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CAPITULO |

FITOPLASMAS EN FRUTALES DE CAROZO

Antecedentes generales

Entre los frutales de carozo, las principales especies cultivadas son ciruelo (Prunus
domestica L.), duraznero (Prunus persica L.), nectarino (Prunus nucipersica L.), almendro
(Prunus dulcis L.) y cerezo (Prunus avium L.), siendo los frutos de éste ultimo el mas
comercializado y con mejor retorno econdémico. La produccion mundial de cerezas en la
temporada 2014-2015, alcanzo6 2,41 millones de toneladas, cifra que va en aumento, siendo
el principal productor Turquia, con 20,7% de la produccién mundial en la Gltima temporada,
por otro lado, los paises que muestran un mayor incremento en su produccion son China y
Chile (ODEPA, 2015b).

En Chile los frutales de carozo, se distribuyen entre los 33° 30’ (Coquimbo) y los 40° 30’
(Araucania) latitud Sur. La superficie plantada informada es de 63.064 hectareas (CIREN,
2015), con una produccion exportada total de 186.527 toneladas y aproximadamente 690
millones de ddlares exportados, constituyendo uno de los principales ejes econdmicos de la
fruticultura (ODEPA, 2015a).

Sin embargo, a pesar del alto nivel de productividad existente, el manejo fitosanitario es un
problema constante para alcanzar mejores volumenes y calidad de la fruta requeridos por el
mercado, siendo afectados constantemente por plagas y enfermedades que encarecen los
costos de produccion.

Enfermedades que afectan a los frutales de carozo

Los frutales de carozo son afectados por diversas plagas y enfermedades, siendo estas
ultimas las mas complicadas de controlar debido principalmente a que existen escasas
alternativas eficientes o, en algunos casos, simplemente no existen formas de control. Dentro
de los fitopatdgenos que afectan a estos frutales existen bacterias, hongos, virus, viroides y
fitoplasmas.

Entre los problemas fitosanitarios de mayor impacto economico en Chile y a nivel mundial
se encuentran enfermedades causadas por hongos como el plateado causado Chondrostereum
purpureum Pouzar, la pudricién parda de los carozos causada por Monilinia fructicola
Winter, la cloca causada por Taphrina deformans Berk., el corineo o tiro de municién,
causado por Wilsonomyces carpophilus (Lév.), oidio causado por Uncinula necator
(Schwein.) Burril; algunas enfermedades causadas por virus como Prunus necrotic ringspot
virus (PNRSV), Tomato ringspot virus (TORSV) Prune dwarf virus (PDV), Plum pox virus
(PPV) Cherry green ring mottle virus (CGRMV) y Cherry necrotic rusty mottle virus
8



(CNRMV) (Herrera y Madariaga, 2002; Fiore et al., 2010; Fiore y Zamorano 2013). Entre
las bacterias se encuentra Rhizobium radiobacter (Beijerinck and van Delden) (cepa
fitopatogena: Agrobacterium tumefaciens) (Young et al., 2001), causando la agalla del cuello
y Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall (Latorre et al., 2002a, b) agente causal del
Tizon bacteriano. Con respecto a las fitoplasmosis de mayor importancia en el mundo en
frutales de carozo se encuentran “European stone fruit yellows” (ESFY, 'Candidatus
Phytoplasma prunorum’, 'Ca. P. prunorum’) en Europa (Cieslinka, 2011) y “Peach X-
disease” (‘Ca. P. pruni') en Estados Unidos (Davis et al., 2013).

Fitoplasmas como agentes de enfermedades

La "amarillez del aster”, fue reportada por primera vez en 1902 (Kunkel, 1926), la cual se
creia que era causada por un agente viral, debido a que fue imposible obtener cultivos
purificados del agente etiologico. Sin embargo, en 1967 se descubrié que las particulas
observadas a través de microscopia electrénica en cortes ultrafinos del floema de las plantas
afectadas por amarilleces, incluyendo la "amarillez del aster”, eran similares a los
micoplasmas que afectan a animales y humanos (Doi et al., 1967). El descubrimiento en
plantas, de bacterias que carecen de pared celular, provocé un cambio radical que permitio
avanzar enormemente en el estudio de muchas enfermedades que se caracterizan por la
presencia del sintoma denominado amarillez. Se utilizé el término "organismos parecidos a
los micoplasmas"” o “mycoplasma-like organisms” (MLOs), para referirse a los presuntos
agentes causales de muchas de estas enfermedades (Lee y Davis, 1992). Posteriormente, en
el 10° Congreso de la Organizacion Internacional de Micoplasmologia en el afio 1994, fue
adoptado el nombre de "Phytoplasma™(Cousin, 1995).

Caracteristicas generales de los fitoplasmas

Los fitoplasmas son procariotas pertenecientes a la clase de los Mollicutes, carentes de pared
celular, caracteristica que les confiere plasticidad, pleomorfismo y resistencia a compuestos
antibacterianos que acttan inhibiendo la sintesis de la pared celular (Yu et al., 1998). Son
taxondmicamente cercanos a las bacterias Gram positivas, las cuales contienen un bajo
porcentaje de guanina-citosina. Las bacterias Gram positivas y los fitoplasmas proceden de
un ancestro comun, pero a lo largo de su desarrollo los fitoplasmas redujeron su genoma
perdiendo la pared celular (Reveles et al., 2014).

La célula del fitoplasma esta rodeada por una membrana plasmatica trilaminar, de unos 10
nm de grosor, compuesta, al igual que en el resto de procariontes, de dos tercios de proteinas
y un tercio de lipidos (Camarena y De la Torre, 2008). Su citoplasma contiene ribosomas
para la sintesis proteica, y una molécula de ADN doble cadena circular, habiéndose
detectado también la presencia de ADN extra-cromosdmico (Nakashima y Hayashi, 1995;
Davis et al., 1998; Nishigawa et al., 2001). Estos microorganismos son sensibles a la
tetraciclina.

Los fitoplasmas poseen un tamafio celular que varia de 200 - 800 nm (Bertaccini, 2007). La
plasticidad es una condicion que los favorece para pasar de un tubo criboso a otro junto con
la savia (Lee et al., 2000; Christens et al., 2005; Hogenhout et al., 2008) prescindiendo de la

9



presencia de flagelos. Son parésitos estrictos del medio intracelular de plantas e insectos
vectores. Su tamafio y crecimiento dependen del grado de desarrollo de los tubos cribosos
donde se localizan (Camarena y De la Torre, 2008), desarrollan su ciclo de vida
intracelularmente en los tubos cribosos y en los tejidos de insectos vectores. Debido a que
los fitoplasmas no tienen la capacidad genética de sintetizar todos los nutrientes necesarios
para su metabolismo, utilizan aquellos producidos por las células floematicas, las que se
debilitan y obstruyen provocando diversos desordenes en la planta infectada.

Los fitoplasmas poseen un genoma que va desde los 530 hasta los 1350 kpb y es rico en
adenina y timina (Razin, 1985; Neimark y Kirkpatrick, 1993), y su replicacion es autonoma.
Segun Bertaccini et al. (2014) éstos se propagan por fision binaria, gemacién o
fragmentacion. Por otro lado, a través de estudios seroldgicos y moleculares se ha observado
que los fitoplasmas poseen un gen que codifica una proteina de membrana Unica para cada
especie.

Clasificacion de los Fitoplasmas

Los fitoplasmas se clasifican e identifican segin grupos y subgrupos ribosomales, los cuales
se basan principalmente en el analisis de la secuencia 16S rDNA que corresponde al gen que
codifica para el RNA ribosomal, subunidad 16S (Lee et al., 1998). Ademas, se han estudiado
otros genes idéneos para la deteccidn e identificacion de fitoplasmas, como el gen tuf que
codifica para el factor de elongacion Tu, la regidn intergénica 16S-23S rRNA; el gen secY
que codifica para la subunidad SecY del complejo translocasa Sec y el gen que codifica para
la proteina ribosomal (rp) (Bertaccini, 2007; Lee et al., 2009).

