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Resumen

Los fitoplasmas son bacterias fitopatdgenas que carecen de pared celular, especializadas
en la colonizacion 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 forman un grupo monofilético en la clase Mollicutes que
causan alteraciones morfoldgicas y fisioldgicas en plantas ornamentales, horticolas,
maderables, frutales y cultivos en todo el mundo. No existen métodos de control efectivos
para las enfermedades causadas por fitoplasmas y solo en pocos cultivos de gran
importancia econémica como vid o frutales perennes, se realizan programas de
monitoreo y deteccibn temprana que parten del conocimiento de aspectos
epidemioldgicos de los fitoplasmas. Estas bacterias son dificiimente cultivables y por esta
razon se estudian principalmente por métodos moleculares; su deteccion se basa en
informacién de genes conservados y estan incluidos a nivel de género en el taxon
provisional ‘Candidatus phytoplasma’.

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. En Colombia, se han reportado fitoplasmas en especies de
importancia econémica como palma, café, yuca y papa, pero no se conocen los insectos
vectores. Reportes anteriores indican que en Bogota arboles urbanos estan infectados
con fitoplasmas, en la especie Fraxinus uhdei el grupo 16SrVII y en Liquidambar
styraciflua con los grupos 16Srl, 16SrV, 16SrVIl y 16SrXIl, los cuales causan sintomas
gue cambian la apariencia general de los arboles y afectan su funcionalidad ornamental.
Adicionalmente, la presencia de plantas infectadas con fitoplasmas (como fuente de
in6culo) 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 Bogota) 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 (utilizando el
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 de sintomas en frijol
como hospedero experimental y de pruebas moleculares muestran la capacidad de estas
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morfoespecies para transmitir fitoplasmas, con lo que se reporta por primera vez en el
mundo un vector para el grupo 16SrVIl, y por primera vez para Colombia vectores del
grupo 16Srl. Ambas morfoespecies son vectores de fitoplasmas 16Srl y 16SrVII, pero la
morfoespecie MF06 transmite con la misma eficiencia los dos grupos de fitoplasmas,
mientras que la morfoespecie MF04 es mas eficiente para transmitir el grupo de
fitoplasmas 16Srl.

Ademas 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. La evidencia experimental indica que en las
especies P. nigra y Croton spp. y en cinco morfoespecies de cicadélidos se presentan
infecciones mixtas de fitoplasmas 16Srl y 16SrVII. Este es un primer aporte al
conocimiento de las relaciones ecolégicas y epidemiolégicas de los fitoplasmas y sus
vectores en Bogota. Ademas, se presentan ensayos preliminares de amplificacion 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 (16Srl), ‘Candidatus phytoplasma’
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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 are a diverse
monophyletic group in class Mollicutes, which 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 phytoplasmas, but in
economic important crops as perennial tree fruits and grapes there are monitoring and
early detection programs, which are established after unraveling some epidemiological
aspects. Phytoplasmas are difficult to culture and they are studied by molecular methods.
The DNA information from conserved genes is useful for detection and they are
represented at genus level by the provisional taxon ‘Candidatus phytoplasma’.

Relationships among phytoplasmas, plant host and vectors are complex and their studies
are necessary to establish control measures. In Colombia there are reports of
phytoplasmas in economic important crops as oil palm, coffee, cassava and potato but
the insect vectors remain unknown. Previous reports indicated that urban trees in Bogota
city as Fraxinus uhdei and Liquidambar styraciflua are infected with Group 16SrVIl
phytoplasmas in the first case and 16Srl, 16SrV, 16SrVIlI and 16SrXIl in the former.
Phytoplasmas infection causes symptoms in the trees that changes the general
appearance and affects their ornamental function. Plants infected by phytoplasmas 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 is 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 16SrVIlI 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 an experimental host. This is the first known report
worldwide of a vector for phytoplasma group 16SrVIl, and for Colombia vectors of group
16Srl. Leafhopper morpho-specie MF06 transmits equally both phytoplasmas groups,
while morpho-specie MF04 seems to be more efficient transmitting group 16Srl
phytoplasmas.
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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 (16Srl), ‘Candidatus phytoplasma’.
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1.JUSTIFICACION

