R16R2.

En las muestras de ADN total extraidas de cicadélidos de las morfoespecies MF04 y
MFO06 no se observo ningun amplicon del tamafio esperado en la reaccion anidada con
R16mF2/R16mF1, sin embargo, mediante la segunda amplificacién anidada con
R16F2n/R16R2 se obtuvieron amplicones del tamafio esperado en diferentes extractos
de las dos morfoespecies (figura 6-21). Confirmando que los insectos utilizados en los
ensayos de transmision eran portadores de fitoplasmas.

Después de trece semanas desde la primera introduccion de insectos, se extrajo ADN
total de las plantas de frijol de los tallos y raices y se evalu6 por PCR para verificar la
presencia de fitoplasmas. Los iniciadores P1A/P7A se usaron en la reaccion de PCR
primaria, posteriormente se amplific6 con R16mF2/R16mR1 y por dltimo con
R16F2n/R16R2.

En cuatro plantas de las cinco del ensayo con la morfoespecie MF04 se detectd la
presencia de fitoplasmas a las trece semanas post-introduccion, por otro lado, en las
cuatro plantas expuestas a la morfoespecie MF06 se obtuvieron amplicones positivos por
PCR anidada. En la planta testigo no se observé amplificacion en ninguna de las rondas
de PCR anidada (figura 6-22).

A partir de los amplicones obtenidos con los iniciadores R16F2n/R16R2 de insectos
portadores y de los frijoles, se analizaron los patrones RFLP obtenidos (anexo G) y se
asocié al grupo de fitoplasmas que corresponden. En la tabla 6-5 se relacionan los
resultados obtenidos por PCR anidada y el grupo 16Sr al cual pertenecian los insectos y
las plantas evaluadas.



79

a) R16mF2/R16mR1
Frijol 6 Frijol 7 __ Frijol8 Frijol 9
17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

1500 pb
1000 pb

l Dilucion 1:20
b)
R16F2n/R16R2
Frijol 6 Frijol 7 Frijol 8 Friﬂg
17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3536
1250pb | 1500 pb
1000 pb
) R16mF2/R16mR1
Frijol 1 Fﬂ 2 Frijol 3 Frijol 4 Frijol 5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 31 32 33 34 35 36
1500 pb
1000 pb
Dilucién 1:20
R16F2nIR16R2
d) Frijol 1 Frijol 2 Frijol 3 Frijol 4 Frijol 5

2 3 45 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 31 32 33 34 35 36

B -

Figura 6-21. Electroforesis en gel de agarosa 1% mostrando la deteccion de fitoplasmas en
individuos de las morfoespecies MF04 y MF06 usadas en ensayos de transmision. (a y b)
Deteccion de fitoplasmas en insectos de la morfoespecie MF04. (c y d) Deteccion en la
morfoespecie MF06. En la parte superior de los carriles se sefiala la planta de frijol sobre la cual
se colocaron los insectos. La flecha indica el amplicon del tamafio esperado. La reaccion primaria
se hizo con P1A/P7A. (ay c) Reaccién anidada con R16mF2/R16mR1. (b y d) Segunda reaccion
anidada con R16F2n/R16R2. Muestras (carril:ADN total de insectos), 1:i45, 2:i50, 3:i69, 4:i70, 5:
i48, 6:i46, 7:51, 8: 171, 9:i72, 10:i47, 11:i52, 12:i73, 13:i74, 14:i49, 15:i75, 16:i76, 17:i53, 18:i67,
21:i54, 22:i68, 25:i55, 26:i65, 27:i66, 30:i56. Los carriles 19, 20, 23, 24, 28, 29 corresponden a
ADN total de insectos de la morfoespecie MF06 no utilizados en los ensayos de transmision.
Carriles control, 31: ADN total i35, 32: ADN total de planta infectada con el fitoplasma MBS y 33:
control positivo (AY1), 34: ADN total sin fitoplasmas, 35: ADN gendmico de arbol Croton spp vy
36: control negativo agua. El marcador de peso molecular HyperLadder 500bp (Bioline).

1500 pb

1000 pb
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R16mF2/R16mF1
a) FTest F2 F3 F4 F5 F6 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 C- C+ C- C+

M 1 2 34 56 7 89 101112 13 14 15 1617 18 19 2021 M

2000 pb
1500pb o
R16F2n/R16R2
b) M 1 2 34 56 7 8 9 10 1112 13 14 15 1617 18 19 2021 M
1500 pb 1250 pb
-

1000 pb

Figura 6-22. Electroforesis en gel de agarosa 1% mostrando la evaluacion de la presencia de
fitoplasmas en plantas de frijol expuestas a insectos de las morfoespecies MF04 y MFO06, 13
semanas post-inoculacion. La flecha indica el amplicén del tamafio esperado. La reaccion primaria
se hizo con P1A/P7A (no se muestra). (a) Reaccidn anidada con R16mF2/R16mRL1. (b) Segunda
reaccion anidada R16F2n/R16R2. Muestras de ADN genémico de frijol (tabla C-3), 1: frijol testigo
(TF16), frijol 2 (F2) (carril2: TF3y 7:TF11), frijol 3 (F3) (carril 3:TF4 y 8:TF12), frijol 4 (F4) (carril4:
TF5 y 9:TF13), frijol 5 (F5) (carril5:TF6 y 10:TF11), frijol 6(F6) (carril6:TF7 y 11:TF14), frijol7
(F7)(carrill2:TF20 y 13:TF8), frijol8 (F8) (carril14:TF21 y 15:TF9),y el frijol 9 (F9) (carril 16:TF22 y
17:TF10). Controles positivos AY1 (carril 19) y AshY7 (carril 21); los controles negativos usados
corresponden a ADN gendmico sin fitoplasmas (carrill8) y control agua sin ADN (carril 20).
Marcador de peso molecular HyperLadder 500bp (Bioline).

En el caso de la morfoespecie MF04, se determind que los insectos colocados sobre el
frijol 1, eran portadores del grupo 16SrVIl, pero en esa planta no hubo posterior
deteccidn de fitoplasmas. Los insectos introducidos sobre el frijol 2, fueron positivos para
fitoplasmas del grupo 16Srl y en la planta se detectdé ese mismo grupo de fitoplasmas por
RFLP. En las otras dos plantas de frijol (frijol 3 y frijol 4), los insectos fueron positivos
para fitoplasmas de los grupos 16Srl y 16SrVIl, en tanto que en las respectivas plantas
se detectaron sélo fitoplasmas del grupo 16Srl. Teniendo en cuenta la informacion de
secuencias de los amplicones positivos, se confirman los resultados obtenidos por RFLP,
aunque en dos plantas de frijol (frijol 2 y frijol 5) se detectaron ademas fitoplasmas del
grupo 16SrVIl. En cuanto al ensayo de transmision con la morfoespecie MF06, en todos
los insectos colocados sobre las plantas de frijol se detectaron por RFLP fitoplasmas del
grupo 16SrVIl. Sin embargo en las plantas la situacion fue diferente. Por ejemplo, en los
frijoles 7 y 8 se obtuvieron patrones de RFLP de los grupos 16SrVIl y 16Srl, mientras que
en los frijoles 6 y 9 el andlisis de RFLP sélo indico la presencia del grupo 16Srl, la
informacién de secuencias confirmo la presencia de los grupos encontrados por RFLP en
frijol (Tabla D-3).
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Tabla 6-5. Ensayos de transmision de fitoplasmas.

Insectos Frijol
g PCR s g PCR & |8
Evaluacion |Planta | < ] <z Lg § 5
== o = o
8 2 | mF2mR1 | F2n/R2 é = 82 | mF2mR1| F2n/iR2 | PhyRNA2.6/3.3 § S |ES
g £6_| & 56 |2
i45 - + VIl
i69 - + VII
Frijol 1 - TF23 - 5 - -
i70 - + Vi
i50 - + VIi
TF3 + - - | 16SrI
Frijol2 i48 - + 1651
i - t@ ' | 1esivi
146 - + VIl
TF4 + + + | Mala
i71 - + I, Ind. calidad
MORFO Frijol3 —
i - -
ESPECIE 04 : TF12 . ) . 1651
151 - -
147 - + VIl
. TF5 + + + | 16Srl
) i73 - + Vi
Frijol4 =2 Vi
i - +
TF13 |+ + ¥ | Mala
i52 - + I, Ind. calidad
149 - + VI TF6 . " +(2) I, Ind. | 16Srl
Frijol5 i75 - + VIl
. TF14 + + + (3) VI 16SrViIl
i76 - +
i53 - + Vi TF19 + + - | 16SrI
Frijol6 X
167 - + VI TF7 + + + | 16Sr!
i54 - ek VIi TF20 + + + VII
Frijol7 X
i68 S + VI TF8 + + |
MORFO .
ESPECIE 06 155 - + VI TF21 + + + VI
Frijol8 i65 -
. TF9 + + + I, Ind. 16Srl
166 - + Vil
) TF22 + + |
Frijol9 i56 + = 16Srl
TF10 + + + |
TF15 - - -
TESTIGO frijol 10
TF16 - - -

(+) Indica muestras positivas, en paréntesis se indica el nUmero de reacciones independientes que

fueron positivas. (Ind) RFLP diferente a Grupo 16Srl o 16SrVIl. Los resultados de electroforesis se
presentan en el anexo G.
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6.3 Deteccion preliminar mediante PCR de genes
potenciales en la interaccion vector-patogeno

Por otro lado, se hicieron ensayos preliminares de amplificacién de los genes secA, que
permiten una diferenciacidn mas fina entre subgrupos de fitoplasmas (Hodgets et al.,
2008) y de la region que incluye genes que codifican para proteinas de membrana
exclusivas de fitoplasmas, como Imp y Amp. El caso de Amp es particularmente
interesante por su interaccion diferencial con las proteinas de los microfilamentos de
cicadélidos, que influyen en la habilidad de transmitir fitoplasmas en diferentes especies
(Suzuki et al., 2006). Con el propésito de obtener secuencias de genes no ribosomales,
se hicieron ensayos empleando iniciadores que habian sido previamente reportados por
otros autores para establecer las condiciones de amplificacion con las muestras de ADN
total de plantas e insectos que incluyen ADN de fitoplasmas.

