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RESUMEN

La presencia de fitoplasmas del grupo 16Srl (‘Ca. Phytoplasma asteris’) fue reportada en Croton spp. (Eu-
phorbiaceae), Pittosporum undulatum (Pittosporaceae) y Populus nigra (Salicaceae), en Bogota. En este traba-
jo se reporta la existencia adicional de fitoplasmas del grupo 16SrVIl ‘Ca. Phytoplasma fraxini’ en estas mismas
especies de arboles ornamentales, por técnicas moleculares como PCR anidada, RFLP y secuenciacién del gen
16SrRNA. Los resultados muestran la existencia de un complejo de fitoplasmas de los grupos 16Srl y 16SrVII
que se asocian con sintomas como deformacién general de la corona, ramas en copo, amarillamiento, elonga-
cidon anormal de brotes apicales, escobas de bruja y rebrotacion epicérmica que afectan el estado de sanidad
de los arboles. En diciembre de 2013 la prevalencia sintomética en Croton spp., P undulatumy P. nigray se
estimé en 36%, 93% y 85% respectivamente. Este trabajo presenta evidencia de que plantas de familias dife-
rentes a Oleaceae que son susceptibles a fitoplasmas del grupo 16SrVIl y que en este caso se encuentran en
infecciones mixtas con fitoplasmas del grupo 16Srl. Se presentan evidencias de una enfermedad emergente
de alta prevalencia en estas especies de arboles han pasado desapercibidas hasta la fecha, pero suponen un
riesgo para la supervivencia de los &rboles urbanos en Bogota.

Palabras clave: Croton spp, Pittosporum undulatum, Populus nigra, érboles urbanos, gen 16srRNA,
enfermedad emergente.
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ABSTRACT

The Presence of phytoplasmas of group 1Srl (‘Ca. asteris’) was reported in Croton spp. (Euphorbiaceae),
Pittosporum undulatum (Pittosporaceae) and Populus nigra (Salicaceae) in Bogota. This work reports the
additional existence of phytoplasmas of the group 16SrVIl (‘Ca. Phytoplasma fraxini’) in the same species of
ornamental trees, by molecular techniques such as nested PCR, RFLP and sequencing of the 16SrRNA gene.
These results show the existence of a complex of phytoplasmas of groups 16Srl and 16SrVII that is associated
to symptoms such as general deformation of the crown, tufted foliage, yellowing, abnormal elongation of
apical shoots, witches'-brooms and epicormic shoots that affect the health status of the trees. In December
2013 the symptomatic prevalence for Croton spp, P. nigra and P. undulatum was estimated in 36%, 93% and
85% respectively. This work presents evidence in plants families different from Oleaceae that are susceptible to
phytoplasmas of group 16SrVIl and that in this case are found in mixed infections with phytoplasmas of group
16Srl. We present evidence of an emergent disease of high prevalence in these tree species that has passed
unnoticed, but that represents a risk for the survival of the urban trees in Bogota.

Keywords: Croton spp, Pittosporum undulatum, Populus nigra, urban trees, 16srRNA gene, emergent

disease.

INTRODUCCION

Los fitoplasmas son bacterias pleomorficas, sin
pared celular, de la clase Mollicutes, especializados
en colonizar el floema de las plantas que infectan y
transmitidos por vectores del suborden Aucheno-
rrhyncha (Hemiptera). Los fitoplasmas comprenden
un grupo monofilético altamente diverso (Lee et al.,
2000; Weintraub y Beandland, 2006; Wei et al., 2007,
Bertaccini y Duduk, 2009) y se diferencian de otros
mollicutes en que son dificilmente cultivables (Con-
taldo et al., 2012). Su deteccidn y clasificacién se basa
principalmente en el andlisis de una regién conserva-
da del gen 16SrDNA (Gundersen et al., 1994; Sears
and Kirkpatrick, 1994; Wei et al., 2007; Zhao et al,,
2010) asi como su deteccién e identificacion depen-
de de herramientas moleculares como PCR, PCR ani-
dado, RFLP y secuenciacion, principalmente de esta
region (Lee et al.,, 1994; Lee et al., 1998; Seemdiller
et al.,, 1994; Seemdller et al., 1998). En la actualidad
existen dos sistemas paralelos de clasificacion, ambos