Los fitoplasmas son agentes etioldégicos causales de enfermedades de plantas de cientos
de especies vegetales vasculares. Las enfermedades causadas por fitoplasmas en
plantas se relacionan con perturbaciones morfol6gicas 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 Italia 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 eliminacion de arboles infectados, indexacién 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
tltimos 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 s6lo se encuentran reportes de fitoplasmas del grupo 16SrVII 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 Bogotd ademés de la produccion de oxigeno, genera aportes
biol6gicos, ambientales y econdémicos. 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 climatico, dan sombrio, son barreras de
ruido, ayudan a la captura de particulas en suspension y generan otros beneficios como
la valoracién de la propiedad, produccion 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
Bogotéa la disponibilidad de espacios verdes en la capital de Colombia es de 4,93
m2/hab', cifra muy inferior a la establecida por la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) (6ptimo 15 mzhab y minimo 10 m2hab), ello implica que los problemas

!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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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 16SrVIl 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 (L6pez y Filgueira, 2006).
Sin embargo, la ecologia y el potencial epidemiol6gico 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 informacion reunida por nuestro grupo de investigacion muestra la grave situacion en
la cual se encuentra actualmente el arbolado urbano de Bogota 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 agrondémico de la Sabana de Bogota, exigen una mayor
atencion por parte de las autoridades encargadas del manejo de arboles de la ciudad.
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2.MARCO TEORICO

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 fit6fagos 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,
elongaciéon 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 Gnico de bacterias que afectan la sanidad vegetal de diversas
plantas, se ha generado conforme al avance de las herramientas metodoldgicas
aplicables al estudio de microorganismos dificiles de aislar y cultivar en condiciones in
vitro.

Por microscopia electrénica, 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 pleomoérfica y su diametro promedio puede variar entre
200 nm a 800 nm (Lee at al., 2000; Museti y Favali, 2004). Son sensibles a antibi6ticos
como tetraciclina y a soluciones de sales hipotonicas (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 analisis 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 multiples evidencias moleculares y biolégicas, el equipo de trabajo en
fitoplasmas/espiroplasmas del IRPCM- Grupo de taxonomia de fitoplasmas (2004),
designo provisionalmente al género “Candidatus (Ca.) Phytoplasma”, para referirse a la
descripcién taxon6mica 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.
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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 considerd 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 solido (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 andlisis rutinarios.

2.2 Enfermedades causadas por Fitoplasmas

Distribucién 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 concentraciéon en
una misma planta (Saracco et al., 2006).

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

La distribucién 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 actldan como

2 En inglés, el término ‘strain’ se usa para referirse a poblaciones distintas de fitoplasmas, en
cuanto a relacién genética, biolégica o epidemioldgica. En este documento se utiliza el término
‘cepa’ como traduccidn mas cercana, y no corresponde al sentido estricto que aplica para cepa en
microorganismos cultivables.
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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 distribucién es diferencial, sino que también la multiplicacién de
fitoplasmas se da solo 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 Organos sumidero (hojas jévenes 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 patron aparentemente
se relaciona con la nueva formacién de tubos cribosos maduros (Kison y Seemdiller,
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 érganos 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 6rganos sumidero como hojas jovenes y raices (Christensen et
al., 2005). También se presentan alteraciones en las funciones fisiolégicas como
reducciéon en la fotosintesis, en la conductancia estomatal y respiracidon 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.,
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,
desordenes en el funcionamiento del floema (Christiansen et al., 2005). Los sintomas
pueden estar relacionados con mecanismos agresivos de transporte de carbohidratos
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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 deformaciéon de los frutos (Marcone, 2010). Otros sintomas de
fitoplasmas incluyen la formacién 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
terminal pobre, follaje disperso, muerte regresiva (“dieback”), atrofia y decaimiento (Lee
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 fitéfago Tropidosteptes chapingoensis (Hemiptera: Miridae), el
gue se presenta en altas poblaciones en los arboles de Urapan y genera dafio foliar con
la alimentacion, reduciendo la capacidad fotosintética y defoliacion del arbol (Pinzon y
Pedreros, 1995). Posteriormente, con la combinacion de herramientas de microscopia,
deteccion con métodos moleculares (hibridacion, PCR, RFLP, secuenciacion de genes
ribosomales) y transmision desde arboles a hospederos experimentales se demostro la
infeccion de fitoplasmas del grupo 16SrVIl (‘Candidatus phytoplasma’ fraxini) en
Urapanes de Bogota y la zona andina (Griffiths et al., 2001; Gaitan, 2003; Filgueira et al.,
2004; Franco-Lara y Filgueira, 2005, Gutiérrez, 2006; Lo6pez 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

