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Los objetivos del presente trabajo fue determinar si los sintomas
observados en individuos de S. mexicana estaban asociados a fitoplasmas,
identificarlos y clasificarlos por métodos moleculares como la amplificacion
por PCR, los patrones surgidos del analisis de RFLPs, asi como por la
secuenciacion del gen 16S ADNr y el andlisis filogenético de las secuencias
aisladas de S. mexicana y otras especies de palmeras ubicadas alrededor
de S. mexicana infectadas. También se evalu6 la presencia de fitoplasmas
del grupo 16SrlV en insectos Myndus crudus capturados en S. mexicana y
otras especies de palmeras diagnosticadas tanto positivas como negativas a
fitoplasmas.

Del mismo modo, se caracterizaron distintos genes involucrados en
la interaccion planta-hospedante-vector, como son Amp, SecY y Artl, los
cuales permitan desarrollar nuevos sistemas de analisis por PCR para
clasificar mejor a los fitoplasmas del grupo 16SrlV detectados en Yucatan,
México, aislados de distintas palmas hospedantes.
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1.1.2. Clasificacion de los fitoplasmas basada en analisis de
RFLPs

A pesar de todo lo que actualmente se sabe de los fitoplasmas,
estos aun no han podido ser aislados y cultivados in vitro y por consiguiente,
los criterios fenotipicos usualmente utilizados para clasificar
taxonémicamente a los demas procariotas no han podido aplicarse a fos
fitoplasmas y ha limitado que su caracterizacién sea principalmente por el
uso de la biologia molecular, no obstante, ésta ha permitido construir una
clasificacién confiable de estos organismos (Davis y Sinclair, 1998;
Bertaccini, 2007; Lee et al., 2006).

Los primeros sistemas de identificacion y clasificacion de los
fitoplasmas se basaron en la especificidad de la transmision de los vectores,
la gama de especies hospedantes y la expresion de sintomas por parte del
hospedante. El desarrollo de las pruebas moleculares tales como los
anticuerpos monoclonales y policionales, la clonacién de fragmentos
especificos del ADN del fitoplasma y el desarrollo de iniciadores especificos
para fitoplasmas utilizados en la amplificacion por la Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR por sus siglas en ingles) y los andlisis de
polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion (RFLPs), han
permitido detectar e identificar con mayor eficacia una gran cantidad de
distintos fitoptasmas y realizar estudios de sus interrelaciones genéticas
(Davis y Sinclair, 1998; IRPCM, 2004).

Asi, la clasificacion taxonémica de los fitoplasmas es la siguiente:

Super reino: Bacteria
Filum: Tenericutes
Clase: Mollicutes
Orden: Acholeplasmatales
Familia: Acholeplasmataceae
Genero: Candidatus Phytoplasma

Casi todos los fitoplasmas poseen dos operones de ARN
ribosomales que parecen ser idénticos, conformados por los genes 16S y
23S, los cuales codifican para ARNt isoleucina y parte de la secuencia para
ARNt alanina (Firrao et al., 2005), en medio de ellos se encuentra una
region espaciadora de aproximadamente 300 pb, la cual la diferencia de los
dos genes mencionados (y de los demas molicutas), ya que al no estar bajo
una presion evolutiva considerable, es bastante variable comparado con los
genes 16S y 23S, lo que resulta Util en su conjunto esta regién gendmica
ribosomal para identificar y clasificar a los fitoplasmas.

Desde finales de la década de los 80's y principios de la década de
los 90's del siglo pasado, el analisis de la regidon 16S a través de los
patrones de los RFLPs permitid clasificar rapida y econébmicamente a los






y sencilla secuencia de ADN del gen 16S ADNr (> 1200 pb) y una cepa
puede reconocerse como nueva especie Ca. fitoplasma si su secuencia del
gen 16S ADNr comparte <97.5% de similitud con cualquier otra secuencia
del gen 16S ADNr descrita previamente como especie Ca. fitoplasma
(IRPCM, 2004). Asimismo, dos fitoplasmas que comparten mas del 97.5%
de similitud del gen 16Sr ribosomal pero que claramente representan a
poblaciones distintas, pueden ser declarados como diferentes especies Ca.
fitoplasma si retnen los siguientes criterios: i) Son transmitidos por vectores
diferentes, ii) tienen hospedantes naturales distintos (0 al menos su
conducta es significativamente diferente en el mismo hospedante) vy iii)
existe evidencia de diversidad molecular. Se han descrito, siguiendo los
mencionados criterios, 26 especies de Ca. fitoplasmas en total (IRPCM,
2004).

El progreso hacia un nuevo sistema taxonémico mas formal de los
fitoplasmas y el abandono del término Candidatus es una de las metas mas
buscadas, sin embargo, es necesario que se cumplan ciertos requisitos,
siendo el objetivo primordial el de encontrar un criterio que reemplace a los
usados actualmente para delinear y describir las especies Ca. fitoplasma. El
uso de sistemas de marcadores moleculares multiiocus puede aumentar la
precision en cuanto a la clasificacion y descripcién de los fitoplasmas y
ayudar a resolver este problema (Lee et al., 2006).