basados en el gen 16SrDNA. El primero establece los
grupos a partir de patrones de corte de 17 enzimas de
restriccién en 32 grupos 16Sr RNA (Nejat et al., 2013).
A su vez, cada grupo puede estar subdividido en sub-
grupos cuya determinacion se complementa usando
secuencias de otros genes como rp (proteinas riboso-
males), secY, tuf y la regién intergénica espaciadora
165-23SrDNA, entre otros (Smart et al., 1996; Martini
et al.,, 2007; Lee et al., 2006). El segundo sistema de
clasificacion es el taxonémico formal, que emplea el
término ‘Candidatus” para referirse a especies bac-
terianas no cultivables. Se llama "Candidatus (Ca.)
Phytoplasma” a una cepa portadora de una Unica se-
cuencia de <1200 pb del gen 16SrDNA. Una cepa se
considera una nueva especie si su secuencia 16SrD-
NA presenta una similitud menor a 97.5% respecto
a secuencias previamente descritas (IRPCM, 2004).
Se han propuesto 33 especies dentro del género Ca.
Phytoplasma (Bertaccini y Duduk, 2009).
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Los fitoplasmas se asocian a muchas enfermeda-
des que producen amarillamiento del follaje y ge-
neran cambios morfoldgicos en la estructura de las
plantas infectadas que dependen del tipo y edad
de la planta hospedera, de la cepa de fitoplasma
que coloniza, de la etapa de la enfermedad y de las
condiciones ambientales (Lee et al., 2000). Los sinto-
mas mas comunes incluyen la formacién de escobas
de bruja, filodia (metamorfosis de érganos florales
en hojas), virescencia (coloracion verde de pétalos),
elongacién de tallos, formacion de brotes en copos,
enrojecimiento de hojas y tallos, enanismo, arrose-
tamiento de las ramas, proliferacion de brotes, ama-
rillamiento, necrosis del floema y decaimiento 2008;
Bertaccini y Du(Lee et al., 2000; Hogenhout et al.,
duk, 2009). En plantas lefiosas se pueden observar
también sintomas como amarillamiento, enrojeci-
miento, hojas pequefias, hojas entorchadas, aclara-
miento de venas, alargamiento de venas, necrosis de
venas, defoliacién prematura, coloracién de otofio
prematura, frutos pequefos, crecimiento terminal
pobre, follaje disperso, muerte regresiva (“dieback”),
atrofia y decaimiento (Lee et al., 2000; Sinclair and
Griffiths, 1994; Bertaccini y Duduk, 2009). Las plantas
infectadas con fitoplasmas presentan cambios bio-
quimicos como el bloqueo en el transporte a través
del floema, cambios en la translocacién de fotosinta-
tos, reduccidn en la tasa fotosintética, alteracion del
metabolismo secundario y perturbacion del balance
hormonal de las plantas (Christensen et al., 2005).
Las desviaciones de la normalidad en la morfologia
de las especies estudiadas pueden atribuirse a des-
ordenes de los reguladores de crecimiento que se
cree que son causados por los fitoplasmas. Existe
poco conocimiento sobre los mecanismos de pato-
genicidad de los fitoplasmas, pero algunos resulta-
dos recientes indican que estos patdgenos secretan
en sus huéspedes efectores que afectan el metabo-
lismo de las auxinas (Lee et al., 2000; Christensen et
al., 2005 Bertaccini y Duduk, 2009).
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Hasta comienzos de la década de 2000, se pensa-
ba que los fitoplasmas del grupo 16SrVIl (subgrupo
16SrVII-A) estaban restringidos a los géneros Fraxi-
nus y Syringa de la familia Oleaceae exclusivamen-
te en Norte América (Sinclair et al., 1996; Griffiths et
al., 1999). El primer reporte de fitoplasmas 16SrVII-A
fuera de Norte América fue hecho para Fraxinus uh-
dei en Colombia (Griffiths et al., 2001; Filgueira et al.,
2004; Franco-Lara y Filgueira, 2005). Posteriormente,
fitoplasmas del subgrupo 16SrVII-A fueron reporta-
dos en duraznero en Canadd (Zunnoon-Khan et al.,
2010), vides en Chile (Longone et al., 2011) y en el
arbusto Ugni molinae (Myrtacea) y en la herbacea
Paeonia lactiflora (Paenaciae) en Chile (Arismendi
et al.,, 2011). Fitoplasmas de los subgrupos 16SrVII-B
han sido reportados en Erigeron sp. en Brasil (Barros
et al., 2002) y 16SrVII-C en alfalfa en Argentina (Conci
et al., 2005). Fuera de América hay por lo menos un
reporte de la presencia del grupo 16SrVII Hypericum
perforatum en Europa (Bruni et al., 2005).

Generalmente, las enfermedades asociadas a fito-
plasmas se asocian a un solo grupo de fitoplasmas,
pero infecciones en las cuales estan presentes varios
grupos de fitoplasmas simultdneamente han sido des-
critas en algunos patosistemas. Por ejemplo en Aus-
tralia tres grupos de fitoplasmas se encuentran infec-
tando plantas de vid: 'Ca. Phytoplasma australiense'
(CPA), tomato big bud phytoplasma (TBB) y Buckland
Valley grapevine yellows phytoplasma (BVGY) (Gibb
et al., 1999; Constable et al., 2002). Por otra parte, los
grupos16SrVy 16Sl se encuentran infectando vides en
Italia (Alma et al., 1996), produciendo sintomas simi-
lares a los descritos en Australia. Potato purple top
wilt (PPT) es una enfermedad devastadora que ocurre
en varias regiones de Norte América y México donde
al menos cuatro fitoplasmas de cepas distintas (16Srl,
16Srll and 16SrVI and XlI) se han asociado con esta en-
fermedad (Leyva-Lépez et al.,, 2002; Lee et al., 2006).
Por otro lado, en Texas, Estados Unidos en cultivos
como zanahoria, cebolla, perejil, eneldo y en varias



arvenses, en se encontraron fitoplasmas de los sub-
grupos 16Srl-Ay 16Srl-B en combinaciones variadas y
en algunos casos co-infectando la misma planta (Lee
et al., 2003). En todos estos casos, el rango de seve-
ridad de los sintomas de las plantas afectadas era va-
riable y no asociado con un grupo de fitoplasmas en
particular. Ademas, las plantas hospederas infectadas
por complejos de dos o més fitoplasmas no presen-
taban sintomas Unicos ni més severos en compara-
cién con las plantas infectadas con un solo fitoplasma
(Gibb et al., 1999; Constable et al., 2002; De La Rue et
al, 2001; Lee et al., 2006). Hasta donde sabemos, no
se han reportado infecciones mixtas que involucran a
fitoplasmas del grupo 16SrVII.