Inicialmente, la forma de diferenciar a los fitoplasmas se basaba en las caracteristicas
bioldgicas tales como la sintomatologia, tipo de hospederos y especificidad de transmisién
por insectos vectores. A medida que la biologia molecular se ha ido desarrollando, el ARN
ribosomal ha alcanzado una mayor importancia en la investigacion de la evolucion
bacteriana. Los genes ribosomales 16S y 23S poseen regiones altamente conservadas,
sirviendo como marcadores moleculares en los estudios de filogenia. Lo anterior, ha servido
para que las técnicas de diagndstico y clasificacion de los fitoplasmas se basen en patrones
de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) del fragmento de 1,2 kpb
del gen 16S rRNA (Lee et al., 1998). Por otro lado, con la disponibilidad de nuevas
tecnologias como por ejemplo el “deep sequencing”, ha sido posible aumentar el nimero de
secuencias completas o casi completas del genoma de diferentes especies de fitoplasmas.
Esto permitié complementar eficazmente el analisis de la secuencia del 16S rDNA con el uso
de otras regiones gendmicas, logrando una diferenciacién taxondmica a nivel intraespecifico.
Ahora es posible incorporar en la caracterizacion molecular las secuencias del gen tuf, de la
region intergénica 16S-23S rRNA, del gen secY y del gen rp, entre otros (Bertaccini, 2007,
Lee et al., 2009).

Las secuencias existentes en el NCBI (National Center for Biotechnology Information’s) y a
través de analisis de RFLPs in silico, se ha logrado clasificar o identificar 37 especies como
‘Candidatus Phytoplasma' (‘Ca. P."), 33 grupos y 118 subgrupos ribosomales (Lee et al.,
1998; Lee et al., 2000; Arocha et al., 2005). Actualmente, la identificacion se realiza
considerando la secuencia del gen 16S rRNA, otros marcadores moleculares exclusivos de
cada "Ca. P." y, en caso de necesidad, las caracteristicas bioldgicas.
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Diseminacion y transmision de fitoplasmas

La diseminacién de fitoplasmas ocurre principalmente a través de la propagacion de material
vegetal infectado y por medio de insectos vectores, nunca por transmisién mecanica. En el
primer caso la transmision se realiza a través de yemas, estacas, sarmientos, bulbos,
tubérculos y rizomas. Un ejemplo de ello es lo que sucede con los tubérculos de papa, los
cuales al ser cosechados no presentan sintomas, sin embargo, al brotar, el patdgeno se
multiplica debido a la generacion y translocacion de nutrientes al momento de la formacién
de brotes en el tubérculo (Leyva et al., 2002). En general, el éxito de la transmision es
mermado por la distribucion irregular de los fitoplasmas en las plantas madres. Por otro lado,
Sugio et al. (2011), sefialan que la facultad de cualquier planta para hospedar uno 0 mas
tipos de fitoplasmas, depende de la susceptibilidad a la infeccion e incluso del resultado de la
interaccion fitoplasma-planta—vector.

Los insectos vectores poseen un aparto bucal chupador-picador, se alimentan en el floema y
transmiten los fitoplasmas segun la modalidad persistente propagativa. Pertenecen al Orden
Hemiptera y especificamente a las familias Cicadellidae, Cixiidae, Delphacidae, Derbidae,
Flatidae y Psyllidae. La interaccion insectos-fitoplasmas es compleja y presenta un cierto
grado de variabilidad. Si consideramos que, para el éxito de la transmision, estos
microorganismos deben atravesar varias barreras al interior del insecto en su movimiento
desde el intestino a las glandulas salivales y finalmente ser expulsados con la saliva, es
esperable un elevado grado de especificidad vector-fitoplasmas. Sin dudas asi es, porque la
interaccion se establece en base al tipo de proteina de la membrana fitoplasmatica (IDP) y de
los receptores especificos del vector que se localizan en las células del tracto intestinal y
otros 6rganos. Sin embargo, Kakizawa et al. (2006), aun indicando que estas proteinas estan
estrictamente relacionadas con uno o mas fitoplasmas, sugiriendo un alto grado de
especificidad, también demuestran que pueden ser reconocidas por diferentes fitoplasmas
pertenecientes a un mismo grupo ribosomal. Por otro lado, y a modo de ejemplo, segun
Christens et al. (2005), los fitoplasmas causantes de la amarillez del aster (“aster yellows”)
pertenecientes al grupo ribosomal 16Srl, son transmitidos por lo menos a través de 24
especies de cicadélidos.

Los fitoplasmas pueden ser transmitidos también por semillas en algunas especies vegetales
y por medio de plantas paréasitas, como Cuscuta sp. (Avinent y Llacer, 1996; Lavifia y Batlle,
1997). Esta ultima también es utilizada para la investigacion, ya que permite la transmision
de fitoplasmas de una planta infectada a una sana como la vinca (Catharanthus roseus L.), la
cual es utilizada como planta indicadora y para el mantenimiento de la mayoria de los
aislados de referencia de fitoplasmas (Lee et al., 2000; Bertaccini, 2007; Bertaccini y Duduk,
2009).

Deteccién y control

El control de enfermedades causadas por fitoplasmas se basa en la prevencion a través del

uso de plantas sanas, control de insectos vectores y control de plantas hospederas

secundarias. Sin embargo, el proceso de deteccion de fitoplasmas es complejo debido
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basicamente a dos razones: la baja concentracion de éstos en los tejidos vegetales infectados
y la distribucion erratica en la planta (Gundersen y Lee, 1996; Green et al., 1999). Existen
diversas formas de deteccion, tales como la microscopia 6ptica (tincion DAPI) o electronica,
serologia (dot blot, ELISA), hibridacion molecular y técnicas hibridas, como ISEM
(serologia asociada a microscopia electronica) (Lorenz et al., 1995; Gundersen y Lee, 1996;
Green et al., 1999; Waterwork y Mock, 1999). A pesar de la diversidad de técnicas, estos
métodos poseen una sensibilidad limitada, son poco practicos al analizar un gran nimero de
muestras y algunos no permiten realizar la identificacion del fitoplasma encontrado.
Actualmente, el método mas utilizado para detectar e identificar fitoplasmas en vegetales es
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR (Polymerase Chain Reaction), asociada al
andlisis del Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion o RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) (Gundersen y Lee, 1996; Green et al., 1999; Waterwork y
Mock, 1999). La PCR permite amplificar zonas del gen 16S rRNA utilizando parejas de
partidores especificos, aplicados en PCR anidada, para aumentar la sensibilidad de la
deteccion de fitoplasmas (Ahrens y Seemdiller, 1992; Gundersen y Lee, 1996; Lavifia y
Batlle, 1997).

Enfermedades causadas por fitoplasmas

Las enfermedades asociadas a la presencia de fitoplasmas, se reconocen por un conjunto de
sintomas, que sugieren profundas alteraciones en el equilibrio hormonal de la planta y la
fotosintesis. Alteran el contenido del floema, los compuestos de reserva, entre otros.
Ademas, la manifestacidn de sintomas depende de la condicion ambiental, genotipo y estado
de desarrollo de la planta, y del tipo de fitoplasma. Los mas frecuentes son; amarilleces,
esterilidad de las flores, virescencia, filodia, proliferacion de yemas adventicias, enanismo
generalizado, enrollamiento de las hojas y decaimiento general de la planta (Lee et al., 2000;
Musetti et al., 2000). Los sintomas de la “amarillez europea de los frutales de carozo” o
ESFY (European stone fruit yellows), 'Candidatus Phytoplasma prunorum’, son
enrrollamiento de hojas, clorosis, deformacién de hojas, disminucion del crecimiento,
necrosis en floema y muerte de ramas y troncos, decaimiento. En especies mas susceptibles,
tales como damasco Yy ciruelo japonés, puede causar la muerte de la planta (Morvan 1977;
Giunchedi et al., 1982; Lederer y Seemdller 1992; Marcone et al., 1996; Kison y Seemdller
2001; Poggi Pollini et al., 2001; Torres et al., 2004).

