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Candidatus Phytoplasma trifolii: UN NUEVO PATOGENO
INFECTANDO LAS PLANTAS DE CHILE PARA SECADO EN
ZACATECAS, MEXICO.

Rodolfo Velasquez Valle?

Luis Roberto Reveles Torres!
Silvia Salas Mufioz?

Jorge Armando Mauricio Castillo?

INTRODUCCION

La produccién de chile para secado (Capsicum annuum L.) es una
de las actividades agricolas méas relevantes en el estado de
Zacatecas; cada afio mas de 30, 000 hectareas son dedicadas a
ésta hortaliza; en 2013 las areas productoras de chile del estado
representaron el 22.6% del total dedicado en México a éste cultivo

(Zegbe et al., 2012; Amador-Ramirez y Velasquez-Valle, 2015).

A lo largo del proceso productivo de ésta especie se enfrentan
riesgos parasitologicos de diversa indole como hongos, bacterias,
nematodos y diferentes tipos de virus que en forma consistente

contribuyen a reducir el rendimiento y calidad del cultivo y abaten

! Investigadores de los Programas de Fitopatologia y Biologia Molecular
del Campo Experimental Zacatecas.

2 Investigador de la “Unidad Académica de Agronomia” de la Universidad
Auténoma de Zacatecas.



su productividad. Sin embargo, en menos de cinco afos han
emergido nuevas sintomatologias que inicialmente pudieron haber
sido diagnosticadas como provocadas por infecciones virales pero
con el empleo de herramientas de biologia molecular ha sido posible
determinar la identidad correcta de los agentes patogénicos
asociados.

Los denominados fitoplasmas son los mas recientes agentes
patogénicos detectados en plantas de chile para secado en
Zacatecas; a pesar de que los primeros reportes de su presencia
provienen de 1967, es hasta ésta fecha que se puede afirmar con
seguridad su ocurrencia en las parcelas comerciales de chile para

secado en Zacatecas.

En México existe escasa informacion acerca de la identificacion
puntual de éste tipo de patégenos en los cultivos de chile, y menos
aun para el norte centro de México, donde se localiza al estado de
Zacatecas. La sintomatologia y transmision de fitoplasmas ha sido
abordada tanto a nivel global como local por lo que se cuenta con
informacion basica al respecto. Por lo tanto, el objetivo del presente
folleto consiste en dar a conocer, principalmente, la identificacion
de un fitoplasma asociado con el sintoma de yema grande en
plantas de chile para secado asi como revisar la epidemiologia y

manejo de este tipo de patdgenos.



ANTECEDENTES

En 1967 un grupo de investigadores japoneses observd al
microscopio electrénico la presencia de cuerpos pleomérficos
similares a los micoplasmas en el floema de plantas que mostraban
sintomas de amarillamiento. Debido a su semejanza con los
micoplasmas se denominaron “organismos tipo micoplasma”
(mycoplasma like organism: MLO) hasta 2004 cuando se les
reconocié oficialmente como el género “Candidatus Phytoplasma”.
El termino Candidatus se otorga a un organismo que no puede ser
cultivado artificialmente ya que carecen de los genes necesarios
para la sintesis de aminoacidos, acidos grasos y lipidos (Reveles-
Torres et al., 2015).

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS FITOPLASMAS

Los fitoplasmas son procariotes unicelulares pertenecientes a la
clase Mollicutes, carecen de pared celular por lo que poseen gran
plasticidad, pleomorfismo y resistencia a antibacterianos asociados
con la degradacion o inhibicion del peptidoglucano aunque son
sensibles a los antibioéticos del grupo de las tetraciclinas aunque son
resistentes a otras sustancias como la bencil penicilina. La célula
fitoplasmatica esta rodeada por una membrana trilaminar de
alrededor de 10 nm de espesor compuesta por dos partes de
proteina y una de lipidos; el citoplasma sélo contiene ribosomas

tiles para la sintesis de proteinas y una molécula de ADN doble
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circular aunque también se ha detectado la presencia de ADN
extracromosimico (Alivizatos, 1993; Nishigawa et al., 2001; Sugio
etal, 2011).

Las dimensiones celulares de los fitoplasmas son reducidas; de 200
a 800 nm; se reproducen por fisién binaria transversal a partir de
células filamentosas y cocoides. Su genoma es rico en adenina y
timina (pobre en guanina y citosina) y su tamafio oscila entre 530
y 1,350 kpb (Razin, 1998; Marcone et al., 1999; Bertaccini, 2007).