A inicios de la década de 2000, se demostrd que
los urapanes (Fraxinus uhdei, Oleaceae) de Bogota
presentaban sintomas como amarillamiento, defolia-
cion, presencia de ramas muertas, muerte de ramas
de la punta a la parte basal (dieback), decaimiento
(decline), ramificacién con hébito delicuescente, ho-
jas pequenas, ramas con hojas apretadas formando
copos y rebrotacién epicérmica, que se atribuyeron a
fitoplasmas tipo Ash Yellows (Grupo 16SrVII) (Griffiths
et al., 2001; Filgueira et al., 2004; Franco-Lara y Fil-
gueira, 2005). El grupo de fitoplasmas 16SrVIl también
se asocia a las enfermedades “Ash Yellows” y “Lilac
Witches™-broom” que afectan plantas de los géneros
Fraxinus y Syringa en Norte América (Sinclair et al.,
1996; Griffiths et al., 1999). Cuando se hicieron estos
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reportes se consideraba que la fitoplasmosis de los
de Urapanes de Bogoté era una enfermedad exdtica
que solo afectaba esta especie de arboles. Sin embar-
go, recientemente se ha demostrado la presencia de
infecciones mixtas de fitoplasmas de los grupos 16Srl,
16SrV, 16SrVIly 16SrXIl en liquidédmbares sintométicos
de Bogotéd (Liquidambar styraciflua, Hamamelida-
ceae) (Franco-Lara et al., 2010).

En arboles urbanos de Bogotad como sangregado
(Croton spp.), jazmin del cabo (Pittosporum undula-
tum) y chopo Populus nigra la presencia de sintomas
como deformacién de las coronas, amarillamiento,
defoliacién, brotes epicérmicos, ramas en copo, ra-
mificacidn delicuescente, etc. se ha asociado a la in-
feccién por fitoplasmas de grupo 16Srl (Perilla et al.,
2012, Franco-Lara, 2013). El presente trabajo incluye
analisis moleculares adicionales por RFLP y secuen-
ciacién de muestras de arboles sintométicos de tres
especies no oleaceas, en los cuales se detecta la pre-
sencia de fitoplasmas del grupo 16SrVIl en infeccio-
nes mixtas con el grupo 165Srl.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y estimacion de la prevalencia
Este estudio se llevd a cabo en la ciudad de Bo-
gotd D. C., Colombia, (Latitud Norte 4°35'56"57 y
Longitud Oeste 74°04'51"30) a 2.630m sobre el nivel
del mar. En diferentes fechas entre 2008 y 2011 se

/

grupo 165rl.

El presente trabajo incluye anélisis moleculares adicionales por
RFLP y secuenciacion de muestras de arboles sintomaticos de
tres especies no oleaceas, en los cuales se detecta la presencia
de fitoplasmas del grupo 16SrVIl en infecciones mixtas con el
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tomaron muestras de hojas y ramas jovenes, 6 indivi-
duos de Croton sp., 5 de P. undulatumy 4 de P, nigra.
Se seleccionaron arboles que presentaban deforma-
ciones de la corona y la presencia de sintomas para
cada individuo se reportd registrando su presencia a
partir de una lista de sintomas que ocurren en arboles
infectados con fitoplasmas (Sinclair y Griffiths, 1994;
Sinclair et al., 1996; Boa, 2003). La lista de sintomas
incluyé: deformacién general de la corona, ramas
en copo, entrenudos delicuescentes, pigmentacién
purpura anormal de hojas y corona, amarillamiento,
elongacién anormal de brotes apicales, escobas de
bruja, rebrotacion, hojas pequefias, rebrotacién epi-
cdrmica, ramas muertas, virescencia y filodia.

La prevalencia se estimé como el nimero de ar-
boles al azar (diferentes a los arboles en los cuales
se detectaron los fitoplasmas) con més de tres sinto-
mas sobre el total de arboles visitados en diciembre
de 2013, en 6 localidades diferentes de Bogota. Se
evaluaron 33 &rboles de Croton spp., 15 de P nigray
20 de P undulatum. Diferentes nimeros de muestra
reflejan los diferentes tamarios poblacionales de es-
tas especies en los lugares visitados.

Extraccién de ADN
Para la extraccién de ADN, las hojas y ramas se
limpiaron superficialmente con agua y jabdn, y se

16S rRNA
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desinfectaron superficialmente con etanol al 70%. El
tejido fresco correspondiente a los haces vasculares
se separd de la médula y la corteza, y se almacené a
-70°C. Para las extracciones se utilizd el método de
Prince et al. (1993) partiendo de 1 g de tejido prove-
niente de los haces vasculares, previamente macera-
do en nitroégeno liquido. EI ADN extraido se resus-
pendié en buffer TE y el ADN se almacené a -20°C.

