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RESUMEN

Chile se sitta entre los paises del Cono Sur lideres en exportacién de material vegetal de
frutilla destinado a la propagacion. Por lo tanto, es relevante estudiar los riesgos asociados a la
diseminacion de patdgenos como posible efecto secundario a la comercializacion de plantas.
Desde el 2015 hay informes de la presencia de fitoplasmas en plantas de frutilla en Chile. Es
comun encontrar sintomas de filodia en huertos comerciales, debido a la presencia de un
fitoplasma perteneciente al subgrupo ribosomal 16SrXIlI-F. EI mismo patdgeno se identificd
en la region de Magallanes en plantas de Berberis microphylla con sintomas de escobas de
bruja, y recientemente en la region de O’Higgins en dos especies citricas. Estos antecedentes
indican que el fitoplasma podria estar siendo transmitido horizontalmente por medio de
insectos vectores. A través de este estudio, se logro aclarar algunos aspectos epidemiolédgicos
relacionados con el fitoplasma 16SrXIII-F. Se encontraron ocho especies de insectos
potenciales vectores, pertenecientes a tres diferentes superfamilias, Fulgoroidea (dos
especies), Membracoidea (tres especies) y Psylloidea (tres especies). Algunas de estas
especies se pudieron identificar, mientras que otras deben ser clasificadas o representan
nuevos descubrimientos. En este estudio el fitoplasma 16SrXIII-F no se detectd en especies
vegetales diferentes a frutilla. Este es al primer informe acerca de potenciales insectos
vectores del fitoplasma 16SrXI1I-F.

Palabras clave: Amplicephalus, Cixiosoma, Delphacodes, Notophorina, Trioza.



ABSTRACT

Chile is among the leading countries in the Southern Cone in the export of strawberry plant
material for propagation. Therefore, it is relevant to study the risks associated with the spread
of pathogens as a possible side effect of plant marketing. Since 2015 there are reports of the
presence of phytoplasmas in strawberry plants in Chile. It is common to find phyllody
symptoms in commercial orchards, due to the presence of a phytoplasma belonging to the
ribosomal subgroup 16SrXIII-F. The same pathogen was identified in the Magallanes region
in Berberis microphylla plants with symptoms of witches' brooms, and recently in the
O'Higgins region in two citrus species. These antecedents indicate that the phytoplasma could
be horizontally transmitted by means of insect vectors. Through this study, it was possible to
clarify some epidemiological aspects related to the 16SrXIII-F phytoplasma. Eight species of
potential insect vectors were found, belonging to three different superfamilies, Fulgoroidea
(two species), Membracoidea (three species) and Psylloidea (three species). Some of these
species could be identified, while others must be classified or represent new discoveries. In
this study the 16SrXIII-F phytoplasma was not detected in plant species other than
strawberries. This is the first report about potential insect vectors of the phytoplasma
16SrXII1-F.

Keywords: Amplicephalus, Cixiosoma, Delphacodes, Notophorina, Trioza.



INTRODUCCION

La frutilla posee elevada importancia econdmica mundial puesto que su cultivo es posible en
una amplia variedad de climas. Sin embargo, sus rendimientos productivos se ven favorecidos
en zonas templadas, condiciones tipicas de las zonas costeras de Chile (Undurraga y Vargas,
2013). Dentro de su categoria, la fresa es la especie mas comercializada con un total de 49,7
millones de plantas que corresponden al 67,7% de la venta total anual en Chile (ODEPA,
2014). EIl incremento constante de la venta de su material de propagacion se debe a las
variedades desarrolladas por programas genéticos internacionales de los cuales Chile es socio
(INDAP, 2015). Debido a lo anterior, es relevante estudiar los patdgenos que puedan afectar
al cultivo. A partir del 2015, en diferentes huertos comerciales chilenos, empezaron a aparecer
plantas de frutilla con sintomas de filodia y en el 2019 se identifico el fitoplasma 16SrXI1I-F
como agente causal de la alteracion observada (Cui et al., 2019).

Los fitoplasmas son bacterias carentes de pared celular pertenecientes a la clase Mollicutes.
Son conocidos por ser parasitos obligados del floema y de los tejidos de los insectos vectores
(Gasparich, 2010; Gupta et al., 2018). Se asocian a mas de mil enfermedades de plantas,
provocando importantes dafios a la produccion agricola. Las plantas infectadas por
fitoplasmas exhiben una amplia gama de sintomas siendo los principales y més frecuentes el
retraso del crecimiento vegetativo, amarilleces, escoba de bruja y enrojecimiento foliar
(Oshima et al., 2013). En 6rganos florales, en cambio, los fitoplasmas generan cambios
morfoldgicos denominados virescencia y filodia (Himeno et al., 2011).

La obtencidn de cultivos axénicos de fitoplasmas es dificil, por lo tanto, la clasificacion de
estos patogenos se ha elaborado tomando como base el uso de técnicas moleculares. No
pudiendo satisfacer a los postulados de Koch, los fitoplasmas se incluyen el género
provisional 'Candidatus Phytoplasma' (‘Ca. P. ') (Zhao and Davis, 2016). Su deteccion se ve
afectada a causa factores como distribucion erratica en las plantas, baja concentracion,
fluctuacion estacional y compuestos vegetales inhibidores de la polimerasa utilizada en el
PCR. Pese a ello, su descubrimiento continGa a un ritmo incesante gracias a las mejoras en el
uso de marcadores moleculares (Nejat y Vadamalai, 2013). La deteccion se basa en la
amplificacion por PCR de una porcién del gen 16S rRNA y se completa obteniendo el perfil
de restriccion enzimatica de su producto a través de la técnica RFLP. De esta forma, hasta la
fecha han sido identificadas 49 "Candidatus Phytoplasma” especies y alrededor de 300
subgrupos ribosomales (Bertaccini 2022; Bertaccini y Lee, 2018; Bertaccini et al., 2022; Zhao
and Davis, 2016).

La epidemiologia de las enfermedades causadas por fitoplasmas son consecuencia de la red
qgue forman con plantas, insectos, factores ambientales y manejo (Alma et al., 2019). Su
transmision natural puede ocurrir mediante diferentes estrategias, no obstante, la principal es
por medio de insectos vectores a través de la modalidad persistente propagativa (Trivellone y
Dietrich, 2021). Los vectores conocidos pertenecen principalmente a tres familias de insectos
que se alimentan del floema, la familia Cicadellidae con el mayor porcentaje de especies de
vectores, seguido por las superfamilias Fulgoroidea y Psylloidea (Weintraub y Beanland,
2006).
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Dentro de esta red, la vegetacion espontanea actia como reservorio de fitoplasmas,
representando su principal fuente de inoculo y encargdndose del mantenimiento y
perpetuacion (Rao et al., 2017). Las plantas espontaneas, no siempre presentan sintomas,
probablemente debido a la larga coevolucion, por lo que identificar las fuentes de indculo se
vuelve complejo (Duduk et al., 2018). De esta forma tanto los huéspedes secundarios como
los vectores juegan un papel clave en el ciclo epidemioldgico de un fitoplasma, dado que son
parte de un complejo sistema bioldgico (Trivellone y Dietrich, 2021).

Los fitoplasmas estan presentes en al menos 85 paises (Lee et al., 2000), de los que Chile no
esta exento. El primer registro data del afio 1945 y se trata de la marchitez amarilla de la
remolacha, cuya diseminacion se asocio a especies de insectos de la familia Cicadellidae
(Hepp y Vargas, 2002). A la fecha se han detectado siete fitoplasmas en diferentes especies.
En vid se han identificado los grupos ribosomales 16Srl (con dos subgrupos ribosomales),
16Srlll, 16SrV, 16SrVIIl y 16SrXIl (Fiore et al., 2007; Gajardo et al., 2009). Asimismo, en los
vifiedos y en sus alrededores se ha reportado la presencia de malezas que actGan como
reservorio de fitoplasmas (Longone et al., 2011, Zamorano et al., 2015). Plantas de cerezo y
remolacha han sido encontradas positivas al fitoplasma perteneciente al subgrupo ribosomal
16Srlll-J (Gonzélez et al., 2011; Fiore et al., 2015), mientras que en las especies nativas
chaura (Gaultheria phillyreifolia P.) y murta (Ugni molinae T.) también han sido identificados
fitoplasmas del grupo 16SrVII (Arismendi et al., 2010).

En los ultimos afios en Chile se ha identificado fitoplasmas pertenecientes al grupo ribosomal
16SrXIIl. Una de las especies afectadas es el arbusto nativo Berberis microphylla G. conocido
comunmente como calafate. Madariaga y Ramirez (2019) detectaron el fitoplasmas 16SrXII1-
F en muestras colectadas desde plantas con escobas de brujas presentes en la region de
Magallanes y la Antartica Chilena. Por otro lado, alejado de la zona austral chilena, el cultivo
de frutilla se suma a las especies infectadas por este mismo fitoplasma. Desde el afio 2015, en
diferentes regiones de las zonas centro-sur se reportaron sintomas propios de enfermedades
causadas por fitoplasmas, sin embargo, a diferencia del calafate, la sintomatologia cambia
drasticamente, siendo la filodia e hipertrofia de aquenios los sintomas caracteristicos para la
enfermedad denominada Filodia de la Fresa (StrPh), detectandose esta vez los subgrupos
ribosomales 16SrXIlI-F y K (Cui et al., 2019). Asimismo, Quiroga et al., (2021) presentan el
primer reporte del fitoplasma 16SrXII1-F en plantas de citricos en Chile, en donde arboles de
Citrus reticulata (mandarina) y Citrus sinensis (naranjo) presentaban amarillamiento
generalizado, floracion asincronica, hojas filiformes y escobas de bruja.

En resumen, existen registros de infecciones del fitoplasma 16SrXIlI-F desde el afio 2015
para cuatro especies vegetales. Pese a ello, aln se desconoce si hay insectos vectores del
fitoplasma y especies vegetales espontaneas que pudiesen estar actuando como reservorio del
patdgeno. A tal propdsito, se vuelve necesario realizar estudios epidemiolégicos, que nos
ayuden a dilucidar el ciclo de la enfermedad asociada al fitoplasma 16SrXI11-F.

