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RESUMEN

Los Urapanes (Fraxinus sp.) en Colombia pre-
sentan problemas sanitarios como la infeccion
con fitoplasmas del grupo 16SrRNA VII. Para tra-
tar de superar la dificultad que significa trabajar
con arboles de gran tamano, se realizaron ensa-
yos para buscar huéspedes vegetales alternati-
vos que mejoraran la accesibilidad a estos pato6-
genos. En este estudio se hicieron ensayos de
inoculacion de fitoplasmas de Urapan, permitien-
do la visita libre de insectos, sobre cuatro espe-
cies vegetales de las familias Solanaceae y Apia-
ceae como potenciales hospederos alternativos.
Una alta proporcion de las plantas de Apium gra-
veolens expuestas a insectos (86%) resultd infec-
tada con fitoplasmas, segun la sintomatologia
desarrollada, test DAPI y pruebas moleculares.
Una proporcién menor de las plantas expuestas
de Nicotiana tabacum (50%) y Nicotiana debne-
yi (10%) presentaron sintomas asociados a infec-
cién por fitoplasmas y fueron positiva por test
DAPI, mientras que las plantas de Lycopersicum
esculentum expuestas no resultaron infectadas.
Observaciones mediante el test DAPI mostraron
que en las plantas infectadas, los fitoplasmas no
presentaron una tendencia marcada a concen-
trarse en ningun tejido en particular.

Palabras clave: Fitoplasmas, Ash Y, Apium gra-
veolens, Nicotiana tabacum, Nicotiana debneyi.

ABSTRACT

Ash trees (Fraxinus sp.) in Colombia are affec-
ted by sanitary problems such as phytoplasmas of
group 16SrRNAVII. To try to overcome the difficul-
ty associated to working with large trees, essays to
find alternative plant hosts were performed to try

to improve the accessibility to these pathogens.
In this study, inoculation tests of phytoplasmas of
Urapan were performed, allowing free insect vi-
sit on four plant species of families Solanaceae y
Apiaceae as potential alternative hosts. A large
proportion of the Apium graveolens plants ex-
posed to insects (86%) resulted in infection with
phytoplasmas according to the symptoms that de-
veloped, test DAPI and molecular tests. A smaller
proportion of plants exposed of Nicotiana taba-
cum (50%) and Nicotiana debneyi (10%) presen-
ted symptoms associated with phytoplasmas and
were DAPI positive, meanwhile exposed Lycoper-
sicum esculentum plants were not infected. Ob-
servations of DAPI tests showed that in infected
plants, phytoplasmas did not show a marked ten-
dency to concentrate in any particular tissue.

Key words: Phytoplasmae, Ash Y, Apium gra-
veolens, Nicotiana tabacum, Nicotiana debneyi.

INTRODUCCION

En el pasado, fitoplasmas del grupo 16Sr-
VII-A Ash Y se han detectado en éarboles de
Urapén (Fraxinus sp) en Bogoté y otras regio-
nes de la zona Andina Colombiana (Filgueira
et al., 2004), asociados a sintomas que inclu-
yen amarillamiento del follaje, defoliacién, for-
macién de brotes epicérmicos, ramificacion en
copo, hoja pequefias entre otros (Franco-Lara
& Filgueira, 2005). Este grupo de fitoplasmas
también afecta plantas de los géneros Fraxinus
y Syringa en Norte América, produciendo sin-
tomas similares (Sinclair et al., 1996; Sinclair and
Griffiths, 1994; Sinclair and Griffiths, 2000).

Los fitoplasmas, son bacterias de la clase
Mollicutes, que carecen de pared celular (Lee et
al., 2000). Mediante microscopia electronica, se

ISSN 1900-4699 © Volumen 6 ® Nimero 2 ® Paginas 198-213 ¢ 2010

199



200  UNIVERSIDAD MILITAR NUEVA GRANADA

observan como formas pleomorficas de menos
de Tum (Doi et al., 1967; Hearon et al., 1976). Son
simbiontes obligados del floema de las plantas
que infectan (Doi et al., 1967) y de insectos, los
cuales en se comportan como vectores cuan-
do se alimentan del floema y dispersan los fito-
plasmas entre plantas (Weintraub & Beanland,
2006). Hasta la fecha, los fitoplasmas no han po-
dido ser cultivados in vitro como cultivos pu-
ros fuera de sus hospederos (Christensen et al.,
2005; Lee et al., 1998; Lee et al., 2000). Esto pro-
bablemente se debe a que los fitoplasmas po-
seen genomas reducidos (aproximadamente
750 Kb), que carecen de rutas metabdlicas que
se consideran indispensables para la vida libre
(no parasitica), tales como enzimas para la sin-
tesis de novo de aminoéacidos, acidos grasos y
nucledtidos. Ademas, carecen de la via de sal-
vamento para la sintesis de de nucleétidos y de
ATP sintasa (Bai et al., 2004; Oshima et al., 2004)
y también carecen de la proteina similar a tubu-
lina FtsZ, que se pensaba que era indispensable
para la division celular (Christensen et al., 2005).
Los fitoplasmas son responsables de cau-
sar enfermedades en cientos de plantas en
todo el mundo, incluyendo plantas econémi-
camente importantes como hortalizas, fruta-
les, arboles maderables, flores de corte entre
otros (Lee et al., 2000). Son patégenos de gim-
nospermas, monocotiledoneas y dicotiledo-
neas (Lee et al., 2000: Schneider et al., 2005)
y se han reportado en por lo menos 200 espe-
cies hospederas (Hogenhout et al,, 2008).
Debido a la incapacidad de obtener cultivos
puros de fitoplasmas, tradicionalmente el diag-
néstico se hacia a partir de la caracterizacion de
los sintomas y la observacién por microscopia
electrénica de cuerpos parecidos a micoplasmas