Amplificacién por PCR anidada

Con el objetivo de verificar la ausencia de sustan-
cias inhibidoras de la PCR en los extractos de ADN
vegetal, estos se usaron como molde en reacciones
de PCR estandar (temperatura de alineacién de 53°
C), con los iniciadores rpsF (5- GTGGTAGAAAGCA-
ACGTGCGACTT -3) y rpsR2 (5-TGCGGATCGAA-
CATCAATTGCAAC -3 (Oxelman et al., 1997) que
amplifican el intrén rps16 del genoma de cloroplas-
to. Los extractos libres de inhibidores generaban un
producto de 800pb. Cuando no habia amplificacién,
se realizaba un paso adicional de extraccion median-
te el Kit 'DNA Clean-Up’ (MoBio ®), siguiendo las
instrucciones de la casa comercial.

Para la deteccién de fitoplasmas, los extractos de
ADN se amplificaron con iniciadores para el gen 16S
rRNA, en reacciones de PCR anidadas. La reaccién
primaria se realizé con los iniciadores P1A/P7A (Lee

23S rRNA

Figura 1. Ubicacién de los iniciadores en el gen 16SrRNA usados para la deteccion de fitoplasmas por PCR anidada y temperatura de Anillamiento

de los diferentes pares de iniciadores.
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et al., 2004) y posteriormente se realizaron una o dos
reacciones de PCR anidadas consecutivas usando
los pares de iniciadores R16mF2/R16mR1 o R16F2n/
R16R2 (Gundersen y Lee, 1996) en la primera anida-
day posteriormente fU5/rU3 (Seemdiller et al., 1994)
o PhyrRNAF3.3/ PhyrRNAR2.6 (5'- AATAGTGGAAA-
AACTATC-3" y 5'- TTTCTATAACTTTGCAGA-3' res-
pectivamente) en la segunda PCR anidada (Figura
1). Las reacciones de PCR se llevaron a volumen final
de 15 pl, con 0,05 U/ pL de Taq polimerasa (Bioline
®), buffer de la enzima 1X, 1.5 mM de MgCl2, 0,2mM
de dNTPs (Bioline ®), 0.2uM de cada iniciador y 20-
50 ng de ADN. En el caso de reacciones anidadas,
el producto de la reaccién primaria se diluyd 1:20 en
agua y 2 L de la dilucién se usaron como molde.
El perfil térmico usado fue: denaturacién por 10 min
a 94°C, 35 ciclos de denaturacion a 94°C, 1 min ali-
neamiento de los iniciadores dependiendo del par
de iniciadores (Tabla 1), 2 min extensién a 72°C y un
paso final de extensién por 10 min a 72°C. Los pro-
ductos de PCR se separaron por electroforesis es-
tandar en gel de agarosa al 1% y se tifieron con bro-
muro de etidio. Como controles positivos para PCR
se usaron extractos de ADN de varios fitoplasmas
generosamente donados por el Dr. Nigel Harrison
(Universidad de Florida, USA) y la Dra. Assunta Ber-
taccini (Universidad de Bolonia, Italia). Amplicones
obtenidos con diferentes combinaciones de inicia-
dores en PCR anidada se enviaron a secuenciar o se
analizaron por RFLP

RFLP (Restriction Frangment Length
Polymorphism)

Amplicones seleccionados obtenidos con los
iniciadores R16F2n/R16R2 se digirieron con las en-
zimas de restriccién Alul, Rsal o Msel (New England
Biolabs ®). En cada caso se prepararon reacciones
a volumen final 20 pL con el buffer recomendado
por el fabricante a una concentracién final 1X'y 0,05
U/uL de enzima, usando entre 5y 7 pL del producto
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de PCR. Todas las reacciones se incubaron durante
16 h a 37 °C. Los productos de la reaccién de di-
gestion se separaron en gel de agarosa al 3 0 3.5%
en buffer TBE 1X y se visualizaron con tincién de
bromuro de etidio y radiacién UV.

Analisis de secuencias

Amplicones seleccionados se purificaron del gel
de agarosa con el Kit ‘PCR Clean-up” (MoBio) y se
enviaron a secuenciar en dos direcciones a Macro-
gen ®, Corea. Las secuencias obtenidas se com-
pararon mediante nBLAST (Basic Local Aligment
Search Tool) (Altschul et al., 1990) con la base de
datos GenBank y se verificaron manualmente con
Chromas Lite 2.1.1 (Technelysium). Las secuencias
se alinearon con su complemento reverso para
producir secuencias consenso. Las secuencias
se alinearon usando CLUSTALW (BioEdit versién
7.1.3) con secuencias de cepas representativas de
diferentes grupos de fitoplasmas y de fitoplasmas
reportados en Colombia. Posteriormente se cons-
truyeron dendogramas en MEGA version 5 (Tamu-
ra et al.,, 2011) usando el algoritmo de distancia
Neighbor-Joining y con un valor de ‘boostrap’ de
1000 réplicas. El software iPhyClassifier (Zhao et al.,
2009) se utilizé para determinar los coeficientes de
similitud de los patrones de restriccion con 17 enzi-
mas de restriccién, que permiten la determinacion
de subgrupos 16SrRNA.