Considerando los vacios de conocimiento acerca del comportamiento epidemiologico en Chile
y en el mundo de los fitoplasmas asociados a la filodia de la frutilla, pertenecientes al grupo
16SrXIIl, que en Chile infectan a especies de interés economico como la frutilla, citricos y
especies nativas como el calafate, es relevante averiguar presencia de insectos vectores y
plantas reservorio de este fitoplasma.
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HIPOTESIS

Existen especies de insectos y de plantas esponténeas, infectadas con el fitoplasma del
subgrupo ribosomal 16SrXIl1-F asociado a la filodia de la frutilla (StrPh) en Chile.

OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar potenciales insectos vectores y especies de plantas espontaneas hospederas del
fitoplasma 16SrXIII-F.

Objetivos especificos

1. Identificar especies de insectos potenciales vectores del fitoplasma 16SrXIII-F
capturados en huertos de frutilla, citricos y en las zonas de presencia de calafate.

2. ldentificar especies de plantas espontaneas que podrian actuar como reservorio del

fitoplasma 16SrXIII-F, que crecen en o en la cercania de la zona de presencia del
calafate, huertos de frutillas y citricos infectados.

12



MATERIALES Y METODOS

Ubicacidn de estudio

El estudio se realizd en el Laboratorio de Fitovirologia ubicado en la Facultad de Ciencias
Agronomicas de la Universidad de Chile (Coordenadas 33°34'11"S 70°37'50"0). La colecta
de muestras de insectos y especies vegetales se realizo en las regiones del Libertador General
Bernardo O’Higgins, Bio-Bio, Magallanes y la Antéartica Chilena.

Material bioldgico

Como material bioldgico se utilizaron muestras vegetales de Fragaria x ananassa, Citrus
reticulata y Berberis microphylla, ademas de plantas espontaneas asociadas a la especies
mencionadas e insectos obtenidos desde las diferentes zonas de muestreo.

Manejo del experimento

Salidas a terreno

Para ambos objetivos especificos se realizaron un total de ocho salidas a terreno, entre mayo
del 2021 y enero del 2022, a huertos y zonas de crecimiento de las especies vegetales
indicadas anteriormente, las cuales presentaban sintomas asociados a presencia de
fitoplasmas. A estos muestreos se sumaron las 6 colectas de muestras que realizo el Sr.
Mauricio Estrada Llanos, quien colaboré con la investigacion desde la region de Magallanes y
la Antartica Chilena para la prospeccion asociada a Berberis microphylla. El detalle de los
lugares estudiados se muestra en el Cuadro 3y las fechas de los envios en el Apéndice B1.

Actividades asociadas al objetivo especifico 1: Identificar especies de insectos potenciales
vectores del fitoplasma 16SrXIII-F capturados en huertos de frutilla, citricos y en las
zonas de presencia de calafate.

Se capturaron insectos y se analizaron con la tecnica nested-PCR utilizando partidores
universales para la deteccion de fitoplasmas, para ello se consideraron las siguientes
actividades.

Actividad 1.1 Captura de insectos. Los insectos fueron capturados en las regiones de
O’Higgins, Bio-Bio y Magallanes, realizando barridos con una red entomoldgica
dirigidos al cultivo y a la vegetacion espontanea presente en el lugar. Los insectos
capturados se guardaron en tubos de ensayo con tapa de algoddn. La actividad se
realizo durante las primeras horas de la mafiana en estaciones de primavera y verano,
mientras que en las estaciones de otofio e invierno las capturas se realizaron cerca del
mediodia, que es generalmente cuando ocurre el mayor vuelo de los insectos. Los
insectos capturados se colocaron en una nevera y se trasladaron al laboratorio.
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Lasth.

Figura 1: Colecta de insectos. A: En un arbusto de calafate en la zona urbana de Punta
Arenas, region de Magallanes y la Antértica Chilena; B: En un huerto de frutilla
tradicional de un productor de la Cooperativa Fruticoop en la comuna de Litueche,
region de O’Higgins.

Actividad 1.2. Identificacién morfologica de insectos. Los insectos se observaron y
fotografiaron utilizando una lupa binocular LEICA S6D. Se separaron en grupos en
base a sus caracteres morfoldgicos tales como tamafio, forma, color y patrones en el
dorso. Los individuos fueron analizados para la deteccion de fitoplasmas y las fotos de
los individuos resultados positivos, fueron enviadas al Dr. Juan Francisco
Campodonico de la Universidad Austral de Chile, para la identificaciéon. En paralelo se
realizo la identificacion en el Laboratorio de Fitovirologia de la Universidad de Chile,
de acuerdo con la informacion morfolégica desarrollada en estudios anteriores
(Longone et al., 2011; Fiore et al., 2015; Quiroga et al., 2019). Los insectos se
guardaron a 4°C en etanol al 70%.

Actividad 1.3. Extraccion de DNA de insectos. Se escurrio el etanol en el cual se
conservaron los insectos y todo residuo de este alcohol se elimind colocando los tubos
Eppendorf en el SPEEDVAC por 20 min. De cada individuo se extrajo el DNA para
los analisis a realizar. A cada tubo se afiadié 100 uL de tampon de extraccion y se
triturd el insecto con el uso de un pistilo adaptado para microtibulos. Se agregaron
otros 400 uL del mismo tampon, se agitod con vortex y se incubd por 1 hora en un bafio
termorregulado a 60°C, agitando cada 10 min. Posteriormente, se agregaron 500 uL de
cloroformo y se centrifug6é por 20 min a 4°C y 15.000 xg para la separacion de las
fases. Desde el sobrenadante se transfirieron 400 uL a nuevos tubos Eppendorf, a los
que posteriormente se afiadieron 300 uL de isopropanol. Se mantuvieron los tubos a
temperatura ambiente por 10 min, para favorecer la precipitacion del DNA. Luego de
la precipitacion se centrifugd por 15 min a 4°C y 15.000 xg y al final se descart6 el
sobrenadante. EI DNA se lavo con etanol al 70% y se volvio a centrifugar por 10
minutos en las condiciones descritas anteriormente. Finalmente, se descarto el etanol y
se secO el DNA por 20 minutos en SPEEDVAC. El DNA se resuspendio en 100 uL de
tampon TE. Para el PCR se utiliz6 una dilucion 1:10.

Actividad 1.4. Deteccion de fitoplasmas en insectos. La deteccion de fitoplasmas se
realiz a través de nested-PCR con partidores universales que amplifican regiones del
gen 16S rRNA (Schaff et al., 1992; Gundersen y Lee, 1996). Para el PCR directo se
utilizé la pareja de partidores P1/P7 que amplifican 1819 pb. El producto de
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amplificacion del PCR directo se diluyo 1:10 para realizar el PCR anidado con el par
de partidores R16F2n/R2 que amplifican aproximadamente 1250 pb (Cuadro 1).

Cuadro 1. Partidores universales para PCR directo y anidado en el gen 16S rRNA.

Partidor Secuencia partidor (5' - 3") Cita bibliografica
P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT  Dengy Hiruki, 1991
P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT Smart et al., 1996

R16F2n GAAACGACTGCTAAGACTGG Gundersen y Lee, 1996
R16R2 TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG Gunderseny Lee, 1996

Cada reaccion de PCR se realiz utilizando un volumen final de 30 pL con los
siguientes componentes: 1-1,5 uL. de DNA templado, 1 puL de cada partidor universal
(25 uM), 3 pL de buffer PCR (10%), 1,5 uL de MgClz (50 uM), 1 pL de dNTPs (10
uM), 20,8 pL de agua ultra estéril y 0,2 pL de enzima Taq polimerasa Platinum
(Invitrogen). Todos se disponen en un tubo de pared delgada de 200 pL. Las
reacciones se realizaron en un termociclador (Verity 96 wells, Applied Biosystems)
con los siguientes ciclos de temperatura: Incubacion inicial de 1 minuto a 94°C; 35
ciclos cada uno compuesto por la desnaturalizacion de 30 segundos a 94°C,
apareamiento de los partidores por 45 segundos a 53°C y elongacion de 90 segundos a
72°C; extension final a 72°C por 7 minutos.

Actividad 1.5. Analisis molecular para la identificacion de insectos. La
identificacion morfoldgica se complement6 mediante un anélisis molecular a través de
la amplificacion del gen mitocondrial citocromo-C-oxidasa subunidad 1 (COIl),
conocido como “DNA Barcode”. Se utilizaron los mismos extractos de DNA
obtenidos en la Actividad 1.3. El producto de amplificacion esperado es de 770 bp
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Partidores utilizados para la identificacion molecular de insectos a través de
la amplificacion del gen COI.

Partidores Secuencia partidores (5 - 3") Cita bibliografica

LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Vrijenhoek, 1994
HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA  Vrijenhoek, 1994

Actividad 1.6. Electroforesis. Los productos de amplificacion obtenidos desde el
PCR anidado para deteccion de fitoplasmas y el analisis COIl, se separaron a través de
electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio y utilizando el
buffer TAE 1X (Tris 40 mM, 20 mM de acido acéticoy EDTA 1 mM, pH 8,0). Para la
determinacion del tamafio de los fragmentos amplificados se utilizé un marcador de
referencia 100 bp DNA ladder (Maestrogen). La electroforesis se realizd utilizando
una fuente de poder (EPS — 300 I11V) a 110 voltios durante 25 minutos. Los productos
de amplificacion se visualizaron a traves de un transiluminador de luz UV y se
fotografiaron utilizando el equipo de fotodocumentacion de luz UV.

Actividad 1.7. Secuenciacion de los productos de amplificacion. Los productos de
amplificacion de PCR para el andlisis de deteccion de fitoplasmas y los del gen COI se
enviaron a secuenciar. Solo en el caso de los fitoplasmas fue necesario clonar los
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fragmentos antes de secuenciar. Por otro lado, la secuencia del gen COI solo se
requirié para los individuos positivos a fitoplasmas o para aquellos que pertenecian a
especies nuevas aun no clasificadas. Con las secuencias obtenidas se realizé un
BLASTN utilizando la base de datos Genbank.