(MLOs por sus siglas en ingles) en cortes ultra
delgados de los tejidos de las plantas afectadas.
En algunos casos, el tratamiento con tetraciclina
y la mejoria observada, permitia llegar a la con-
firmacion de la existencia de fitoplasmas en las
plantas (Ishiie et al., 1967). La prueba DAPI es un
método microscépico utilizado para la detec-
cion de fitoplasmas en tejidos vegetales infec-
tados (Seemuller, 1976; Jones, 2002; Sinclair et
al., 1989); Sinclair et al., 1996; Sinclair & Griffi-
ths, 1997). El fluorocromo DAPI (4,6-diamidino-
2-phenidiole 2HCL) tiene alta afinidad por ADN
de doble cadena rico en AT (adenina:timina) el
cual es caracteristico de los fitoplasmas. Como
en otras bacterias, en la actualidad el analisis de
PCR anidada del gen 16SrRNA es la prueba mas
comunmente usada para la deteccidn e identi-
ficacion taxondmica de los fitoplasmas (Lee et
al., 1995; Smart et al., 1996).

Los fitoplasmas son dispersados de plantas
infectadas a hospederos susceptibles por cua-
tro mecanismos: i) vegetacidén propagativa o
injerto, ii) conexiones vasculares entre plantas
infectadas y no infectadas por plantas ectopa-
rasitas como Cuscuta sp. iii) insectos vectores
chupadores de savia de que transmiten de ma-
nera persistente (Weintraub y Beanland, 2006)
y, iv) en casos excepcionales por semilla (Khan
et al., 2002). Los vectores de los fitoplasmas son
del orden Hemiptera y son principalmente cica-
délidos, fulgoromorfos y psyllidos (Weintraub
& Beanland, 2006). El vector de los fitoplasmas
del grupo 16SrRNA VII-A no es conocido ni en
Estados Unidos (Matteoni & Sinclair, 1988; Sin-
clair & Griffiths, 1994; Feeley et al., 2001) ni en
Colombia. Observaciones anteriores (resultados
no presentados) mostraron que en Bogot3, el
vector de los fitoplasmas del grupo Ash Yellows
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(AshY) es capaz de transmitir fitoplasmas a otras
especies de plantas diferentes a Fraxinus. Con el
fin de encontrar posibles hospederos alternati-
vos para este fitoplasma, plantas de Apium gra-
veolens, Nicotiana tabacum cv Samsun, Nicotina
debneyiy Lycopersicum esculentum se colgaron
de arboles de Fraxinus con sintomas de fitoplas-
mas, para permitir la visita libre de insectos vec-
tores que transmiten los fitoplasmas. La presen-
cia de fitoplasmas se determind en diferentes
especies y organos por el test DAPl y mediante
la evaluacién de sintomas; en apio se detectaron
fitoplasmas también usando técnicas molecula-
res (PCRy Southern Blot).

METODOLOGIA

Inoculacién de hospederos

Los hospederos evaluados fueron Lycoper-
sicum esculentum, Apium graveolens, (Varie-
dades: dulce y Tall-UTAH), Nicotiana debneyi,
Nicotiana tabacum cv. Samsum, y Fraxinus sp.
jovenes (seis meses de edad). Todas las plan-
tas se obtuvieron a partir de semilla, a excep-
cién de Apium graveolens var dulce que provi-
no de un cultivo comercial pero que carecia de
sintomas de fitoplasmosis. A los dos meses, los
brotes germinados se trasplantaron a materas
con una mezcla de tierra:cascarilla (3:1). La ino-
culacién de los hospederos se hizo permitien-
do la visita libre de insectos a plantas libres de
fitoplasmas, las cuales fueron colgadas del fo-
llaje de Urapanes adultos sintométicos, duran-
te periodos que variaron de 20 a 60d. Parale-
lamente se mantuvieron plantas control de las
mismas especies en jaulas libres de insectos.
Los hospederos evaluados, edad y tiempo de
infeccién se resumen en la tabla 2.

Adicionalmente, plantas jovenes de Fraxin-
us y Catharantus roseus fueron infectadas me-
diante la planta ectoparasita Cuscuta subinclu-
sa. Brotes de C. subinclusa se colocaron sobre
plantas de sintomaticas de Urapéan hasta que
se establecieron apresorios. Después, se colo-
caron las plantas receptoras libres de fitoplas-
mas (Fraxinus y C. roseus) para permitir que C.
subinclusa estableciera conexiones entre las
planta donadoras y receptoras.