INTERACCION FITOPLASMA — HOSPEDERO VEGETAL

El habitat de los fitoplasmas es el floema (con alto contenido en
carbohidratos como glucosa y fructosa que proveen un suplemento
energético), de las plantas infectadas, a menudo se encuentran
alineados paralelamente a las células cribosas (Arismendi et al.,
2010). De acuerdo con Whitcomb y Tully (1989) los fitoplasmas
tienen la capacidad de pasar lentamente a través de los poros de
las células cribosas y colonizar lentamente a toda la planta. El
movimiento ocurre en la direccién del flujo del floema, de las hojas
hacia los puntos de crecimiento (hojas inmaduras y raices), aun asi,
los fitoplasmas se diseminan méas lentamente que los solutos y en
ocasiones no son detectables en el tejido de los puntos de
crecimiento (Christensen et al., 2004). En ensayos de inoculaciones
localizadas o recolonizacion en arboles, la translocacion de

fitoplasmas no podria ser completamente explicada por el flujo de
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asimilados y ha sido especulado que los fitoplasmas podrian
adherirse a las células del floema y desarrollarse a lo largo de las
membranas celulares, aun contra el flujo de asimilados. Los
fitoplasmas se reproducen exitosamente en los elementos cribosos
del floema sugiriendo que éste tipo de células son empleados para
su multiplicacién y diseminacién; los elementos cribosos son células
que carecen de nlcleo y con un reducido fitoplasma que forman una
via de escasa resistencia para los asimilados y para la diseminacion
de los fitoplasmas pero no contienen algunos de los nutrientes
esenciales que requieren éstos patdégenos como nucledtidos y

hexosas fosforiladas.

Las células acompaiiantes de los elementos cribosos son
metabodlicamente activas y podria suplementar a los elementos
cribosos de los nutrientes necesarios para mantenerlos vivos y
funcionales pero también serian una fuente de alimento para los
fitoplasmas. Un problema adicional lo constituyen el tamano de los
poros del plasmodesmo entre los elementos cribosos y las células
acompafantes que es de < 10 nm por lo que los fitoplasmas deben
inducir una mayor apertura para permitir una fuga controlada de
hexosas fosforiladas y nucleétidos de la célula acompafante hacia
el elemento criboso. No se ha explicado aun la manera en que los
fitoplasmas invaden las células acompafnantes y del parénquima del

floema a través de un poro de tres a cuatro nm cuando sdlo los
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ribosomas del fitoplasma son de alrededor de 25 nm (Christensen
et al., 2005).

EFECTOS DE LA INFECCION POR FITOPLASMAS

Se tiene informacion sobre el efecto de la infeccion por fitoplasmas
en algunas plantas, aunque falta aclarar algunos aspectos. En
ensayos iniciales se sefalaba que la produccién de sintomas como
la proliferacion de yemas axilares, virescencia o filodia serian
provocados por la alteracion de los niveles enddgenos de
fitohormonas originada a su vez por la infeccion fitoplasmatica;
éste fendémeno dafia severamente la translocacién en los
hospederos y seria responsable por delicados cambios en la
bioenergética del floema (Christensen et al, 2004). Los
fitoplasmas alteran diversos procesos bioquimicos, entre los que
destacan los cambios en la concentracién de carbohidratos en el
floema, raices y hojas de plantas infectadas, reduccion en la
concentracion de pigmentos fotosintéticos y proteinas totales
solubles asi como alteraciones en el balance hormonal y el
transporte de aminoacidos. La infeccion por fitoplasmas ha sido
descrita como una fotosintesis dafiada que acumula carbohidratos
en las hojas maduras y con un bajo contenido de almidén en las
raices aungue esto parece ser un efecto secundario de la inhibicién
de la translocacion de asimilados en el floema (Bertaccini y Duduk,
2009).



La expresion de sintomas de amarillamiento letal en palma de coco
es precedida por cambios fisioldgicos (concentraciones de azucares
y almidén) como un decremento en la tasa fotosintética y en la
concentracion de carbohidratos en la raiz pero con un incremento
en la concentracion de carbohidratos en las hojas sugiriendo una
inhibicion en el transporte por medio del floema que conduce a un
stress en los tejidos jovenes vy, consecuentemente, a la

manifestacion de sintomas de la enfermedad (Maust et al., 2003).