1.1.4. Caracteristicas generales y moleculares de los fitoplasmas

Los fitoplasmas son organismos autoreplicativos carentes de los
péptidoglucanos que forman la pared celular de las bacterias, rodeados
Gnicamente por una membrana plasmatica (Razin, 1978), también son
organismos pleiomérficos rodeados de filamentos y con un diametro medio
que va de los 200 a los 800 nm (IRPCM, 2004), se distinguen por tener
genomas con porcentajes de guaninas y citosinas muy bajos, que van del
23 al 29% (Glass et al., 2000; Chambaud et al., 2001; Papazisi et al., 2003;
Oshima ef al., 2002; 2004), el tamafio de sus cromosomas varia de 530 kpb
a 1350 kpb (Marcone et al., 1999). Ademas del cromosoma, los fitoplasmas
poseen ADN extracromosomal, muy parecido a los plasmidos circulares, del
cual, aunque se sabe muy poco, se conoce gque juega un papel evolutivo
muy importante en la patogenicidad y virulencia, ya que este ADN
extracromosomico tiene la capacidad de recombinarse entre fitoplasmas
distintos y crear diversidad genética, proveyendo el potencial para una
rapida adaptacién a nuevas condiciones ambientales (Nishigawa et al.,
2002). Otra caracteristica particular de este grupo es que utilizan el codén
UGA como codén de alto y no para codificar triptéfano como los demas
procariotas, incluyendo a los demas molicutas (Hogenhout et al., 2008).

La diversidad genodmica de s grupos de fitoplasmas parece estar
correlacionado con el hecho de que compartan vectores, plantas






en insectos como en plantas, siendo muy importante para los fitoplasmas si
consideramos que carecen de los sistemas comunes de recombinacion
presentes en otros grupos de bacterias, ademas de determinar el tamano
del genoma final de los mismos (Bai et al., 2006; Jomantiene y Davis, 2006;
Kakizawa et al., 2006; Davis et al., 2007).

1.1.5. Ciclo de vida de los fitoplasmas.

Los fitoplasmas tienen una biologia Unica, distinguible de todas las
demas bacterias fitopatdgenas, debido a que requieren diversos
hospedantes para su replicacién, sobrevivencia y dispersion; son de los
pocos patégenos capaces de multiplicarse en organismos de dos reinos
distintos: en las plantas (Reino Plantae) y en los insectos (Reino Animalia)
(Bertaccini, 2007; Hogenhout et al., 2008). Incluso, aunque es necesaria la
aplicacion de estudios moleculares mas precisos, todo parece indicar que
también son capaces de infectar a hongos del género Ramaria (Reino
Fungi) (Martin et al., 2002). Todos los fitoplasmas que se conocen son
transmitidos por insectos fitopatégenos (Hogenhout et al., 2008).

En las plantas, los fitoplasmas se encuentran principalmente en los
elementos del floema, un ambiente rico en nutrientes, que toman
indiscriminadamente (Christensen et al., 2004). Son transmitidos a las
plantas por insectos succionadores de savia pertenecientes al orden de los
Homopteros (Familias: Cicadellidae, Cixidae, Cercopidae, Psyllidae y
Fulgoridea (Lee et al., 1998; Bové y Garnier, 2002; Weintraub et al., 2005).
También existe evidencia de que algunos fitoplasmas son transmitidos a
través de los embriones vegetales y la progenie de los insectos vectores
(Cordova et al., 2003; Weintraub et al., 2005).

Los fitoplasmas son transferidos a las células del floema por el
vector y de alli se dispersan sistémicamente a toda la planta usando la
continuidad del sistema vascular de la planta. Ya que los fitoplasmas son
muy pequefos, estos pasan por los poros de los tubos cribosos
(Christensen et al., 2005). En los insectos, los fitoplasmas pueden
encontrarse intra o extracelularmente en los tejidos del insecto, los
patdgenos deben atravesar las células intestinales, replicarse en varios
tejidos del insecto, pasar a las células glandulares salivales, en orden de
alcanzar la saliva del insecto para que de esa manera pueda ser introducido
a una planta de nuevo (Hogenhout et al., 2008).

Las maneras en que los fitoplasmas afectan a las plantas e insectos
hospedantes son consistentes con su ciclo de vida, ya que los fitoplasmas
dependen de las interacciones tanto con las plantas como con los vectores
para su sobrevivencia y dispersion, estos parecen convertir a las plantas
aln mas atractivas para los vectores, aunque no se sabe como, sin
embargo, los insectos prefieren tejidos u drganos vegetales jovenes con un
color verde amarillento para alimentarse y para colocar sus huevos Yy,

10






similares, por lo que ahora es una forma de nombramiento en desuso (Lee
et al., 1998).

Los efectos de los fitoplasmas en los insectos no son conclusivos,
pueden disminuir la adecuacién y en algunos casos pueden causar la
muerte prematura, aunque también se ha demostrado que en otros casos
pueden prolongar la vida del insecto vector y aumentar su tasa de
reproduccion (Beanland et al., 2000). Se propone que los fitoplasmas
causan reacciones menos virulentas a sus hospedantes vectores. Una
razén podria ser que el patégeno gana muy poco dafiando a su vector, el
cual constituye su Unico vehiculo de transmision (Christensen et al., 2005).

1.1.7. Medidas de control de la dispersion de las enfermedades
causadas por fitoplasmas
El control de la dispersion de enfermedades causadas por
fitoplasmas es demasiado dificil, si no imposible, ya que no existen métodos
curativos cuando la planta esta infectada, la tolerancia o resistencia es rara
y las estrategias clasicas de control incluyen: a) la erradicaciéon de las
plantas enfermas con el fin de disminuir la cantidad de inéculo, b)
tratamientos con insecticidas para mermar las poblaciones del insecto
vector, ¢) el uso de antibiéticos como la oxitetraciclina, a la cual son
sensibles los fitoplasmas, d) cuarentenas para evitar la propagacion de los
fitoplasmas por el movimiento de material vegetal infectado y e€) la
produccién y uso de variedades e hibridos resistentes a fitoplasmas. Todas
estas medidas han contribuido a disminuir la dispersion de los fitoplasmas,
sin embargo, tanto el uso de insecticidas como el de antibidticos es poco
recomendado por su alto costo y por el riesgo que representa en los casos
en que los productos son para consumo humano (McCoy et al., 1983; 1989;
Bové y Garnier, 2002).