Las enfermedades causadas por este tipo de patdgenos muestran, en los Gltimos afios, un
aumento en la incidencia y una amenaza en el futuro, siendo incluso factores limitantes para
la produccion en numerosos cultivos (McCoy et al., 1989). Actualmente se han reportado
varias enfermedades en diferentes especies de plantas pertenecientes a 98 familias botanicas,
en 85 paises (Costanzo, 2012), cuyo origen era desconocido, las cuales son causadas por
fitoplasmas. Por otro lado, la distribucion de los fitoplasmas aparentemente se relaciona con
la existencia de plantas hospederas y de insectos vectores, éstos Gltimos cumplen un rol
importante en la diseminacion de las enfermedades. Asi es como, el grupo ribosomal
16SrVII que causa la amarillez del fresno, el grupo 16SrVI, la proliferacion del trébol, y la
mayor parte del grupo 16Srlll causante de la enfermedad “X* (X-disease) del Oeste parecen
estar distribuidos en la parte occidental del continente Americano. Por otro lado, los
fitoplasmas del grupo 16Srll, de la escoba de bruja de la nuez y el grupo del enanismo
amarillo del arroz (16SrXl), se limitan a la region del Sudeste Asiatico. ElI grupo 16SrX
12



causante de la proliferacion del manzano y subgrupo stolbur (16SrXII-A), por su parte, se
concentran en el continente Europeo (Bisognin et al., 2008).

Los fitoplasmas relacionados con un hospedero vegetal pueden distribuirse otras zonas
geogréficas. Lo anterior sefiala que los fitoplasmas se han distribuido mas alld de las
regiones donde se originaron, especialmente si en los nuevos nichos ecoldgicos existen
hospederos e insectos vectores similares. Algunos fitoplasmas, como el 16Srl-B, han llegado
a dispersarse por todo el mundo, en cambio otros se han quedado aislados en nichos
ecoldgicos evolucionando de manera independiente a partir de cepas parentales (Lee et al.,
2003).

En Chile, la primera observacién de sintomas asociados a fitoplasmas ocurrio en el afio
1945; en parcelas experimentales se inform¢ la presencia de plantas de remolacha con
“marchitez”. Solo en el 1997 se relacioné esta enfermedad con la presencia de fitoplasmas
(Hepp y Sandoval, 1997). Estudios siguientes realizados en la vid, identificaron
molecularmente el fitoplasma “aster yellows” (subgrupos 16Srl-B y 16Srl-C), “Stolbur”
(subgrupo 16SrXII-A) y de los subgrupos ribosomales 16SrV-A, 16SrVII-A y 16Srlil-J
(Fiore y et al., 2007; Gajardo et al., 2009; Gonzalez et al., 2010). Ademas se han
identificado infecciones causadas por fitoplasmas en plantas nativas y cultivos de
importancia econémica, como cerezo (Prunus avium), murtilla (Ugni molinae Turcz.),
chaura [Gaultheria phillyreifolia (Pers.) Sleumer], peonia (Paeonia lactiflora Pall),
remolacha azucarera (Beta vulgaris L.) (Gajardo et al., 2009; Arismendi et al., 2010;
Gonzaélez et al., 2011; Fiore et al., 2012; Fiore et al., 2015).

Por otro lado, se ha determinado la presencia de fitoplasmas en distintas especies de
malezas: Convolvulus arvensis L., de ciclo perenne, presentando fitoplasmas de los
subgrupos 16Srl-B, 16SrVII-A 'y 16SrXI1I-A; mientras que a su vez Polygonum aviculare L.,
maleza de tipo anual, presenta fitoplasmas de los subgrupos 16Srl-B, 16SrVII-A. En Galega
officinalis L., maleza de tipo perenne, se encontraron los fitoplasmas de los subgrupos
16SrVII-A'y 16Srlll-J. Basandose en lo anterior, los autores concluyeron que dichas malezas
actan como reservorio natural de los fitoplasmas encontrados en ellas, pues comparten los
mismos subgrupos de fitoplasmas con el cultivo de la vid (Fiore et al., 2007; Longone et al.,
2011; Zamorano et al., 2015). La presencia de estos patdgenos en las plantas depende tanto
de la propagacion de plantas infectadas y la actividad tréfica de insectos tales como
Paratanus exitiosus (Beamer) y Bergallia valdiviana Berg 1881, que transmiten el
fitoplasma 16Srlll-J (X-disease group) (Longone et al., 2011; Quiroga et al., 2015). Por
ultimo, la evidencia reportada a la fecha sefiala que los fitoplasmas pertenecientes a los
subgrupos ribosomales 16Srlll-J y 16SrVII-A, son los mas frecuentes en Chile, afectando
vides, cerezo, murtilla, chaura, peonias y varias especies de malezas (Gajardo et al., 2009;
Arismendi et al., 2010; Arismendi et al., 2011).

Finalmente, en relacion a los frutales de carozo, los Unicos estudios asociados a fitoplasmas
que se han realizado en el pais corresponden a dos identificaciones puntuales en durazno
(fitoplasma 16SrXI11-A) y cerezo (16Srlll-J) (Paltrinieri et al., 2006; Gonzalez et al., 2011),
lo que hace esencial conocer la situacion actual de estos patdgenos en las principales zonas
productivas de estos cultivos.
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CAPITULO Il

PROSPECCION Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE FITOPLASMAS
EN FRUTALES DE CAROZO EN CHILE

RESUMEN

En lo que respecta a la produccion y exportacion de frutales, los carozos son los principales
frutos exportados ya sea en volumen como desde el punto de vista econémico. Chile posee
mas de 60 mil hectareas de superficie de éste tipo de frutal, sin embargo, a pesar del alto
nivel de produccion, el manejo fitosanitario es un problema constante y limitante de los
volumenes cosechados. Es asi como dentro de las enfermedades que afectan a los frutales de
carozos a nivel mundial, los fitoplasmas han tomado relevancia, principalmente debido a la
disminucion, tanto de produccion como de la calidad de los frutos sumado a la inexistencia
de herramientas de control efectivas. En Chile, existe muy poca informacion relacionada con
los fitoplasmas en carozos, por esta razén, es importante la realizacion de estudios de las
enfermedades asociadas a €éstos, y establecer asi una base solida para enfrentar la eventual
presencia de estos patdgenos y disminuir las pérdidas econdmicas. La presente investigacion
tuvo por objetivo detectar e identificar molecularmente fitoplasmas en viveros y huertos
comerciales de frutales de carozos en Chile. Para detectar e identificar estos patdgenos se
colectaron muestras con sintomas asociados a presencia de fitoplasmas. La obtencién de las
muestras se realiz6 en las principales zonas productoras, y fueron analizadas utilizando la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa anidada (PCR-anidada). Posteriormente,
se realizo un estudio filogenético utilizando herramientas bioinformaticas, para identificar y
caracterizar molecularmente los fitoplasmas encontrados. Los resultados sefialan la presencia
del fitoplasma 16Srll1-J en huertos de frutales de carozo. Se informa la primera deteccion del
fitoplasma 16SrllI-J en durazno al que se asocia decaimiento general de las plantas. Por otro
lado, se confirma la presencia del 16Srlll-J en cerezo. Finalmente, no se detectd en Chile el
“European stone fruit yellows” (ESFY, 'Candidatus P. prunorum’) ni el “peach X-disease”
(‘Candidatus P. pruni’), fitoplasmas responsables de graves enfermedades en frutales de
carozo, en Europa y Estado Unidos, respectivamente.