Para amplificar por PCR la region comprendida entre los iniciadores ES-1/Nad-2 y Rnc-
1/PssAl, en primer lugar se buscé establecer las condiciones de amplificacion usando
como ADN molde el ADN de plantas infectadas con grupos conocidos de fitoplasmas
(Tabla 5-5).

a) ES-1/Nad-2 Rnc-1/PssA-1
o o ) o
= - = z
M X & BAPVYM<Z CAAY1IC- X & BAPVM < CA AY1C-

C) Rnc-1/PssA-1

1,5mM MgCl, 2,5 mM MgCl,

M wrosmrFos vBs c- MFosmrosmes c- M|

1000 pb 1000 pb

b) Rnc-1/PssA-1 500 pb
300 pb

MF01_MF04 MF05 MF08MF09 MBS BA C- C-

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 M
1000 pb

500 pb

Figura 6-23. Electroforesis en gel de agarosa al 1% mostrando PCR con iniciadores ES-1/Nad-2 y
Rnc-1/PssAl. (a) Amplificacién PCR con ES-1/Nad-2 (Tamafio esperado 3,6Kb) y Rnc-1/Pssa-1
(Tamafio esperado 5Kb), temperatura de anillamiento 50°C, 1,5 mM MgCI2 y perfil de
amplificacion B. (b) Evaluacién de amplificacion a 2,5mM MgCI2, perfil de amplificacion C sobre
muestras de cicadélidos (1:i20, 2:Pool3, 3:i38, 4: Pool4, 5: i37, 6:Pool5, 7: i35, 8: Pooll, 9: Pool2)
(c) Evaluacién de dos concentraciones de MgCI2 con el perfil térmico C, extractos de ADN total de
cicadélidos de la morfoespecie MF5 (Pool4) y de MF06 (Pool5). M: Marcador de peso molecular
HyperLadder 500pb (Bioline), MIl: Marcador de peso molecular HyperLadder 50pb (Bioline).
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Se evaluaron diferentes temperaturas de anillamiento (50°C, 55°C, 58°C y 60°C), dos
perfiles térmicos diferentes (perfil B y C figura 5-5) y tres concentraciones diferentes de
cloruro de magnesio (1,5 mM, 2.5mM y 3.5mM MgCl;). Se obtuvieron amplicones de
500pb en lugar de 5000 pb como se esperaba a partir del ADN control de grupos de
fitoplasmas como BA y MBS con los iniciadores Rnc-1/PssAl, con condiciones de 1,5
mMy 2,5 mM de MgCI2, a 50°C de temperatura de anillamiento con el perfil térmico B o
con el perfil térmico C. Del fragmento obtenido a partir de MBS se obtuvo una secuencia
legible, que segun andlisis blastx, presenta identidad del 92% con una ribonucleasa
dsRNA de fitoplasmas (Accesién YP456339.1, Cobertura 27% y valor E de 3 e
(Anexo H). Cuando se evaluaron muestras de ADN de cicadélidos portadores de
fitoplasmas no se obtuvieron amplimeros del tamafio esperado.

Los ensayos de amplificacion del gen secA, se realizaron inicialmente en el laboratorio
del Dr. Mathew Dickinson (The University of Nottingham, Inglaterra) con los reactivos,
iniciadores y condiciones de amplificacion con las que se han obtenido las secuencias de
secA de fitoplasmas mantenidos en plantas de referencia (Tabla 5-3).

—~
)
3
=4
=
w
>

C (FBP)
TH (JRI)
A (PWB)
C (BVK)
1 (ASHY1)
65r-L M (AVUT)

P B B

En estos ensayos los iniciadores TTTITIT
SecAR3/SecAF1l se usaron en la
reaccion primaria, la cual segun lo
estandarizado genera un amplicén de
840 pb (figura 6-24 A), y a partir de Ba0ph =
una dilucion se realiz6 una PCR
anidada con los iniciadores SecAR2/SecARS
SecAF5/SecAR2, los cuales generan
un amplicén de 600 pb. La secuencia
del producto de la reaccién anidada, es 600 pb =
atii en andlisis filogenéticos para
diferenciar subgrupos de fitoplasmas.

168r-1
165r-V.
165r-X

SecAR3/SecAF1

1000 pb
750 pb

750 pb
500 pb

Pero, en los ensayos realizados en el Figura 6-24. Electroforesis en gel de agarosa
laboratorio del Dr. Dickinson con las al 1% mostrando la evaluacion de
muestras de insectos y plantas amplificacion del gen SecA con ADN control.

(a) Reaccion primaria SecAR3/SecAF1. (b)

infectadas con fitoplasmas de Bogota, Reaccion anidada SecAF5/SecAR2 este

no se generaron amplicones en las amplicén no se obtuvo en diferentes ensayos
muestras, pero si en los controles usando ADN molde de arboles e insectos
positivos  (figura 6-24). Por ello infectados con fitoplasmas en Bogota. El ADN

control vegetal corresponde a diferentes

posteriormente, se evaluaron en el grupos de fitoplasmas

laboratorio de la UMNG diferentes

concentraciones de MgCly,

temperaturas de anillamiento y ciclos de amplificacion completando un total de 13
ensayos y evaluando todas las muestras de ADN total obtenidas en Bogota. Sin
embargo, tampoco se obtuvieron amplicones en la reacciéon anidada para la region
SecAF5/SecAR2.
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/7.DI SCUISI C

El objetivo de este trabajo era identificar potenciales insectos vectores de fitoplasmas
dentro de la familia Cicadellidae, presentes en Bogota. Dado el impacto negativo que los
fitoplasmas tienen en la actualidad en los arboles de la ciudad, es importante conocer los
insectos vectores responsables de la dispersiéon del patdbgeno en el area y que parecerian
estar llevando el patégeno a las afueras de la ciudad afectando cultivos y plantas
ornamentales de la region. A la fecha, los insectos vectores de los fitoplasmas del grupo
16SrVII no se conocen en las areas de ocurrencia (Hill y Sinclair, 2000; Franco-Lara y
Filgueira, 2004). Por otro lado, vectores de fitoplasmas del grupo 16Srl se conocen en
Estados Unidos y Europa. Algunos vectores son compartidos por los subgrupos 16Srl-A,
16Srl-B y 16Srl-C y los principales vectores del grupo son cicadélidos de los géneros
Macrosteles spp., Euscelis spp., Scaphytopius spp. y Aphrodes spp. (Lee et al., 2004).
Debido al desconocimiento que hay sobre la familia Cicadellidae en Colombia, no se
sabe si especies de estos géneros existen en Bogota y si son capaces de transmitir
fitoplasmas. A pesar de que no era un propdsito explicito de este proyecto, este trabajo
contribuye al conocimiento de los Cicadellidae de Bogota y abre una posibilidad de
estudio de este grupo.

De acuerdo a la informacion del Jardin Botanico de Bogota José Celestino Mutis, en
el Censo del Arbolado Urbano (2007), de un total aproximado de 460.000 arboles en
areas publicas existentes en la ciudad, F. uhdei representa cerca de 23131 individuos, lo
que lo hace una especie predominante en la composicién del arbolado de Bogota.
Sintomas sugerentes de fitoplasmas comenzaron a observarse en arboles de otras
especies que crecian en las cercanias de F. uhdei y en ensayos anteriores se hicieron
esfuerzos por colectar cicadélidos de arboles con sintomas, con resultados muy pobres.
Por esta razdn, en este trabajo se tomaron muestras de insectos en zonas de pastizales
como separadores y zonas verdes, donde la especie predominante es Pennisetum
clandestinum. Ademas se estudid la presencia de fitoplasmas en las especies Croton
spp., Pittosporum undulatum y Populus nigra (figuras 6-5, 6-6 y 6-7) que crecen en
cercanias de arboles de F. uhdei. En el arbolado urbano de Bogota P. undulatum, con
una poblacion aproximada de 30725 arboles es una de las especies de mediano porte
mas abundantes. Por su parte las especies del género andino Croton, representadas en
aproximadamente 3600 individuos, son apreciadas por su belleza ornamental y porque
produce metabolitos secundarios que se emplean como medicamentos caseros. La
especie P. nigra es una especie introducida, con aproximadamente 300 individuos en el
arbolado de Bogota.
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Antes de comenzar este trabajo, habia reportes de fitoplasmas del grupo 16SrVIl en
especies del género Fraxinus de Estados Unidos (Griffiths et al., 1999) y Colombia
(Filgueira el at., 2004), en la especie Hypericum perforatum en ltalia (Bruni et al., 2005),
en alfalfa en Argentina (Conci et al., 2005) y en las especies Ugni molinae y Paeonia
lactiflora en Chile (Arismendi et al., 2011). En este trabajo, se reporta por primera vez el
grupo 16SrVIl en Croton spp. (figura 6-17) y en P. nigra (figura E-1 y tabla D-1) en
Bogota.

Por otro lado, el grupo de fitoplasmas 16Srl se asocia con mas de 100 enfermedades
importantes de plantas en todo el mundo y representa el grupo de fitoplasmas mas
diverso y ampliamente distribuido a nivel mundial (Marcone et al., 2000; Lee et al., 2004;
Bertaccini, 2007; Bertaccini y Duduk, 2009; Mitrovic et al., 2011). El grupo de fitoplasmas
16Srl se reporta por primera vez infectando una especie del género Fraxinus (figura 6-12)
y en arboles sintomaticos de P. nigra, P. undulatum y Croton spp. (figura 6-12), lo que
constituye un primer reporte de estos patdgenos en estas especies para Colombia. Por
ello, la infeccion de fitoplasmas del grupo 16Srl sumado al desconocimiento de los
agentes de dispersién natural en la zona, representan un riesgo fitosanitario para la
region. A nivel mundial existen reportes de por lo menos 30 especies de insectos
vectores, frecuentemente polifagos (Hogenhout et al., 2008) que dispersan el grupo
16Srl de fitoplasmas y causan infecciones en mas de 80 especies de interés comercial
(Firrao et al., 2007 citado en Hogenhout et al., 2008) como zanahoria, lechuga, papa (Lee
et al., 2000; Lee et al., 2006) y otros que también se cultivan en la Sabana de Bogota.

Hasta donde sabemos, los resultados obtenidos de infeccién de fitoplasmas del
grupo 16Srl en P. undulatum y Croton spp. es un reporte nuevo de este patbgeno para
las dos especies de arboles. En la especie P. undulatum no se encontraron fitoplasmas
del grupo 16SrVII pero si del grupo 16Srl. Por su uso ornamental P. undulatum tiene
amplia distribucion a nivel mundial, pero hasta el momento no se habian reportado
fitoplasmas en otros paises.