Subactividad 1.7.1. Clonamiento de los amplicones positivos provenientes del
nested-PCR para la deteccion de fitoplasmas: Posterior a la electroforesis se
recortaron las bandas de DNA de interés en tubos Eppendorf de 1,5 mL. Para
purificar el DNA desde el gel se utilizo el kit ‘EZNA Gel Extraction’ de
Omega®. Para la reaccion de ligamiento se utilizd el Kit pGEM-Teasy
Vector® (Promega, Madison, Wisconsin, USA). Se usaron células competentes
de Escherichia coli cepa Top 10 C para clonar el producto de amplificacion.
Luego se realizo un PCR de colonia usando los partidores de la zona
flanqueadora del plasmido, SP6y T7.

Subactividad 1.7.2. Secuenciacion de colonias resultantes de la Subactividad
1.7.1 y de los productos de amplificacion COIl: Los productos de PCR
provenientes de tres colonias de las muestras positivas se purificaron y se
secuenciaron en ambas direcciones. En el caso del gen COI, el amplicén se
envio directamente a secuenciar desde sus productos de PCR. Para esto se
enviaron las muestras a Psomagen Inc., Rockville, MD, Estados Unidos.

Actividad 1.8. Analisis de secuencias. Las secuencias del gen 16S rRNA del
fitoplasma obtenidas de las muestras entomoldgicas y las obtenidas de la amplificacion
del gen de COI fueron comparadas frente a las bases de datos de Genbank mediante
BLASTN y se realiz6 un analisis bioinformatico que incluyé alineamientos en Bioedit
v7.2 y construccion de arboles filogenéticos mediante Neighbor-Joining y Méxima
Verosimilitud, usando el programa MEGA v7.0. En el caso de la identificacion
molecular de los insectos, para los andlisis filogenéticos se utilizaron también las
secuencias de algunas especies encontradas en Chile (Quiroga et al., 2020).

Actividad 1.9. Identificacion de los fitoplasmas. A partir de las secuencias obtenidas
desde los amplicones del gen 16S rRNA, se realiz6 un analisis de polimorfismo de
longitud de los fragmentos de restriccion in silico (RFLP) para modelar el
comportamiento electroforético de los fragmentos obtenidos por digestion enzimatica
del amplicén del gen 16Sr RNA, utilizando una bateria de 23 enzimas de restriccion,
disponibles en la herramienta web iPhyClassifier :
(https://plantpathology.ba.ars.usda.gov/cgi-bin/resource/iphyclassifier.cgi) (Zhao et
al., 2009).

Actividades asociadas al objetivo especifico 2: Identificar especies de plantas
espontaneas que podrian actuar como reservorio del fitoplasma 16SrXII1-F, que crecen
en o0 en la cercania de la zona de presencia del calafate, huertos de frutillas y citricos.

Se recolectaron muestras de especies vegetales en estudio y posibles especies hospederas en
las diferentes salidas a terreno. Se analizaron con la técnica nested-PCR utilizando partidores
universales para la deteccion de fitoplasmas, para ello se consideraron las siguientes
actividades:
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Actividad 2.1 Muestreo. ElI muestreo se dirigié principalmente a plantas que
presentaban sintomas tipicos de fitoplasmas tales como amarilleces, escoba de bruja,
coloracion rojiza de hojas o tallos, ausencia o asincronia en la floracion, entre otros.
También se muestrearon plantas asintomaticas ya que muchas especies pueden resultar
infectadas por fitoplasmas, sin que haya manifestacion de sintomas.

Actividad 2.2. Colecta de muestras. Se tomaron fotos en terreno de las plantas
muestreadas y se anotaron los eventuales sintomas presentes. Cada muestra se
introdujo en una bolsa de plastico y se coloco en un cooler con hielo hasta la llegada al
laboratorio. En el laboratorio, se tomaron mas fotos para tener registro de los detalles
de los sintomas y a cada muestra se les asigno un codigo interno correlativo. De cada
muestra se separaron las nervaduras centrales, las raices, las secciones de tallo o los
apices de los brotes. Este material vegetal se conservo a -80°C hasta el momento de la
extraccion del DNA.

Actividad 2.3. Identificacion morfoldgica de plantas. Se realiz6 una identificacion
de las especies vegetales encontradas a partir de las caracteristicas morfoldgicas,
considerando forma de hojas, estructuras florales, tipo de crecimiento, entre otros.

Actividad 2.4 Extraccion de DNA. Se utilizaron tres métodos de extraccion, CTAB,
TNA y uso del kit GeneAll® Exgene™ Plant SV. Debido a la diversidad de las
especies vegetales analizadas, fue necesario utilizar los tres protocolos de extraccion
para garantizar la mayor limpieza posible del DNA, compatiblemente con obtener la
mayor concentracion del DNA de fitoplasmas en el extracto. Todo esto con el fin de
evitar resultados falsos negativos por inhibicion de la Tag-polimerasa y por baja
concentracion de DNA del patdgeno.

Para el método TNA, de cada muestra se separd aproximadamente 150 mg de tejido
floematico, el cual se molié en tampdn de extraccion (tiocianato de guanidina 4,0 M,
acetato de sodio 0,2 M, EDTA 25 mM, acetato de potasio 1 M, PVP 40 kdal 2,5 % p/v
y B-mercaptoetanol 3 mM) y se procesd segun el método de captura de silica
(Malinovski, 1997; Rott y Jelkmann, 2001).

Para el kit de extraccion GeneAll® Exgene™ Plant SV se utilizd el protocolo
“Protocol for Plant SV mini” especificado en el HandBook dentro mismo y siguiendo
las especificaciones del fabricante. El protocolo se encuentra disponible en linea en
https://www.geneall.com/sub/products/prod.asp?mode=view&idx=102&s_keyword=
&s_cate=1116&s filter=&s_browser=&s_display=&s_align=0 .

El método CTAB se utilizé para la extraccion de DNA en 94 muestras vegetales, con
el kit de extraccion GeneAll® Exgene™ Plant SV se extrajo DNA de 32 muestras y
con el metodo TNA se extrajo material genético de un total de 8 muestras. La
comparacion de los métodos no se encuentra dentro de los objetivos del estudio, la
eleccion dependio principalmente del tipo de material vegetal, con la finalidad de
obtener el extracto mas limpio posible y con mayor cantidad de DNA. Las muestras
extraidas con al menos dos métodos se detallan en el Apéndice B3.

Para la extraccion de DNA con el método CTAB se siguié el protocolo modificado de
Porebski et al. (1997) que consiste en lo siguiente: Se tritur6 1 gramo de muestra
utilizando nitrégeno liquido con tierra de diatomeas (Sigma, D-5509) hasta obtener un
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polvo fino. El tejido molido se incubd a 65°C durante 1 hora en 10 mL de tampodn de
extraccion con  bromuro de hexadeciltrimetilamonio al 3% (CTAB),
polivinilpirrolidona al 3% 40.000 (PVP40), NaCl 1,4 M, EDTA 0,02 M, pH = 8,0, 0,1
Tris-HCI M, pH = 8.0, y B-mercaptoetanol 0,003 M. Terminada la incubacion, la
mezcla se sometié a una centrifugacion a temperatura ambiente durante 10 minutos a
10.000 xg. EI sobrenadante resultante de la centrifugacion se separd y se mezclé con
un volumen igual de cloroformo:isopropanol (24:1) y se centrifugd a temperatura
ambiente durante 20 minutos a 9.000 xg. A la capa acuosa recuperada, se afiadié la
mitad del volumen de la mezcla de NaCl 5M y dos volumenes de etanol frio. La
mezcla se mantuvo a -20°C por 16 horas para favorecer la precipitacion del DNA.
Luego se centrifugd y se lavd el sedimento con etanol al 70%. El sedimento se
resuspendio con 500 pL de tampdn TE y se tratd con 100 pg/mL de RNasaA a 37°C
durante 1 hora. Posteriormente se agregaron 10 pug/mL de proteinasa K y se incubaron
a 60°C por 30 min. Se afiadio el mismo volumen de fenol:cloroformo:isopropanol (25:
24: 1) a la solucion resultante la cual se agito brevemente con un vortex. La mezcla se
centrifugd nuevamente por 15 minutos a 10.000 g. De la mezcla anterior se rescato el
sobrenadante. EI DNA se precipité afiadiendo 1/10 de volumen de acetato de sodio
3M, pH 5,2 y dos volumenes de etanol, se centrifugd y lavé con etanol al 70%. El
sedimento se resuspendié en 100 pL de tampdn TE.

Actividad 2.5. Deteccion de fitoplasmas mediante nested-PCR: La deteccion de
fitoplasmas se realiz6 de igual manera que en las actividades detalladas para la
realizacion de Objetivo especifico 1. Para el PCR se utilizaron diluciones de DNA
1:10y 1:100 y se sigui6 el mismo protocolo descrito en Schaff et al. (1992).

Actividad 2.6. Electroforesis: Los productos de amplificacion se visualizaron como
ya descrito en la Actividad 1.6.

Actividad 2.7 Obtencidn y analisis de secuencias: Los productos amplificados en el
nested-PCR que arrojaron bandas de interés en la electroforesis se clonaron,
secuenciaron y analizaron de la misma manera que en las actividades 1.8 y 1.9.

Actividad 2.8. Identificacion de los fitoplasmas: Se realiz6 un analisis RFLP in
silico, como el detallado en actividad 1.9.
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RESULTADOS

Salidas a terreno

Se realizaron un total de ocho salidas a tres diferentes regiones relacionadas con: 1) Cultivo
de frutilla y su ancestro nativo Fragaria chiloensis, 2) Citricos, en donde el muestreo se
centré Unicamente en Citrus reticulata y 3) Calafate, para el cual ademas de realizarse una
salida a terreno a la region de Magallanes, se conto con el apoyo del Sr. Mauricio Estrada
Llanos quien en seis ocasiones realizO muestreos y envios tanto de material vegetal como
entomoldgico (Apéndice B1). El detalle de las salidas se presenta en el Cuadro 3.

Cuadro 3: Detalle de las salidas a terrenos realizadas para la prospeccion de fitoplasmas del
subgrupo ribosomal 16SrXIlI-F.