1.1.8. Hospedantes alternantes

La gama de plantas hospedantes para cada fitoplasma depende del
comportamiento alimenticio del vector: a) insectos vectores mondéfagos, los
cuales se alimentan de una sola especie de planta, transmitiréan a los
fitoplasmas solo en poblaciones de esa especie vegetal en particular, b) los
insectos oligéfagos, diseminaran el fitoplasma en pocas especies vegetales,
en cambio, c) los insectos polifagos, que se alimentan de diferentes
especies vegetales, trasmitiran a los fitoplasmas a un mayor ndmero de
plantas (Lee et al., 1998).

La evolucion de los fitoplasmas es regida por las caracteristicas
ecologicas que permiten que surjan nuevas especies de fitoplasmas,
ejemplos de éstos se dan cuando algunos fitoplasmas comparten tanto
insectos vectores como plantas hospedantes y con el tiempo, las plantas
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Zizumbo, 1998; Oropeza et al., 2005). En las costas del Pacifico, se han
detectado en cocotero fitoplasmas del grupo del AL, pero distintos a los
encontrados en esta especie en Yucatan (Harrison et al., 2002) El AL es
diseminado por el insecto Myndus crudus Van Duzee (Homoptera: Cixiidae)
(Howard et al., 1982; Arellano y Oropeza, 1995).

El cocotero es un cultivo que se introdujo a México por lo menos en
cuatro ocasiones independientes durante la época colonial (1539 - 1810),
variando las fechas en que fueron traidos, los sitios de origen de las palmas
y los lugares del pais en donde fueron cuitivados. Estos hechos dieron
como consecuencia que exista en el pais una variabilidad confirmada por
técnicas genéticas, isoenzimaticas, morfofisioldgicas y moleculares, que
permiten agrupar a C. nucifera en cinco ecotipos distintos que varian en la
susceptibilidad hacia el AL (Oropeza y Zizumbo, 1997; Zizumbo et al.,
2009). Las poblaciones de cocotero en la Peninsula de Yucatan estan
conformadas por el ecotipo llamado “Alto del Atlantico” y son las mas
susceptibles al AL, por el contrario, el ecotipo “Enano Malayo” fue el mas
resistente de los cinco grupos. En los otros tres ecotipos “Alto del Pacifico”
numerados del 1 al 3, se encontrdé una susceptibilidad diferenciada,
ubicandose entre aquellos valores de ios dos ecotipos ya mencionados,
teniendo el ecotipo 3 mayor mortalidad, seguida de los ecotipos 1 y 2
(Zizumbo et al., 2009).

Los primeros sintomas visuales de la enfermedad de las plantas
afectadas por el AL es la caida prematura de la mayoria de los frutos
independientemente del estado de desarrollo en que se encuentren, le sigue
el necrosamiento de las inflorescencias, donde aquellas que son afectadas
inicialmente muestran una necrosis parcial que se extiende hacia las nuevas
inflorescencias conforme la enfermedad progresa. Las flores masculinas
mueren y ningan fruto se forma de las inflorescencias afectadas. Después
empiezan a amarillentarse las hojas mas viejas, extendiéndose
eventualmente hasta las hojas medias y hasta a las hojas mas jévenes que
se encuentran en la parte superior de la planta. Las hojas adquieren
después un color marrén, se desecan y mueren, permanecen colgando por
algunos dias y finalmente caen, quedando Gnicamente el tronco “desnudo”
(Harrison y Oropeza, 2008).

Dada la severidad de los casos, se estabiecid un programa de
rehabilitacion consistente en el reemplazamiento de las poblaciones locales
susceptibles en Jamaica por un hibrido de dos palmas resistentes (Enano
Malayo Amarillo x Alto de Panama), conocido como MayPan, lo cual resulté
en el método mas eficiente para enfrentar al amarillamiento letal. Este
mismo programa se extendid a otros paises afectados por el AL, incluyendo
México. Desafortunadamente, a mediados de la década de los ochentas se
observaron pérdidas considerables de ecotipos resistentes como el Enano
Malayo y los hibridos MayPan en el estado de Florida, E.U.A. (Howard et
al., 1987). Recientemente la propagacion del AL en Jamaica, ha eliminado a
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expuestos a altas presiones selectivas, como es el caso de los aquelios
genes que codifican para proteinas membranales, las cuales pueden ser las
responsables de la especificidad al hospedero (Kakizawa et al., 2006).

La presente tesis forma parte de este proyecto internacional y tiene
como objetivo detectar y caracterizar, por los métodos de PCR y RFLPs,
cepas de fitoplasmas del AL extraidos de la palmera Sabal mexicana, la
cual tiene una ubicacidén geografica que se traslapa en los sitios donde
también se encuentra palmeras de C. nucifera y que, en estudios
preliminares, se detectd la presencia de un fitoplasma del grupo del
amarillamiento letal. El analisis se extiende a otras palmas encontradas en
los alrededores de S. mexicana para determinar si la cercania provoca el
intercambio de fitoplasmas del mismo tipo, asi como a los insectos que se
consideran los vectores del AL en cocotero para determinar si estos también
podrian ser los vectores de fitoplasmas en las palmas estudiadas. El
presente estudio comprendi6 la identificacion y analisis de genes
codificantes de proteinas asociadas a la membrana de fitoplasmas y que
podrian tener un papel importante en la interaccién hospedante/patégeno
determinando con ello la especificidad al hospedante y, por lo tanto, podrian
significar un aporte o complementacion a los sistemas de clasificacion que
hasta ahora se encuentran en uso. [ estudio de estas proteinas también
podria sentar las bases para desarrollar nuevas estrategias de control a
fitoplasmas del AL.
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INTRODUCTION

Phytoplasmas are plant pathogenic bacteria of the class Mollicutes that
inhabit plant phloem and insects. They are associated with diseases of
several hundred plant species (18, 15, 16, 11). They are poorly
characterized because they are nonculturable and difficult to isolate (2, 28),
and characterization relies primarily on molecular methods. Hence, using
PCR assays - with primer pairs derived from rDNA sequences and restriction
fragment length polymorphism (RFLP) analysis and sequencing of the
conserved 16S rRNA gene (15, 16) they have been classified in a
monophyletic clade consisting of 18 groups and more than 40 subgroups
(27). The “Candidatus (Ca.) Phytoplasma” genus has been adopted for a
formal classification of these bacteria (13).