En el caso del género Croton ademas de los fitoplasmas encontrados en este
trabajo, se presentan otros problemas fitosanitarios causados por lepidopteros del género
Sangalopsis* que producen dafio directo por herbivoria. Los sintomas descritos en los
individuos evaluados (figura 6-7) no se relacionan con la presencia de lepidépteros. En
arboles localizados en el campus de la Universidad Nacional (Area Teusaquillo) se
observaron coronas transparentes y entorchamiento de hojas (figura 6-7 panel c y d), en
otros individuos localizados en el Park Way (Area Teusaquillo) y las calles 82 y 94 (Area
Chicé), se observaron rebrotes anormales (figura 6-7 panel ¢ y d) causados por la
activacion anormal y simultdnea de los meristemos del tronco asi como la formacién de
hojillas que cubren el tronco y las ramas de los arboles afectados.

“Jardin Botanico José Celestino Mutis, Informe de Gestion 31 Diciembre 2010.
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Las diferencias en la expresion de sintomas podrian deberse a diferencias en el
tiempo de la colonizacion de fitoplasmas en estos arboles, lo cual requeriria evaluar
experimentalmente si los sintomas leves (como entorchamiento de hojas y defoliacion de
las coronas) se asocian con el inicio de la infeccién y los sintomas severos (como
rebrotaci-n y presencia de i h oj iTanbiars guéde
deberse a la presencia de cepas diferentes de fitoplasmas o con diferente agresividad, en
la colonizacion, toma de nutrientes o expresion de efectores que alteran a los arboles
hospederos. Es importante resaltar que en Bogota existen por 1o menos tres especies
diferentes del género Croton spp. que se conocen con el nombre comun de sangregado y
presentan diferencias en el tamafio, forma de las hojas y su porte. La identificacién de las
muestras de Croton evaluadas no se llevd a nivel de especie y es necesario estudiar la
expresion diferencial de sintomas en estas especies de forma mas sistematica.
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Los sintomas observados en arboles que incluyen cambios dramaticos en la
arquitectura de la corona, brotes epicGrmicos y crecimiento anormal vegetativo
permitieron seleccionar arboles en los que se detectaron fitoplasmas. Los dafios
observados indican el mal estado sanitario de los arboles de la ciudad, lo que tiene
consecuencias ambientales porque afectan la funcion ornamental, econémicas al
considerar los costos de posibles tratamientos a los individuos afectados o de
erradicacion en caso de requerirse. A pesar que se requiere cuantificar la incidencia de la
fitoplasmosis en estas especies, por las observaciones realizadas en los recorridos,
existe un alto nimero de &rboles que presentan sintomas asociados a fitoplasmas, lo
cual implicaria consecuencias epidemiolégicas porque supone una fuente de in6culo de
fitoplasmas y su potencial dispersibn a otras especies ornamentales y de interés
comercial en la ciudad y sus alrededores. No se conoce cual sea es el efecto individual
de los dos grupos de fitoplasmas encontrados en los arboles, y probablemente la
expresion de sintomas también dependa de la presencia de infecciones mixtas de
fitoplasmas del grupo 16SrVIl y16Srl.
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Los grupos taxondmicos de hemipteros que se han descrito como vectores de
fitoplasmas son diversos, este estudio se delimité en la familia Cicadellidae (Hemiptera,
Auchenorryncha), en la cual se han reportado la mayoria de vectores de fitoplasmas
(Weintraub y Beanland, 2006; Wilson y Weintraub, 2007). Este trabajo incluyd el analisis
de fitoplasmas en nueve especies de la familia Cicadellidae colectadas en Bogota, que
incluian miembros de las subfamilias Deltocephalinae, Typhlocybinae y Xestocephalinae,
la diferenciacion de los cicadélidos capturados se basé en las caracteristicas
morfolégicas externas y los patrones de pigmentacion de adultos. Con la colaboracién del
Dr. Mike Wilson (Museo de Historia Natural de Gales, Reino Unido) y Juan Manuel
Vargas (ICA, Colombia), se verificaron las morfoespecies y se reconocieron las hembras
y machos de la misma morfoespecie, pero la identificacion taxonémica de estos
ejemplares se encuentra en proceso.

En las nueve morfoespecies de cicadélidos la presencia de fitoplasmas se evalud
entre 1 y 69 individuos dependiendo del nimero de capturas, por PCR anidada, RFLP y
secuenciacion (Tablas 6-2 y 6-4, figura 6-13) y se detecto la presencia de fitoplasmas en
las nueve morfoespecies. De cada una de las morfoespecies de cicadélidos encontrados
en las areas de estudio, se obtuvieron amplicones del tamafio esperado de la region 16S
rRNA con los iniciadores R16F2n/R16R2, fU5/rU3 o PhyRNA2.6/PhyRNA3.3 en reaccion
anidada (Tabla 6-2). La observacién de amplicones del tamafio esperado, dependi6é en
parte, de los juegos consecutivos de iniciadores utilizados en PCR anidada y por ello fué
necesario evaluar diferentes combinaciones de iniciadores en la reaccion primaria,
anidada o incluso realizar una segunda PCR anidada en algunas muestras.

A partir de los iniciadores fU5/rU3, PhyRNA3.3/PhyRNA2.6 o R16F2n/R16R2 se
obtuvieron 28 secuencias de fitoplasmas (Anexo D) de regiones del gen 16S rRNA en
cicadélidos. El juego de iniciadores fU5/rU3 parece amplificar preferencialmente
fitoplasmas del grupo 16Srl, como se constat6 por secuenciacion (figura 6-13 y tablas D-
1 y D-2). Los iniciadores PhyRNA3.3/PhyRNA2.6, preferencialmente generaron
secuencias de fitoplasmas del grupo 16SrVIl lo cual puede dar una idea rapida de la
presencia 0 no de estos fitoplasmas en las muestras de la Sabana de Bogotad. En
cualquier caso es necesario verificar por secuenciacién o por RFLP.

Con los iniciadores R16F2n/R16R2 sélo se obtuvieron dos secuencias completas de
esta region de los fitoplasmas en la morfoespecie MF04, las cuales se relacionan con
fitoplasmas del grupo 16Srl. A pesar de que no se obtuvieron secuencias completas de la
region R16F2n/R16R2 del grupo 16SrVII en muestras de insectos y plantas, el andlisis de
PCR anidada, RFLP y secuenciacion con otros iniciadores, permitieron detectar el grupo
16SrVII.
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La combinacién de informacién obtenida por secuencias y RFLP de fitoplasmas,
permitieron concluir que en tres morfoespecies (M07, MFO8 y MF09) se encontro sélo la
infeccidn de fitoplasmas del grupo 16SrVIl y en seis morfoespecies (MFO1 a MF06) la
infeccién con los grupos 16SrVIl y 16Srl. Entre ellas, en las morfoespecies MF01, MF02,
MFO03 y MF06 los dos grupos de fitoplasmas se encontraron en un mismo individuo
mientras que en las morfoespecies MF04 y MFO5 en diferentes individuos se detectaron
los fitoplasmas del grupo 16SrVII o 16Srl (figura 7-1). La existencia de infecciones
mixtas en la misma planta o insecto, explicarian por qué con frecuencia se obtenian
secuencias de mala calidad que impedian hacer los andlisis bioinforméaticos. En contra de
lo esperado, se detectaron fitoplasmas en todas las morfoespecies evaluadas, sin
embargo cabe recordar que el hecho de que los fitoplasmas estén presentes en los
insectos no garantiza que sean transmitidos y por esto es necesario hacer las pruebas de
transmision para demostrar si son o no vectores. Se supone que existe cierto grado de
especificidad en las relaciones entre fitoplasmas y los insectos vectores (Fletcher et al.,
1998) o entre los fitoplasmas y sus hospederos vegetales, dado que estas relaciones
implican interacciones de reconocimiento y respuesta, en procesos coevolutivos (Howe y
Jander, 2008; Nadarasah y Stavrinides, 2011) pero establecer estas relaciones en el
patosistema de Bogota, requiere trabajo adicional.

F. uhdei
16Sxs Croton spp. 16 Y1
P. nigra

MFO01 ME%
MF02
ML MF09
MF03
*MF04
MFO5
*MF06

P. undulatum

Figura 7-1. Hospederos vegetales e insectos cicadélidos infectados con fitoplasmas de los grupos
16Srl y 16SrVII en Bogota, Colombia. Subrayado se muestran las especies con infecciones mixtas
gue se detectaron en un mismo individuo. En asterisco y negrita se sefalan las especies de
cicadélidos capaces de transmitir fitoplasmas del grupo 16Srl y 16SrVII.

La existencia de infecciones mixtas también se presentd en arboles. Resultados de
RFLP y secuenciacidon mostraron que en dos casos, los arboles afectados de Croton sp.
y P. nigra presentaban mezclas de los dos grupos de fitoplasmas (figura 6-17 y figura E-
1), estas mezclas se presentaron en un mismo individuo, por ejemplo, a partir de una
muestra de Croton spp. (ADN 33), se obtuvo la secuencia JQ730861 del grupo 16Srl
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(figura 6-13), secuencias PhyRNAF3.3/PhyRNA2.6 del grupo VII (figura E-1) y a partir del
producto de PCR con R16F2n/R16R2, un patrén RFLP del grupo 16SrVII (figura 6-17).

La coexi sdoegupas diferentes de fitoplasmas en un mismo individuo o en
una misma especie vegetal plantea varias preguntas relacionadas con la biologia de los
vectores, pues de los insectos depende la transmisién de uno o mas fitoplasmas a una
planta susceptible (Lee et al., 1998). Entonces, surgen varios interrogantes: ¢cual de los
fitoplasmas se establecié en primer lugar?, ¢el tiempo que lleva la infeccion de
fitoplasmas puede representar en alguna medida la diferencia en sintomas observados
entre arboles de diferentes zonas de la ciudad?, ¢el rango de hospederos de los
fitoplasmas, se afecta cuando hay mezclas de ellos?,¢es posible que haya cambiado el
rango de los fitoplasmas del grupo 16SrVIl, siendo ahora mas cosmopolita por la
presencia del grupo 16Srl?, ¢se afecta la transmision por la presencia de dos o mas
grupos de fitoplasmas?, ¢,qué factores ambientales o biolégicos han influenciado en la
dinamica poblacional de los vectores, en la fisiologia de las plantas o en los fitoplasmas,
haciendo de esta una enfermedad emergente en Bogota? o ¢se aceleran los procesos
evolutivos en poblaciones en las que hay mezclas de fitoplasmas?.
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Como se menciond anteriormente, establecer que un insecto es vector de
fitoplasmas, requiere la demostracion experimental de su capacidad de transmisién. En la
mayoria de los reportes, la transmision se hace partiendo de crias de cicadélidos que se
han mantenido por varias generaciones sobre plantas libres de fitoplasmas. Los ensayos
de transmisioén consisten en permitir la alimentacién de un grupo de insectos adultos
sanos, sobre plantas infectadas con fitoplasmas como C. roseus y posteriormente
inocular experimentalmente plantas sanas con los insectos portadores del fitoplasma de
estudio (Batle et al., 2007). Asi también es posible determinar experimentalmente los
parametros bioldgicos de la transmision de fitoplasmas como el tiempo de adquisicion, el
periodo de latencia y el periodo de inoculacién (Carraro y Ermacora, 2001; Arocha et al.,
2005; Mayer et al., 2010). Sin embargo, esto supone conocer el ciclo de vida del vector o
por lo menos, definir hospederos en los cuales se puedan establecer crias.