Salida  Region Comuna Fecha Localidad Coordenadas Espgue
asociada
pe . . -34.047386, - .
1 O’Higgins  Litueche 18/05 San Vicente 21 795710 Frutilla
. -34.044448, -
2 22/06 San Vicente 21729066
Fruticoop Cardenal  -34.128671,-
3 19/07 Caro 71.711177
4 11/08,
5 Pichidegua 6/10y La Junta ~34.299136,- ppondarina
71.421935
6 3/11
Contulmo  25/11 Sector Monumento 38.052358, - Fr_agarlg
7 Bio-Bio Natural Contulmo 73190057  chiloensis
Los -37.508781,- .
Angeles 26/11 El Peral 22 911855 Frutilla
3 Magallanes Punta 3al7 Detalle de los Calafate

Arenas /01/22 lugares (Ap. B2)

Potenciales insectos vectores

Colecta e identificacidn general de muestras entomoldgicas

En las salidas a terreno se colectaron y clasificaron en base a morfologia general seis familias
taxonomicas de insectos a la cual pertenecen especies eficientes, segun literatura, en la
transmision de fitoplasmas. Se colectaron tres individuos de la familia Achilidae de forma
equivoca por su parecido morfoldgico con la familia Cixiidae (Figura 2). Con las ocho salidas
a terreno, mas los seis envios de muestras, se reunieron 2811 insectos en diferentes estadios
de vida, méas de la mitad de ellos miembros de la familia Triozidae. La confirmacion de las
familias de los individuos se realizo solo para aquellos infectados por fitoplasmas y se pueden
encontrar las definitivas en el Cuadro 9, para este item se clasificaron seis familias
preliminarmente (Cuadro 4).
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Figura 2. Diferentes familias de hemipteros colectados en terreno. A: Individuo de la familia
Cixiidae; B: Ejemplar de la especie Syncharina lineiceps, familia Cicadellidae; C: Ejemplar
de la familia Delphacidae; D: Ejemplar de la familia Achilidae; E: Ejemplar del género
Nothoporina, familia Liviidae; F: Macho del género Trioza, familia Triozidae.

Cuadro 4: Total de individuos colectados por region y familia taxonémica preliminar.

N° de individuos capturados por familia tentativa

Region i iidae Cicadellidae Delphacidae Psyllidae Triozidae Achilidae ' °
OHiggins 338 229 10 58 0 0 635
Bio-Bio 4 254 5 5 0 3 271
Magallanes 0 273 0 53 1579 0 1905
Total 342 756 15 116 1579 3 2811

Deteccion de 'Candidatus Phytoplasma especies' mediante nested-PCR para el gen 16S
rRNA

Para averiguar la presencia de fitoplasmas, 1440 individuos se analizaron frente a los 2811
capturados (Cuadro 5). Se decidio no analizar todos los individuos puesto que existia una gran
cantidad de ellos ya analizados que eran morfologicamente idénticos y con un mismo origen.
De las seis familias de insectos propuestas de forma preliminar, se obtuvo amplificacion en al
menos un individuo en todas excepto en la familia Achilidae. En total, fueron 31 individuos
con amplificaciones positivas, cuatro individuos en la Region de O Higgins (Cuadro 6) y 27
en la Region de Magallanes (Cuadro 7).

Cuadro 5: Total de individuos analizados clasificados por familia taxonomica.

N° de individuos capturados por familia tentativa

Region = iidae Cicadellidac Delphacidae _ Psyllidae  Triozidae Achilidae O
OHiggins 135 103 10 58 0 0 306
Bio-Bio 4 99 5 5 0 3 116
Magallanes 0 145 0 49 734 0 928
Total 139 437 15 112 734 3 1440
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Analisis de secuencias de amplificaciones positivas del gen de la subunidad ribosomal
16Sr para identificacion de fitoplasmas

De los 1440 individuos analizados en duplicado se obtuvieron 31 amplificaciones positivas a
fitoplasmas, lo que equivale a un 2,15% del total de insectos analizados. Los resultados de
estos se muestran por region a continuacion:

Region del Libertador General Bernardo O’Higgins: Los cuatro individuos que dieron
origen a un producto de amplificacion en el andlisis nested-PCR se capturaron en un huerto de
Citrus reticulata en la comuna de Pichidegua y pertenecen a tres familias taxondmicas. Los
resultados de la secuenciacion confirmaron que los productos de amplificacion corresponden a
fitoplasmas, con un rango de 99,64 a 100% de identidad nucleotidica con las cepas chilenas
del fitoplasma 16SrXIlI-F (Cuadro 6).

Cuadro 6: Resultado del BLASTnN realizado en Genbank para las muestras entomologicas
positivas de la comuna de Pichidegua, Region de O’Higgins.

%222%3 Familia Resultado BLASTN gggg:rfz; Coboe/(;tura Ider?ﬁdad
PD11.8(F3)  Cixiidae Fragagﬁyﬁozr;a”assa 16?&:3')'* 99 99,39
PD6.10 (1-2)  Cixiidae Fragagﬁyﬁozr;a”assa 16?&:3')'* 99 99,39
PD3.11(96) Cicadellidae Fragagﬁyﬁozr;a”assa 16?&'7')'* 92 100
PD3.11(108) = Delphacidae Fragagsyﬁozr;a”assa 16?&;')” 100 99,64

Region de Magallanes y la Antartica Chilena. Los 27 individuos que originaron un
producto de amplificacion pertenecen a las familias Cicadellidae, Psyllidae*(confirmada
posteriormente en los analisis moleculares como Liviidae) y, en mayor proporcion, Triozidae.
En 24 individuos se obtuvo una secuencia de calidad del producto de amplificacion
coincidente con fitoplasmas del subgrupo ribosomal 16SrXIII-F. Asimismo, las secuencias de
tres individuos indicaron la presencia de fitoplasmas del subgrupo 16SrllI-J (Cuadro 7).

Cuadro 7: Resultado del BLASTN realizado en Genbank para los individuos positivos de la
regiéon de Magallanes y la Antartica Chilena.

Familia Subgrupo % %

Codigo insecto

Resultado BLASTn 16Sr

tentativa Ribosomal Cobertura Identidad
Pa(1A) Cicadellidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXI111-F(CLY) 100 99,84
Pa(1C) Cicadellidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXI111-F(CL1Y) 100 99,92
Pa(4B) Triozidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXII1-F (CL5) 100 99,89
Pa(4C) Triozidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXII1-F (CL5) 99 99,79
Pa(4D) Triozidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXIl1-F (CL5) 62 81,97
Pa(4D1) Triozidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXIII-F (CL5) 100 99,79
Pa(4E) Triozidae Beta vulgaris' phytoplasma 16Srlll-J 100 99,89
Pa(4F) Triozidae Amplicephalus curtulus® X-disease 16Sr111-J 100 99,79
phytoplasma
Pa(4L) Triozidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXI1I1-F(CL7) 99 100
Pa(4N) Triozidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXI1I1-F(CL7) 100 99,89
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Pa(4S) Triozidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXI11-F(CL7) 99 99,89
Pa(3-3) Cicadellidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXI1I1-F(CL7) 100 99,84
Pa(4-1) Psyllidae* Fragaria X ananassa phyllody 16SrXII1-F (CL5) 100 100
Pa(4-2) Psyllidae* Fragaria X ananassa phyllody 16SrXI1I-F(CL1) 99 99,66
Pa(4-4) Cicadellidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXIl1-F (CL5) 100 99,84
Pa(6-2) Cicadellidae Lactuca sativa’ X-disease 16Sr111-J 99 99,79
phytoplasma
Pa(8-2) Triozidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXIl1-F (CL5) 99 99,68
Pa(9-16) Triozidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXI1I1-F(CL1) 100 100
Pa(9-22) Triozidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXII1-F (CL5) 100 99,84
Pa(9-4) Triozidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXI11-F (CL5) 100 99,84
Pa(9-8) Triozidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXII1-F (CL5) 100 99.6
Pa (PC4-2) Triozidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXII1-F (CL5) 97 99,68
Pa(PC5-3) Triozidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXIl1-F (CL5) 100 100
PA(PMB7-25) Psyllidae* Fragaria X ananassa phyllody 16SrXI1I-F (CL5) 100 99,18
Pa(RP1-15) Triozidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXII-F(CL7) 100 99,89
Pa(RP1-16) Triozidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXIlI-F (CL5) 100 99,78
Pa(RP3-17) Triozidae Fragaria X ananassa phyllody 16SrXII1-F (CL5) 99 99,57

*Explicacién en el texto.

Resumen del andlisis de secuencias: Todas las secuencias se analizaron también a través de
RFLP in silico (datos no mostrados), confirmando la identificacion de los fitoplasmas
presentes en los 31 individuos positivos. Los fitoplasmas pertenecientes al subgrupo
ribosomal 16SrXI1I-F se detectaron en 28 individuos, mientras que los del subgrupo 16SrllI-J
se detectaron en 3 individuos. Los 28 individuos positivos al fitoplasma 16SrXIII-F son
potenciales insectos vectores del mismo y pertenecen a cinco familias taxonémicas (Cuadro
8). Tres de ellos clasificados como Psyllidae* de forma preliminar basado solo en la
morfologia, pero posteriormente confirmados dentro de la familia Liviidae.

Cuadro 8: Individuos positivos a fitoplasmas del subgrupo ribosomal 16SrXIl1-F por familia.

Familia Total
Cixiidae Cicadellidae Delphacidae Psyllidae* Triozidae
N° potenciales 9 6 1 3 16 28

insectos vectores

Analisis de las secuencias del gen mitocondrial citocromo oxidasa | (COI)

Con el fin de evitar repeticiones innecesarias en caso de proceder de una misma muestra
vegetal y de mostrar idéntica morfologia, solo 17 de los 28 individuos infectados por
fitoplasmas del subgrupo 16SrXIlI-F se enviaron a secuenciacién (Cuadro 9). Por otro lado,
dos de los tres individuos infectados por el fitoplasma 16Srlll-J se enviaron al mismo proceso
(Apéndice B6).