Palabras claves: gen tuf, PCR-anidada, RFLP, secuenciacion, gen 16S rRNA.
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ABSTRACT

With regard to the production and export of fruit, stone fruit are the main fruit exported
either in volume and from the economic point of view. Chile has more than 60 miles
hectares of this type of fruit, however, despite the high level of production, the plant
management is an ongoing problem and limitation of harvested volumes. Among many
biotic agents related with diseases affecting pits worldwide, phytoplasma have taken
importance mainly due to the decrease in both production and the quality of the fruits, all of
this added to the lack of effective field control tools. In Chile, there is little information
regarding phytoplasma in stone fruits, therefore, is of high concern the development of
studies of diseases associated with them, which give a solid foundation to face the possible
presence of these pathogens and thus reduce economic losses. This research was aimed at
molecularly detect and identify phytoplasmas in nurseries and commercial orchards of stone
fruit in Chile. To detect and identify these pathogens samples were collected with symptoms
associated with the presence of phytoplasma. Obtaining samples was performed in the main
producing areas, and were analyzed using the technique of Chain Reaction nested
polymerase (PCR - nested). Subsequently, a phylogenetic study using bioinformatics tools to
identify and molecularly characterize the phytoplasma found was performed. The results
indicate the presence of phytoplasma 16Srlll-J in stone fruit orchards. It reported the first
detection of phytoplasma 16Srlll-J peach in which general decay of plants is associated.
Furthermore the presence of cherry 16Srlll-J is confirmed. Finally, it was not detected in
Chile the "European stone fruit yellows " (ESFY, 'Candidatus P. prunorum') and the "peach
X - disease" (‘Candidatus P. pruni’), phytoplasma responsible for serious diseases in stone
fruit in Europe and the United States respectively.

Palabras claves: tuf gene, nested-PCR, RFLP, sequencing, 16S rRNA gene.
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INTRODUCCION

Los principales frutales de carozo cultivados en Chile son ciruelo, cerezo, duraznero,
nectarino y almendro, los cuales se distribuyen entre los 33° 30’ (Coquimbo) y los 40° 30’
(Araucania) latitud Sur. La superficie plantada informada es de 62.110 hectareas, con una
produccién total de 24.959 toneladas (ODEPA, 2014), constituyendo uno de los principales
ejes econdmicos de la fruticultura a traves de las exportaciones. Sin embargo, a pesar del
buen nivel de productividad existente, el manejo fitosanitario es un problema constante para
alcanzar mejores volimenes y calidad de la fruta.

Los frutales de carozo son afectados por diversas plagas y enfermedades, siendo estas
ultimas las mas complicadas de controlar debido principalmente a que hay escasas opciones
eficientes de control o, para algunas enfermedades, simplemente no existen terapias
curativas. Dentro de los fitopatogenos que afectan a estos frutales existen bacterias, hongos,
virus, viroides y fitoplasmas. Los fitoplasmas son procariotas pertenecientes a la clase de los
Mollicutes, carentes de pared celular, caracteristica que les confiere plasticidad,
pleomorfismo y resistencia a compuestos antibacterianos que actdan inhibiendo la sintesis de
la pared celular (Yu et al., 1998). La plasticidad es una condicion que los favorece para pasar
de un tubo criboso a otro junto con la savia (Lee et al., 2000; Christens et al., 2005;
Hogenhout et al., 2008) prescindiendo de la presencia de flagelos. Son paréasitos estrictos del
medio intracelular de plantas (solo floema) e insectos vectores. Su tamafio y crecimiento
dependen del grado de desarrollo de los tubos cribosos donde se localizan (Camarena y De la
Torre, 2008). Las enfermedades causadas por este tipo de patdgenos muestran, en los Ultimos
afios, un aumento en la incidencia y una amenaza en el futuro, siendo incluso factores
limitantes para la produccion en numerosos cultivos (McCoy et al., 1989).

En Chile, se han identificado infecciones causadas por fitoplasmas en plantas nativas y
cultivos de importancia econdmica, como vid (Vitis vinifera L.), cerezo (Prunus avium L.),
murtilla (Ugni molinae Turcz.), chaura [Gaultheria phillyreifolia (Pers.) Sleumer], peonia
(Paeonia lactiflora Pall), remolacha azucarera (Beta vulgaris L.) (Gajardo et al., 2009;
Arismendi et al., 2010; Gonzéalez et al., 2011; Fiore et al., 2012; Fiore et al., 2015). En
relacién a los frutales de carozo, los Unicos estudios asociados a fitoplasmas que se han
realizado en el pais corresponden a dos identificaciones puntuales en duraznero y cerezo
(Paltrinieri et al., 2006; Gonzalez et al., 2011).

Por otro lado, con respecto a la identificacion y clasificacion, esta se basa segin las
secuencias existentes en el NCBI (National Center for Biotechnology Information’s)
complementando con analisis de RFLPs in silico, lo que permitido clasificar o identificar 37
especies como ‘Candidatus Phytoplasma' ("Ca. P."), 33 grupos y 118 subgrupos ribosomales
(Lee et al., 1998; Lee et al., 2000; Arocha et al., 2005). Actualmente, la identificacion se
realiza considerando la secuencia del gen 16S rRNA, otros marcadores moleculares
exclusivos de cada “Ca. P." vy, en caso de necesidad, las caracteristicas bioldgicas.
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HIPOTESIS

Los fitoplasmas presentes en frutales de carozo en Chile son diferentes a los que afectan los
mismos cultivos en el mundo.

OBJETIVO GENERAL

Detectar e identificar los fitoplasmas presentes en frutales de carozo en Chile.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Detectar la presencia de fitoplasmas en viveros y huertos comerciales de frutales de
carozo.

2. ldentificar molecularmente los fitoplasmas presentes en frutales de carozo.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

El estudio se realiz en dos etapas: primero el trabajo de campo, el que corresponde a la
obtencion del material vegetal, en las siguientes regiones: Valparaiso, Metropolitana,
Libertador Bernardo O’Higgins, Maule, Bio-Bio y La Araucania; y segundo, el trabajo de
deteccion y caracterizacion de fitoplasmas, el cual se desarroll6 en el laboratorio de
Fitovirologia de la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile.

Material vegetal

El material vegetal se obtuvo de plantas de viveros y huertos comerciales de frutales de
carozo. El criterio de muestreo se baso en colectar ramillas con hojas, flores y/o frutos con
sintomatologia asociada a fitoplasmas, tales como amarilleces, virescencia, filodia,
proliferacion de yemas adventicias, enanismo generalizado, enrollamiento de las hojas,
decaimiento general de la planta, deformacion de hojas, necrosis en floema y muerte de
ramas y troncos. El nimero de muestras obtenido fue proporcional a la superficie por especie
existente en cada regién de acuerdo al Gltimo catastro fruticola realizado para cada una
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Superficie de frutales de carozo por region (Fuente: CIREN-ODEPA, 2015)

Especie / Valparaiso Metropolitana O'Higgins  Maule Biobio  Araucania Total /
Region especie
Almendro 10433 3412.1 2780.3 33 7.8 0 7276.5
Cerezo 242.7 1814.2 49675  8087.1 13097 382 16803.2
Ciruelo 1345 3119.8 7613.2 842.7 65.4 0 11775.6
europeo
Ciruelo 112.8 1454 32468 7979 0 0 5611.5
japonés
Damasco 295.4 269.7 176.2 0 0.5 0 741.8
Duraznero 45, 4 712.8 17209 9.8 1.4 0 2749
Fresco
Duraznero 55/, 992.7 5674.9 364.2 0.6 0.3 10081.9
Conservero
Nectarino 326.6 1315.8 3515.7 45.1 17 0 5204.9
Total/region  5508.6 13091.1 206955  10179.8  1387.1 382.3 60244.4

Las muestras se colectaron desde el mes de octubre de 2014 hasta el mes de mayo de 2015.
A cada muestra se le asigné un cddigo correlativo, cada planta fue georeferenciada, y
ademas se realizé un registro fotografico de su sintomatologia. Posteriormente, el material se
traslado al Laboratorio de Fitovirologia en neveras.
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Extraccién de material vegetal
Para cada muestra se extrajo 3 gramos de nervaduras, los cuales se almacenaron a -80°C.