The lethal yellowing disease (LY) that affects several palm species is caused
by phytoplasmas classified within one of these groups, the 16SriV group
(19), comprising six subgroups: (a) 16SrlV-A that includes the coconut LY
phytoplasma ‘Ca. Phytoplasma palmae’ associated with most of the palm
species affected by LY; (b) 16SriV-B that includes a phytoplasma found in
coconut in Tabasco near the Yucatan Peninsula; (¢) 16SrlV-C that includes
Tanzanian coconut LY phytoplasmas; (d) 16SriV-D that includes Carludica
palmata CPY phytoplasma (3) and Phoenix canariensis, P. dactylifera, P.
sylvestris and Syagrus romannosoffiana with TPD phytoplasma (10, 11); (e)
16SrlV-E subgroup that includes phytoplasmas identified in coconuts in
Dominican Republic (17) and 'Ca. Phytoplasma castanae’, associated with
chestnut witches’ broom disease in Korea (14); (f} finally 16SriV-F a novel
subgroup that includes a phytoplasma strain discovered in Washingtonia
robusta palm (8).

Sabal mexicana is a palm species that grows on the coastal plain of the Gulf
of Mexico, from the southern part of the State of Tamaulipas to the Yucatan
Peninsula (22, 23). This palm is called “guano” by Mayan people, whom use
it in many ways. For instance, as an ornamental plant in urban landscape,
the trunk is used for rural construction, the leaves for house roofs and
different parts for handicrafts. Therefore it is the main income source of
many families and economically important in Mexico (1, 22). S. mexicana is
a species reported as resistant to LY by McCoy et al. (19) and still there are
no reports in the literature associating it with any 16SrlV group
phytoplasmas. However, in 2004-2005 three S. mexicana palms in the
Botanical Garden of Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY),
in Yucatan, México, developed leaf decay symptoms and died soon after.
Preliminary analysis of DNA from these palms using nested PCR, with
primers specific for LY group phytoplasmas (9), resulted in positive
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amplifications (35 cycles) were performed in 50 upL reaction mixtures
employing phytoplasma universal rRNA operon primer pair P1 (4) and P7
(24). Resulting products were diluted 1:20 or 1:40 with sterile deionized
water, and 5SpL of each dilution was then reamplified (35 cycles) with 16SrlV
group-specific primer pair LY16Sf and LY16Sr (9). Aliquots (10 pL) of final
reaction products were electrophoresed through 1% agarose gels in TAE
buffer and visualized as described above.

Analysis of PCR products. Aliquots of nested PCR products (5 pL) were
subjected to separate digestion with Alul, Hhal or Hinfi restriction
endonucleases at 37° C for a minimum of 16 h. Products of digests were
separated by electrophoresis through 8% nondenaturing polyacrylamide gels
using TBE (90mM Tris-borate, 2 mM EDTA) as running buffer. DNA
fragment profiles in gels were stained with EtBr and recorded as described
above.

Sequencing and phylogenetic analysis of cloned rDNA products.
Residual nested PCR products purified from 0.7 % agarose gels using a
DNA Gel extraction kit (Millipore Corp., Bedford, MA) were ligated with
vector pGEM-T (Promega, Madison, WI) and propagated in Escherichia coli
XL1 Blue cells (Stratagene, La Jolla, CA) according to manufacturer's
instructions. Recombinant plasmids were isolated from individual clones
using a Plasmid Midiprep kit (Qiagen, Hilden, Germany). Cloned inserts
were sequenced in full by a commercial service (Davis Sequencing, Inc.
Davis, CA). To minimize potential sequencing errors, each insert was
sequenced two or three times.

A database search of homologous sequences was performed by Blast
analysis at the National Center for Biotechnology Information (NCBI) website
(http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Phylogenetic interrelationships among
palm-associated phytoplasmas, representatives of other phytoplasma
groups (12) and Acholeplasma palmae were assessed based on partial 16S
rRNA gene sequences (1308 bp). Sequences were aligned using ClustalW
(26). A neighbor-joining tree was constructed from the aligned sequences
using MEGA 4.0.1 software (25). Acholeplasma palmae was used as the
outgroup to root the tree.
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Symptom progression on Sabal mexicana.

The most pronounced symptom overall is the foliar decay on mature,
bearing S. mexicana palms was discoloration, necrosis and loss of older
leaves (Fig. 2.4A-B), which at the unset was essentially indistinguishable
from that of natural leaf senescence associated with this palm species.
However, as the disease developed there was an increasing proportion of
decaying and dying leaves than in non-infected palms, progressively
affecting younger leaves in the mid-crown and upper crown (Fig. 2.4C-D),
finally leaving the paim without leaves. While leaf decay was occurring,
inflorescence and fruit production was also affected. inflorescences that
were already developed produced a decreased number of fruit (Fig. 2.4E)
whereas those inflorescences that were developing showed atrophy with
smaller size and no fruiting at all (Fig. 2.4F). This symptom progression in
adult bearing palms took more than two years ending with the death of the
palm.