Identidad de las secuencias correspondiente al gen COI. Los individuos que amplificaron
exitosamente la region del gen COI presentaron identidades de secuencias nucleotidicas entre
81,87% y 87,37%, con alto porcentaje de cobertura (Cuadro 9). Considerando que, para el
orden Insecta, el individuo estudiado corresponde a la misma especie que la de referencia
cuando la identidad de secuencia del gen COI es igual o mayor al 97% (Zhang and Bu, 2022),
resulta claro que los individuos colectados en este trabajo pertenecen a especies no presentes
en el banco de genes utilizado. Todos los individuos tienen coincidencias con especies
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pertenecientes a la familia asignada de forma preliminar, exceptuando el individuo
PA(PMB7-25) para el cual la familia fue Psyllidae, pero obtuvo mayores porcentajes de
identidad con Psyllopsis discrepans, familia Liviidae y Pa(4-2) para el cual la familia
preliminar también fue Psyllidae, pero obtuvo mayores porcentajes de identidad con Trioza
urticae, familia Triozidae*, este ultimo individuo se clasifico posteriormente en el analisis
filogenético dentro de la familia Liviidae (Cuadro 9).

Cuadro 9. Similitudes nucleotidicas obtenidas con secuencias del gen mitocondrial COI de los
individuos positivos a fitoplasmas del subgrupo 16SrXIl1I-F.

Cédigo insecto Eamilia Resultado BLASTn COI % %
(especie mas cercana) Cobertura Identidad

PD11.8 (F3) Cixiidae Cixus praecox 95 87,37

PD3.11(108) Delphacidae Delphacodes puella 97 85
PD3.11(96) Cicadellidae Deltocephalus 95 83,2

serpentinus
Pa(1A) Cicadellidae Polyamia apicata 92 84.64
Pa(1C) Cicadellidae Polyamia apicata 92 84.62
Pa(4B) Triozidae Trioza remota 98 84.3
Pa(4C) Triozidae Trioza remota 98 84.3
Pa(4L) Triozidae Trioza sp. 97 84,38
Pa(3-3) Cicadellidae Polyamia apicata 92 85,69
Pa(4-2) Triozidae* Trioza urticae 99 81,87
Pa(4-4) Cicadellidae Polyamia apicata 92 84,62
Pa(8-2) Triozidae Trioza remota 99 84,16
Pa(PC4-2) Triozidae Trioza remota 99 84,16
Pa(PC5-3) Triozidae Craspedalepta 01 81,89
alaskensis

PA(PMB7-25) Liviidae Psyllopsis discrepans 99 82,90
Pa(RP1-15) Triozidae Trioza remota 99 84,04
Pa(RP3-17) Triozidae Trioza remota 99 84,16

*Explicacién en el texto.

Anadlisis filogenéticos de las secuencias del gen mitocondrial citocromo oxidasa 1 (COI)
Los analisis contienen 29 secuencias nucleotidicas que incluyen a los individuos potenciales
vectores de fitoplasma encontrados en este estudio (16SrXI1I-F y 16SrllI-J) y a las especies de
referencia con el mas altos porcentajes de identidad encontradas en Genbank (Figura 3).

Andlisis filogenético construido con el método de Maxima Verosimilitud. Se distinguieron
3 grandes clados o grupos que se representaron como superfamilias.

Superfamilia Psylloidea: Se divide en dos subgrupos con tres familias. La primera es la
familia Triozidae, en donde se incluyen ocho individuos, estos se encuentran relacionados
cercanamente con el género Trioza. Dentro del mismo clado anterior se incluye la especie
Craspedolepta alaskensis perteneciente a la familia Aphalaridae en una rama Unica. Dos
individuos se agruparon con las especies las especies P. discrepans y Diaphorina citri, ambas
clasificadas en la familia Liviidae.
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Superfamilia Membracoidea: Este clado representa en especifico a la familia a Cicadellidae.
Las muestras se separaron en cuatro ‘subgrupos’, tres de ellos representados por un Unico
individuo por rama. El analisis de las distancias para estimar la cantidad de especies
potenciales vectores se encuentra en el Apéndice B4.
Superfamilia Fulgoroidea: Finalmente, el Gltimo gran grupo se alejo de los anteriores y se
dividio en dos subgrupos. En cada uno ellos una muestra se situ6é con las especies de mayor
identidad mencionadas en el Cuadro 9. Ambas familias comparten un ancestro comun (Figura

3A).

Andlisis filogenético molecular construido con el método Neighbor-Joining. El analisis de
las secuencias mediante este método arrojo resultados idénticos al realizado con Méaxima
Verosimilitud, mismos grandes grupos o clados y asociaciones entre secuencias de especies
de referencia. Existieron pequefias variaciones en la valoracion del Bootstrap (Figura 3B).
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Figura 3. Arboles filogenéticos construidos en base secuencias nucleotidicas del gen COI de
individuos positivos a fitoplasmas y de referencia. A: Arbol filogenético construido con el
método Maxima Verosimilitud; B: Arbol filogenético construido con el método Neighbor-

Joining.
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Identificacion morfologica y/o molecular especifica de los potenciales insectos vectores
del fitoplasma 16SrXI11-F

La identificacién molecular se utilizé debido a la disponibilidad de secuencias de la familia
Cicadellidae procedentes de estudios previos del Laboratorio de Fitovirologia, mientras que
para las demas familias solo se pudo aplicar el método de identificacion morfoldgica en base a
referencias bibliografias, por falta de informaciones en Genbank.

Superfamilia Fulgomorpha

Familia Cixiidae: Cddigos insectos: PD11.8(F3) y PD6.10(1-2).
La determinacion de la especie no fue posible puesto que no se encuentra descrita para el
territorio nacional (Campodénico, 2021). Segun el Dr. Juan Francisco Campoddnico
corresponde a una nueva especie para clasificar dentro del género Cixiosoma. Los registros
fotograficos de Cixiosoma sp. se encuentran en la Figura 4. Clasificacion: La clasificacién de
los ejemplares queda de la siguiente forma:

Familia: Cixiidae

Tribu: Cixiini
Geénero: Cixiosoma
Especie: Cixiosoma sp. (Nueva especie)

Figura 4. Cixiosoma sp. A-B: Cuerpo completo, vista dorsal y ventral; C: Cabeza, vista
frontal; D: Pata; E: Aparato genital femenino; F: Aparato genital masculino; G: Cabeza, vista
latera Escala: 1mm.

Familia Delphacidae: Cddigo insecto: PD3.11(108). Clasificacion: La clasificacion del
individuo fue realizada por el Dr. J.F. Campodonico y queda de la siguiente forma:
Familia: Delphacidae
Género: Delphacodes
Especie: Delphacodes darwini

25



El registro fotografico del ejemplar se encuentra en la Figura 5. La descripcién de la especie
se encuentra en Muir (1929) [descripcion original]; Campodonico (2017) [distribucion,
ilustracion] y Campodonico (2021) [ejemplar macroptero].

Figura 5: Delphacodes darwini. Vista dorsal.

Superfamilia Membracoidea (Cicadellidae)

Analisis molecular: Se realizé un nuevo analisis para la clasificacion molecular de cicadélidos
utilizando secuencias del gen COI de especies de la familia Cicadellidae descritas en Quiroga
et al., 2020 (no publicadas). EI nuevo arbol filogenético se encuentra en el Apéndice Al y las
distancias genéticas que se desprenden de él se encuentran en el Apéndice B4. Considerando
que se trata de la misma especie cuando la identidad de secuencias del gen COI es igual o
mayor al 97% (Zhang and Bu, 2022) los analisis mencionados permiten exponer lo siguiente:

Los individuos de esta familia se encuentran cercanos genéticamente a especies del género
Amplicephalus (Deltocephalinae, Deltocephalini).

El cicadélido PD3.11(96) no tiene diferencias nucleotidicas del gen COIl con la especie
Amplicephalus ornatus y, por lo tanto, corresponde a la misma (Apéndice B4).

Los cicadélidos codificados como Pa(lA), Pa(1C) y Pa(4-4) presentan diferencias
nucleotidicas de alrededor de un 2,1% con especies clasificadas dentro del género
Amplicephalus, y por lo tanto se clasifican dentro del género (Amplicephalus sp.). Segun la
misma logica, los tres individuos mencionados corresponderian a la misma especie con un
1,3% de diferencias nucleotidicas entre ellos (Apéndice B4).

Clasificacion: PD3.11(96) corresponde a la especie Amplicephalus ornatus.

Pa(1A, 1C y 4-4) corresponden a una misma especie y se clasifican preliminarmente como
Amplicephalus sp.

Pa(3-3) no tiene diferencias nucleotidicas del gen COI con Pa(6-2), (positivo a 16SrllI-J), por
ende corresponden a la misma especie (Apéndice B4). Estos ultimos, se encuentran en
identificacion y quedan de forma preliminar solo asociados a la familia Cicadellidae.

Los registros fotograficos de los ejemplares se encuentran en las Figuras 6, 7 y 8. Para

asegurar la utilizacion de registros fotograficos de otros individuos se incluyeron sus
secuencias en el analisis filogenético mencionado para la familia Cicadellidae (Apéndice B4).
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Figura 6: Pa(3-3). A-B: Vista dorsal y ventral de Pa(3-3); C y D: Vista dorsal y ventral de la
zona genital de Pa(3-3).

4 -

Figura 7: Amplicephalus ornatus (PD3.11(96)). A: Vista ventral; B: Vista dorsal; C: Vista
lateral; D: Zona genital; E: Vista dorsal de la cabeza en detalle. Escala: 1mm.
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Figura 8: Individuos clasificados como Amﬁlicephaus sp.: A: Pa(1C) Vista ventral; B: Pa(1A)
Vista dorso-lateral; C y D : Pa(4-4) Vista lateral y vista ventral de un corte de la zona genital.

Superfamilia Psylloidea

Familia Triozidae: Cddigos insectos: Pa(4B), Pa(4C), Pa(D), Pa(D1) Pa(4L), Pa(4S), Pa(3-
3), Pa(8-2), Pa(9-4), Pa(9-8), Pa(9-16), Pa(9-22), Pa(PC4-2), Pa(PC5-3), Pa(RP1-15),
Pa(RP1-16) y Pa(RP3-17). Se incluye en la clasificacion a Pa(4E y 4F) 16Srlll-J positivos.