En este trabajo no se parti6 de crias de insectos porque no se conocen los
hospederos vegetales en los cuales los cicadélidos de Bogota completan su ciclo de vida.
Una alternativa hubiera podido ser el hacer ensayos de transmision sobre plantas
jévenes de F. uhdei, P. undulatum, P. nigra o Croton spp. pero por razones practicas es
dificil y demorado conseguirlas, pues habria que germinarlas a partir de semillas y esto
puede tomar afios, asi como mantenerlos en invernaderos apropiados para este tipo de
ensayos. Entonces se decidid utilizar insectos provenientes de pastizales situados cerca
de arboles con sintomas de fitoplasmas, pues tampoco fue posible colectarlos
directamente sobre arboles de interés como F. uhdei o P. undulatum.

En el presente trabajo se realizaron los ensayos evaluando la capacidad de
transmision de fitoplasmas de las dos morfoespecies mas abundantes encontradas en el
momento de los muestreos, empleando una metodologia previamente reportada que
permiti6 identificar en Europa la especie Macropsis mendaxc o mo v e cHinoyellowse A
phytoplasmao ( Gr u p\W (CarGus et al., 2004), donde se evaluo la transmision a
plantas sanas con insectos colectados en campo.

Por reportes anteriores se conoce que los vectores no son necesariamente las
poblaciones mas abundantes de insectos portadores de fitoplasmas (Weintraub vy
Beanland, 2006). Pero, un factor limitante en la realizaciéon de ensayos de transmision es
la cantidad de insectos que deben usarse para asegurarse que estén presentes los
insectos infectados (Tanne et al.,, 2001). En el caso estudiado, no se contaba con
informacién previa de los hospederos vegetales, el ciclo de vida de los cicadélidos, o de
datos sobre proporcion de insectos infectados con fitoplasmas. Por ello, el criterio de
seleccion de las dos morfoespecies evaluadas fué la abundancia de individuos, mas adn
considerando que la cantidad de insectos empleados en los ensayos de transmision debe
ser alta para descartar que la ausencia de transmisién se deba a un bajo niumero de
insectos infectados (Carraro y Ermacora, 2001).

En los ensayos realizados en este trabajo, se escogio frijol (Phaseolus vulgaris)
como hospedero vegetal, por su porte arbustivo, rpido crecimiento y porque es un
hospedero apropiado para diferentes especies Auchenorrhyncha (Maixner et al., 2010).
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Hay que tener en cuenta que puede haber casos de insectos que siendo vectores, no
transmiten fitoplasmas debido a factores como que la especie vegetal no sea hospedero
de los insectos, la no susceptibilidad a fitoplasmas de la planta experimental, periodos de
latencia largos en el insecto o transmision intermitente (Carraro y Ermacora, 2001).

En las dos morfoespecies evaluadas, se observdé que los insectos se morian
aproximadamente a las dos semanas de la introduccion en frijol. En las plantas de frijol
expuestas a los individuos de la morfoespecie MF04, entre los que habian machos vy
hembras (figura 6-20 A-D), no se observaron huevos sobre el material vegetal
recolectado, lo que sugiere que estos insectos no completan su ciclo de vida en frijol.
Como en los ensayos de transmision con la morfoespecie MF06 sélo se introdujeron
machos, era de esperarse que no hubiera huevos.

Aproximadamente a las dos semanas, post-inoculacion, los insectos muertos se
recogieron de las plantas de frijol. La presencia de fitoplasmas fue confirmada en las dos
morfoespecies de insectos en la segunda PCR anidada (figura 6-21), lo que sugiere que
los fitoplasmas estaban en muy baja concentracion.

A partir de la quinta semana desde la primera introduccion de insectos de las dos
morfoespecies, se comenzaron a observar en las plantas de frijol sintomas atribuibles a
la infeccion por fitoplasmas, tales como alteracion en los patrones fenoldgicos de los
organos vegetativos, es decir, hojas simples en vez de compuestas u hojas deformes
(figura 6-20 panel a y b). Segun Maixner et al., 2010, entre cuatro y seis semanas es el
periodo estimado para la manifestacion de sintomas en frijol en ensayos de transmision
de fitoplasmas con insectos.

En la semana 13 se realizé6 un muestreo destructivo, del cual se obtuvieron extractos
de ADN total de las plantas de frijol (tejido vascular del tallo y raices). Cuando se
realizaron las PCR anidadas para detectar fitoplasmas, en la primera reaccion anidada
con R16mF2/R16mF1 se observaron amplicones del tamafio esperado en ocho de las
nueve plantas de frijol expuestas a las dos morfoespecies (figura 6-22). Posteriormente,
se compararon las secuencias (Anexo H) y patrones RFLP de la region R16F2n/R16R2
en los insectos usados en los ensayos de transmisidén respecto a los frijoles inoculados
con estos insectos.

En la morfoespecie MF04 antes de la transmision, se detectaron fitoplasmas de los
grupos 16Srl, 16SrVIl y posiblemente otros grupos aun no determinados; los cuales al
alimentarse de los frijoles, transmitieron fitoplasmas del grupo 16Srly 16SrVII (Tabla 6-5).
Lo anterior sugiere que la morfoespecie MF04 es vector de los grupos 16Srl y 16SrVII,
pero aparentemente es mas eficiente transmitiendo el grupo 16Srl que el grupo 16SrVII,
aungue se requiere un experimento con mayor nimero de plantas para confirmar esta
observacion. Cuando un vector puede adquirir mas de un grupo o cepa de fitoplasmas el
patron de transmision depende de la competencia entre los fitoplasmas y posiblemente,
de las diferencias del tiempo de latencia, caso en el cual el fitoplasma con menor tiempo
de | atencia podr2za ser transmitido con m8s eficie
se puede inferir que en MF04, el periodo de incubacién de los fitoplasmas 16Srl es
menor que el de los fitoplasmas del grupo 16SrVIl. En cuanto a la morfoespecie MF06,
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en los insectos usados en la inoculacion, se detecté por RFLP fitoplasmas del grupo
16SrVIl. En dos de las cuatro plantas inoculadas con la morfoespecie MF06 se
encontraron fitoplasmas del grupo 16Srl y en las otras dos plantas se detectaron tanto
fitoplasmas del grupo 16Srl como del grupol6SrVII en una misma planta (Tabla 6-5).
Esto indica que esta especie de cicadélidos también puede transmitir fitoplasmas de los
grupos 16Srl y 16SrVIl. En ambos casos se requiere determinar experimentalmente los
pardmetros bioldgicos de la transmision, los cuales dependen de la interaccion de cada
fitoplasma con cada especie de vector (Bosco vy

Estos resultados son la primera evidencia de la capacidad de transmisién de
fitoplasmas de los cicadélidos de las morfoespecies MF04 y MF06. Ademas, muestran
que las dos morfoespecies, tienen la capacidad de transmitir fitoplasmas del grupo
16SrVIl. Este seria el primer reporte de vectores para el grupo 16SrVIl, que esta
reportado en Norteamérica (Griffiths et al., 1999) pero donde no se conoce su insecto
vector (Hill y Sinclair, 2000). Seria importante determinar si cicadélidos del mismo género
0 especies se encuentran en Norteamérica en los ecosistemas en los cuales vienen los
Fraxinus (Hill y Sinclair, 2000) para evaluar su capacidad de transmisién en estos
ecosistemas.

En Bogot4, los grupos 16Srl y 16SrVIl son transmitidos por las morfoespecies MF04
y MF06, ambos de la subfamilia Deltocephalinae, pero desafortunadamente a la fecha no
se cuenta con una identificaciébn taxondmica precisa. Este desconocimiento de la
entomofauna de cicadélidos, en la Sabana de Bogota, sumado a la carencia de
suficientes reportes de la biologia de estos insectos en las condiciones locales, genera
una necesidad inmediata de conocer la informacién sobre el ciclo de vida, los hospederos
0 la cantidad de generaciones por afio, las fluctuaciones poblacionales de estas dos
morfoespecies de Bogota capaces de transmitir fitoplasmas. Este conocimiento es
importante para establecer las relaciones ecolégicas entre hospedero vegetal, patégeno
y vector. Asi como ayudara a generar estrategias de mitigacion y manejo de la
enfermedad, pues el control efectivo requiere la intervencion en el ciclo de los vectores
(Davis y Sinclair, 1998).

Por otra parte, es probable que cambios en las preferencias de alimentacion de los
insectos vectores jueguen un papel importante en la colonizacién de nuevos nichos
ecoldgicos, dando la oportunidad a los fitoplasmas de diversificacién (Davis y Sinclair,
1998), probablemente facilitada por la regulacion de la expresion de genes codificados en
las regiones PMU, o rearreglos de estas regiones gendmicas que hipotéticamente
permitirian la adaptacion a hospederos y vectores (Bai et al., 2006).

En cualquier caso se requiere una identificacién precisa del patégeno, y de los
subgrupos que estan representados en las poblaciones de insectos vectores en
Bogota.La presencia del subgrupo 16Srl-B se confirm6 en P. undulatum, pero en las
demas especies de arboles y en la morfoespecie MF04 (muestras a partir de secuencias
completas de la regibn R16F2n/R16R2), los RFLP in silico sugieren la existencia de
nuevas variantes para el grupo 16Srl. Esto indica que existe diversidad genética en las
poblaciones de fitoplasmas de arboles e insectos de Bogota del grupo 16Srl y también
sugiere que los diferentes subgrupos de fitoplasmas podrian tener multiples origenes.
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Esta observacion también se confirma a través del andlisis de las distancias genéticas y
de los dendogramas de secuencias de plantas e insectos (figuras 6-12, 6-13 y E-1), pues
se observaron diferencias con las secuencias reportadas del grupo 16Srl, asi como entre
ellas mismas.
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8B.CONCLUSI ONES Y RECOMENDA

8.1 Conclusiones

A Las nueve morfoespecies de cicadélidos encontradas en Bogot4, son portadoras
de fitoplasmas, lo que indica que todas ellas se alimentan de plantas infectadas
con fitoplasmas.