Excessive foliar discoloration similar in appearance of that associated with
mature diseased S. mexicana was also found on small, immature palms at
Periferico in Merida, a site where mature S. mexicana palms were absent
(Fig. 2.4H-I). All six palms with symptoms sampled at this site were judged
to contain group 16SrlV phytoplasmas. However, phytoplasmas were not
detected in any of the 11 other palms without discernible symptoms that
were sampled at this site. Furthermore, during three years of periodic
monitoring of the six infected palms, only one palm was observed to die
although leaf discoloration persisted on the remaining palms.
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and other for P. sargentii, T. radiata and C. nucifera, which seem to be
independent of the type of phytoplasma infecting.

The identity of the phytoplasmas isolated from S. mexicana was studied.
RFLP profiles obtained with restriction enzymes Alul and Hinfl showed that it
could be hosting two phytoplasma strains of the 16SrlV group. In one case,
profiles were the same observed for these enzymes for LY-Fla
phytoplasmas and 16SrlV-A subgroup (7, 20); and in the second case for
TPD and CPY phytoplasmas and the 16SrlV-D subgroup (10). The first one
was found in only one of the 10 positive S. mexicana palms analyzed
(GU473589). In the other 9 palms, profiles were of subgroup D and co-
existence of both strains was not found in any of the palms analyzed. These
identities were supported by analyses of the amplicons obtained by nested
PCR by nucleotide-nucleotide BLAST alignments using the NCBI database.
However, phylogenetic analysis showed one more strain group for
phytoplasmas from a S. mexicana paim at CICY (GU473585) and one at
Periferico (GU473587), both clustered together in one separate branch, and
then probably representing a new 16SrlV subgroup. The results also
suggest that there is a more frequent association of subgroup D
phytoplasmas than subgroup A phytoplasmas with S. mexicana palms, and
that the 16SrlV group phytoplasmas can invade young and adult S.
mexicana palms.

When analysis was carried out of samples from other palm species with leaf
decay symptoms that were co-existing with S. mexicana palms, 16SrlV
group phytoplasmas were also detected in them. In CICY’s Botanical
Garden we found a T. radiata palm with 16SrlV-A phytoplasmas, but also
another T. radiata palm and a P. sargentii palm with 16SrlV-D phytoplasmas
as those found in S. mexicana palms. Occurrence of 16SrlV-A phytoplasmas
in T. radiata has already been reported, although in asymptomatic palms
(20), but the 16SrIV-D phytoplasmas have not been reported before in this
species; neither these phytoplasmas nor any other in P. sargentii palms.
Therefore, these resuits show that 16SriV-D phytoplasmas can be hosted by
different palm species in Yucatan State. How extensive this could be in
these species studied and if it occurs in other, remains to be determined.
Interestingly, a C. nucifera palm and a S. mexicana palm in Ticul located at
about 10 m from each other, were infected by 16SrlV group phytoplasmas
but in the first palm it was subgroup A and in the second palm subgroup D,
an observation that is consistent with the fact that in Yucatan State C.
nucifera palms have been associated only with subgroup A phytoplasmas
and never with subgroup D phytoplasmas. However, in the case of the
Mexican Pacific Coast, C. nucifera palms have been associated with
subgroup D phytoplasmas (9). Therefore, it will be important to carry out a
more extensive survey of phytoplasmas occurring in C. nucifera paims in
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distributed geographically; and (d) although some palms were positive (18
out of 21 symptomatic) and some died (5), most S. mexicana palms in
locations were not affected. Also the finding of 16SriV-D subgroup
phytoplasmas in T. radiata and P. sargentii palms opens the possibility that
these palm species could also be sources of inoculum of these
phytoplasmas in Yucatan. Therefore, it will be necessary to continue
researching these associations of 16SrlV phytoplasmas with S. mexicana
and the other palm species to fully understand their importance as
permanent sources of inoculum of phytoplasmas, and how extensive a
threat they might pose to palms of social and economic importance such as
C. nucifera.
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Myndus crudus se considera como el mas probable vector del
fitoplasma causante del amarillamiento letal segin varios estudios que
incluyen: a) experimentos de transmision en jaulas realizados en Florida,
E.U.A. (Howard et al,, 1982; 1984), b) deteccién de la presencia de M.
crudus como la (nica especie comun en sitios donde existian poblaciones
de C. nucifera infectadas con AL, tanto en Jamaica como en Florida
(Howard, 1980a; Howard y McCoy 1980), ¢) conteo de un mayor nimero de
insectos de esta especie (de hasta 40 veces mds alto) en sitios donde
existen brotes de AL, comparado con sitios libres de esta enfermedad
(Howard, 1980b), d) la consecuente disminucién de la incidencia de AL en
sitios que son asperjados con insecticidas para controlar las poblaciones de
M. crudus (Howard y McCoy 1980) y e) la deteccion por PCR de fitoplasmas
del AL en insectos M. crudus en Florida (Harrison y Oropeza 1997), aunque
existe la probabilidad de que también otras especies de insectos puedan
trasmitir fitoplasmas del AL, como por ejemplo, especies del género
Cedusa, en los cuales se ha detectado estos fitoplasmas por PCR (Brown et
al., 2006).