Clasificacion: Segun los andlisis filogenéticos, todos los ejemplares conforman un dnico
grupo (Figura 3). Las secuencias nucleotidicas del gen COI son idénticas entre ellos, teniendo
diferencias genéticas de entre 0-0,017%, segun un analisis realizado para Psylloidea
(Apéndice B5). La determinacion de la especie fue realizada por el Dr. Juan Francisco
Campodonico:
Familia: Triozidae
Geénero: Trioza
Especie: Trioza berberidis

La especie se encuentra descrita en Burckhardt (1988) como Trioza berberidis ‘group’. El
registro fotografico de los individuos se muestra en la Figura 9.

Familia Liviidae:

1) Cddigo insecto: PA(PMB7-25). Clasificacion: La clasificacion fue realizada por el Dr.
Juan Francisco Campoddnico y queda de la siguiente manera:

Familia: Liviidae
Género: Notophorina
Especie: Notophorina sp. (Se completara la clasificacion a nivel de especie).
La descripcion del género se encuentra en Burckhardt (1987) y el registro fotografico se
encuentra en la Figura 10.

2) Codigo insecto: Pa(4-2) y Pa(4-1).

Clasificacion: El andlisis filogenético indica que Pa(4-2) es cercano a Nothoporina sp.
(PA(PMBT7-25)) (Figura 3). Las distancias genéticas del gen COI superan el 3% entre ambos
individuos mencionados, por lo tanto corresponden a dos especies diferentes (Apéndice B5).
El registro fotografico de los individuos se encuentra en la Figura 11.
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Figura 9: Trioza berberidis. A: Vista dorsal; B: Vista ventral; C: Vista lateral; D: Genital
masculino (gonoestilo en detalle); E: Ala derecha.

Figura 10. Notophorina sp. (PA(PMB7-25)). A: Vista dorsal; B: Vista ventral; C: Vista
lateral; D: Genital femenino; E: Genital masculino.

Figura 11. Pa(4-2) y Pa(4-1). Ay B: Pa(4-2) Vista ventral y dorsal; C: Pa(4-1) Vista lateral.
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Resumen de los potenciales insectos vectores del fitoplasma 16SrXIII-F. Las especies y
géneros de los insectos como potenciales vectores del fitoplasma en estudio, asi como también
la informacion asociada a su captura, se encuentra en el Cuadro 10.

Cuadro 10: Especies de potenciales insectos vectores e informacion asociada a ellos.

Especie

Cédigo insecto Origen vegetal | Superfamilia  Familia Género/especie
PD11.8(F3) , - .
PD6.10(1-2) Fulgoroidea Cixiidae Cixiosoma sp.

PD3.11(108) Pichidegua Mandarina  Fulgoroidea  Delphacidae D¢ \Phacodes

darwini
PD3.11(96) Membracoidea Cicadellidae ~ ~MPHeephalus

ornatus
Pa(3-3) AUn no clasificada

Pa(1A, 1C y 4-4) Membracoidea Cicadellidae Ampliggphalus
Pa(4B), Pa(4C),
Pa(D), Pa(D1)
Pa(4L), Pa(4S),
Pa(3-3), Pa(8-2), Punta
Pa(9-4), Pa(9-8),  Arenas  Colafale
Pa(9-16), Pa(9-22),
Pa(PC4-2), Pa(PC5-
3), Pa(RP1-15),
Pa(RP1-16) y
Pa(RP3-17
Pa(4-1) y Pa(4-2) Psylloidea Liviidae AUn no clasificada
PA(PMB7-25) Lenga Psylloidea Liviidae Notophorina sp.

Psylloidea Triozidae Trioza berberidis

Hospederos vegetales
Muestreo, colecta e identificacion de especies vegetales

En el muestreo se hallaron diferentes especies vegetales con sintomatologia asociada a
infecciones por fitoplasmas, tales como amarilleces y enrojecimiento foliares, disminucién o
aumento de la longitud de entrenudos, escobas de brujas, disminucion del tamafio foliar,
deformaciones de hoja, sobreproduccion de brotes, filodia, enrojecimiento de tallos,
defoliacion (Figura 12). También se colectaron especies asintomaticas. Se colectaron en total
120 muestras vegetales de 19 familias taxondmicas. Existen un total de nueve muestras que se
encuentran en identificacién, por lo que el nimero de familias podria cambiar. Las especies
colectadas y lugar de colecta se encuentran el Cuadro 11y 12.
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Cuadro 11: Muestra vegetales colectadas clasificadas por familias taxonémicas.

Familia Sigla  N° muestras Nombre comun o cientifico

Apiaceae Ap 1 Zanahoria silvestre (Daucus carota)

Baccharis patagonica (1), Sonchus sp. (1), Romerillo (2),

Asteraceae A ! Asteraceae sp.(2), Conyza sp. (1)

Berberidaceae  Ber 39 Calafate (37), Berberis sp. (2)
Brassica Bra 1 Yuyo (Brassica rapa)
Convolvulaceae Cn 1 Correhuela (Convolvulus arvensis)
Cyperaceae Cy 1 Chufa (Cyperus eragostis)
Ericaceae E 7 Chaura (Gaultheria sp.)
Fabaceae F 9 Retama (2), Arverjilla (2), Galega (5)
Geranaceae Ge 2 Alfilerillo
Grossulaceae G 8 Zarzaparrilla (Ribes magellanicum)
Myrtaceae M 7 Murta (Ugni molinae)
Nothofagaceae N 2 Lenga (Nothofagus pumilio)
Onagranaceae @) 1 Epilobium sp.
Poaceae Poa 1 Pasto ovillo (Dactylis glomerata)
Polygonaceae P 2 Quilo (Muehlenbeckia hastulata)
Proteaceae Pro 1 Avellano (Gevuina avellana)
Rosaceae Ro 13 Rosa enana(1), Frutilla (5), Frutilla blanca (4), zarzamora (3)
Rutaceae R 6 Mandarino(5), Ruda (1)
Solanaceae S 2 Tomatillo (1), Tomate cultivado (1)
Sin identificar ? 9

Cuadro 12: Muestras vegetales colectadas clasificadas por origen y familia taxondmica.
Familias colectadas

Region Comuna N° Muestras  N° Familias (ver siglas en Cuadro 11)
O’Higgins  Litueche 17 8 F,Cy,A R, S,Cn,Ge,Roy (?)
Pichidegua 23 8 A Ap, Bra, F, ((,3,;9 = % G ROy
Bio-Bio  Los Angeles 3 2 Ro, Proy (?)
Contulmo 15 3 E, My Ro
Magallanes Punta Arenas 62 7 Ber, A, N, G, F,Poa,E
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WL BTVATY Sl /4 -\ A
Figura 12: Sintomas encontrados en terreno. A: Entrenudos cortos y reduccion del tamafio de
las hojas en zarzamora; B: Deformacion foliar en tomate cultivado: C: Escoba de bruja en
murta; D: Enrojecimiento en Alfilerillo; E: Filodia en planta de frutilla; F: Amarilleces en

avellano chileno.

Deteccion de 'Candidatus Phytoplasma' mediante nested-PCR para el gen 16S rRNA

Se analizaron por medio de nested-PCR un total de 120 muestras, de las cuales solo en tres se
obtuvo amplificaciones, en duplicado. Lo anterior equivale al 2,5% del total de muestras
vegetales analizadas (Cuadro 13).

Cuadro 13: Muestras vegetales que presentaron un producto de amplificacion compatible con
la presencia de fitoplasmas. Origen y método de extraccién.

Cadigo Origen Especie Método de extraccion
muestra

FR70 Litueche Frutilla (Fragaria X ananassa) CTAB

FR71 Frutilla (Fragaria X ananassa) CTAB

PC2 Punta Arenas Lechuguilla (Sonchus sp.) KIT

Analisis de secuencias de amplificaciones del gen de la subunidad ribosomal 16Sr para
identificacion de fitoplasmas

Con los resultados de la secuenciacion se realizé un BLASTn en Genbank. Los resultados de
las coincidencias obtenidas se registran en el Cuadro 14.

Cuadro 14. Identificacién de los fitoplasmas presentes en las muestras vegetales a partir de la
secuencia de los productos de amplificacion (1250 pb).

Caodigo Subgrupo % %
muestra Resultado Blastn 165t Ribosomal Cobertura Identidad
FR70 Fragaria X ananassa phyllody  16SrXIlI-F (CL5) 97 99,53
FR71 Fragaria X ananassa phyllody  16SrXIlI-F (CL5) 99 99,28
PC2 ‘Candidatus Phytoplasma pruni’- 165r111-B 95 99,81

related
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Resumen del analisis de secuencias: Todas las secuencias correspondientes a fitoplasmas se
analizaron también a través de RFLP in silico (datos no mostrados), confirmando la
identificacion de los fitoplasmas presentes en las tres muestras vegetales. Los fitoplasmas
pertenecientes al subgrupo ribosomal 16SrXII1-F se detectaron en dos muestras, mientras que
los pertenecientes al subgrupo 16SrllI-B se detectaron en una muestra.

Identificacion de especies vegetales infectadas con fitoplasmas e informacion asociada a
ellas

Rosaceae: Codigos muestras: FR70 y FR71 (Positivos a 16SrXI11-F)

Sintomatologia: Filodia severa en el conocarpo y virescencia. Los registros fotograficos se
encuentran en la Figura 13.