% En los listados del censo del arbolado urbano y documentos de las especies de arboles de
Bogot4, 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.
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dafos 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
y Syringa en Norte América produciendo una enfermedad llamada “Ash Yellows” y “Lilac
Witches -broom” que afecta las poblaciones de estos géneros (Sinclair et al., 1996). En
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 actia 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 infeccién
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 demostr6 que
colocando estos hospederos en las ramas de arboles infectados con fitoplasmas era
suficiente para transmitir fitoplasmas por lo que se concluyé que los insectos vectores
eran capaces de alimentarse también de los hospederos alternativos y presento 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 Liguidambar 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 sbélo 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 informacién
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 entomolégicas, 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 deteccion 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 seroldgicos, hibridacion con sondas de ADN de
fitoplasmas mediante ‘Dot-Blot’; RFLP y ‘Southern blot’ 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 regién
espaciadora 16S/23S (Wang & Hiruki, 2005), o PCR co-operacional asociada con ‘dot
blot’ (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 relacion 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 (Semiiller 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 fitoplasmas. La descripcién del taxén ‘Candidatus (Ca.)
Phytoplasma’ como género y los lineamientos para definir una nueva especie fueron
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 extremo 5’ del gen 16S rRNA (IRPCM 2004). Por 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 analisis 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 Eh;zgﬁzﬂzsggt?;;aggfglia’ y Ca
16Srll X-disease 19 2 S%z:gg?cp;iiﬂé pruni'y ‘Ca Phytoplasma
16SrlV  Coconut lethal yellows 6 1 ‘Ca Phytoplasma palmae'
‘Ca Phytoplasma ulmi', ‘Ca Phytoplasma
16SrVv Elm yellows 6 4 ziziphi', ‘Ca Phytoplasma vitis' y ‘Ca
Phytoplasma balanitae'
16SrVI Clover proliferation 8 1 ‘Ca Phytoplasma trifolii
16SrVII  Ash yellows 3 1 ‘Ca Phytoplasma fraxini'
16SrVIlIl  Loofah witches'-broom 1 1 ‘Ca Phytoplasma luffae'
16SrIX Pigeon pea witches'-broom 4 1 ‘Ca Phytoplasma phoenicium'
‘Ca Phytoplasma mali', ‘Ca Phytoplasma
16SrX Apple proliferation 5 4 Eﬁ&;;isﬁggfdﬁzmﬁrgqg; Er?ytoplasma
spartii'
16SrXI Rice yellow dwarf 3 1 ‘Ca Phytoplasma oryzae'
‘Ca Phytoplasma australiense’, ‘Ca
16SrXIl  Stolbur 7 4 Phytoplasma japonicum', ‘Ca Phytoplasma
fragariae' y ‘Ca Phytoplasma solani'
16SrXIll  Mexican periwinkle virescence 2 1
16SrXIV  Bermudagrass white leaf 1 1 ‘Ca Phytoplasma cynodontis'
16SrXV  Hibiscus witches'-broom 1 1 ‘Ca Phytoplasma brasiliense'
16SrXVI  Sugarcane yellow leaf syndrome 1 1 ‘Ca Phytoplasma graminis'
16SrXVIlI  Papaya bunchy top 1 1 ‘Ca Phytoplasma caricae'
16SrXVIIl  American potato purple top wilt 1 1 ‘Ca Phytoplasma americanum'
16SrXIX Japanese chesnut witches'-broom 1 1 ‘Ca Phytoplasma castaneae'
16SrXX  Buckthorn witches'-broom 1 1 ‘Ca Phytoplasma rhamni'
16SrXXI  Pine shoot proliferation 1 1 ‘Ca Phytoplasma pini'
16SrXXIl z\ll_ig%r)ian coconut lethal decline 1 1 ‘Ca 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 ‘Ca Phytoplasma omanense'
16SrXXX Salt cedar witches'-broom 1 1 ‘Ca 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. ‘Candidatus phytoplasma asteris’ cepa “Onion yellows”
y cepa “Aster yellows” y “Ca. P. australiense” poseen genomas circulares (Oshima et al.,
2004; Bai et al., 2006; Kube et al., 2008), mientras que el genoma de ‘Ca. P. mali’ es
lineal (Tran-Nguyen et al., 2008). También esta disponible la anotacién del genoma
parcial del fitoplasma Peanut Witches’-Broom, con una cobertura del 90% y 13 contigs
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 ‘shotgun’ (Tran-Nguyen 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
genéticos moviles (PMU’s) (Bai et al., 2006; Hogenhout et al., 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
de “Ca. phytoplasma asteris” se encontraron 4 proteinas que son secretadas
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
palma de coco), 16SrXI “rice yellow dwarf’ y 16SrXVIl “australian papaya dieback” 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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toxico de los fitoplasmas (Siddique et al., 1998). En la cepa OY de “Ca. P. asteris" se
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 ldpA del fitoplasma ‘Candidatus fitoplasma’
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 1032 8aa 22 6aa Baa Maa 7aa
Cleavage @
. B C ]
s ot i REY SRR
p B B e : s
Membrana i ‘ ‘ .
H
S =) 2
Citoplasma -J)N i N o (';‘) =) e
' N