RESULTADOS

Sintomas de arboles y prevalencia

Los arboles de los cuales se tomaron muestras
para este trabajo mostraban cambios en la estruc-
tura de la corona o modificaciones sustanciales de
los patrones de crecimiento normal. Los sintomas
caracteristicos de cada especie se resumen en la ta-
bla 1. En todos los casos, los arboles presentaban
al menos tres sintomas asociados con fitoplasmosis.
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Tabla 1. Sintomas observados en arboles de diferentes especies

Sintomas Croton spp. P. nigra P. undulatum

Deformacién general de la corona X X

Brotes epicormicos X X X

Ramas en copo X X

Crecimiento anormal de brotes apicales X X X

Escobas de bruja X

Amarillamiento X X

"Hojillas” X

Tejido vascular necrosado X

Prevalencia 12/33 14/15 17/20
36% 93% 85%

" Prevalencia estimada como el nimero de arboles con mas de tres sintomas sobre el total de arboles visitados en diciembre de 2013, en 6 locali-
dades diferentes de Bogota.

© C)

Figura 2. Sintomas de fitoplasmosis en las tres especies de arboles estudiadas. A detalle de “hojillas” en Croton spp., B. “hojillas cubriendo
las ramas de Croton spp., C. Rebrote epicérmico en la base del tronco de P. undulatum, y D. P. nigra con deformacién de la corona causada por
elongacién anormal de algunos brotes apicales.
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Los arboles P. undulatum'y P. nigra presentaron co-
ronas con arquitectura atipica, generalmente causa-
da por la presencia de elongaciones anormalmente
largas de los brotes apicales, ramas en copo (ramas
con entrenudos cortos que hacen que las hojas ten-
gan la apariencia de estar muy juntas) o escobas de
bruja (generaciéon de muchas ramas a partir de un
Unico punto de crecimiento) y amarillamiento, que
en cada especie toma una forma diferente. Otro
sintoma muy evidente fueron los brotes epicérmi-
cos (brotes con hojas que emergen del tronco o de
ramas viejas en lugares donde no deberia haber

FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS

brotacién). Por otro lado, los sintomas en Croton
spp. son un poco diferentes pues no se observaron
deformaciones marcadas de la corona, pero si "ho-
jillas” (estructuras similares a hojas pequenas, en-
grosadas, con desarrollo excesivo de tricomas que
cubren los troncos y ramas de los arboles afecta-
dos), machas necrdticas del tejido vascular y brotes
epicormicos en tronco y ramas (Figura 2).

En este trabajo se realizd una estimacion preli-
minar de la prevalencia de fitoplasmosis en las tres
especies en estudio en Bogotd. Se visitaron 6 zo-
nas de las ciudad donde se registrd la presencia o

Tabla 2. Resumen de resultados de PCR anidada y secuencias reportadas para el grupo 16SrVII

Grupo Ndmero de

. R16F2n/ PhyRNA3.3/ accesion? de

Especie R16R2 fus/rus PhyRNA2.6 1%SFTPI\!A secuencias del

grupo 16SrVlIi
CB1 + - .
CB2 + + +
CB3 + + -

Croton spp. [, VIL 1T/ VI HG764348
CB4 - - -
CB5 + - -
CB6 - - -
PN1 + - +
PN2 - - -
P nigra [, 1/ VI HG764355
PN3 - - -
PN4 - + -
PU1 - - -
PU2 + - -
P undulatum  PU3 + - - [, VI

PU4 - - -
PU5 - - -

El signo (+) indica bandas del tamafio esperado obtenidas por PCR anidada. El signo (-) ausencia de banda en el gel de electroforesis.
"El grupo 16SrRNA de fitoplasmas se establecié por RFLP y/o secuenciacién. El simbolo (/) denota los casos en los que hay evidencia de infecciones

mixtas en el mismo arbol.
2Ndmero de Accesién a GenBank
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Tabla 3. |dentidad de secuencias de fitoplasmas del grupo 16SrVIl de Bogoté comparado con una secuencia de referencia de Fraxinus de Norte

América

S . Cobertura Secuencia
. ecuencias Puntaje Puntaje . 16SrVIl
Especie . total de la Valor E Identidad de Norte
colombianas Maximo secuencia .
América
Croton spp HG764348 1003 1003 100% 0.0 100%
P nigra HG764355 981 981 99% 0.0 99% JQ868445.1
F. uhdei AY687786* 1698 1698 100% 0.0 100%

*Secuencia obtenida en un trabajo anterior

ausencia de sintomas en arboles escogidos al azar.
La prevalencia encontrada fue del 36% para Croton
spp., 93% para P. nigra'y 85% para P. undulatum.

Deteccién de fitoplasmas

Las muestras fueron evaluadas por PCR anidada
con P1A/P7A seguido por R16F2n/R16R2. En algunos
casos cuando se obtuvieron amplificaciones inespeci-
ficas o las bandas no fueron visibles por electroforesis,
se realizd una reaccion subsiguiente con fU3/rU5 y/o
con PhyRNA3.3/PhyRNA2.6 (Tabla 2). En todos los
casos en los que se utilizaron tres pares de inicia-
dores consecutivos la presencia de fitoplasmas se

C
Nel
£
©
mU’I
oz
— N =] o
a
£ee 2= S 2 =
2 2 T X
- N - N © © = = 1000 ob
c c @3 38OQOOQ
S S o222 & £E .
~ 0 0 c e 3335 6 606 =
200 a0 =
300 pb
2000 pb
1500 pb
1000 pb

P. undulatum

confirmd por secuenciacién y/o RFLP de la regién
R16F2n/R16R2. En todas las especies evaluadas se
detectd por PCR anidada la presencia de fitoplas-
mas (Tabla 2, Figura 3 A).