Clasificacion: Especie: Fragaria X anannassa

Asteraceae: Codigo muestra: PC2 (Positivo a 16Srll1-B)
Sintomatologia: Amarilleces foliares (Figura 13B) y enrojecimiento foliar (Figura 13C).
Clasificacion: Especie: Sonchus sp. (En clasificacion)

Iy a8 |\ -
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'3 ’ .‘
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Figura 13. Registros fotograficos de muestras vegetales con detecciones positivas a
fitoplasmas. A y D: Frutilla con filodia (Muestras FR70 y FR71); B, C y E: Sonchus sp. con
enrojecimiento y amarilleces de las laminas foliares (Muestra PC2).
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DISCUSION

Los insectos vectores en su hébitat natural son capaces de adquirir mas de un ‘Candidatus
Phytoplasma sp.” al momento de alimentarse desde una gama variada de plantas infectadas o
bien desde plantas con infecciones mixtas (Rashidi et al., 2014). En el presente estudio se ve
reflejado lo anterior, en donde los ejemplares de la familia Triozidae y Cicadellidae
capturados en la regién de Magallanes y la Antartica Chilena, resultaron infectados por
fitoplasmas de los subgrupos 16Srlll-J y 16SrXIlI-F. En ningun caso se tratd de infeccion
mixta. La presencia del fitoplasma 16Srlll-J en insectos en la region de Magallanes y la
Antartica Chilena corresponde a una nueva locacion geogréafica para su deteccion, asi como
también la familia de uno de sus nuevos potenciales vectores, la familia Triozidae. EI mismo
'‘Ca. P. sp' puede ser transmitido por varios insectos vectores, detectandose en estudios
anteriores solo en especies de la familia Cicadellidae (Quiroga et al., 2019; Quiroga et al.,
2020). Para un gran porcentaje de fitoplasmas conocidos a la fecha, ain no se han identificado
las especies de insectos que pueden transmitirlos (Trivellone, 2019). Normalmente una
especie de insecto puede transmitir una especie de fitoplasma. Sin embargo, va en aumento el
numero de trabajos que demuestran como algunos fitoplasmas pueden ser transmitidos por
mas de una especie de insecto que, ademas, pertenecen a diferentes familias e incluso
superfamilias, como es el caso de los grupos ribosomales 16Srl y 16SrXII (Trivellone and
Dietrich, 2021).

Asi como ocurrié con los grupos 16Srl y 16SrXIl, se detectd la presencia del agente
etioldgico de la enfermedad StrPh dentro de tres diferentes superfamilias del orden
Hemiptera, estas fueron: Fulgoroidea, Psylloidea y Membracoidea. Aun cuando las
circunstancias parecen indicar una posible vectorizacion de multiples familias, existe
evidencia que estas bacterias patogenas pueden llegar a infectar a hemipteros, pero estos son
incapaces de transmitirlas a huéspedes vegetales y por lo tanto se convierten en hospederos
sin salida para el fitoplasma, como en el caso de 16SrV-D con Ricania speculum (Walker)
(Galetto et al., 2019). La realizacién de las pruebas de transmision permitira resolver la
interrogante de si se trata efectivamente de vectores competentes, portadores sin salida o una
deteccidn fortuita, puesto que, cualquier insecto que se alimenta de una planta infectada puede
resultar positivo, ya que el fitoplasma puede presentarse en cualquier parte de su tracto
digestivo, y por ende no corresponderia a un vector ni a un huésped terminal (Weintraub y
Beanland, 2006). La confirmacion de lo anterior se plantea como una perspectiva futura para
las especies encontradas en este estudio exceptuando Cixiosoma sp., para el cual ya se ha
corroborado su idoneidad de transmitir el fitoplasma 16SrXIl1-F (Datos no publicados).

La identificacion de especies de insectos se basa comiunmente en la realizacion de analisis
comparativos de las secuencias de gen COI. No obstante, la informacion dirigida hacia la
investigacion de la divergencia genética en Insecta es limitada. A causa de ello, la
clasificacion de los potenciales insectos vectores por esta via se vio dificultada. Los
porcentajes de identidad con las especies de referencia en Genbank no superaron el 88%, muy
por debajo del punto de corte que es el 97% (Zhang y Bu, 2022). Esto significa que por
porcentaje de identidad nucleotidica >97%, los individuos en comparacion pertenecen a una
misma especie de insecto. Para un gen mitocondrial el 3% (100-97%), se considera un valor
alto, lo cual puede incluso conducir a la fusion de especies, mientras que con valores menores
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al 3%, se corre el riesgo de que una misma especie se fraccione en dos 0 mas, sobrestimando
la diversidad. Para evitar estas situaciones, los autores recomiendan el uso de un umbral
optimo que responda a taxones especificos. Al analizar 4288 géneros encontraron que el
umbral éptimo para la delimitacion de especies congenéricas oscilaba entre 0,001 y 0,1590%
(84,1-99,9%), detallando un umbral 6ptimo para cada uno de ellos. Pese a esto, los mismos
informan, por ejemplo, para el género Amplicephalus un valor de 0.101 (89,9%) para la
delimitacion. En base a esto, el presente estudio reconoceria a varias especies en clasificacion
como una. Sin embargo, en la investigacion se deja en claro que realizaron el analisis sobre
géneros con nimeros de especies mayores 0 iguales a tres, por lo que la falta de especies con
secuencias disponibles del gen para el género en cuestion pudo haber determinado un umbral
inadecuado. Lo anterior llevo a la utilizacion de la distancia preliminar.

La fauna de hemipteros que habita Chile posee informacion limitada del gen COI. Los vacios
en las bases de datos no permiten una evaluacion exacta de la especie en base al analisis del
gen. Por consiguiente, complementar con datos morfologicos se vuelve relevante en el
proceso (Padial et al., 2010). Sin embargo, los principales registros que contienen a la fauna
de hemipteros datan del siglo pasado y consisten en claves altamente especificas e
ilustraciones (Burckhardt, 1987; 1988; Linnavuori and DelLong, 1977), exceptuando la
superfamilia Fulgoroidea en donde existe informacion contingente (Campodonico, 2020;
2021). En vista de lo anterior, la identificacion de las especies potenciales vectores del
fitoplasma 16SrXIII-F se volvio extensa y laboriosa. Debido a ello, proporcionar nuevas
informaciones sobre los codigos de barras de ADN basados en el gen COI tiene un enorme
potencial para avanzar en el conocimiento de las especies presentes en Chile, ya que se
considera un sistema simple y rapido de identificacion que es aplicable para usos comerciales,
agricolas, epidemiolégico, para el monitoreo de plagas ambientales y de conservacion (Zhang
and Bu, 2022).

No se tuvo éxito al encontrar especies vegetales que estuviesen actuando como reservorio del
fitoplasma 16SrXIlI-F. Madariaga y Ramirez (2019) indicaron como huésped del patégeno a
B. microphylla, especie desde la cual provienen cuatro de los ocho potenciales vectores
encontrados en este estudio. Si bien su captura fue directamente desde calafate, no se puede
descartar la probabilidad de que hayan adquirido el patdgeno desde otras especies vegetales
dado sus habitos polifagos. Lo anterior se sugiere dado la nula deteccion de fitoplasmas en
calafate u otras especies vegetales asociadas a los insectos infectados.

Existen diversos factores que pudieron haber dificultado la deteccion de fitoplasmas en
especies vegetales, entre ellos, la modalidad de obtencién de acidos nucleicos. Para la
aplicacion de meétodos moleculares se requiere del uso de acidos nucleicos de alta calidad,
puesto que desde el ADN total extraido, solo una pequefia cantidad corresponde al fitoplasma
(Bertaccini y Duduk, 2009; Nath et al., 2022). Junto con lo anterior, considerar incluir una
etapa de enriquecimiento de ADN de fitoplasma en el protocolo de extraccién para asegurar
una mayor probabilidad de deteccidn puede ser fundamental, tal como mencionan Madariaga
y Ramirez (2019) en el caso del 16SrXI1I-F en calafate.

La calidad del ADN sigue siendo un cuello de botella para procesos clave en la deteccién de
estos patdgenos en especies vegetales, debido a que existen compuestos que dificultan su
extraccion como la lignina, fenoles, polisacaridos y flavonoides. Estos se unen al ADN de
manera irreversible, coprecipitan y lo secuestran, lo cual afecta los analisis moleculares por la
inhibicion de la polimerasa y comprometen la calidad necesaria para la secuenciacion de los
fragmentos amplificados (Nath et al., 2022; Vaillancourt y Buell, 2019; Vilanova et al.,
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2020). Estos compuestos inhibidores de la polimerasa se encuentran presentes en altas
concentraciones en especies como calafate, lenga, chaura y en otras especies analizadas en el
estudio, que presentaron sintomas o se asociaron a insectos positivos (Gomez-Pérez et al.,
2022; Gyeltshen et al., 2022; Mieres-Castro et al., 2019; Ruiz et al., 2010).

La distribucion erratica en la planta, la fluctuacion estacional y la baja concentracion de los
fitoplasmas se suman a los factores que dificultan su deteccion. En diferentes estudios se han
encontrado patrones estacionales marcados que registraran acumulaciones diferenciales entre
tejidos en diferentes etapas del desarrollo de las especies vegetales, asi como también épocas
en que los fitoplasmas son dificilmente detectables por medio de PCR (Bulgari et al., 2014;
Wright et al., 2022). Esto conlleva a la necesidad de desarrollar ensayos anuales para definir
cudl es la mejor época del afio para la toma de muestras en las diferentes localidades.

Para enfrentar las problematicas abordadas en este estudio, la literatura sugiere varias
estrategias tales como: Utilizacion de mas un método de extraccién de &cidos nucleicos
(Bahder et al., 2018); uso de un tercer par de partidores entre ambas amplificaciones del
nested o la deteccion con partidores para genes diferentes a los ribosomales (Wally et al.,
2008; Martini et al, 2019); aplicacion y desarrollo de nuevas técnicas moleculares de
deteccion altamente sensibles y especificas (Shreenath et al., 2022); modificacion de
protocolos adaptados a especies objetivo (Reddy and Rao, 2022); incorporacion de técnicas de
visualizacién microscépica para la deteccion preliminar (Arismendi et al., 2010), entre otras.
Adaptar protocolos y métodos para cada especie requiriere de una mano de obra extensa (Nath
et al.,2022), es por esto que en el presente trabajo se optd por la utilizacion de estrategias de
rapida aplicaciéon. Se decidid entonces utilizar partidores que amplifican el gen tuf en un
nimero acotado de muestras vegetales con sintomatologia asociada a infecciones por
fitoplasma. Con lo anterior, se obtuvieron falsos positivos ya que las amplificaciones
obtenidas correspondieron a otras especies bacterianas propias de la microbiota de cada
especie (Datos no presentados). De igual forma ocurri6 con el uso de los partidores
“universales” para el gen 16S RNA, principalmente en insectos y en una muestra vegetal
(Apéndice B7). Adicionalmente, en una etapa tardia del estudio, se probaron otras técnicas de
extraccion de écidos nucleicos. La utilizacion del kit de extraccion GeneAll® Exgene™ Plant
SV entregd una mayor cantidad de bandas amplificadas al andlisis nested-PCR. Sin embargo,
estas resultaron ser falsos positivos ya que las secuencias de los fragmentos amplificados
nunca coincidieron con las de fitoplasmas. No asombra del todo este resultado, en cuanto es
conocido que los partidores utilizados para la deteccion de fitoplasmas, también pueden
amplificar regiones de otras bacterias presentes en las muestras. Por otro lado, es
efectivamente posible que los fitoplasmas no estén presentes en las muestras vegetales
analizadas y que es posible que los sintomas presentados se deban a otros factores tanto
bidticos como abidticos, lo que requiere una mayor investigacion.