Extraccion de DNA

A partir de un gramo de nervadura, se extrajo los &cidos nucleicos totales, a través del
método fenol-cloroformo, el cual utiliza tampdn tris-EDTA pH 7,6, el que es mantenido a
4°C. De ésta extraccion 20 ng/ul de acido nucleico fueron usados para PCR (Prince et al.,
1993).

Anélisis de PCR anidada

La técnica de PCR anidada o “nested” PCR, es utilizada para la deteccién de los fitoplasmas
en plantas, ésta consiste en un primer PCR con partidores universales, cuyo producto de
amplificacion se somete a un segundo PCR con otra pareja de partidores universales, para
aumentar la sensibilidad de la técnica (Gundersen y Lee, 1996).

Los partidores utilizados en este estudio amplifican regiones del genoma del fitoplasma
correspondientes a dos genes:

Gen tuf
La amplificacion del gen tuf se realiz6 segun el protocolo de Makarova et al. (2012). Para la
deteccion de los fitoplasmas se utilizd, en el PCR directo, una mezcla de partidores
Tuf340/Tuf890 que amplifica 550 pb. La dilucion 1:30 del producto de amplificacion del
PCR anterior se utilizo en el nested-PCR, realizado con otra mezcla de partidores
Tuf400/Tuf835 que amplifican 420-440 pb (Cuadro 2).

Cuadro 2. Partidores para la amplificacion del gen tuf (Makarova et al., 2012).
Partidores Secuencia (5'- 3")

Tuf340a GCTCCTGAAGAAARAGAACGTGG

Tuf340b  ACTAAAGAAGAAAAAGAACGTGG

Tuf890ra ACTTGDCCTCTTTCKACTCTACCAGT

Tuf890 Tuf890rb ATTTGTCCTCTTTCWACACGTCCTGT
Tuf890rc ACCATTCCTCTTTCAACACGTCCAGT
Tuf400a GTAAAACGACGGCCAGTGAAACAGAAAAACGTCAYTATGCTCA
Tuf400b GTAAAACGACGGCCAGTGAAACTTCTAAAAGACATTACGCTCA

Tuf400 Tuf400c GTAAAACGACGGCCAGTGAAACATCAAAAAGACAYTATGCTCA
Tuf400d GTAAAACGACGGCCAGTGAAACAGAAAAAAGACAYTATGCTCA
Tuf400e = GTAAAACGACGGCCAGTCAAACAGCTAAAAGACATTATYCTCA
Tuf835ra TATACGACTCACTATAGGGAACATCTTCWACHGGCATTAAGAAAG

Tuf835 Tuf835rb TATACGACTCACTATAGGGAACACCTTCAATAGGCATTAAAAAWG
Tuf835rc  TATACGACTCACTATAGGGAACATCTTCTATAGGTAATAAAAAAGG

Tuf340

Para cada PCR se utilizo un volumen final de 30 pL que contiene los siguientes
componentes: 2,5 uL. de ADN extraido (20 ng/uL), 1 uL de cada partidor seglin corresponda
(10 puM), 3 pL de buffer PCR (10X), 0,9 uL de MgCl> (25 mM), 0,6 uL de dNTP’s (10 mM),
21 pL de agua bidestilada y 0,15 pL de enzima Taq polimerasa Platinum (Invitrogen).
Posteriormente, estas reacciones se llevaron a un termociclador (Techne TC 3000 6) con
incubacion de 3 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos que consistieron en las siguientes
etapas: desnaturalizacion de 15 segundos a 94°C; apareamiento de partidores por 30
segundos a 54°C; elongacion de 1 minuto a 72°C. La extension final fue de 72°C durante 7
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minutos seguida por una reduccién de la temperatura a 4°C por un tiempo indefinido para
enfriamiento y conservacion de las moléculas de ADN sintetizadas. En ambas reacciones de
PCR se utiliz6 el mismo procedimiento.

Gen 16S rRNA
A través de PCR se realizé la amplificacion del gen 16S rRNA (Deng y Hiruki, 1991; Schaff
et al., 1992; Gundersen y Lee, 1996; Smart et al., 1996). Para la deteccion de fitoplasmas, se
utilizaron, en el PCR directo, los partidores universales P1/P7 que amplifican 1819 pb.
Luego, se realizo el nested-PCR, previa dilucion de 1:30 del producto de amplificacion del
PCR anterior; para el nested-PCR se usaron los partidores universales R16F2n/R16R2 que
amplifican 1250 pb (Cuadro 3).

Cuadro 3. Partidores universales para la deteccion de gen 16S rRNA.

Partidores  Secuencia (5’ - 3') Cita bibliografica

P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT Deng y Hiruki, 1991
P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT Smart et al., 1996
R16F2n GAAACGACTGCTAAGACTGG Gundersen y Lee, 1996
R16R2 TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG Gundersen y Lee, 1996

Cada reaccion de PCR se realiz6 con un volumen final de 27 L que contiene los siguientes
componentes: 2 pL. de ADN extraido (20 ng/uL), 0,4 uL de cada partidor segin corresponda
(nmol/ puL), 2,5 pL de buffer PCR (10X), 0,75 pL de MgClz (50 uM), 0,5 puLL. de dNTP’s (10
uM), 19,2 pL de agua bidestilada y 0,25 pL de enzima Taq polimerasa Platinum
(Invitrogen). Estas reacciones se llevaron a cabo en un termociclador (Techne TC 3000 6)
con incubacion de 1 minuto a 94°C, seguido de 35 ciclos que consistieron en las siguientes
etapas: desnaturalizacién de 1 minuto a 94°C; apareamiento de los partidores por 45
segundos a 53°C (55°C desde el segundo ciclo); elongacion de 90 segundos a 72°C. La
extension final fue de 72°C durante 7 minutos seguida por una reduccion de la temperatura a
4°C por un tiempo indefinido para enfriamiento y conservacion de las moléculas de ADN
sintetizadas. Para la reaccion del nested-PCR se utilizd el mismo procedimiento que la
primera reaccion, solo modificando la temperatura de apareamiento de los partidores,
utilizando 55°C.

Electroforesis

Se analiz6 a través de electroforesis los productos de amplificacion procedentes de los
nested-PCR para ambos genes a estudiar, en gel de agarosa 1,2% utilizando buffer TAE 1X
(Tris 40 mM, 20 mM de &cido acetico y EDTA 1 mM, pH 8,0). La electroforesis se realizd
utilizando una fuente de poder (EPS — 300 IIV) a 110 voltios durante 30 minutos. Los
productos de amplificacion se visualizaron a traves de un transiluminador de luz UV y se
fotografiaron utilizando el equipo de fotodocumentacién de luz UV. Para la determinacion
del tamafio de los fragmentos amplificados se utilizd6 6 puL de ADN ladder 100 bps
(Invitrogen). Los productos de amplificacion obtenidos en nested-PCR fueron eluidos del gel
de agarosa para su purificacion siguiendo el protocolo comercial E.Z.N.A Kit (Omega
Biotek).
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Clonamiento y secuenciacion

Para la reaccion de ligamiento se utiliz6 el Kit pPGEM-Teasy Vector®. Se mezclaron 5 uL de
tampon, 1 pL de plasmido p-GEM-T, 1 uL de enzima T4 ligasa y 3 uL del DNA purificado
en un tubo Eppendorf de 0,2 mL. EI tampdn y el plasmido se almacenaron a -20°C. Luego,
se incubo a 4°C durante toda la noche.