Para determinar los grupos a los que pertene-
cian los fitoplasmas detectados, los amplicones
obtenidos con los iniciadores R16F2n/R16R2 se
analizaron por RFLP (Figuras 3By 3C) y por secuen-
ciacién; ademés amplicones obtenidos con otras
combinaciones de iniciadores se enviaron a se-
cuenciar (Tabla 2). La presencia de ‘Ca. Phytoplas-
ma asteris’ (16Srl) habia sido reportada anterior-
mente por secuenciacién para todas las especies,

© — N M WO — N MWL — N MW
‘C-n C € € £ € € c € € € C C
z 22222 2222 222
- — 0900090 0P P vhobauoms
o =S 00000 0000 000 =222
1000 pb
300 pb
200 pb
100 pb
Alul Msel Rsal

Figura 3. Deteccién molecular de fitoplasmas en arboles de Bogota. A. PCR anidada de muestras de Croton spp., P undulatum y P. nigra con
inciadores P1A/P7A seguido por R16F2n/R16R2. B. Ejemplo de patrones de RFLP del amplicon R16F2n/R16R2 de Pnigray P. undulatum, digerido
con Mse |. C. Cambiar la letra. Patrones de RFLP de amplicones R16F2n/R16R2 de cuatro individuos de Croton spp. obtenidos con Alul, Msel y Rsal.
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16SrVII BOG Liquindambar phytoplasma L1 (GU810150)
16SrVII BOG Fraxinus phytoplasma AYCol4 (EF150364)
16SrVIl Phytoplasma fraxini AF503568 ASHY4(JQ868445)
16SrVII-D Ash yellows phytoplasma AshY3 (AF105315)
99 | 16SrVII BOG Fraxinus Phytoplasma AYCol65(AY687786)
16SrVII-A Ca. Phytoplasma fraxini (AF092209)
16SrVII-B(AF105316)Ash yellows phytoplasma AshY5
65 —— 16SrVII-C Ash yellows phytoplasma LWB3 (AF105317)
BOG Populus phytoplasma P1(HG764355)
BOG Croton phytoplasma C1(HG764348)
92 16SrVI-A Ca. Phytoplasma trifolii(AY390261)
16SrV-A Ca. Phytoplasma ulmi(AY197655)
16SrVIlI Loofah witches-broom(AF353090)

E 16SrXIV-A Ca. Phytoplasma cynodontis(AJ550984)

97 16SrXI-A Ca. Phytoplasma oryzae(AB052873)

16SrXIX-A Ca. Phytoplasma castanae(AB054986)
16SrIX-A Pigeon pea witches-broom(AF248957)
16SrXXIV-A Sorghum bunchy shoot(AF509322)

51

94

16SrXXII-A Nigerian coconut lethal decline(Y14175)
16SrlV-C Carludovica palmata leaf yellowing(AF237615)
991 16SrIV-A Coconut lethal yellowing(AF498307)
6Srlll-A Western X disease(L04682)

16SrXV-A Ca. Phytoplasma brasilense(AF147708)
90 | 16Srll-D Ca Phytoplasma australasiae(Y10097)

71

83

57

99 165rll-A Peanut witches-broom(L33765)
97 16Srll-C Cactus witches-broom(AJ293216)
79 L 16Srll-B Ca. Phytoplama aurantifolia(U15442)

_? 16SrXX-A Ca. Phytoplasma rhamni(X76431)
16SrX-A Ca. Phytoplasma mali(AJ542541)

16SrXXVI-A Mauritius sugarcane yellows D3T1(AJ539179)
99 16SrXII-C Strawberry lethal yellows(AJ243045)
16SrXII-B Ca. Phytoplasma australiense(L76865)
16SrXVIII-A Ca. Phytoplasma americanum(DQ174122)
16SrXVII-A Ca. Phytoplasma caricae(AY725234)
16SrXVI-A Ca. Phytoplasma graminis(AY725228)
93! 16SrXII-A Ca. Phytoplasma solani(AJ964960)
16SrXIII-A Mexican periwinkle virescence(AF248960)
165rl-C Clover phyllody(AF222065)
—— 16Srl-P Populus phytoplasma Croatia (AF503568))
BOG Croton phytoplasma(JQ730858)
16SrXXVIII-A Havana Derbid(AY744945)
|——— 16Srl-F Aster yellows strain ACLR-AY(AY265211)
— 16Srl Aster yellows witches-broom(NC007716)
— BOG Populus phytoplasma(JQ730860)
— BOG Fraxinus phytoplasma(JQ730859)
BOG Pittosporum undulatum phytoplasma(JQ730861)
16Srl-E Blueberrystunt(AY265213)
16Srl-D Aster yellows strain PaWB(AY265206)

16Srl-B Ca. Phytoplasma asteris (NC005303.2)

— sl

Acholeplasma palmae(L33734)

—_—
0,01

Acholeplasma laidlawii(M23932)

Ca. Phytoplasma fraxini

(16Sr Vi)