Es importante sefialar que el método de extracciébn mencionado en el parrafo anterior logro la
deteccidn del fitoplasma perteneciente al subgrupo ribosomal 16SrllI-B, en una muestra de la
especie de la familia Asteraceae colectada en Punta Arenas. El fitoplasma se encuentra
distribuido ampliamente en Argentina, afectando cultivos de tomate, duraznero y a las
especies ornamentales M. azedarach y C. gilliesii (Fernandéz et al., 2013; Galdeano et al.,
2013), mientras que en Brasil se ha encontrado en naranjos con sintomatologia similar a la
causada por HLB (WuIff et al., 2019), ademas de otras detecciones (Rao et al., 2018). Esta
corresponde a la primera deteccion del subgrupo ribosomal 16SrllI-B en el territorio nacional,
por lo que serd necesario la evaluacion de la prevalencia de este nuevo patdgeno en el area de

36



la recoleccion de la muestra vegetal. Asimismo, se debe realizar estimaciones de las posibles
pérdidas que podria ocasionar su presencia, considerando los dafios reportados en otros paises,
con el fin de planificar estrategias que minimicen su impacto.

CONCLUSIONES

Con la metodologia y condiciones en las que se realizd el presente estudio, los resultados
obtenidos permiten sefialar lo siguiente:

Existen al menos 8 diferentes especies de potenciales insectos vectores del
fitoplasma 16SrXI1I-F en Chile, distribuidos entre las superfamilias Psylloidea
(3), Membracoidea (3) y Fulgoroidea (2).

Trioza berberidis (Familia Triozidae) es potencial vector de los fitoplasmas
16SrXI1HI-F y 16Srlll-J.

El presente corresponde al primer informe acerca de potenciales insectos
vectores asociados al fitoplasma 16SrXIlI-F y la primera deteccion del
fitoplasma 16Srlll-J en un insecto de una familia diferente a Cicadellidae.

Falta informacion molecular asociada a la fauna de insectos nativos requerida
para la identificacion de especies, asi como también especialistas en la
clasificacion de estos en familias taxondmicas asociadas a vectores de
fitoplasmas.

No se encontraron especies vegetales espontaneas hospederas del fitoplasma
16SrXIII-F.

Sonchus sp. es hospedero del fitoplasma 16SrllI-B y esta corresponde a la
primera deteccion del fitoplasma en Chile.
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APENDICE

Apéndice A. Figuras complementarias

Al: Arbol filogenético construido con el método Neighbor-Joining en base secuencias
nucleotidicas del gen COI de individuos (insectos) positivos y negativos para la deteccion de
fitoplasmas y especies identificadas en Quiroga et al. (2020).

100,B _valdiviana

| B valdiviana
P_exitiosus
38 Amplicephalus sp.
74 Pa(4-4)
100 Pa(1A)
I_ 321 @ Pa(1C)
70 Amplicephalus sp.
—— Amplicephalus curtulus
a7 | Amplicephalus ornatus
100 PD.3.11(96)
100|, @ PD3.11(39)
87 771 @ PD6.10(12)
Pa(3-3)
‘ & Pa(6-2)
& Pa(6-4) Individuos positivos (16SXIII-F)
1 ‘ ®P 3(6_5) & Individuo positivo (16SrIII-T)

@ Pa(6-6) & Individuos negativos

Apéndice B. Cuadros Complementarios

B1: Fechas de envios de muestras vegetales e insectos desde Punta Arenas.

N° de Envio Fecha
8 de enero
4 de marzo
10 de marzo
8 de abril
5 de mayo
17 de septiembre

o Ol WN
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B2: Lugares visitados en la salida a terreno a Punta Arenas, Region de Magallanes y la
Antértida chilena en enero del 2022.

D!a_de Lugares visitados Referencia
visita
4 enero Parque Maria B_ehety, Instituto de la Patagonia 'y Zona urbana P.A
Camino General del Canto
5 de enero Cruce General Phillipe, Cabeza del Mar, Rio Pescado Noreste de Punta Arenas
y Parque Chabunco
6 de enero Fuerte Bulnes, Puerto del hambre, Cruce Rinconada, Suroeste de Punta Arenas

Rio Agua Fresca, Huairavo, Rio amarillo y Rio blanco

B3. Combinacién de métodos de extraccion de material genéticos utilizados en muestras
vegetales especificas.

Métodos Muestras Especie

TNA-CTAB PMB(2), PMB(4C), CGN(4) Calafate (B. microphylla)
PMB(4R) y PMB(5) Romerillo (Chiliotrichum diffusum)
PMB7 Lenga (Nothofagus pumilio)
FB5 Chaura (Gaultheria sp.)
FB6 Berberis buxifolia

KIT-CTAB PMB6 Lenga (Nothofagus pumilio)
PMB10 Calafate (B. microphylla)
PC1 Pasto Ovillo (Dactylis glomerata)
PC2 Lechuguilla (Sonchus sp.)
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B4: Distancias genéticas obtenidas desde el analisis del gen COI entre individuos de la familia
Cicadellidae capturados en el presente estudio y otras especies identificadas en
investigaciones asociadas a aspectos epidemioldgicos de fitoplasmas en Chile.

Distancias genéticas de cicadélidos capturados y especies identificadas
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*Los cddigos en celda color verde corresponden a individuos positivos16SrXIII-F.

*EI cédigo en celda color azul corresponde a un individuo positivo 16Srll1-J.

*Celdas color anaranjado corresponden a individuos con resultados negativos al analisis de deteccion de
fitoplasmas.

*Los individuos numerados del 1-7 corresponden especies identificadas en (Quiroga et al., 2020).

*Las celdas con distancias genéticas marcadas en verde indican que corresponde a la misma especie, mientras
que en color amarillo indica que se encuentra en el limite propuesto en el presente (3%) segln lo expuesto en
Zhang and Bu, (2022) para una clasificacion preliminar en base a un gen mitocondrial.
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B5: Distancias genéticas obtenidas desde el analisis del gen COI entre individuos de la familia

Nombres/Cédigo insectos | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 | Pa(4F)
2 | Pa(4B) 0.00
3 | Pa(4C) 0.00 0.00
4 | Pa(4L) 0.01 0.01 0.01
5 | Pa(8-2) 0.00 0.00 0.00 0.01
6 | Pa(PC4-2) 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00
7 | Pa(PC5-3) 0.01 0.01 0.01 0.017 0.01 0.01
8 | Pa(RP1-15) 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.01
9 | Pa(RP3-17) 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.01 0.00
10 | KY294167.1Trioza_urticae | 0.29 0.29 0.29 031 029 0.29 031 029 0.29
11 | KY294162.1Trioza_remota | 0.20 0.20 0.20 0.22 0.21 0.21 0.23 021 021 0.23
12 | MT980802.1P.discrepans | 0.34 0.34 034 034 034 034 037 034 034 027 0.26
13 | MG988723.1D. citri 035 035 035 038 036 036 0.38 036 036 038 030 0.24
14 | Pa(4-2) 0.47 0.47 047 048 046 046 049 046 046 037 046 034 0.36
15 | PA(PMBT7-25) 0.38 038 038 039 038 038 041 038 038 040 038 029 0.30 0.22

Triozidae y Liviidae capturados en el presente estudio y otras especies de referencia.

*Los codigos en celda color verde corresponden a individuos positivos a 16SrXII1-F y en azul corresponde a un
individuo positivo 16SrllI-J.

*Los individuos numerados del 10-13 corresponden registros de especies en Genbank.

*Las celdas con distancias genéticas marcadas en verde indican que corresponde a la misma especie dado el
limite propuesto en el presente estudio (3%) segln lo expuesto en Zhang and Bu, (2022) .

B6: Similitudes nucleotidicas obtenidas con secuencias del gen mitocondrial COI de los
individuos positivos a fitoplasmas del subgrupo 16SrllI-J

Cadigo insecto Familia Resulta(_jo BLASTn COI % %
(especie mas cercana) Cobertura Identidad
Pa (4F) Triozidae Trioza 75 56,83
Pa(6-2) Cicadellidae  Deltocephalus gnarus 94 85,62

B7: Resultado del BLASTnN realizado en Genbank para las muestras con amplificaciones
inespecificas productos del andlisis nested-PCR.

% %

Resultado BLASTn Cobertura  ldentidad

Codigo muestra Familia

) . Candidatus Baumannia
LA26.11(Vrd17) Cicadellidae cicadellinicola cepa B-GSS 99 93,8

uncultured bacterium partial 16S

PA(PMB7-4) Psyllidae ‘RNA gene 98 99,5
PA(V1-9) Psyllidae B. safensis cepa U17-1 97 98,61
PA(V1-4) Psyllidae ~ B.megaterium LFS23 LFS2316S 98 99,47
PA(V1-5) Psyllidae Bacillus sp. 99 98,71
PA(V1-6) Psyllidae Bacillus sp. 96 99,52
PA(V1-7) Psyllidae Bacillus sp. 100 99,14
PA(V1-8) Psyllidae Bacillus sp. 99 98,83

CHAUS Ericaceae Friedmanniella sp. 97 99.78

46




47