A En las morfoespecies de Cicadellidae MF01, MF02, MF03, MF04, MFO05 y MF06
se detectaron fitoplasmas de los grupos 16Srl y/o 16SrVII, por su parte en las
morfoespecies MF07, MF08 y MF09 sélo se encontré el grupo 16SrVIl. Se
evidenciaron infecciones mixtas (16Srl y 16SrVIl) en un mismo individuo de
MFO01, MF02, MF03 y MF06.

A Insectos de las morfoespecies MF0O4 y MF06 son capaces de transmitir
fitoplasmas de los grupos 16Srl y 16SrVIl. Los cicadélidos MF04 transmiten con
mayor eficiencia los fitoplasmas del grupo 16Srl, mientras que los de MFO06
transmiten con similar eficiencia tanto fitoplasmas del grupo 16Srl como del grupo
16SrVII.

A Fitoplasmas del grupo 16Srl infectan Fraxinus uhdei, Populus nigra, Pittosporum
undulatum y Croton spp. Fitoplasmas del grupo 16SrVII se reportan ademas en P.
nigra y Croton spp., lo cual constituye evidencia de la coexistencia de ambos
grupos de fitoplasmas en un mismo arbol.

A Se encontraron infecciones mixtas de fitoplasmas de los grupos 16Srl y 16SrVII
en arboles e insectos cicadélidos, pero las relaciones ecolégicas Yy
epidemioldgicas de estos fitoplasmas se desconocen.

A Con las condiciones de PCR evaluadas no se obtuvieron amplicones del tamafio
esperado para genes con importancia potencial en la interaccion hospedero-
patégeno de fitoplasmas como Imp, Amp o para la delimitacién fina de subgrupos
de fitoplasmas como SecA.
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8.2 Recomendaciones

A Estudiar las poblaciones y distribucién de las morfoespecies de cicadélidos en la
ciudad. También se recomienda obtener mayor nimero de individuos de MFO1,
MFO02, MFO3 y MFOQ7.

A Determinar la capacidad de transmisién de fitoplasmas de las morfoespecies
MFO1, MF02, MF03, MF05 y MFO07, realizando ensayos de transmision a frijol u
otros hospederos alternativos.

A Obtener secuencias de genes no ribosomales como tuf, rp, secY entre otros, que
permitan realizar analisis multilocus de las poblaciones de fitoplasmas tanto en los
hospederos vegetales como en insectos vectores para delimitar los subgrupos de
fitoplasmas en Bogota.

A Evaluar por métodos moleculares la posible presencia de grupos de fitoplasmas
diferentes a 16Srl y 16SrVII, mediante el uso de iniciadores de PCR con diferente
especificidad.

A En el género Croton, realizar observaciones y muestreos sistematicos
considerando las diferentes especies del género en areas de ocurrencia de
sintomas vy caracterizar las poblaciones de cicadélidos MF09 que se encuentran
en estos arboles.

A Establecer proyectos conjuntos con las autoridades competentes en el tema
fitosanitario urbano, para generar un sistema de monitoreo de presencia de
cicadélidos confirmados vectores en areas que sirvan como corredor desde
Bogota con potencial de expansion hacia cultivos de interés comercial. Asi
mismo, establecer programas para evaluar el origen y sanidad del material
vegetal que se usa en los programas de arborizacion urbana en la capital, y
posiblemente municipios aledafios. Se recomienda ademas, incluir el andlisis de
fitoplasmas para evitar la propagacién vegetativa desde arboles infectados e
implementar restricciones de transporte de arboles urbanos entre regiones de
Colombia.
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A. ANEXO: Mapas de localizacion
de zonas de muestreo
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Mapas tomados de Google Maps. La humeracién de los arboles corresponde a la tabla
C-2. Barra 200 m.
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B. ANEXO: Secuencias de
referencia de fitoplasmas

Tabla B-1. Secuencias de diferentes grupos 16S rRNA, utilizadas en alineamientos multiples para
comparacion con las secuencias encontradas en Bogota

GRUPO 16Sr Fitoplasma asociado é%%%s;ﬁﬂ
16Srl-A Aster yellows witches'-broom (NC 007716.1)
16Srl-B 'Ca. Phytoplasma asteris' (NC 005303.2)
16Srl-C Clover phyllody (AF222065)
16Srl-D Aster yellows strain PawB (AY265206)
16Srl-E Blueberry stunt (AY265213)
16Srl-F Aster yellows strain ACLR-AY (AY265211)
16Srll-A Peanut witches'-broom (L33765)
16Srll-B '‘Ca. Phytoplasma aurantifolia’ (U15442)
16Srll-C Cactus witches'-broom (AJ293216)
16Srll-D 'Ca. Phytoplasma australasiae’ (Y10097)
16SrllI-A Western X disease (LO4682)
16Srlll-B Clover yellow edge (AF189288)
16SrIV-A Coconut lethal yellowing (AF498307)
16SrivV-B LfY5(PE65)-Oaxaca (AF500334)
16SrivV-C Carludovica palmata leaf yellowing (AF237615)
16SrIX-A Pigeon pea witches'-broom (AF248957)
16SrIX-D '‘Ca. Phytoplasma phoenicium' (AF515636)
16SrV-A 'Ca. Phytoplasma ulmi' (AY197655)
16Srv-B ‘Ca. Phytoplasma ziziphi' strain JWB-G1 (AB052876)
16SrvV-C Alder yellows strain ALY882 (AY197642)
16SrvV-G 'Ca. Phytoplasma ziziphi' strain JWB-Korl (AB052879)
16SrVI-A '‘Ca. Phytoplasma trifolii' (AY390261)
16SrVIll Loofah witches'-broom (AF353090)
16SrVil Ash yellows strain AYCol4 (EF150364)

16SrVII-A 'Ca. Phytoplasma fraxini' (AF092209)
16SrX-A '‘Ca. Phytoplasma mali' (AJ542541)
16SrX-C '‘Ca. Phytoplasma pyri' (AJ542543)
16SrX-D '‘Ca. Phytoplasma spartii' (X92869)
16SrX-F 'Ca. Phytoplasma prunorum' (AJ542544)
16SrXI-A 'Ca. Phytoplasma oryzae' (AB052873)
16SrXII-A '‘Ca. Phytoplasma solani’ (AJ964960)
16SrXII-B 'Ca. Phytoplasma australiense' (L76865)
16SrXII-C Strawberry lethal yellows (AJ243045)
16SrXII-D '‘Ca. Phytoplasma japonicum’ (AB010425)
16SrXII-E ‘Ca. Phytoplasma fragariae’ (DQ086423)
16SrXIII-A Mexican periwinkle virescence (AF248960)
16SrXIV-A '‘Ca. Phytoplasma cynodontis' (AJ550984)
16SrXIX-A 'Ca. Phytoplasma castanae' (AB054986)
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(Tabla B-1.Continuacion)

GRUPO 16Sr Fitoplasma asociado Accesion GenBank
16SrXV-A '‘Ca. Phytoplasma brasiliense’ (AF147708)
16SrXVI-A '‘Ca. Phytoplasma graminis' (AY725228)
16SrXVII-A 'Ca. Phytoplasma caricae’ (AY725234)
16SrXVIII-A '‘Ca. Phytoplasma americanum'’ (DQ174122)
16SrXX-A 'Ca. Phytoplasma rhamnf' (X76431)
16SrXXI-A ‘Ca. Phytoplasma pini' (AJ632155)
16SrXXII-A Nigerian coconut lethal decline (Y14175)
16SrXXIII-A Buckland valley grapevine yellows AY083605)

16SrXXIV-A Sorghum bunchy shoot (AF509322)
16SrXXV-A Weeping tea witches'-broom (AF521672)

16SrXXVI-A Mauritius sugarcane yellows D3T1 (AJ539179)
16SrXXVII-A Mauritius sugarcane yellows D3T2 (AJ539180)
16SrXXVIII-A Havana Derbid (AY744945)
16Srl Maize bushy stunt phytoplasma MBSColombia (HQ530152.1)
16Srlll Lethal wilt oil palm phytoplasma (AY739023)
16Srlil Solanum quitoense machorreo phytoplasma (AY731819)
Cassava frogskin disease phytoplasma strain
16Srlll FSDY17 (AY737646)
16SrVvil Liquidambar phytoplasma (GU810150.1)
16SrVvil Candidatus phytoplasma fraxini strain AYColM3 (EF150368.1)
16SrVil Candidatus phytoplasma fraxini strain AYCol12 (EF150365)
Grupos Acholeplasma palmae (L33734)
Externo Acholeplasma laidlawii (M23932)
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C.

Tabla C-1. Lista de muestras de ADN total de cicadélidos muestreados en Bogota. L a

ANEXO: Nomenclatura
muestras de ADN

antecediendo el nimero significa que es ADN total de insectos.

ADN total | Morfoespecie ADN Total Morfoespecie

i20 MFO1 i36

i01 MF02 i53

i05 MFQ03 i54

i06 i56

i12 i67

113 168 MF06

115 i77

i16 i78

i19 i79

i21 i80

i22 i81

i23 MF04 i82

i24 140 MFQ7

i38 i27

i39 i31 MFO08

149 144

i52 i28

i57 i32

i58 i33

i59 ia1 MF09

i02 .

03 MF06 142

i35 i60

i04 i11

i07 i14

i08 MFQO5 i17 MFO05

i09 i18

i10 i37
Pooll i27,i31 MF08
Pool2 i28, 132, 133, MFQ09
Pool3 i06, 112, i13,i15,i16, i19, i21, i22, i23, i24, i38, i39 MFO04
Pool4 i04, 107,08, i09, i10, i11, i14,i17, i18, i37 MFO5
Pool5 i02, i03, i05 MFO06

Morfoespecie no asignada (MF Na): i43, i53, i54, i55, i56,i57, 158, i59

fi

0
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Tabla C-2. Lista de muestras de ADN total de arboles.

Especie ARBOL LUGAR Ubicacion Muestras ADN total de plantas
en mapa
PN arboll UNAL- ARTES 1 ADN 37
P. nigra PN arboll UNAL- ARTES 1 ADN 44
PN arbol3 UNAL-ARTES 2 ADN 45
PN arbol4 UNAL-MUSICA 3 ADN 46
PU arboll Cll 53 Cra 54 4 ADN 30
P PU arbol2 ClI53 5 ADN 31
) PU arbol3 Cll 53 6 ADN 36
undulatum —
PU arbol4 Cajica 7 ADN 42
PU arbol5 UNAL- artes 8 ADN 43
CB arboll UNAL- ENTRADA 53 9 ADN 32
CB arbol2 UNAL- VIA MUSICA 10 ADN 33
Croton CB arbol3 | UNAL- ENTRADA 50 11 ADN 34
spp. CB arbol4 | UNAL- ENTRADA 50 12 ADN 35
CB arbol5 Calle 83 Cra 9 13 ADN 52
CB arbol6 Cra9 Cll 94 14 ADN 54
Urapén 1 UMNG Calle 100 15 ADN 28, ADN 29
F.uhdel | apan2 | UMNG Calle 100 16 ADN 24, ADN 25, ADN 26

La localizacion de los arboles muestreados se observa en los mapas del Anexo A.
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Tabla C-3. Lista de muestras de ADN total de insectos y frijol de ensayos de transmision.