Test DAPI

La deteccion de los fitoplasmas se hizo me-
diante el test DAPI sobre cortes longitudina-
les del tejido vegetal, hechos a mano alzada.
Los cortes fueron tefiidos con el fluorocromo
DAPI (0.004 mg/ml) en buffer fosfato (NaCl
0.9%, NaH,PO, 2H,0 0.04%, Na,HPO, 0.11%),
mas glutaraldehido 2.5% (Sinclair et al., 1989).
Los cortes fueron observados al microscopio
de luz Axioskop 40 FL Plus Carl Zeissa, con el
filtro 0424-879 G 365 marca Zeissa (excitacion
390nm, emisién 460 nm). DAPI (4',6-diamidino-
2-phenylindole 2HCI) se une al ADN haciéndo-
lo fluoresente bajo la luz ultravioleta. En sec-
ciones de tejidos vegetales tefiidos con DAPl y
observadoas al microscopio, los fitoplasmas se
observan como manchas fluorescentes blan-
co-azuladas dentro de los tubos del floema,
mientras que tubos no infectads permanecen
oscuros (Sinclair et al., 1996). Las observacio-
nes fueron realizadas sobre un campo de ob-
servacién al azar a 400X y el registro fotografi-
co se realizd con el aumento de 4.0X.

Con el fin de determinar la regién de la
planta con mayor nimero de fitoplasmas, ta-
llos, hojas y raices de tres plantas de A. gra-
veolens fueron analizadas por DAPI. El analisis
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de hojas y tallos se hizo estratificadamente
(apical, medio y basal). De cada estrato se ob-
servaron 10 campos al azar provenientes de
tres plantas sintométicas y se determind si
la concentracién de fitoplasmas estaba en el
rango bajo (1-4 manchas) o alto (>5 manchas).
Las observaciones se hicieron a 400 X.

Descripciéon de sintomas

Se registraron los sintomas que se asocian
a fitoplasmas, en las plantas expuestas a la visi-
ta libre de insectos. El desarrollo de estas plan-
tas se compard con el de plantas mantenidas
en el laboratorio en jaulas libres de insectos.

Deteccién molecular de fitoplasmas

Plantas de apio expuestas positivas por
tincién DAPI, se usaron para deteccién de
fitoplasmas mediante técnica de PCR y por
hibridacién de una regién del gen riboso-
mal 16Sr. EIl ADN de A. graveolens se obtuvo
utilizando el protocolo para la extraccién de
cromosomas completos (Neimark & Kirkpa-
trick,1993) con las modificaciones sugeridas
por Marcone et al. (1999).

Para confirmar la presencia de fitoplas-
mas en las muestras de apio evaluadas se
hicieron ensayos de PCR anidada para de-
tectar la presencia del gen 16SrRNA de fito-
plasmas con los cebadores R16mF2/R16mR1,
seguida por PhyRNAF3.3/R16R2 (Tabla 1).
Las reacciones se hicieron en 15pl, teniendo
en cuenta las siguientes concentraciones fi-
nales: 0.2 MM dNTPS, 0.2 mM de cada ceba-
dor, 1X de buffer, 2.5mM de MgCl2, 0.05 U/
ml Taq polimerasa (New England®), 2.5-5um
de ADN molde y agua MiliQ hasta llevar a
volumen. El perfil térmico que se siguid fue

el siguiente: 1 ciclo de denaturacién a 95°C
por 5 minutos; denaturacién por 1 minuto a
90°C, anillamiento 1 minuto a 54 °C (prima-
ria) y 55 °C (anidada) y extension 2 minutos a
72 °C durante 35 ciclos; 1 ciclo de extensién
final a 72 °C por 10 minutos. Las amplicones
se visualizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1% en TBE (Trizma base 89mM,
Acido bérico 89mM, EDTA 2mM.2H20), te-
fiido con bromuro de etidio (0.5 mg/ml) en
transiluminador con luz ultravioleta.

Para el analisis por Southern blot, el ADN
total extraido de las plantas de apio, se corté
con la endonucleasa de restriccién Smal New
England® segun recomendaciones del fabri-
cante y se separé mediante electroforesis de
campo pulsado (PFGE por su sigla en inglés)
en el sistema CHEF-DRrll (Bio-Rad®) usando
como marcador de peso molecular Saccha-
romyces cerevisiae (Bio-Rad®). La electrofo-
resis se realizdé en gel de agarosa Pulse Field
Certified 1% en buffer TBE 0.5X recirculado a
14° C, pulso de 60-120s, voltaje 6V/cm, tiem-
po de corrida 24h. El gel se tind con bromuro
de etidio (0.5 mg/ml) y se visualizd en transilu-
minador con luz ultravioleta. Se realizd trans-
ferencia capilar del ADN en el gel separado
por PFGE hacia una membrana Nylon Hybond
Amersham® segun el protocolo de DIG Appli-
cation del fabricante Roche®.