Para la transformacion de células competentes de Escherichia coli cepa Top 10 con el
plasmido se tomo un tubo de células competentes en stock (100 puL) y se descongelaron
sobre hielo. Se agregd todo el volumen de la reaccion de ligamiento (10 uL) y se
homogenizo6 suavemente, y se mantuvo en frio por 10 minutos. A continuacion, se sometié a
las células a un shock térmico de 42°C en bafio termorregulado durante 2 minutos. Luego, se
mantuvo en frio por 1-2 minutos. Se agregdé 400 uL de medio de cultivo LB a temperatura
ambiente. Se incubo por 1 hora a 37°C agitando a 180-200 rpm. Se centrifugd a 3000 rpm
durante 2 minutos a temperatura ambiente, se eliminé 450 upL del sobrenadante y se
resuspendieron los 50 pL restantes. Se sembraron en placas Petri con medio selectivo LB
enmendado con  Carbenicilina  (Cb), Estreptomicina  (Str), Isopropil-3-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido (X-gal), se
incubaron a 37°C durante toda la noche. En un tubo Eppendorf de 0,6 mL se agregaron 10
uL de H>O-BD estéril-DPC y se disolvid una colonia con el plasmido. Posteriormente, se
realiz6 un PCR de colonia usando los partidores SP6 y T7, agregando 1-2 puL de muestra
para confirmar la insercion del amplicon en el plasmido. Finalmente, se purifico el resultado
de este PCR a partir del gel de agarosa. Para su secuenciacion, una vez purificado el ADN de
los genes tuf y 16S rRNA, estos se enviaron a Magrogen Corp (USA).

Anélisis bioinformatico.

Las secuencias se alinearon utilizando los programas BioEdit and CLUSTAL X2 (Thompson
et al., 1997; Hall, 1999); el andlisis filogenético se realiz6 utilizando el método de
“Minimum Evolution” de MEGA, version 64.0 (Tamura et al., 2007), para comparar las
secuencias nucleotidicas obtenidas, con aquellas de fitoplasmas publicadas en el National
Center  for  Biotechnology Information  (NCBI)  disponible en internet
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Para completar la identificacion se recurri6 al analisis
del polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) in silico.
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RESULTADOS

Muestras colectadas

Se muestrearon 168 plantas (Cuadro 4), que presentaban sintomas tales como enanismo,
encarrujamiento de hojas, filodia, amarillamientos u otros cambios de color, proliferacion y
malformacion de hojas y flores.

Cuadro 4. Numero de muestras obtenidas por Region y especie.

Especie/ Region Valparaiso Metropolitana O'Higgins Maule  Bio-Bio Araucania Js%?clié
Almendro 3 9 7 0 0 0 19
Cerezo 1 5 13 21 8 7 55
Ciruelo europeo 0 8 20 2 0 0 30
Ciruelo Japonés 0 4 8 2 0 0 14
Damasco 1 1 0 0 0 0

Duraznero Fresco 1 2 4 0 0 0

Duraznero Conservero 8 3 15 1 0 0 27
Nectarino 1 4 9 0 0 0 14
Total/Region 15 36 76 26 8 7 168

Sintomatologia y resultados de PCR anidada.

Es importante destacar que todos los huertos de frutales de carozo visitados presentaban al
menos una sintomatologia que se podria asociar a fitoplasmas segun la literatura (Figuras 1
al 4), independiente si estaban infectadas o no por el patégeno. Sin embargo, al analizar los
productos de amplificacion procedentes de los nested-PCR para el gen tuf, solo 9 muestras
resultaron positivas (Cuadro 5). Estas muestras corresponden a distintas Comunas de las
regiones prospectadas y las sintomatologias observadas son variadas, destacando la
presencia de decaimiento generalizado (Figuras 1y 4).

Figura 1. Arboles de cerezo donde se observa a la izquierda planta infectada por fitoplasmas
con ramas muertas y decaimien eral.




Figura 2. Necrosis de floema en planta de cerezo infectada por fitoplasmas.

Figura 4. Plantas de duraznero positivas a fitoplasm
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Cuadro 5. Muestras positivas al gen tuf segun el protocolo de Makarova et al., (2012).

Muestra

10185

10278

10282

10283

10289

10291

10319

10344

10355

Especie

Cerezo

Cerezo

Almendro

Almendro

Ciruelo

Cerezo

Duraznero

Cerezo

Cerezo

Variedad/
Portainjerto

Lapins/
Mahaleb

Desconocidos

Desconocidos

Desconocido

Desconocidos

Bing /Colt

Fortuna/
Marianna

Stella/
Desconocido

Santina/ Van

Sintomatologia

Gran Cantidad de brazos
muertos. Algunas ramas con
floema necrético. Ademas hay
sintomas de hongos de la
madera. Gomosis abundante.
Hojas acucharadas con leves
amarilleces. Tronco con
deformaciones de corteza.

Epinastia adaxial de hojas.
Incompatibilidad injerto -
patrén. Algunas hojas con
decrecimiento.

Escaso crecimiento general.

Amarillez de hojas.
Incompatibilidad injerto -
patrén.

Ramas muertas. Necrosis en

floema. Escaso crecimiento
general. Defoliacion.
Incompatibilidad injerto -
patrén.

Escoba de brujas. Clorosis en
hojas.

Plantas no productivas. Hojas
lanceoladas, algunas

asimétricas. Necrosis en
nervaduras.
Encarrujamiento de hojas.
Decaimiento y  amarillez
generalizada.
Necrosis de floema.

Defoliacion total. Negativas a
Cancer bacteriano.

Necrosis en floema. Ramas
muertas. Presencia de cancros.

Comuna
Region

Calera de Tango
Metropolitana

Machali
O’Higgins

Requinoa
O’Higgins

Requinoa
O’Higgins

Rancagua
O’Higgins

Catemu
Valparaiso

Los Andes
Valparaiso

Romeral
Maule

Romeral
Maule
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De las 9 muestras anteriores, solo dos resultaron positivas también al gen 16S rRNA: la
10355, correspondiente a cerezo, el cual presentaba necrosis de floema y cancros; la muestra
10319, que corresponde a un duraznero, y que presentaba encarrujamiento de hojas,
amarillez generalizada y decaimiento de la planta (Cuadro 6).

Cuadro 6. Muestras positivas al gen 16S rRNA.

Muestra Especie Variedad Sintomatologia Comuna / Region

10319 Durazno Fortuna/ Encarrujamiento de hojas. Los Andes
Marianna Decaimiento 'y amarillez Valparaiso
generalizada.

10355 Cerezo Santina/ Van  Necrosis en floema. Ramas Romeral
muertas.  Presencia  de Maule
cancros (probablemente
asociados a la presencia de
Pseudomonas syrinagae pv.
syringae).

Para completar la identificacién se realizd el analisis bioinformatico de las secuencias
nucleotidicas de los dos genes. La comparacion de las secuencias nucleeotidicas de todas las
muestras positivas para el gen tuf permitié determinar que entre ellas poseen un 100% de
identidady, al comparar con las bases de datos del GenBank, se presentd una identidad del
100% con el fitoplasma “sugar beet yellow phytoplasma Hort72”, reportado en Chile y
perteneciente al subgrupo ribosomal 16Srlll-J. El cuadro 7 muestra los més altos porcentajes
de identidad nucleotidica obtenidos en BLAST, de GenBank, entre los aislados de referencia
y el 10319. La secuencia 16S rRNA de la misma muestra, presentd una identidad de
secuencia nucleotidica de 99,84% con tres fitoplasmas pertenecientes al subgrupo ribosomal
16Srll1-J (Cuadro 8).