Nomenclatura de . ADN total de frijoles
muestras | ADN total de insectos que
se alimentaron de cada
Parte .
Ensayo planta aérea Raices
Frijol 1 i45, 169, i70, i50 TF23 -

S

% Frijol 2 i48 TF3 TF11
2

3 Frijol 3 i46,i71,i72, 51 TF4 TF12
2

2 Frijol 4 i47,i73, 74, i52 TF5 TF13
o
=

Frijol 5 i49, i75, 176 TF6 TF14

Q Frijol 6 i53, 167 TF19 TF7
LL

f Frijol 7 i54, i68 TF20 TF8
3

a Frijol 8 i55, i65, 166 TF21 TF9
S

2 Frijol 9 i56 TF22 TF10

Frijol 10 Testigo TF16 TF15

El ADN total obtenido de insectos de la morfoespecie MFO4 y MF06, | a fi i
el numero significa que es ADN total de insectos. EI ADN obtenido de las plantas de frijol
al finalizar el ensayo de transmision tanto de la parte aérea o raices se denomin6 con
(Transmisi-n frijol)

nTFO

seguido

de

0

un

antecedi

n¥.mer o
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D. ANEXO: Lista de secuencias

Tabla D-1. Secuencias de amplimeros obtenidos a partir de ADN total de &rboles.

ADN total Grupo
Especie de Accesion b Amplimero
. 16Sr
arboles
ADN24 JQ730859 16Srl M13F/M13R
E. uhdei ADN28 HG764353 16Srl R16F2n/R16R2
ADN24 HG764352 16Srl
fus/ru3
ADN28 HG764354 16Srl
P. nigra JQ730860 16Sr! M13F/M13R
ADN 37
HG764355 16SrVIl PhyRNAF3.3/ PhyRNAR2.6
P. ADN 36 JQ730861 16Srl M13F/M13R
undulatum = anN3q B9 1651l R16F2n/R16R2
ADN 32 HG764351 16Srl fus/rU3 y R16F2n/R16R2
Croton ADN 33 JQ730858 16Srl M13F/M13R
spp.
PP ADN 34 HG764350 1651 R16F2n/R16R2
HG764349 16Srl fus/ru3
ADN 33
HG764348 16SrVil PhyRNAF3.3/ PhyRNAR2.6
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Tabla D-2. Secuencias de amplimeros obtenidos de ADN total de morfoespecies de cicadélidos.

Morfoespecie | ADN total | Accesion | Grupo Reaccion
. HG764357 16Srl fus/ru3
MFO1 i20
HG764356 | 16SrVIlI | PhyRNA3.3/PhyRNA2.6
MF02 i1 HG764358 | 16Srl
fus/ru3
MFO03 i HG764359 16Srl
i
HG764360 | 16SrVIl | PhyRNA3.3/PhyRNA2.6
L60.1 16Srl fus/ru3
] HG764366 16Srl M13F/M13R
112 HG764362 | 16Srl fUS/ru3
HG764364 16Srl M13F/M13R
i13 HG764365 16Srl fus/ru3
MEO4 i15 HG764361 16Srl M13F/M13R
i16 HG764363 16Srl
i21 HG764370 16Srl
: fus/ru3
i23 HG764368 16Srl
i24 HG764369 16Srl
i38 HG764371 | 16SrVIl R16F2n/R16R2
i39 HG764380 | 16SrVIl
PhyRNA3.3/PhyRNA2.6
Pool3 HG764372 | 16SrVIi
i1l HG764375 16Srl fus/ru3
i37 HG764376 16Srl R16F2n/R16R2
i4 HG764373 | 16Srl
MFO5 _ fUS/rU3
i9 HG764375 16Srl
Pool4 HG764377 | 16SrVIl | PhyRNA3.3/PhyRNA2.6
i2 HG764378 16Srl fus/ru3
MFO06 i35 HG764379 | 16Srl
Pool5 HG764381 | 16SrVII R16F2n/R16R2
. HG764383 | 16SrVIi
MFO7 i40
HG764382 | 16SrVIl | PhyRNA3.3/PhyRNA2.6
HG764385 | 16SrVIi R16F2n/R16R2
MFO08 Pooll
HG764384 | 16SrVIlI | PhyRNA3.3/PhyRNA2.6
L101 16SrVil R16F2n/R16R2
MFQ9 Pool2

HG764386 | 16SrVIl | PhyRNA3.3/PhyRNA2.6
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Tabla D-3. Secuencias de amplimeros obtenidos de ADN total de frijol post-inoculacion

con cicadélidos.

Ensayq . | ADN total | Secuencia Grupo Amplimeros
Transmision
TFO3 RI26 16Srl
. R16mF2/R16mR1
Frijol 2 TF11 RI31 16Srl
TF11 RI53 16SrVIl PhyRNAF3.3/PhyRNAR2.6
Frijol 4 TFO5 RI28 16Srl
TFO06 RI29 16Srl R16mF2/R16mR1
Frijol 5 TF14 RI35 16Srl
TF14 RI56 16Sr VIl PhyRNAF3.3/PhyRNAR2.6
. TFO7 RI30 16Srl
Frijol 6
TF19 RI34 16Srl
Frijol 3 TF12 RI32 16Srl R16mF2/R16mR1
Frijol 8 TF09 RI39 16Srl
Frijol 9 TF22 R140 16Srl
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E.

Figura E-1. Dendograma
de secuencias de
fitoplasmas de Bogota en
arboles y cicadélidos,
comparadas con
secuencias  reportadas
de fitoplasmas. Region
16Sr comprendida entre
iniciadores

PhyRNAF3.3/PhyRNA2.6
(436 posiciones
comunes), construido

con el método neighbour-
joining (Bootstrap 1000
réplicas). La barra indica
las  sustituciones por
base.
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ANEXO: Analisis bioinformatico
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Tabla E-1. Matriz de distancias estimadas entre secuencias de arboles e insectos en
Bogota. Analisis calculado conelmodelo 6 Maxi mum Comp @s ipts® aLidkel i hood
posiciones de la region PhyRNAF3.37PhyRNA2.6

© 00 N O g A W N P

A A DM D D DDA D WWWWWWWWWWNDNDNDNDNDNDNDNRNDNIERERPRPRR R B RPB RP
N o O WN P O O ® N o 0B ®NRPO O ® N O 0B WNPO O© © N O 0 N~ NP O

16Srl-A (NC 007716.1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
16Srl-B (NC 005303.2) 0.00
16Sr1-C (AF222065) 0.01 0.00
16Srl-D (AY265206) 0.00 0.0 0.00
16Srl-E (AY265213) 0.00 0.0 0.00 0.00
16Srl-F (AY265211) 0.01 000 001 0.0 0.00
16SrVIl (EF150364) 010 010 009 010 010 0.10
16S1VII-A(AF092209) 010 010 009 010 0.0 0.10 0.00
Croton spp. (B12) 0.00 000 000 0.00 000 000 010 0.10
Croton spp.(JQ730858) | 0.01 0.01 0.01 001 001 001 011 011 001
Croton spp.(C21) 0.00 000 000 000 000 000 010 010 0.00 0.01
Croton spp.(LMP5) 010 0.09 009 009 009 010 000 000 009 010 0.9
Croton spp.(L28) 0.00 0.00 000 0.00 000 000 010 010 000 001 0.00 0.09
16SrVII (EF150365) 010 0.9 009 0.09 009 010 000 000 009 010 009 0.00 0.9
16SrVIl (EF150368.1) 010 010 009 010 010 010 001 001 010 010 0.0 0.0 0.10 0.00
F. uhdei (P1-T4) 000 000 001 000 000 001 010 010 000 001 000 010 000 010 0.10
F. uhdei(B8R) 001 001 002 001 001 002 011 011 001 002 001 011 001 011 011 0.01
F. uhdei(P2) 000 0.00 000 0.00 000 000 010 010 000 001 000 0.09 000 009 0.10 0.00 001
F. uhdei(JQ730859) 000 000 001 000 000 001 010 010 000 001 000 010 000 010 010 0.0 001 0.00
16SrVII (L1GUS10150.1) | 0.10 0.09 009 0.09 009 010 000 000 009 010 009 000 009 000 000 010 011 009 0.10
16Srl (HQ530152.1) 0.00 0.00 000 000 000 000 010 010 000 001 000 009 000 009 010 000 001 000 000 0.9
MFO1 (L56.1) 0.00 0.00 000 000 000 000 010 010 000 001 000 009 000 009 010 000 001 000 000 009 0.00
MFO01 (RM38) 010 0.09 009 0.09 009 010 000 0.00 009 010 009 0.00 009 000 000 010 011 0.09 010 000 0.09
MF02 (L57.1) 000 0.00 001 000 000 001 010 010 000 001 000 010 000 010 010 0.00 001 0.00 000 010 0.00
MFO03 (L58.1) 0.00 0.00 000 0.00 000 000 010 010 000 001 000 0.09 000 0.09 010 0.00 001 0.00 000 009 0.0
MFO3(RM40) 010 0.09 009 009 009 010 001 001 009 010 009 001 009 001 001 010 011 0.09 010 001 0.09
MFO04 (L61.1) 0.00 0.00 000 0.00 000 000 010 010 000 001 000 0.09 000 009 010 0.00 001 0.00 000 009 0.0
MF04 (S7) 002 002 002 002 002 002 011 011 002 002 002 010 002 010 011 002 003 002 002 010 002
MF04 (S8-S10-S11) 0.08 007 008 007 007 008 019 019 007 008 007 018 007 018 0.18 008 009 007 007 018 0.7
MF04 (T9) 0.00 0.00 000 000 000 000 010 010 000 001 000 0.09 000 009 010 000 001 000 000 009 0.00
MFO04 (P8) 0.00 000 000 000 000 000 010 010 000 001 000 009 000 009 010 000 001 000 000 009 0.00
MF04(P3) 0.00 000 001 000 000 001 010 010 000 001 000 009 000 009 009 000 001 000 000 009 0.00
MFO04 (L104-RM50) 040 010 009 010 010 010 001 001 010 010 010 0.0 0.0 0.00 000 010 011 010 0.0 000 0.10
MF04 (RM41) 010 009 009 009 009 010 000 000 009 010 009 000 009 000 000 010 011 009 0.10 0.0 0.09
MFO5 (P5) 000 0.00 000 0.00 000 000 010 010 000 001 000 0.09 000 0.09 010 0.00 001 0.00 000 009 0.00
MFO5 (L66.1) 0.00 000 000 0.00 000 000 010 010 000 001 000 0.09 000 0.09 010 0.0 001 0.00 000 009 0.00
MFO5 (RM42) 010 0.09 009 009 009 010 000 0.00 009 010 009 0.00 009 000 000 010 011 0.09 010 000 0.09
MF06 (L59.1) 000 0.00 001 000 000 001 010 010 000 001 000 010 000 010 010 0.00 001 0.00 000 010 0.00
MF06 (M1-L90-L98) 0.00 0.00 000 0.00 000 000 010 010 000 001 000 0.09 000 009 010 0.00 001 0.00 000 009 0.00
MF06 (RM48 -RM51) 040 010 009 010 010 010 001 001 010 011 010 0.0 010 0.0 001 010 011 010 0.0 000 0.10
MF06 (RM43-L97) 040 010 009 010 010 010 001 001 010 010 010 0.0 0.0 0.0 000 010 011 010 0.0 0.0 0.10
MFO7 (RM45) 010 0.09 009 009 009 010 000 000 009 010 009 000 009 000 000 010 011 0.09 0.10 000 0.09
MF08 (RM46) 010 009 009 009 009 010 000 000 009 010 009 000 009 000 000 010 011 009 0.10 0.0 0.09
MF09 (RM47) 040 010 009 010 010 010 001 001 010 010 010 0.00 010 000 001 010 011 010 0.0 0.00 0.10
P.undulatum(JQ730861) | 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.0 010 010 000 001 000 0.09 000 0.09 010 0.00 001 0.00 000 009 0.0
P. nigra(LMP6) 010 0.09 009 009 009 010 000 0.00 009 010 009 0.00 009 000 000 010 011 0.09 010 000 0.09
P. nigra (JQ730860) 000 0.00 001 0.00 000 001 010 010 000 001 000 010 000 010 010 0.0 001 0.00 000 010 0.00
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1 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46
23 | 0.09