Se elabord una sonda mediante ‘random
priming’ con ADN molde del producto de
PCR de los cebadores R16F2/R16R2 (1245 pb)
a partir de un clon que contiene un fragmento
del gen 16SrDNA de AshY de Colombia (Ac-
cesion GenBank EF150365.1). El producto de
PCR se purificé con QlAquick Gel Extraction
kit de Quiagen®, se cuantificé el ADN usando
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Cebador Secuencia 5'-3'
R16mF2 CAT CGA AGT CGA ACG GA
R16mR1 CTT AAC CTC CAATCA TCG AC
PhyRNAF.3 AAT AGT GGA AAA ACT ATC
R16R2 GAA ACG ACT GCT AAG ACT GC

Referencia

Gundersen y Lee, 1996

Gundersen y Lee, 1996

Gaitan, 2003

Gundersen y Lee, 1996

Tabla 1. Cebadores usados para verificacién por PCR anidada.

el fluorimetro Hoefer DyNA Quant 200 de
Amersham Biosciences® segun instrucciones
del fabricante. Para la elaboracién de la son-
da, el ADN molde se marcé con digoxigenina
mediante el kit ‘DIG High Prime DNA Labe-
ling and Detection Starter Kit I’ de Roche®.
Se detectd con quimilumiscencia y se estable-
cié el rendimiento de la sonda producida. La
hibridacién de la sonda sobre la membrana
de nylon se realizd a 42°C, se usé el protocolo
DIG de Roche, se detectd mediante quimiolu-
miniscencia, se expuso sobre una pelicula Bio-
Max XAR Film de Kodak y se revelé segun in-
dicaciones del fabricante Kodak®.

RESULTADOS

Inoculacién de hospederos

En este estudio, plantas de A. graveolens Var
Tall- UTAH 52-70, A. graveolens Var dulce, N. de-
bneyi, N. tabacum cv. Samsum, L. esculentum y
F. uhdei fueron expuestas a la visita libre de in-
sectos, colocdndolas entre las ramas de arboles
de Fraxinus uhdeiinfectados con fitoplasmas, en

Bogota. Después de tiempos variables de ex-
posicion, las plantas fueron llevadas al laborato-
rio donde se registré el desarrollo de sintomas
sugerentes de fitoplasmosis y un subgrupo de
plantas fue evaluado por DAPI (Tabla 2).

Una muestra de las plantas con sintomas
fue evaluada para confirmar la presencia de
fitoplasmas por DAPI en diferentes drganos
de la planta. La Figura 2 presenta un ejemplo
de muestras DAPI negativas (Figura 2A) y po-
sitivas con un ndmero bajo o alto de fitoplas-
mas (Figura 2B y 2C).

El 86% (Tabla 2) de las plantas de A. graveo-
lens (de las dos variedades) expuestas a la visi-
ta libre de insectos desarrollaron sintomas tipi-
cos de fitoplasmosis, tales como amarillamiento
(Figura 1H), necrosis del floema del tejido foliar
y del tallo (Figura 1D), disminucién del tamafo
y nimero de las raices (Figura 1F). También pre-
sentaron cambios que se asociaron con desba-
lance de los reguladores de crecimiento tales co-
mo enanismo (Figura 1H), proliferacién de brotes
(Figura TH), cambio en la disposicion de los folio-
los en los tallos (Figura 1 By C), y hojas pequenas.
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Las plantas expuestas fueron positivas por DAPI
(Figura 2) y exhibieron una morfologia claramen-
te diferente a las no expuestas (Figura 1 H).

De ocho plantas expuestas de N. tabacum,
cuatro plantas sobrevivieron el periodo de ino-
culacién y dos presentaron sintomas que in-
cluian amarillamiento, necrosamiento del floe-
ma de las hojas y defoliacion. Las dos plantas
sintomaticas fueron positivas por DAPI (Tabla 2).
Por otro lado, solo una de 10 plantas de N. de-
bneyi expuestas al vector, presentd sintomas de
enanismo, arrosetamiento de las hojas, no de-
sarrollé flores y fue positiva por DAPI (Tabla 2,
Figura 1 H). Las nueve plantas restantes de N.
debneyi no presentaron sintomas asociados
a fitoplasmosis, florecieron en un periodo de

tiempo comparable al de plantas control no ex-
puestas y fueron negativas por DAPI. Por dltimo,
once plantas de L. esculentum fueron expues-
tas, en dos ensayos independientes (en el pri-
mero se usaron plantas de 2 meses de edad y
en el segundo plantas de 6 meses de edad); de
estas solo sobrevivieron cuatro. Las plantas de
tomate expuestas no presentaron sintomas aso-
ciados con fitoplasmas y fueron DAPI negativas.