Este capitulo presenta el trabajo realizado para detectar la
presencia de fitoplasmas del grupo del AL en insectos M. crudus de
Yucatan, con base en la deteccidn por PCR (amplificacién de la region 16S-
ADNr del genoma del fitoplasma), RFLPs y analisis filogenéticos,
capturados en distintas especies de palmeras diagnosticadas tanto positivas
como negativas al AL. En el capitulo anterior se demostré la presencia de al
menos dos subgrupos de fitoplasmas presentes en el estado de Yucatan, el
subgrupo 16SrlV-A y 16SriV-D en distintas especies de palmeras. Este
capitulo tiene como objetivo establecer si estos mismos subgrupos, también
estan presentes en insectos M. crudus, y por lo tanto ser considerados
como los probables vectores de mas de una cepa de fitoplasma en distintas
especies de palmeras de las que se alimentan.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Captura de insectos

Se colectaron insectos de M. crudus adultos en cuatro sitios del
estado de Yucatan, donde se ha confirmado la presencia de plantas
positivas a AL. Los insectos se capturaron con tubos Falcén de 50 mL
cuando estos se encontraban posados en las hojas de las palmeras con
sintomas al AL y asintomaticas. Los insectos colectados se conservaron en
etanol a 95 % a 4 °C de temperatura para los anélisis genéticos posteriores.
Un grupo del total de los insectos capturados fueron separados
sexualmente en machos y hembras para determinar si existen diferencias
en cuanto a la deteccidn de fitoplasmas por sexo.
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minutos para permitir la elongacién de aquellos fragmentos que no lo hayan
hecho completamente.

Con los productos obtenidos de la amplificacion con los iniciadores
anteriores, se realizd una dilucién 1:20 y se utilizd 5 yL como templado para
una mezcla de PCR anidado con las mismas cantidades de reactivos que la
anterior reaccion de PCR, cuyo volumen final también fue de 25 uL. Los
iniciadores especificos del grupo del AL utilizados la cual LY16Sf y LY16Sr
(Harrison et al, 2002b) en una reaccion de 35 ciclos de una
desnaturalizaciéon a 94° C, 55 °C para la alineacion y 72 °C para la
elongacion de ADN, cada uno por 40 segundos, con una desnaturalizacion
inicial a 94 °C por dos minutos y una elongacion final de 72 °C por 5
minutos. En ambas amplificaciones por PCR se utilizé una enzima
polimerasa de alta fidelidad (Invitrogen).

El DNA ampiificado se analizd mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1 %, tefido con bromuro de etidio y visualizados en un
transiluminador de luz UV.

3.2.4. Anilisis por RFLPs de los segmentos amplificados por PCR
anidado

Para los analisis de restriccion se utilizaron tres enzimas distintas
para cada uno de los insectos que resultaron positivos a AL por la
amplificacién del segmento 16S ADNr. Las enzimas utilizadas fueron Hinf |,
Alu )y Hha | (Invitrogen). La digestién se realiz6 en viales eppendorf de 200
uL, en los cuales se colocd 1 L de la enzima, 1 yL del buffer 10X
respectivo, ocho L de agua ultrapura y 5 yuL del ADN amplificado por PCR
anidado. Al terminar, se mezclaron ligeramente los viales y se incubaron
toda la noche a 37 °C a bafio maria, dejando que las enzimas digieran las
muestras de ADN por al menos 16 horas. Las muestras digeridas fueron
visualizadas en geles de acrilamida al 8 % con luz UV y se tomaron
registros fotograficos para tener constancia de los resultados obtenidos.

3.2.5. Clonacion de los segmentos amplificados, secuenciacién y
analisis filogenético

Con los productos amplificados por PCR anidado, se realizé una
electroforesis en un gel de agarosa al 0.7 %. Las bandas observadas se
cortaron y se purificaron utilizando columnas QIAGEN para purificacion de
ADN a partir de gel de agarosa siguiendo las indicaciones del proveedor.
Cada producto purificado fue clonado en el vector pGEM-T Easy de
Promega (el cual contiene un gen de resistencia a ampicilina), utilizando el
protocolo establecido por el fabricante. Con estos vectores se transformaron
bacterias E. coli por choque térmico y estas se cuitivaron en cajas Petri con
medio LB solido con ampicilina y X-gal. Las colonias blancas de E. coli, las
cuales deberian portar el plasmido con el inserto de interés, se
seleccionaron y se sembraron en medio LB liquido con ampicilina y se
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Cuadro 3.1. Lista de los fitoplasmas y de Acholeplasma palmae, de los cuales se
utiliz6 la secuencia del  gen 165 ADNr para la construccion del arbol ﬁlqgenético.

Fitoplasma Ger&Bank Fuente
0.
Coconut lethal decline (CLDO) DQ321819 Roca, M., Castillo, M. y
Harrison.
Acrocomia aculeata decline (CPD) DQ321818 Roca, M., Castillo, M. y
Harrison.

Texas Phoenix decline (TPD) AF434989 Harrison et al., 2002a
Carludovica paimata yellows (CPY) AF237615 Cordova et al., 2000
Phoenix canariensis-LY (RMCo) EU241517 Harrison et al., 2008
Coconut lethal yellowing (LYF-C2) AF498309 Narvaez et al., 2005
Phoenix dactylifera decline (BCT-C5) EU241514 Harrison ef al., 2008
Lethal yellowing Phoenix sylvestris (LYPS) EU241516 Harrison et al., 2008
Coconut lethal yellowing (LDT) X80117 Tymon et al., 1998
Coconut-LDN Awka wilt disease Y14175 Tymon et al., 1998
Coconut-LDG. Cape St. Pauls Wilt disease Y13912 Tymon et al., 1998
Ca. Phytoplasma trifolii (CP) AY390261 Hiruki ef al., 2004
Ca. Phytoplasma fraxini (AshY1) AF0922089 Griffiths et al., 1999
Ca. Phytoplasma ulmi (EY1) AF122910 Griffiths et al., 1999.
Ca. Phytoplasma ziziphi (JWB-Ko) AYQ72722 Han,S.
Ca. Phytopiasma pini Pin127S AJ632155 Schneider et al., 2005
Ca. Phytoplasma brasiliense (HibwB26) AF147708 Montano et al., 2001
Ca. Phytoplasma aurantifolia (WBDL) U15442 Zreik et al., 1995
Ca. Phytoplasma cynodontis BGWL-C1 AJ550984 Marcone ef al., 2004
Ca. Phytoplasma oryzae RYD-J D12581 Jung et al., 2003
Ca. Phytopiasma phoenicium A4 AF515636 Verdin et al., 2003
Ca. Phytoplasma castaneae AB(54986 Jung et al., 2002
Ca. phytoplasma rhamni BAWB X76431 Seemuller ef al., 1994
Ca. phytoplasma spartii X92869 Marcone ef al., 1996
Ca. Phytoplasma prunorum ESFY-G1 AJ542544 Seemuller ef al., 2004
Ca. Phytoplasma mali AP15 AJ542541 Seemuller ef al., 2004
Ca. Phytoplasma pyri PD1 AJ542543 Seemuller ef al., 2004