24 | 0.00 0.10

25 | 0.00 0.09 0.00

26 | 0.09 001 0.10 0.09

27 0.00 0.09 0.00 0.00 0.09

28 | 0.02 0.10 0.02 0.02 0.10 0.02

29 | 0.07 0.18 0.08 0.07 0.18 0.07 0.09

30 | 0.00 0.09 0.00 0.00 0.09 0.00 0.02 0.07

31 | 0.00 0.09 0.00 0.00 0.09 0.00 0.02 0.07 0.00

32 0.00 009 000 0.00 0.09 0.00 0.02 0.08 0.00 0.00

33 | 010 000 0.10 0.10 0.01 0.0 041 0.18 0.10 0.10 0.09

34 | 009 000 0.10 0.09 0.01 0.09 0.10 0.18 0.09 0.09 0.09 0.00

35 | 0.00 0.09 0.00 0.00 0.09 0.00 0.02 0.07 0.00 000 000 0.10 0.09

36 | 0.00 0.09 0.00 0.00 0.09 0.00 0.02 0.07 0.00 0.00 000 0.10 0.09 0.00

37 0.09 000 0.10 0.09 0.01 0.9 010 0.8 0.09 0.09 0.09 000 000 009 0.09

38 | 000 0.10 0.00 0.00 0.10 0.00 0.02 0.08 0.00 0.00 0.00 010 0.10 0.00 0.00 0.10

39 | 0.00 0.09 0.00 0.00 0.09 0.00 0.02 0.07 0.00 000 000 010 009 0.00 0.00 0.09 0.00

40 | 0.10 0.00 0.10 0.10 001 0.0 0.1 0.19 0.0 0.0 010 0.01 0.00 010 0.10 000 0.10 0.10

41 | 0.10 0.00 0.10 0.10 001 0.10 0.11 0.18 0.0 0.10 0.09 0.00 0.00 010 0.10 0.00 0.10 0.10 o0.01

42 0.09 000 0.10 0.09 0.01 0.09 0.10 0.18 0.09 0.09 0.09 000 000 009 009 000 010 0.09 0.00 0.00

43 | 0.09 0.00 0.10 009 001 009 010 0.18 0.09 0.09 0.09 0.00 0.00 009 009 000 010 0.09 0.00 0.00 0.00

44 | 0.10 0.00 0.10 0.10 001 0.10 0.11 0.8 0.0 0.10 0.09 0.01 0.00 010 010 000 010 0.10 0.01 0.01 0.00 0.00

45 | 0.00 0.09 0.00 000 009 000 0.02 0.07 000 0.0 0.00 010 0.09 0.00 000 009 000 000 010 010 0.09 0.09 0.10

46 | 0.09 0.00 0.10 009 001 009 010 0.18 0.09 0.09 0.09 0.00 0.00 0.09 0.09 0.00 010 009 000 000 000 0.00 0.00 0.09
47 0.00 0.10 000 0.00 0.10 0.00 0.02 0.08 0.00 0.00 0.00 010 0.10 000 000 010 000 000 0.0 0.10 010 010 0.10 0.00 0.10
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F. ANEXO. Patrones RFLP de
amplicones (R16F2n/R16R2)
obtenidos en cicadélidos en
Bogota

Electroforesis en gel de agarosa al 3% que muestran los productos de digestion con
diferentes enzimas de restriccion (A: Alul, M: Msel, R: Rsal, H: Hinfl). En la parte
izquierda de cada gel de electroforesis se indica la morfoespecie y en paréntesis, la
muestra de ADN correspondiente. Marcadores de peso molecular marca Bioline.

Hyperladder 50pb Hyperladder 100pb

SIZE (bp) | ng/BAND SIZE (bp) |ng/BAND
— B | R
1600 20 — 1013 100
— 1400 20 —— 900 90
1200 20 —— 800 80
— 1000 100 —— 700 70
4 4 — 600 | 60
0o % — 500 50
— 600 30
500 30 — 400 40
—— 400 30
——300/311 | 30/30
300 100
100 40 100 40
50 40
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AMR

MFO02 (i1)
16SHVII
A MR
MFO3 (i5)
16SHVII
A MR
MFO3 (i5)

16SrVil

MFO1 (i20)
16S1VII
A MR
MFO1 (i20)
16SrVII
A MR
MFO1 (i20)

16Srl+ 16SrVII
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A MR
. I i

16Srl + Bandas
Adicionales

A MR

MFO6 (i35)
Grupo 16Srl + Bandas
Adicionales
A M
MFO6 (i35)

16SrVil

MFO06 (i35)
16Srl
A MR
MFO06 (i35)
16Srl
A MR
MFO06 (i35)

16Srl
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AMR

MFO06 (i36)

16SrVIl + banda extra Alul

A MR

MFO5 (i37)

16Srl + Banda Extra en
Alul

MFO06 (i36)
16SrVIl + banda extra Alul
A MR
MFO06 (i36)
16SrVII
A M H R
MFO06 (i36)

A M R

N Ii

16Srl

16SrVi
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A M H R

MFO5 (i37)
16Srl
A M R
MFO5 (i37)
16Srl + bandas extra
A MR
MFO04 (i38)

16SrVil

MFO04 (i38)
16SrVII
A MR
MFO04 (i38)
16SrVII
AMHR
=]
MFO04 (i38)
Indeterminado
A MR
MFO04 (i39)

16SrViI
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MFO7 (i40)
MEOS (i44)
1631Vl
MR 163Vl
A M
MEO7 (40)
ME04 (i59)
1631Vl
A M R
1631Vl
AMR
MEO7 (i40)
ME09 (i60)
1651
A MR
-
g 16SrVI|
MFOS (i44) 2

16SrVil
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MFO9 (i60)

MFO08
(Pooll)

16SrVIl + banda extra Alul

16SrVIl + banda extra Alul

MF09
(Pool2)

16SrVIl + Banda extra Alul
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G. ANEXO: Patrones RFLP de
ensayos de transmision

En las tablas a continuacion, los carriles que tienen la misma numeracion, corresponden
a la misma reaccion de PCR donde se obtuvo el amplimero de la region R16F2n/R16R2.
La letra que antecede cada numero corresponde a la enzima con la cual se digirié el
amplicon: Alul (A 'y a), Msel (M y m), Rsal (R y r), Hinfl (H y h). El patrén de restriccion
obtenido para cada grupo de fitoplasmas se observa en la figura

Tabla F-1. Electroforesis en gel de agarosa al 3% mostrando RFLP de amplicones
R16F2n/R16R2. En insectos usados para la transmision y el plantas post-inoculacion.

Ensayo Morfoespecie MF04 Frijol 1.
Patrones obtenidos en PCR de ADN total de
insectos: i45, 169, i70, i50

AM R AM R A M

RN W

AM AM A M

Todos los RFLP corresponden a Grupo
16SrVIi
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Ensayo Morfoespecie MFO4 Frijol 2; RFLP Amplicones R16F2n/R16R2

Patrones obtenidos en PCR de ADN total Patrones obtenidos en PCR de ADN total
de insectos: i48 de frijol luego de 13 semanas: TF3y TF11

A M A M HR

I

5
.
Nt
—
[ g
-—
[ b
-
-—

Grupo 16SrVII

Grupo 165t
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Ensayo Morfoespecie MF04 Frijol 3; RFLP Amplicones R16F2n/R16R2

Patrones obtenidos en PCR de ADN total
de insectos: i46, i71

Patrones obtenidos en PCR de ADN total
de frijol luego de 13 semanas: TF4

A MR A MR

A M AM R
figura superiores Grupo 16SrVII
figuras inferiores: Grupo 16Srl

A M

Grupo 16Srl
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Ensayo Morfoespecie MF04 Frijol 4, RFLP Amplicones R16F2n/R16R2

RFLP obtenido en
PCR de ADN total

Patrones obtenidos en PCR de ADN total de insectos: i47, i73, i74, i52 de frijol luego de 13
semanas: TF5y
TF13
A MR A M R AMAMAMAM

A M

AMHR

A M R A MR
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Ensayo Morfoespecie MF04 Frijol 5, RFLP Amplicones R16F2n/R16R2