Dos plantas de F. uhdei jovenes fueron ex-
puestas a la visita de insectos, pero solo una
sobrevivid al periodo de inoculacién (Tabla 2).
Esta planta mostrd sintomas como disminucion
del crecimiento debido al acortamiento de los
entrenudos, hojas pequefias, proliferacion de
brotes y defoliacién (Figura 1G). Debido a que

Especie PE Edad TE So Psint | DASIY /

A. graveolens Var Tall- UTAH 52-70 5 6 meses 60 dias 4 4 2/2
A. Graveolens Var dulce 10 6 meses 40 dias 10 8 2/2
Nicotiana debneyi 10 5 meses 60 dias 9 1 1/1
Nicotiana tabacum cv. Samsum 8 5 meses 60 dias 4 2 2/2

6 2 meses 20 dias 1 0 0/1
Lycopersicum esculentum

5 5 meses 43 dias 3 0 0/3
Fraxinus uhdei 2 4 meses 80 dias 1 1* 3/3

PE: Total de plantas expuestas

Ed: Edad planta al momento se ser expuesta

TE: Tiempo de exposicién

So: No. Plantas que sobrevivieron

P. Sint: No. Plantas con sintomas

DAPI + / So: No. Plantas DAPI positivas/No. Plantas evaluadas

Tabla 2. Plantas expuestas al insecto vector que desarrollaron sintomas

* La planta de F. uhdei que sobrevivid no pudo ser evalua-
da por DAPI porque tenia muy pocas hojas, entonces fue
usada para infectar tres plantas jévenes (6 meses) mediante
Cuscuta. Todas las plantas inoculadas por Cuscuta fueron
positivas por DAPly presentaron sintomas de fitoplasmosis.
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Figura 1. Algunos sintomas observados en los hospederos evaluados. A. A. graveolens no expuesto (control sano) mostrando foliolos opuestos. B
y C. A. graveolens con foliolos alternados de forma anormal o con patrones de atipicos de ramificacion. D. Necrosis de hojas y floema. E. Raices de
A. graveolens de planta no expuesta. F. Raices de A. graveolens de planta expuesta al insecto vector mostrando disminucién de la longitud y na-
mero de raices. Las plantas mostradas en E y F eran de la misma edad. G. F. uhdei expuesto a insectos mostrando foliolos en posiciones atipicas.
H. N. benthamiana exhibiendo enanismo, arrosetamiento y cambio de la arquitectura de la planta. |. Plantas de A. graveolens, control sano no ex-
puesto (izquierda), planta infectada expuesta con sintomas de enanismo, rebrotacién y amarillamiento (derecha); las plantas son de la misma edad.

la planta sintomatica tenia muy pocas hojas pa-
ra hacer andlisis de DAPI, esta fue usadas pa-
ra inocular otras tres plantas jévenes de F. uh-
dei mediante la ectoparasita Cuscuta. Los tres
urapanes receptores fueron positivos por DA-
Pl y mostraron sintomas como amarillamiento,
rebrotacién, acortamiento de los entrenudos y
defoliacién, demostrando que la planta donan-
te inoculada mediante exposicion al vector ha-
bia sido efectivamente infectada.

Los sintomas en las plantas de N. tabacum
fueron principalmente necrosamiento del floema
delashojasy defoliacion. La planta de N. debneyi
que se infectd presentd enanismo severo, arrose-
tamiento de las hojas, amarillamiento y no desa-
rrollé flores (Figura 1). De ocho plantas expues-
tas de N. tabacum, cuatro plantas sobrevivieron

el periodo de inoculacién y dos presentaron sin-
tomas que incluian amarillamiento, necrosamien-
to del floema de las hojas y defoliacion. Las dos
plantas sintomaticas fueron positivas por DAPI
(Tabla 2). Por otro lado, solo una de 10 plantas
de N. debneyi expuestas al vector, presento sin-
tomas de enanismo, arrosetamiento de las hojas,
no desarrollé flores y fue positiva por DAPI (Ta-
bla 2, Figura 1 H). Las nueve plantas restantes de
N. debneyino presentaron sintomas asociados a
fitoplasmosis, florecieron en un periodo de tiem-
po comparable al de plantas control no expues-
tas y fueron negativas por DAPI.

Por Gltimo, once plantas de L. esculentum fue-
ron expuestas, en dos ensayos independientes (en
el primero se usaron plantas de 2 meses de edad
y en el segundo plantas de 6 meses de edad); de
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estas solo sobrevivieron cuatro. Las plantas ex-
puestas de tomate no presentaron sintomas aso-
ciados con fitoplasmas y fueron DAPI negativas.

Distribucion de fitoplasmas dentro

de las plantas infectadas

Una muestra de las plantas con sintomas fue
evaluada para confirmar la presencia de fitoplas-
mas por DAPI en diferentes érganos de la planta.
La Figura 2 presenta un ejemplo de muestras DA-
Pl negativas (Figura 2A) y positivas con un nime-
ro bajo o alto de fitoplasmas (Figura 2B y 2C). Las
plantas de A. graveolens, N. tabacum, N. debneyi
y F. uhdei escogidas para la evaluacion por DAPI,
habian sido expuestas a la visita libre de insectos
y presentaban sintomas de fitoplasmosis, en com-
paracién con plantas no expuestas que se con-
sideraron como controles libres de fitoplasmas.
Todas las plantas sintomaticas fueron DAPI po-
sitivas (ver abajo). Por el contrario, las plantas de
L. esculentum expuestas a la visita libre de insec-
tos en dos ensayos independientes, no presenta-
ron sintomas y fueron DAPI negativas. Asi mismo,
las plantas no expuestas a la visita de insectos no
presentaron sintomas y fueron DAPI negativas.