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Captura de insectos y deteccion de AL por PCR

Se capturd y analizé un total de 1809 insectos durante 2007 y 2008,
en diversos sitios del estado de Yucatan, 23 de los cuales resultaron
positivos a fitoplasmas relacionados con amarillamiento letal por PCR
anidado, es decir el 1.3 % del total. En el jardin boténico del CICY se
capturaron un total de 567 insectos, de los cuales siete de ellos resultaron
positivos a fitoplasmas, estos representa el 1.2 % del total de insectos de
este sitio. En Hunucma se detectdé positivo un solo insecto de los 20
colectados (5 %). En el periférico de Mérida se colectaron 27 insectos pero
ninguno de ellos se detecté como positivo a AL. En Chicxulub se analizaron
dos grupos, uno de ellos de 59 insectos con un individuo diagnosticado













Ca Phytoplasim spartii (X92865)
QCa. Phytoplasna prunorum(AJ542544)
Ca. Phytoplastra nmli (AY542541)
Ca. Phytoplasira pyri (AJ542543)

[ Ca Phytoplasma asteris (MBU0)

Ca Phytoplasia japonicurm(ABO10425)
L—l E Qa. Phytoplasie astraliense (L6865)
Ca. Phytoplasna caricae (AY725234)

Ca Piiytoplasmma fiagariae (DQUB6423)
Acholeplasna paliree (133734)

om
Figura 3.3. Arbol filogenético construido usando el método neighbor-joining con las
secuencias del gen 16S ADNr ribosomal de 46 secuencias de fitoplasmas y
Acholeplasma palmae como grupo externo.

3.4, DISCUSION Y CONCLUSIONES
Solamente el 1.3 % de los insectos analizados resulté positivo al
fitoplasma del AL, sin embargo, este porcentaje es mayor por nueve veces
al detectado en vectores de AL en Tanzania, donde solo se encontraron
siete individuos positivos de un total de 5000 insectos analizados,
representando solo 0.14 % (Mpunami et al., 2000), no obstante, el
porcentaje es menor al encontrado en insectos del género Cedusa
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La evidencia de la existencia de dos cepas de fitoplasmas del grupo
16SriV en Yucatdn detectadas en insectos vectores del AL M. crudus hace
necesario darle un seguimiento a la blisqueda y deteccién permanente de
fitoplasmas en estos insectos en un mayor nimero de sitios, especialmente
en lugares donde hay la presencia de palmeras hospedantes tanto
introducidas como nativas, aGn cuando no presenten los sintomas
caracteristicos del AL y no hayan sido detectadas positivas a fitoplasma por
métodos moleculares, ya que la deteccion oportuna puede permitir realizar
las acciones necesarias para controlar la diseminacion de la enfermedad
entre las distintas poblaciones de palmas.

Excepto en Florida, E.U.A. hasta el momento no existen estudios de
transmisién de AL exitosos en otros sitios y los ensayos de transmision
experimental con decenas de miles de insectos en jaulas no permiten
afirmar contundentemente que otras especies de insectos cercanos
genética o fenotipicamente a M. crudus no estuvieran involucrados en la
transmisién del AL. En este momento, en el grupo de cocotero de la Unidad
de Biotecnologia se estan realizando ensayos de transmision de fitoplasmas
en C. nucifera por insectos M. crudus, tanto a nivel de campo en Tabasco,
México, como a nivel de laboratorio con plantulas propagadas in vitro en el
CICY, los resultados preliminares de este Uitimo estudio mostraron
evidencia de que M. crudus puede transmitir fitoplasmas del AL (datos no
publicados), lo cual abre las puertas para experimentar con otras especies
de palmeras, incluyendo las especies nativas, asi como demostrar si estos
insectos son capaces de transmitir mas de una cepa de fitoplasma.

En este trabajo no se detectaron las dos cepas de fitoplasmas en un
mismo individuo, las cepas se aislaron en individuos distintos, por lo que
necesario realizar estudios de variabilidad genética en insectos M. crudus,
como por ejemplo, con genes mitocondriales, como el gen de la citocromo
oxidasa (COl), los cuales son utilizados de manera rutinaria para
clasificacion de insectos, para poder determinar si la variabilidad en los
fitoplasmas corresponde con la variabilidad en los insectos y esto genera
una transmisién diferenciada de los fitoplasmas a distintos hospedantes o si
por el contrario busquedas mas extensas pueden demostrar que un mismo
individuo es capaz de portar a mas de una cepa de fitoplasma del AL.
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gran variabilidad en cuanto a los genes que posee cada uno (Oshima et al.,
2004; Bai et al., 2006; Tran-Nguyen et al., 2008; Kube et al., 2008)