Patrones obtenidos en PCR de ADN total de insectos: 49, Patrones obtemdoi en PCR
75 176 de ADN total de frijol luego

de 13 semanas: TF6, TF14
A M R A M

A M A M A M R R

AMHR

—
-
-
-—
-
-
-
-

AMHR
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Ensayo Morfoespecie MF06 Frijol 6; RFLP Amplicones R16F2n/R16R2

Patrones obtenidos en PCR de
ADN total de insectos: i53, i67

Patrones obtenidos en PCR de ADN total de frijol luego de 13
semanas: TF19y TF 7

A M A M

§ L EEERTI

AMHR
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Ensayo Morfoespecie MF06 Frijol 7; RFLP Amplicones R16F2n/R16R2

Patrones obtenidos en PCR de ADN total de | Patrones obtenidos en PCR de ADN total
insectos: i54, i68 de frijol luego de 13 semanas: TF20, TF8

AM AMHR

A MR A MR A M

Ensayo Morfoespecie MF06 Frijol 8; RFLP Amplicones R16F2n/R16R2
Patrones obtenidos en PCR de Patrones obtenidos en PCR de ADN total de frijol
ADN total de insectos: i55, i66 luego de 13 semanas: TF21y TF9

A M A M AM A M
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Ensayo Morfoespecie MFO6 Frijol 9; RFLP Amplicones R16F2n/R16R2

Patrones obtenidos en PCR de ADN total de frijol luego de 13 semanas:

A M HR A M

TF22 TF10
A M A M
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H. Anexo: Secuencia region
amplificada Rnc-1/PssAl

>Contig M4

GCCGGGCTTTTTTTGCTAGCGGCTTTTTTAGTGCTGCCTTCACCTGTTCCTAAAAGATTTTTTT
CTAAATAAACTTCTGCTACAAAATTTTTAGAATGAGCAGGTCCTTGCTCTTGGACTATTTTATAT
TGGATAGTTTTTTTTTCTGACTGAACTATTTCTTGTAATTGAGTTTTAAAATCAATAAGTATAGAT
AATTTTGGCTAAGCGAGACATAGACAAAAGGGAACCGGGATAGAATACGTTTAATGGGTCTGT
CCTGCAGCAGGGCGGAAAACAAAACCGAGAGGCCCACGAGCAGTGGACGGCCGAATGTCGC
GAGTCGTACCACGCCTGCCGTGCAGGAGGATGGAGCCGGCCGAACGCTTCCCCCGCAAGG
CAAACGAGGACGCATAGCGGAGCAAACCAGAGGCGGCCAGCAGTAAAGTCAGGCTCCCGCC
AACGCAGCCTGAGCACGCCGTGGTCCTCCAGCCAGGTGCACTCCGAATATACATACCTACGC
GGGCAAAGGCTAGATCGCTTGACGGTCGAGAACACGCGTGGTGCACCGCGTTGTCAGCGGC
AAGTCGAGCCCTGCGGCGTGAAGCCTTTTATGCCCAGGCAGGCATGAACACAAGGACGTGC
AGCTGGCGCGGAGGAGGGAGCGGATTCGAGCGCGGCGGTCGGCTCCGATCCTGACCCGCA
GCTGCGGGCCAGCCTTTGCGGTCGAGGTCCGCTATAGTCGCCTGCGGTTGACCGGGCCGG
GGAAACGCGAGGCCATCAGGCCAGCACCGCAGCGCCTGATCGCCCTGTGACGTAACGACGC
CCTGCGGCAGACTGCGCGCACGAGTGGCCCCATGGCGGTGTGGCGATGAAGGGGCCGGAG
GAGGTAACCGCAAGAGCAGAGCGCGGCACAGCGGACCGCATAGAGTGACTGAGCGTCAATA
ATGCTGGTAAAGAGGGCGACCCGGGGCCGGTAAAAATATGTGCCATAATTATTTTAGCATTAA
AATCTTTGTTTTTTTCGCCTTTGCCTAAAAGAAGATAATTTTGCAATTTCAATGTTTGAGCGTAG
ATGGGTAAGGCCCTCACACACCC
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|. Anexo: Ponencias y publicaciones

APS

Annual Meeting
August 4-8
Providence, RI

2012 APS Annual Meeting
Abstracts of Presentations

Abstracts submitted for presentation at the APS Annual Mceting in Providence. Rhode Island. August 4-8. 2012 (

including abstracts submitted for presentation at

the 2012 APS Northeastern Division Meeting). The abstracts are arranged alphabetically by the first author’s name. Recommended format for citing annual meet-
ing abstracts. using the first abstract below as an example, is as follows: Abbas, H. D.. Shicr, W., Wca\ cr. M. A.. and Homn. B. W. 2012. Detection of afla-

toxigenic Aspergillus flavus contamination of coconut (Cocos nucifera) nutmeat (copra) using

http://dx.doi.org/ 10.1094/PHYTO-102-7-S4.1
Sy VVIieRA I BUYGH GLUIC GLUSSISSISHIL PRCTIOLYPCS SUBECSTS e
further cvolution of M. graminicola under by azole
fungicides could involve multiple mechanisms. The prospects for azole fungi-
cides in controlling European M. graminicola populations in the futurc arc
discussed in the context of these new findings.

Characterization of Phoma and Phytophthora isolates from chicory root
R. A. FRANCE (1), P. A. Millas (1)

(1) Instituto de Investigaciones Agropecuarias, Chillan, Chile
Phytopathology 102:54.41

Phytophthora cryptogea and Phomu exigua var. exigua has been identifi ed as

. (Abstr.) Phytopathology 102(Suppl. 4):S4.1

Detection of phytoplasmas in Cicadellidae morphotypes of Bogots,
Colombia

L. Franco-Lara (1), L. PERILLA (1)

(1) Universidad Militar Nucva Granada. Bogotd. Colombia

Phytopathology 102:54.41

Phytoplasmas of groups 16Srl and 16SrV1l arc known to cxist in ornamental
urban trees in Bogotd, such as Fraxinus whdei. Liquidambar styraciflua,
Pittosporum undulatum, Populus nigra and Croton spp. Other species as
Magnolia grandiflora, Eugenia sp. and Acacia melanoxyon display symptoms
and are being tested for phytoplasmas. The inscct vectors of thesc

pathogens causing chicory root rot at ficld and post-harvest d
Chicory plants show different vnrulcncc at the ficld, md:catmg a possxblc
variability of the path The objective was to d the
presence of variability and vmllcncc in a collection of P. cryprogea and P.
exigua, previously isolated from chicory plants showing root rot symptoms.
Six P. cryptogea and 25 P. exigua isolates were transferred to PDA medium
and incubated in growth chambers at 20, 25 and 30°C colomcs growth were
measurcd cvery other day up to 7 days. Signi in

to the 30°C were observed only in P. exigua. Six isolated over 25 were ablc to
growth at such temperaturc. Then. the same isolates were inoculated on
chicory root discs with agar plug from an actively growing culture, then incu-
bated in humid chamber at 25°C for 7 days. Diameter of rot was measured and
a rot arca calculated. Difference of 93% and 91% in root rot arcas were
detected among P. exigua and P. cryptogea isolates, respectively. Therefore,
variability is present in both pathogens population affecting chicory root.

of ri h

Genomic island-based plasticity among the
Burkholderia glumae and B. gladioli strains
F. FRANCIS (1). J. Kim (2), J. Ham (1)

(1) Louisiana Statc University Agricultural Center. Baton Rouge, LA, U.S.A.;
(2) Louisiana Statc University, Center for Computation & Technology. Baton
Rouge, LA.US.A.

Phytopathology 102:54.41

Phytopathogenic Burkholderia specics arc the ctiological agents of discascs
for diverse flora and causc symptoms such as blight, wilt and rot.
Burkholderia glumae and B. gladmh arc lmponan( causal agents of bacterial
pamclc blight of ricc. which is t i gly ifi problcm

are in the region. In 20!1 lcafhoppcrs were collected
and groupcd in 12 groups ding to ics; these
groups varied in abundance and frequency of collection. Pooled samples from
1 to 5 insects were tested by nested PCR and 16SrDNA was amplificd with
primers PIA/P7A - RI6F2n/R16R2 -fUS/TU3. So far, 3 morphotypes were
positive and 9 were negative for the presence of phytoplasmas. Positive
amplicons were cloned, scqucnccd and contigs were aligned; dendograms
were built using previ rted S are related with
Group 16Srl phytoplumu strains. All thnee Icaﬂ\oppcr morphotypes carrymg
phytoplasmas bclong to Del further
identification is in process, but there is little information about these taxa in
Colombia. Group 16SrVII phytoplasmas have been clusive but more extensive
tests arc being applied. Previous evidence indicates that insect vectors are
polyphagous and very cfficient vectors. Currently transmission trials are being

carricd to evaluate the vector ability of these morphotypes.

Survival of Colletotrichum acutatum, the causal agent of citrus postbloom

fruit drop, on weeds

G. F. FRARE (1). L. Amorim (1)

(1) Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz/Universidade de Sao

Paulo. Piracicaba. Brazil

Phytopathology 102:54.41

Citrus postbloom fruit drop (PFD). caused by Colletorrichum acutatum is an

important discasc that causc significant yicld reduction. C. acutatum can

survive on the surface of citrus Icaves, in the form of quiescent apprcssona

Thc weeds can act as alternative hosts of diverse pathogens, serving as
lum sources and playing an important role in the discasc cpndcmlology

The objective of this work was to verify if weeds frequently found in citrus

in global rice ducti To bctter d d its
characteristics. the genome of the highly virulent B. glumae smm 336gr-1,
isolated from Louisiana, was scquenced using Tllumina Genome Analyser 1.
The 336gr-1 genome was aligned and compared with the previously
scquenced genomes of B. glumae strain BGRI and B. gladioli strain BSR3,
which were isolated from infected rice plants in South Korea. Comparative
analyses among the three strains revealed unique regions present in their
genomes. Many of these unique regions correspond to genomic islands that
contain mobilc clements such as phage-related genes. A significant amount of
plasticity was obscrved in these closely related strains of Burkholderia that are

orchards in S3o Paulo Statc may serve as inoculum source of C. acutatum for
this crop. Seven weed species were inoculated with a conidial suspension of
C. acutatum. Thirty six hour after the inoculation. samples of all weeds were
collected and obscrved in optical microscope to verify the conidia germina-
tion. Thirty, sixty and ninety days after inoculation. C. acutatum was isolated
from the mccnla!cd leaves and inoculated on citrus flower. Conidia germina-
tion and fi ion of C. were observed in all inoculated
leaves. There was no statistical difference in the C. acutarum survival rate
during 30, 60 and 90 days, for cach weed specics. No symptoms were
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