Con el fin de determinar el érgano que
presentaba mayor concentracion de fitoplas-
mas en apio se hicieron anélisis por DAPI,
en estratos de la hoja y los foliolos estratifi-
cados (basal, medio y apical), ademés de rai-
ces. La Figura 3 presenta el promedio de cam-
pos positivos en diferentes 6rganos de las tres
plantas de apio evaluadas por DAPI. Los re-
sultados indicaron que en todos los érganos
(exceptuando hojas medias), cerca del 50% de
los campos observados contenian un ndme-
ro de fitoplasmas que correspondian al ran-
go bajo y entre el 10% y 38% de los campos
observados se clasificaron como de rango al-
to. En las muestras provenientes de hojas me-
dias, el porcentaje de campos de rango alto y
rango bajo se acercd al 35%. Si se considera
el nimero total de campos positivos (sumato-
ria de campos clasificados como rango alto y
bajo) en todos los érganos, el porcentaje va-
rid entre 61.7% y 80.6%. En consecuencia, se-
gun estos resultados la concentracion de fito-
plasmas es similar en los érganos evaluados,
lo que sugiere que no hay una tendencia clara
a acumularse en un érgano en particular.

Figura 2. Microfotografias de secciones de floema de plantas de A. graveolens tefiidas con DAPI, a 1600X. A. Muestra negativa. B. Muestra posi-
tiva con un nimero bajo de fitoplasmas. C. Muestra positiva con un nimero alto de fitoplasmas. F=fitoplasmas, N=nlcleos de células vegetales.
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Figura 3. Promedio de campos positivos (en porcentaje) en diferen-
tes 6rganos de A. graveolens de tres plantas evaluadas por DAPI.
Negativo = campos sin fitoplasmas. Rango bajo = campos con 1 -4
fitoplasmas. Rango alto = > 5 fitoplasmas. Para cada categoria se eva-
luaron 10 campos por planta, en tres plantas sintomaticas diferentes.

Para N. tabacum no fueron evaluadas mues-
tras de tallo y raiz debido a la imposibilidad de
hacer cortes a mano alzada de estos tejidos. En
un trabajo posterior se hicieron intentos por in-
cluir tejidos vegetales en parafina para cortar
con micrétomo, pero no fue posible obtener
buenos cortes. En las dos plantas el nimero de
campos con un alto nimero de fitoplasmas fue
del 20% indicando que la mayoria de los cam-
pos positivos contenian de 1 a 4 manchas co-
rrespondientes a fitoplasmas. Se observé que
en hojas basales, medias y apicales, la concen-
tracion de fitoplasmas era similar pues entre el
80y 85% de los campos evaluados fueron positi-
vos para la presencia de manchas (fitoplasmas),
es decir no se observé una tendencia a la con-
centracién en ninguno de los estratos (Figura 4).

En el caso de la Unica planta sintomatica de
N. debneyi, los anélisis de DAPI mostraron que el
83.3% de los campos se clasificd en el rango bajoy
el 3% en el alto. En este caso no se hizo un anélisis
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Figura 4. Promedio de campos positivos (en porcentaje) en hojas
plantas de N. tabacum de tres plantas evaluadas por DAPI. Nega-
tivo = campos sin fitoplasmas. Rango bajo = campos con 1 - 4 fito-
plasmas. Rango alto = > 5 fitoplasmas. Para cada categoria se eva-
luaron 10 campos por planta, en dos plantas sintométicas diferentes.

estratificado debido a que la planta era enana y
todas las hojas crecian muy cerca del suelo.

Tal como en los casos anteriores, en las
tres plantas de F. uhdei que se estudiaron se
observé que la mayoria (entre 53% y 60%) de
los campos provenientes de peciolos de hojas
de los diferentes estratos se clasificaron en el
rango bajo de concentracién de fitoplasmas.
Solo entre el 0% y el 20% de los campos ana-
lizados, contenian un ndmero de fitoplasmas
superior a 5. No se observé una tendencia
marcada a concentrar fitoplasmas en ninguno
de los estratos de hojas evaluados.