Figura 4. Dendograma construido por el método Neighbor Joining (Bootstrap 1000) de la regién 16SrRNA (505 posiciones) de fitoplasmas
encontrados en P. nigra y Croton spp. de Bogota. En negrilla se sefialan las secuencias de fitoplasmas reportadas en este trabajo.
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pero en este caso se obtuvo evidencia por RFLP por
la presencia de patrones de restriccion especificos
(Figura 3B y 3C). Ademas, se detectd la presencia
de ‘Ca. Phytoplasma fraxini’ (16SrVIl) en muestras
de las tres especies por RFLP y en Croton spp.y P,
nigra por secuenciacion. Un ejemplo es el gel pre-
sentado en la Figura 3B donde se observo la pre-
sencia de fitoplasmas del grupo 16SrVIl en mues-
tras P. undulatum y de los grupos 16Srl y 16SrVII
simultdneamente en P. nigra. El gel que se presenta
en la figura 3C presenta los resultados obtenidos en
cuatro muestras de Croton spp. diferentes, digeri-
das con tres enzimas de restriccién. Las muestras
1y 2 estaban infectadas con el grupo 16SrVIl y la
muestra 5 con 16Srl y 16SrVIl simultdneamente. El
caso de la muestra Croton 3 es méas complejo por-
que se encontré infectada con 16SrVIl pero ademas
se observaron otras bandas inespecificas que po-
drian corresponder a otro grupo de fitoplasmas o la
amplificacién de otra bacteria.

Las secuencias obtenidas a partir de las diferentes
especies de arboles se presentan en la Tabla 2. Cuan-
do las secuencias obtenidas en Croton spp.y P. nigra
fueron comparadas mediante BLAST con secuencias
de NCBI se encontré que mostraban una identidad
de més del 99% con secuencias del subgrupo 16SrVII-
A de Fraxinus de Norte América, asi como con una
secuencia anteriormente obtenida de F. uhdei de Bo-
goté (Tabla 3). Los coeficientes de similitud de RFLP

de secuencias de 505 nucleétidos fueron del 100% al
comparar una secuencia de referencia de Fraxinus de
Norte América (JQ868445.1) con las dos secuencias
de fitoplasmas de Croton spp. (HG764348) y P. nigra
(HG764355) reportadas en este trabajo. El dendogra-
ma construido incluyendo estas confirma la altisima
identidad de los aislados 16SrVII-A de Bogoté y de
Norte América (Figura 4). En resumen, la presencia de
fitoplasmas de grupo 16SrVIl fue demostrada o por
secuenciacién o por RFLP en individuos de Croton
spp-. P undulatumy P, nigra.

DISCUSION

El presente trabajo presenta evidencia de la exis-
tencia de fitoplasmas Ca. Phytoplasma fraxini’ sub-
grupo 16SrVII-A en Bogotd, infectando érboles de
Croton spp., P. nigra'y P. undulatum obtenida por
PCR anidada (Figura 3 A), secuenciacién (Tablas 2 y
3, Figura 4) y RFLP (Figuras 3By 3C) en los mismos
arboles en los cuales en un trabajo anterior se de-
mostrd la presencia de fitoplasmas del grupo 16Srl
(Perilla et al., 2012, Franco-Lara, 2013). Los resultados
presentados en este trabajo indican que frecuente-
mente los fitoplasmas del grupo 16SrVIl se encuen-
tran en infecciones mixtas con fitoplasmas del grupo
16Srl en los &rboles evaluados.

Una primera fuente de evidencia que sugiere la
presencia de fitoplasmas en Croton spp., P. nigra'y

/

arboles evaluados.

Los resultados presentados en este trabajo indican que
frecuentemente los fitoplasmas del grupo 16SrVIl se encuentran
en infecciones mixtas con fitoplasmas del grupo 16Srl en los

~

ISSN 1900-4699 © Volumen 9 ® Niimero 2 e Paginas 248-265 ¢ 2013

—_



FACULTAD DE CIENCIAS BAsicAs 259

N

En el caso de las infecciones asociadas a fitoplasmas, se observa
que en la misma planta hospedera diferentes grupos de
fitoplasmas produzcan sintomas similares. Es mas, plantas con
infecciones mixtas no parecen tener sintomas diferentes o mas
agresivos que plantas infectadas con un solo fitoplasma.

P undulatum provino de la observacién de los sinto-
mas en individuos de estas especies. En P nigray P
undulatum, se observaron deformaciones de la coro-
na debidas a la presencia de ramas en copo, elonga-
cién anormal de brotes apicales, escobas de bruja,
asi como amarillamiento y rebrotacion epicérmica.
En los arboles de Croton spp. no se observaron de-
formaciones de la corona, pero si la presencia de
“hojillas”, estructuras atipicas en forma de hoja que
recubren ramas y tronco, brotes epicérmicos, cre-
cimiento anormal de brotes apicales y necrosis del
tejido vascular. Sintomas como estos han sido des-
critos para arboles ornamentales de otras especies
(Sinclair y Griffiths, 1994; Sinclair et al., 1996; Boa,
2003; referencia web 1, referencia web 2 y referen-
cia web 3). Los sintomas asociados a fitoplasmas en
plantas, son atribuidos por una parte al taponamien-
to del floema y por otra parte al desarreglo de los
reguladores de crecimiento (Lee et al., 2000; Chris-
tensen et al.,, 2005 Bertaccini y Duduk, 2009). Los
mecanismos por los cuales los fitoplasmas afectan la
morfologia de las plantas, estan en estudio. Un caso
caracterizado es en la cepa OY de “Ca. P. asteris”
donde se evalué la funcién de una proteina fitoplas-
mica de 4.5 kDa (TENGU) y se encontré que es capaz
de suprimir la respuesta de la planta a las auxinas,
lo que induce morfologia anormal como escobas de
bruja y enanismo (Hoshi et al., 2009).