Son varias las proteinas que estan presentes en la membrana de
los fitoplasmas y de manera genérica se le designa como inmunodominante
a la que se encuentra en mayor cantidad (Berg et al., 1999; Blomquist et al.,
2001; Barbara et al., 2002). Todas las proteinas inmunodominantes se han
clasificado en tres tipos: i) proteinas de membrana inmunodominantes
(Imp), ii) proteina A membranal inmunodominante (IdpA) vy iii) proteina
antigénica de membrana (Amp). Los tres tipos de proteinas membranales
son distintas y no homdlogas entre cada uno de los grupos de fitoplasmas
(Kakizawa et al., 2006a). Amp (antigenic membrane protein) es el gen que
codifica para la proteina mas abundante que se encuentra expuesta al
ambiente extracelular y se ha identificado en varios fitoplasmas (Kakizawa
et al., 2006b). Se desconoce la funcién de esta proteina, pero posiblemente
esta involucrada en la interaccion vector-parasito, brindando la especificidad
hacia el insecto (Suzuki et al., 2006; Hoshi ef al., 2007).

Los tres componentes de Sec (SecA/Y/E) se han detectado en
fitoplasmas, por lo que se sugiere que este sistema de translocacion existe
y es funcional en ellos, ademas de que es el mediador de la secrecion de
Amp hacia el periplasma (Oshima et al., 2002; Kakizawa et al., 2001; 2004;
Wei et al., 2004).

Los fitoplasmas tienen muy limitado su conjunto de genes, por lo
que para su sobrevivencia dependen enormemente a la toma de variadas y
numerosas sustancias del citoplasma de la célula hospedante por medio de
diferentes sistemas transportadores, los cuales abundan en sus genomas
(Oshima et al., 2004; Bai et al. 2006; Tran-Nguyen et al., 2008), incluyendo
Art, una familia de transportadores ABC (ATP-Binding cassette) involucrado
en la importacién de arginina (Higgins, 1995; Higgins y Linton, 2001;
Davison y Chen, 2004; Oshima et al., 2004). Los transportadores ABC estan
fuertemente asociados a los PMUs y posiblemente a ello se debe su gran
cantidad y variabilidad en los fitoplasmas (Bai et al., 2006).

El objetivo de este trabajo consistié en encontrar y caracterizar en el
ADN del fitoplasma del AL distintos genes involucrados en la interaccion
planta-hospedante-vector, como son Amp, SecY y Artl, los cuales permitan
desarrollar nuevos sistemas de analisis por PCR para caracterizar y
clasificar mejor a los fitoplasmas del grupo del AL (16SriV) detectados en
Yucatan, México, aislados de distintas palmas hospedantes.
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Sec fueron las recomendadas por el Dr. Harrison, las cuales consisten en
un ciclo de desnaturalizacion a 94° C por 2 minutos, 35 ciclos de
desnaturalizacion, alineamiento y extensién a 92° C por un minuto, 60° C
por dos minutos y 72° C por 3 minutos respectivamente, finalizando con una
extension 94° C por 10 minutos. Para la amplificacién del gen de Amp se
inicié con una desnaturalizacion de 94° C por 10 minutos, 35 ciclos a 72° C
por un minuto, 60° C por un minuto y 74° C por 80 segundos y una
desnaturalizacién final a 74° C por 10 minutos. Para amplificar la secuencia
del transportador ABC 3, se desnaturalizé a 94° C por 10 minutos, seguida
de un minuto a 94° C, 50° C y 72° C por 35 ciclos, finalizando con una
extension a 72° C por 10 minutos. En el caso de los transportadores ABC 1
y 2 la Unica variacién respecto al transportador anterior fue la temperatura
de alineamiento a 55° C en lugar de 50° C.

Todas las amplificaciones se llevaron a cabo utilizando una enzima
polimerasa de alta fidelidad (INVITROGEN) con el fin de disminuir las
probabilidades de error en las cadenas obtenidas por el PCR.

4.2.3. Clonacion de los segmentos amplificados, secuenciacion y
analisis de resultados

Los productos amplificados por PCR de las distintas proteinas se
purificaron con columnas QIAGEN e insertados en el vector pGen T Easy
(Promega) de acuerdo al protocolo establecido por el fabricante. Se
transformaron bacterias Escherichia coli por choque térmico y estas se
plaquearon en cajas Petri con medio LB solido con ampicilina y X-gal. Se
seleccionaron las colonias blancas, ya que estas deben portar el plasmido
con el inserto de interés y se sembraron en medio LB liquido con ampicilina
y se dejaron incubar toda la noche a 37° C. Para purificar los plasmidos de
las bacterias se utilizaron columnas QIAGEN siguiendo las indicaciones
proporcionadas por el fabricante. Para comprobar si efectivamente la
transformacion fue con el inserto deseado, los plasmidos se digirieron con
EcoRl para observar si los plasmidos liberaban el fragmento del tamario
correspondiente. Los productos de esta digestion enzimatica se
electroporaron en geles de agarosa al 2% vy visualizados en un
transiluminador de luz UV. De igual modo, los plasmidos purificados se
diluyeron 1/50 y utilizando 2 pL de esta dilucién se realizé un PCR con los
iniciadores respectivos. Las muestras de las clonas que resultaron positivas
se enviaron a secuenciar por friplicado para asegurar que las bases
diferentes sean consistentes en al menos dos clonas secuenciadas. Las
secuencias se alinearon en las base de datos Genebank con el programa
de alineamientos mduiltiples NCBI BLAST para determinar si las secuencias
obtenidas son ortélogas a las proteinas membranales correspondientes.

Las secuencias obtenidas de los fitoplasmas aislados de las
distintas palmeras se compararon entre si para ver la similitud entre cada
uno de ellos y asi mismo comparar la similitud entre ellos con el gen 16S
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