Deteccién molecular de fitoplasmas

Algunas plantas de apio DAPI positivas, fue-
ron evaluadas por métodos moleculares. Me-
diante PCR anidada usando cebadores para el
gen 16SrRNA, se obtuvo un amplicén del tamafio
esperado (940 bp) en las plantas expuestas, de-
mostrando la presencia de fitoplasmas en estas
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pero no en los controles no expuestos (Figura 6).
Sin embargo, la cantidad de ADN obtenida no
fue suficiente para secuenciar los productos de
la amplificaciéon. Adicionalmente, se hicieron se-
paraciones de ADN total de plantas expuestas y
no expuestas por electroforesis de campo pul-
sado (Figura 7 A) y se hibridaron con una sonda
no radioactiva de 1.245pb sintetizada a partir del
gen 16SrDNA de fitoplasmas del grupo AshY de
Bogoté. En la figura 7B se observa que la son-
da se hibridé exclusivamente al ADN del tejido
de apio expuesto a insectos (tanto raices como
parte aérea) (Carriles 1y 2), pero no al ADN de
la planta no expuesta. La intensidad de la sefal
es proporcional a la cantidad de ADN hibridado
por la sonday la mayor intensidad se detecté en
el rango de 225- 680 Kb. Desafortunadamente,
aunque se hicieron una gran cantidad de ensa-
yos no se logré obtener bandas bien definidas.
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Figura 5. Promedio de campos positivos (en porcentaje) en ho-
jas plantas de F. uhdei de tres plantas jovenes evaluadas por
DAPI. Estas plantas fueron infectadas por Cuscuta a partir de
una planta de F. uhdei que habia sido expuesta a la visita libre
de insectos. Negativo =g< campos sin fitoplasmas. Rango bajo
= campos con 1 - 4 fitoplasmas. Rango alto = > 5 fitoplasmas.
Para cada categoria se evaluaron 10 campos por planta, en dos
plantas sintomaticas diferentes.

DISCUSION

Debido a la dificultad de estudiar los fito-
plasmas del grupo Ash Y a partir su hospedero
natural F. uhdei, surgié la necesidad de infec-
tar otros hospederos vegetales que facilitaran
su caracterizacion. Con este fin se escogieron
especies que en la literatura se reportan como
hospederos naturales de fitoplasmas tales co-
mo A. graveolens (Bosco et al., 1997; Kuske et
al., 1991), N. tabacum (Marcone y Seemuller,
2001), L. esculentum (Pacros et al., 2006; Del
serrone, 2001) y N. debneyi.

La presencia de fitoplasmas se constaté me-
diante el test DAPI, una de las primeras meto-
dologias empleadas para la deteccién de fito-
plasmas (Seemuller, 1976; Jones, 2002; Sinclair
et al, 1989; Sinclair et al., 1996; Sinclair et al,,
1997), y si bien no permite la identificacion de

Figura 6. PCR anidada (primaria R16mF2/R16mR1; PhyRNAF3.3/
R16R2) de muestras de A. graveolens expuestas a la visita libre de
insectos. Carriles 1-4, extractos de ADN provenientes de muestras
expuestas. Se observa una banda del tamano esperado de 940 pb.
Carril 5, control negativo planta no expuesta. Carril 6, control posi-
tivo plasmido con un inserto de 1700 pb correspondiente a un frag-
mento del gen 16S rRNA de la cepa AshY1 de Norteamérica. Se
observa una banda del tamafio esperado de 940 pb. Carril 7, mar-
cador de peso molecular 1Kb Ladder (Promega).
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Figura 7. (A) Electroforesis de campo pulsado (Digestiéon con
Smal) tincién bromuro de etidio de extractos de plantas de apio
expuestas y no expuestas. A. Carril 1 Apio expuesto parte aérea,
Carril 2 Apio expuesto raices, Carril 3 Control negativo planta no
expuesta, Carril 4 marcador de peso molecular S. cerevisiae (Bio-
Rad). B. Hibridacion de ADN de gel de electroforesis en campo
pulsado, sonda de 1245 pb regién de gen 16S de fitoplasma. Ca-
rril 1 Apio expuesto parte aérea, Carril 2 Apio expuesto raices,
Carril 3 Control negativo planta no expuesta.

los fitoplasmas observados, el empleo de con-
troles apropiados y un buen entrenamiento en
la observacién permite la deteccidon de estos
microorganismos. Bajo el microscopio, los fito-
plasmas se observan como particulas (manchas)
fluorescentes de color blanco azulado y de bor-
des poco definidos (Figura 2 A) en comparacién
a los nucleos celulares que se detectan como
particulas bien delimitadas tefiidas mas intensa-
mente (Figura 2 C). Si ademas las manchas se
observan exclusivamente en los tubos del floe-
ma, se concluye que se trata de fitoplasmas. En
este estudio, todas las plantas sintomaticas ana-
lizadas por DAPI fueron positivas, mientras que
los controles no expuestos a la visita de insec-
tos fueron negativos. Asi mismo, las plantas de
L. esculentum que no desarrollaron sintomas re-
sultaron negativas por DAPI. Adicionalmente, se

establecié una escala semicuantitativa para ha-
cer estimaciones relativas del nimero de fito-
plasmas por campo, lo que permite hacer pre-
dicciones acerca de la concentracién de estos
microorganismos en distintos tejidos.