En el caso de las infecciones asociadas a fitoplas-
mas, se observa que en la misma planta hospedera

—_

diferentes grupos de fitoplasmas produzcan sinto-
mas similares. Es mas, plantas con infecciones mixtas
no parecen tener sintomas diferentes o mas agre-
sivos que plantas infectadas con un solo fitoplasma
(Gibb et al., 1999; Constable et al., 2002; De La Rue
et al, 2001; Lee et al., 2006). En este caso, los arboles
afectados estaban infectados por un complejo de
fitoplasmas de los grupos 16Srly 16SrVIl pero la con-
tribucion de cada grupo individual de fitoplasmas
en la generacién de los sintomas y los efectos para
la transmision por los insectos vectores, evolucion y
adaptacién a nuevos hospederos es deconocida.
Las secuencias obtenidas en este trabajo que
provienen de arboles de Croton spp. y de P nigra
pertenecen al subgrupo 16SrVII-A'y tienen similitu-
des superiores al 99% y coeficientes de identidad
por RFLP del 100% comparadas con secuencias
previamente reportadas en F. uhdei de Bogotd y
de Fraxinus de Norteamérica (Tabla 3). El urapéan
F. uhdei es una especie nativa de Centro América,
introducida en Bogoté segun parece en la década
de 1950 y que de hecho, en muchos libros apare-
ce erréneamente identificada como F. chinensis (E.
Wallander, (afio) comunicacion personal, County
Administrative Board, Jénkdping, Suecia). Desafor-
tunadamente la historia precisa de la importacién
de los F. uhdei a Bogoté se ha perdido, pero se su-
giere que fueron traidos en forma de esquejes de
Norte América y no de China como generalmen-
te se cree. Los resultados de este trabajo apoyan
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la idea de que los fitoplasmas del grupo 16SrVII
detectados en Colombia vinieron en los F. uhdei
importados de Norteamérica, de donde se disper-
saron a especies de géneros distintos a Oleéceae,
como Croton spp., P. undulatum, P. nigra y Liqui-
dambar styraciflua conquistando nuevos nichos
(Franco-Lara et al., 2010).

La dispersién de los fitoplasmas en la naturaleza
depende de la capacidad de los insectos vectores
para transmitirlos de plantas infectadas a plantas sa-
nas. Hasta hace poco no existian reportes de vecto-
res de fitoplasmas del grupo 16SrVII (Hill y Sinclair,
2000, Feeley et al., 2001). Sin embargo un estudio
realizado recientemente por nuestro grupo encontrd
que dos especies de insectos de la familia Cicade-
llidae, géneros Exitianus y Amplicephalus eran ca-
paces de transmitir experimentalmente fitoplasmas
del grupo 16SrVIl a plantas de frijol (Perilla, 2013;
resultados en publicacién). Por otro lado, un estudio
anterior demostré la inoculacion experimental de
fitoplasmas de F. uhdei a plantas herbaceas como
Apium graveolens (Apiaceae), Nicotiana tabacum y
N. debneyi (Solanaceae), colocando las plantas her-
baceas en las ramas del arbol y permitiendo la visita
no controlada de insectos. Ademés de determinar
que las herbéceas eran susceptibles a fitoplasmas,
se demostrd que los insectos vectores eran capaces
de alimentarse también de otras plantas, presentan-
do la primera evidencia de la existencia de insectos
vectores polifagos (Perilla et al., 2010).

En su conjunto, estos resultados sugieren que
el grupo 16SrVIl no es un patdégeno exclusivo de
la familia Oleaceae y que en presencia de un vec-
tor apropiado es capaz de infectar otras familias de
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plantas. Las observaciones hechas por nuestro gru-
po y por el Jardin Botéanico José Celestino Mutis (J.
A. Castro (2012), comunicacion personal) indican que
por lo menos para Croton spp. y para P. undulatum,
los sintomas asociados a fitoplasmosis son recientes,
no observados antes de 2007. Entonces, las fitoplas-
mosis en estos arboles puedan ser consideradas en-
fermedades emergentes, que no existian hasta hace
pocos afos. En la actualidad no existe una explica-
cion a la reciente aparicién de estas nuevas enfer-
medades en la ciudad, pero estos resultados ponen
de manifiesto la grave situacién fitosanitaria de los
arboles de Bogota y la necesidad de estudiar la epi-
demiologia de estas enfermedades para disminuir
su impacto y la creciente dispersion a otras especies
ornamentales de interés comercial en la ciudad y sus
alrededores. Hasta donde sabemos, este es el pri-
mer reporte de infecciones mixtas en las que parti-
cipa el grupo 16SrVIl; la existencia de estas infeccio-
nes indica que en Bogoté existen insectos vectores
para los dos grupos de fitoplasmas lo que implica un
alto riesgo de infeccién a otras especies de plantas.
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