Cuadro 7. Porcentajes de identidad nucleotidica del gen tuf, entre el aislado chileno 10319
correspondiente a duraznero y las referencias disponibles en GenBank.

Descripcion % lIdentidad Genbank acc. Number
Sugar beet yellow phytoplasma Hort72 100% KM658259
(16SrlIlI-J, Chile)
Goldenrod yellows phytoplasma 96,8% JQ824232
(16SrIII-D, Estados Unidos)
Crepis biennis' yellows phytoplasma 96,7% JQ824258

(16SrIII-B, Italia)
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Cuadro 8. Porcentajes de identidad nucleotidica del gen gen 16S rRNA entre el aislado de la
muestra 10319, correspondiente a duraznero y las referencias disponibles en GenBank.

Descripcion % lIdentidad Genbank acc. Number
Solanum lycopersicum' phytoplasma 99.,84% KC412031

clone TomRed (16SrIII-J, Argentina)

Chinaberry yellows phytoplasma 99.,84% AF495657
(16SrIlI-J, Bolivia)

Chayote witches' broom phytoplasma 99,84% AF147706

(16SrI1I-J, Brasil)

Tal como se observa en los Cuadros 9 y 10, para el caso del aislado del cerezo (muestra
10355), los porcentajes de similitud nucleotidica son iguales a aquellos encontrados con el
aislado obtenido del duraznero.

Cuadro 9. Porcentajes de identidad nucleotidica del gen tuf entre el aislado de la muestra
10355 correspondiente a cerezo, y las referencias disponibles en GenBank.

Descripcion % lIdentidad GenBank acc.
Number

Sugar beet yellow phytoplasma Hort72 100% KM658259

(16SrIILJ-Chile)

Goldenrod yellows phytoplasma (16SrIII-D, 96,8% JQ824232

Estados Unidos)

Crepis biennis' yellows phytoplasma (16SrIII- 96,7% JQ824258

B, Italia)

Cuadro 10. Porcentajes de identidad nucleotidica del gen gen 16S rRNA entre el aislado de
la muestra 10355 correspondiente a cerezo y las referencias disponibles en GenBank.

Descripcion % lIdentidad GenBank
acc.Number

Solanum lycopersicum' phytoplasma 99.,84% KC412031
clone TomRed (16SrlII-J, Argentina)

Chinaberry yellows phytoplasma 99,84% AF495657
(16SrlII-J, Bolivia)

Chayote witches' broom phytoplasma 99,84% AF147706
(16SrIII-J, Brasil)

Una vez alineadas las secuencias se realizd el andlisis filogenético para las muestras
positivas a los genes tuf y 16S rRNA, utilizando el método “minimum evolution” (Figura 5 y
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6). Los arboles filogenéticos obtenidos mediante los genes tuf y 16S rRNA, indican que los
aislados de cerezo y duraznero (10355 y 10319, respectivamente), se asocian genéticamente
con las referencias pertenecientes al subgrupo ribosomal 16Srlll-J detectado en Chile para
diversas especies.

Figura 5. Arbol filogenético obtenido para las secuencias nucleotidica del gen tuf de las
muestras 10319 y 10355. El aislado de referencia del fitoplasma 16Srlll-J (Hor72) es el
unico disponible en QBank.

o8 PoiBI 16SrlIl-H
76 GVX 16SrIl-A
SPI1 16SrlI-E
GR 16SrIl-D
a4 MW 1 16Srill-F
CR 165rlll-B
@ cio3ss
@ ci10319
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[
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Figura 6. Arbol filogenético obtenido para las secuencias nucleotidica del gen 16S
rRNA de las muestras 10355 y 10319.
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Para completar la identificacion de los fitoplasmas encontrados en cerezo y duraznero en
Chile, se realizé el analisis virtual de RFLP para ambos genes (Figuras 7, 8, 9 y 10). Para el
gen tuf, la digestion del fragmento de amplificacion, al utilizar la enzima de restriccion Msel,
permite asociar de manera inmediata los aislados 10319 y 10355 al fitoplasma del subgrupo
ribosomal 16Srll-J (Figura 7). Por otro lado, para el gen 16S rRNA, los perfiles generados
por la digestion de la enzima Hhal, resultaron idénticos a 8 de los aislados utilizados para
realizar la comparacion, incluyendo Cherry 614 (Gonzélez et al., 2011), perteneciente al
subgrupo ribosomal 16Srlll-J (Figura 8). Para refinar esta digestion, se digirié con la enzima
BstUI (Figura 9), donde solo 3 de los 8 aislados presentaron el mismo patrén de restriccion
enzimatico con los aislados en estudio (Cherry 614, Chl10 y BRWBY7). Finalmente, con la
enzima Rsal (Figura 10) las muestras 10319 (duraznero) y 10355 (cerezo) presentaron un
perfil de restriccion idéntico a 2 de los aislados de referencia, Cherry 614 y Ch10, los cuales
pertenecen al subgrupo ribosomal 16Srlll-J.

Cuadro 11. Porcentaje de identidad nucleotidica de secuencias entre los aislados (gen 16S
rRNA) y los registrados en GenBank.

Aislado Caddigo de N° Subgrupo %
secuencia GenBank ribosomal  identidad

Peach X-disease phytoplasma CX L33733 16SrllI-A 99,1
Clover yellow edge phytoplasma CYE-C AF175304 16Srlll-B 99,4
Pecan bunch phytoplasma PB1 FJ376626 16Sril-C 99,3
Goldenrod yellows phytoplasma GR1 FJ376627 16SrllI-D 99,5
Spiraea stunt phytoplasma SP1 AF190228 16SrllI-E 99,3
Milkweed yellows phytoplasma MW1 AF510724 16SrllI-F 99,5
Walnut witches” broom WWB  AF190226  16SrlIIl-G 99,3
phytoplasma
Poinsettia branch-inducing PoiBI  AF190223  165rlll-H 99,3
phytoplasma
Virginia grapevine yellows VGYIl  AF060875  16Srlll-l 99,3
phytoplasma
Chayote witches’ broom ChwalIlI )
phytoplasma (Ch10) AF147706 16Srll1-J 99,8
Strawberry leafy fruit phytoplasma SLF AF274876 16Srlll-K 99,5
Poinsettia exuberant flower- EF-MM  EU160138  16Srlll-L 99,6
inducing phytoplasma
Montana potato purple top PPT- i
phytoplasma MT117-1 FJ226074 16SrlI-M 99,2
Alaska potato purple top PPT-AK6  FI376620  16rllI-N 99,0
phytoplasma
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Dandelion virescence phytoplasma DanVir AF370120 16SrllI-O 99,4
Dandelion virescence phytoplasma DanVir AF370119 16SrllI-P 99,2
Black raspberry witches’-broom BRWB7  AF302841  16SrlI-Q 996
phytoplasma '

Cirsium white leaf phytoplasma CirwL AF373105 16SrllI-R 99,3
Western peach X-disease WX 104682 16Sr111-S 989
phytoplasma ’

Figura 7. Analisis virtual en gel de poliacrilamida al 6%, que muestra algunos los perfiles de
RFLP digeridos con la enzima Msel de los productos secuenciados en nested-PCR del gen
tuf de aislados de duraznero (10319) y cerezo (10355). Secuencias de fitoplasma utilizadas
como referencias (Cuadro 11): GVX (16Srlll-A), PB1 (16SrllI-C), SP1 (16SrllI-E), MW1
(16SrllI-F) y PoiBI (16Srlll-H) Hort72 (16Srlll-J) en comparacion con los aislados 10319 y
10355; M: marcador molecular.