Cada especie vegetal puede tener dife-
rente susceptibilidad a la inoculacién con fito-
plasmas y aunque la planta esté infectada con
fitoplasmas, se han documentado casos en los
cuales los insectos vectores no puede adqui-
rir el patdgeno ('Dead-end-host’) (Weintraub y
Beanland, 2006). Las plantas que presentaron
mayor susceptibilidad a la infeccion por fito-
plasmas fueron las de A. graveolens, mientras
N. tabacum fueron moderadamente suscepti-
bles, N. debneyi, susceptibilidad fue baja. Por
otro lado, las plantas de L. esculentum expues-
tas no fueron infectadas a pesar de que se hi-
cieron dos ensayos independientes (Tabla 2).
El rango de hospedero de los fitoplasmas no
depende solamente de la susceptibilidad de
la especie a los fitoplasmas, sino también del
resultado de la interaccién vector-fitoplasma-
planta (Griffiths et al,. 1994, Lee et al., 2000). En
el caso de las plantas de L. esculentum, el en-
sayo realizado no permite establecer si la insus-
ceptibilidad se debe a la imposibilidad fitoplas-
ma de infectar la planta o el insecto, o la poca
atraccién del insecto por este hospedero. La
moderada susceptibilidad de N. debneyiy N.
tabacum también podria deberse a que dada
la posibilidad de escoger otro hospedero, el in-
secto vector preferia otras especies vegetales.

Hasta donde tenemos conocimiento, los
fitoplasmas del grupo 16SVII-A al cual pertene-
cen los fitoplasmas tipo Ash Y han sido repor-
tadas principalmente en especies de Oleéaceas
en de los géneros Fraxinus y Syringa (Griffiths
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et al., 1994), y en casos aislados en especies co-
mo Hypericum perforatum familia Hipericaceae
(Bruni et al., 2005) en Europa, Erigeron sp. fami-
lia Compositae en Brasil (Barros et al., 2002), y
experimentalmente en Catharantus roseus fa-
milia Apocynaceae (Hibben y Wolanski, 1971;
Lépez y Filgueira, 2006). En este trabajo se re-
porta que A. graveolens (familia Apiaceae), N.
tabacum (familia Solanaceae) y N. debneyi (Fa-
milia Solanaceae) son hospederos de AshY, por
lo menos en condiciones experimentales.

Ademas de explorar la posibilidad de infec-
tar hospederos alternativos para los fitoplas-
mas Ash Y, este trabajo buscaba evaluar cual
era el tejido con mayor concentracién de fito-
plasmas en el cual concentrar los esfuerzos pa-
ra extraccion de ADN. De las especies evalua-
das, A. graveolens se presenta como un buen
candidato a hospedero alternativo teniendo en
cuenta su alta susceptibilidad a la infeccion y
a que se trata de una planta herbécea, lo que
podria facilitar la extraccion de ADN. Sin em-
bargo, en estas plantas tampoco se encontrd
ningun tejido con concentracion de fitoplas-
mas marcadamente mayor dentro de los érga-
nos evaluados (hojas y foliolos en estratos api-
cal, medio y basal, y raices) (Figura 3).

La presencia de fitoplasmas en las plantas
de apio fue evidenciada mediante PCR ani-
dada y por hibridaciéon de extractos de ADN
obtenidos por electroforesis de campo pulsa-
do (PFGE). Estas pruebas demuestran la pre-
sencia de fitoplasmas pero en este trabajo no
fue posible determinar el grupo al cual estos
pertenecian. La técnica de PFGE se ha usado
para visualizar los cromosomas completos de
fitoplasmas (Neimark & Kirkpatrick, 1993; Mar-
cone et al, 1999), también para determinar

mapas fisicos cromosdmicos y para obtener
fracciones enriquecidas de ADN de fitoplas-
mas como paso previo en la construccion de
librerias gendémicas (Oshima et al., 2004; Bai
et al., 2006; Tran-Nguyen et al., 2008). En este
trabajo, aunque no se observd un patron de
bandeo claro en el gel de PFGE, pero, con la
hibridacién se evidencié que sdlo a partir de
tejido de apio proveniente de exposicién a in-
sectos se obtenia ADN reconocido por la son-
da 16S rDNA de fitoplasmas.

El vector de los fitoplasmas del grupo Ash
Y no es conocido ni en Colombia ni en Estados
Unidos, a pesar de esfuerzos realizados en el
pasado (Feeley et al., 2001; Hill & Sinclair, 2000;
Orozco & Franco-Lara, 2005). Los resultados
aqui presentados evidencian la transmisién de
fitoplasmas a plantas experimentales sin usar
un puente fisico entre el floema de urapany la
planta receptora, sugiriendo que en Bogota el
insecto vector (o los insectos vectores) puede
ser polifago, pues seria capaz de alimentarse y
transmitir fitoplasmas a otras especies vegeta-
les diferentes a F. uhdei, tales como A. graveo-
lens, N. tabacum y N. debneyi. Evidencias adi-
cionales muestran que en Bogotd, arboles de
la especie Liquidambar styraciflua que coexis-
ten con F. uhdei en avenidas y parques de Bo-
gotd, también estén infectadas con fitoplasmas
del grupo Ash Y (Franco-Lara et al., 2010), lo
que sugiere que este vector (o vectores) tam-
bién se alimentan de esta especie.
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