Fitoplasma

Figura 2-1. Representacién 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 gque 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
fitoplasmas por los insectos vectores (Suzuki et al., 2006). Todos los genes IDPs
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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 witches’ broom (SPWB) 16Sr-VI U15224 Yu et al., 1998
Apple proliferation (AP) 16Sr-X AJ011678 Berg et al., 1999
Australian grapevine yellows (AUSGY) 16Sr-XIl CAM12096 Tran-Nng)ézn etal,
. Liefting y Kirkpatrick
Western X-disease (WX) 16Srlll etal., 2003
European stone
fruit yellows (ESFY) 16Sr-X AF400587 Morton et al.. 2003
Imp Peach yellow leaf roll (PYLR) 16Srlll AF400589 v
Pear decline (PD) 16Sr-X AF400588
. AB469007
Onion yellows (QY) 16Srl AB469008
Mulberry Dwarf (MD) 16Srl AB469009
Paulownia witches’ broom (PaWB) 16Srl AB469010 Kakizawa et al.,
Porcelain vine witches’ broom (PvWB) 16Srl AB469011 2009
Tsuwabuki witches broom (TWB) 16Srlll AB469012
Rice yellows dwarf (RYD) 16Sr-XI AB469013
Potato witches broom Korea (PWBK) 16Sr-VI AB469014
IdpA Western X (WX) 16Srlll AF533231 Blom%'gtlet al.
Aster yellows (AY) 16Srl AF244540
A Clover phyllody (CPh) 16511 AF244541 Barbara et al., 2002
mp Kakizawa et al
Onion Yellows (OY) 16Srl AB124806 2004 v
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3.HIPOTESIS EXPERIMENTAL

Las enfermedades de arboles asociadas con fitoplasmas en Bogota 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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4. OBJETIVOS

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

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

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

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

. 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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5.MATERIALES 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 4°35°56”57 y Longitud Oeste 74°04’51”30, a una altitud
promedio de 2.630 m.s.n.m. y con un area aproximada de 1587 Km2. Teniendo en
cuenta el diagnoéstico 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 areas 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 Chicé 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 Obtencion 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
apariencia, tamafio y caracteristicas morfologicas como coloracion del abdomen, alas y
cabeza en diferentes morfoespecies. La observacion de caracteristicas morfolégicas se
realizé 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 Los insectos que se usaron para extracciones de ADN se almacenaron a -
70°C en ultra congelador (Revco). Los insectos utili