M m-A 1m-c - 1m-F 1-H 11-J 10319 10355 M

L
L]

Msel
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Figura 8. Andlisis virtual en gel poliacrilamida al 6% el cual muestra los perfiles de RFLP
de los productos secuenciados en nested-PCR del gen 16S rRNA de aislados de duraznero y
cerezo digeridos con la enzima Hhal. Secuencias de fitoplasmas utilizadas como referencia
en cuadro 11. M: Marcador molecular.
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Figura 9. Andlisis virtual en gel de poliacrilamida al 6%, el cual muestra los perfiles de
RFLP de los productos secuenciados en nested-PCR del gen 16S rRNA de aislados de
duraznero y cerezo, digeridos con la enzima BstUI. Secuencias de fitoplasmas utilizadas
como referencia en cuadro 11. M: Marcador molecular. X: Indica aislados descartados al
realizar la digestion.
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Figura 10. Analisis virtual en gel de poliacrilamida al 6%, el cual muestra los perfiles de
RFLP de los productos secuenciados en nested-PCR del gen 16S rRNA de aislados de
duraznero y cerezo, digeridos con la enzima BstUI. Secuencias de fitoplasmas utilizadas
como referencia en cuadro 11. X: Indica aislados descartados al realizar la digestion.
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DISCUSION

Se colectaron y analizaron 168 muestras, confirmando la presencia de fitoplasmas en frutales
de carozo en la principal zona productora, region de Valparaiso, O’Higgins y Maule. Con el
gen tuf 5,4% de muestras resultd positiva (9 plantas), mientras 1,2% con el gen 16S rRNA (2
plantas). A pesar de los bajos porcentajes de infeccion, la situacion preocupa porgue el
material vegetal positivo ha sido encontrado en 4 de las 6 regiones prospectadas. Lo que
podria indicar que el patdgeno se mueve a través de insectos vectores, de malezas reservorio
y/o al uso de material vegetal infectado. Todas las muestras colectadas manifestaban algun
tipo de sintomas que, segun literatura, se podria asociar a presencia de fitoplasmas (Lee et
al., 2000; Musetti et al., 2000). Sin embargo, los resultados de deteccion de fitoplasmas
obtenidos indican que no se debe tratar de sintomas atribuibles solo a fitoplasmas, sino que
también a otros agentes de enfermedad, tanto bidticos como abidticos. Por otro lado no se
debe olvidar que la carga de fitoplasmas en los tejidos vegetales es muy baja a pesar de los
sintomas que estos causan, situacion que dificulta su deteccion (Firrao et al., 2007; Harrison
et al.,, 2002; Lee et al., 1995; Kawakita et al., 2000). Estos estudios indican que el
diagnostico de una fitoplasmosis, por o menos en frutales de carozo, nunca se puede basar
solo en la observacion de los sintomas, sino que debe ser siempre amparado por el resultado
de los analisis moleculares.
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El fitoplasma 16Srlll-J, se encuentra ampliamente distribuido en Sudamérica en variados
huéspedes tanto herbaceos (Guzman et al., 2014), como lefiosos (Gonzalez et al., 2011). De
acuerdo a los resultados obtenidos, los aislados detectados corresponden al mismo
fitoplasma infectando plantas de cerezo en la zona central de Chile (Gonzalez et al., 2011).
El fitoplasma 16Srlll-J, ademéas de causar el decaimiento en cerezo, ha sido detectado en
Chile también en la vid, ocasionando amarilleces (Fiore et al., 2010). Asimismo, en Chile, el
fitoplasma 16Srll1-J se ha reportado regularmente en huertos frutales y otros cultivos como
la remolacha como agente causal de la enfermedad denominada “marchitez amarilla de la
remolacha” (Fiore et al., 2015), y en malezas como es el caso de Galega officinalis L. (Fiore
et al., 2015). A lo anterior podemos agregar que el fitoplasma 16Srlll-J en Chile puede ser
transmitido a través de los cicadélidos Paratanus exitiosus (Fiore et al., 2012) y Bergallia
valdiviana (Quiroga et al., 2015), los cuales se encuentran distribuidos en diversos cultivos y
frutales, asociados ademéas a malezas como galega y correhuela. Por lo tanto, cuando se
realiza el desmalezamiento o las malezas se secan durante el periodo de escasez de lluvia, los
insectos migran al cultivo de interés agronémico, alimentdndose y transmitiendo el
fitoplasma. Hay que considerar que estas malezas son comunes en los huertos de frutales de
carozos de Chile y Sudamérica, situacion que favorece la dispersion del fitoplasma 16SrllI-J,
asi como ya se describi6 en el caso de la remolacha en Chile y en vides, y otros cultivos en
Sudamérica (Munyaneza et al., 2006; Galdeano et al., 2013).

Los fitoplasmas identificados con tuf y 16S rRNA se detectaron en una planta de duraznero y
una de cerezo. La primera se encuentra en la Regién de Valparaiso y presentaba decaimiento
severo, hojas encarrujadas y amarillas. El cerezo en la Regién del Maule, manifestando
necrosis de floema, brazos muertos y un decaimiento generalizado. EI analisis
bioinforméatico permitié determinar que ambos aislados pertenecen al subgrupo ribosomal
16Srlll-J, “X-disease group”. Este fitoplasma, tal como se comentd anteriormente, se
encuentra ampliamente distribuido en Chile tanto en cultivos herbaceos y lefiosos. Es
importante destacar que se trata de la primera deteccion del fitoplasma 16Srlll-J en Chile en
duraznero. El patégeno puede haber sido introducido al huerto a través de plantas infectadas
procedentes de vivero, pero también por insectos vectores. Para aclarar este punto se deberia
realizar un estudio epidemioldgico en el huerto mismo, considerando ampliar el muestreo de
plantas de duraznero, colectar, identificar y analizar también a las malezas e insectos
presentes.

Para el control de fitoplasmas en general es aconsejable partir siempre por una correcta
identificacion, a la cual debe seguir el manejo agronoémico basado en el criterio de la
prevencion de la infeccion a través del uso de material vegetal sano, a la eliminacion de
malezas reservorio y de insectos vectores. La distribucion de los fitoplasmas aparentemente
se relaciona con la existencia de plantas hospederas y de insectos vectores, los cuales
cumplen un rol importante en la diseminacion. Por esta razon, es necesario disponer de
informaciones acerca de la epidemiologia del agente infeccioso. Méas ain cuando los datos
indican que las enfermedades causadas por fitoplasmas en el mundo (se han reportado varias
especies de fitoplasmas distribuidos en 98 familias botanicas en 85 paises), muestran un
aumento en su incidencia, siendo incluso factores limitantes para la produccién de varios
cultivos (McCoy et al., 1989; Costanzo, 2012).
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CONCLUSIONES

Con este trabajo se prospecto la principal zona productora de frutales de carozo colectando
168 muestras, las cuales fueron representativas de cada region segun superficie plantada.
Ademaés sefialar que todas las muestras recolectadas presentaban al menos un sintoma
asociado a presencia de fitoplasmas. Lo anterior podria indicar que los sintomas observados
no solo dependen de la presencia de fitoplasmas sino que de la accion de otros agentes de
enfermedad bidticos o abioticos.

Los resultados obtenidos sefialan la presencia del fitoplasma 16SrllI-J en huertos de frutales
de carozo.

El estudio informa la primera deteccion del fitoplasma 16Srlll-J en duraznero al que se
asocia decaimiento general de las plantas, muerte de ramas y necrosis de floema. Por otro
lado se confirma la presencia del 16SrllI-J en cerezo.

A través de este estudio no se detectd en Chile el “European stone fruit yellows” (ESFY,
'‘Ca. P. prunorum’) y el “peach X-disease” (‘Ca. P. pruni’), fitoplasmas responsables de
graves enfermedades en frutales de carozo, respectivamente en Europa y Estado Unidos.

A la luz de estos resultados, se sugiere desarrollar en Chile el control del material de
propagacion de cerezo y duraznero para limitar la diseminacion del fitoplasma 16Srlll1-J.
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