Los sintomas provocados por los fitoplasmas son variables;
Camarena y De la Torre (2008) sefialan 10 sintomas que abarcan
desde cambios completos o parciales en la coloracién de la planta,
esterilidad floral hasta proliferacion de yemas, no obstante, la
interaccién  fitoplasma - hospedero puede producir sintomas
particulares: la infeccion por espiroplasmas o fitoplasmas en
plantas de cultivares susceptibles de maiz induce una mayor
retencion de agua que en las plantas sanas (de Oliveira et al.,
2005); en plantas del género Brassica los fitoplasmas evitan la
formacion de la yema floral aunque otras manifestaciones como
desarrollo retardado, proliferacién de brotes y virescencia floral han
sido reportados globalmente (Kaminska y Kaminski, 2012). La
viabilidad de la semilla de papa en México es afectada por

fitoplasmas que causan la punta morada (Potato purple top) en el
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follaje y el ahilamiento de los brotes en el tubérculo (Potato hair
sprouts) (Leyva-Ldépez et al., 2002). En plantas de vid inducen un
enrojecimiento severo del follaje y distorsion del follaje asociados a
las enfermedades fitoplasmaticas conocidas como Bois Noir y
Flavescence doree que reducen el rendimiento de los vifiedos
(Ertunc, 2013).

La infeccion por fitoplasmas de plantas de chile (Capsicum annuum
L.) ha sido mencionada en Australia, Estados Unidos de América
(EUA) y México; las plantas de chile mostraban sintomas como hoja
pequena, clorosis y filodios mientras que en los EUA, Ila
sintomatologia asociada con la infeccién por fitoplasmas incluia
plantas con apariencia arbustiva, desarrollo de clices grandes en
lugar de flores normales y sin “amarre” de frutos (Tran-Nguyen et
al., 2003; Randall et al., 2009). En México, Santos-Cervantes et al.
(2008) indicaron la presencia de Candidatus Phytoplasma asteris”
en plantas de chile con sintomas de hoja pequena y proliferacién de

brotes (Santos-Cervantes et al., 2008).

En el norte centro de México los sintomas asociados con
fitoplasmas en plantas de chile para secado varian desde la
sustitucion de flores por el desarrollo de calices grandes (yema
grande), clorosis intervenal, deformacion foliar y modificaciones en

habito de ramificacién (Figura 1). El sintoma mas conspicuo de la
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infeccidn por fitoplasmas es la yema grande (Figura 2) que consiste
en un desarrollo excesivo y rapido de los sépalos, fusionados la
mayoria de las veces o separados; a ésta estructura se le denomina
yema grande. Dentro de ella se encuentra la flor la flor y
eventualmente un fruto que no completa su desarrollo.
Ocasionalmente a la primera yema grande le puede seguir otra con

los sépalos separados.

Figura 1. Planta de chile para secado mostrando el sintoma yema
grande causado por la infeccién por fitoplasmas.



Figura 2. Aspecto clorético y con follaje deforme de una planta de
chile con sintomas de yema grande.

La presencia de yema grande dentro de una planta es irregular; el
porcentaje de esas estructuras por planta puede variar entre 5.7 y
75.4, sin embargo, las yemas grandes pueden distribuirse
afectando todas las ramas de una planta o afectar solamente una
de ellas; la manifestaciéon del sintoma puede observarse en
dicotomias consecutivas o aparecer irregularmente (Figura 3).
Asimismo, la expresion del sintoma no es uniforme dentro de una
planta; la ubicacién de la primera yema grande dentro de cada rama

puede ser diferente (Cuadro 1) (Arredondo-Pérez et al., 2013).
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Figura 3. Ramas de plantas de chile para secado mostrando la
distribucion irregular de yemas grandes.

Cuadro 1. Localizacion de la primera dicotomia mostrando el
sintoma de yema grande (YG) en plantas de chile para secado
(Arredondo-Pérez et al., 2013).

Planta Rama Primera Dicotomias
dicotomia con totales por rama
YG
1 1 10 13
2 3 7
2 1 3 6
2 6 7
3 1 4 9
2 6 9
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Otros sintomas asociados con la presencia de fitoplasmas en ésta
region son la deformacion foliar (hojas cloréticas y enchinadas) asi
como deformaciones en las ramificaciones mas jovenes que
contrastan con las ramificaciones normales en forma de “V” (Figura

4y 5).

Figura 4. Sintomas foliares (Clorosis y enchinado) asociados con la
infeccién por fitoplasmas en chile para secado.
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Figura 5. Ramificaciones de una planta de chile mostrando emisién
de ramas en 180°. A) Planta con hojas. B) Planta defoliada.

VECTORES DE FITOPLASMAS

Una caracteristica importante de los fitoplasmas es que comparten
su ciclo biolégico en dos hospederos, una planta o plantas y un
vector o vectores; éstos patdgenos se encuentran en el lumen del
intestino, hemolinfa, saliva y otros nichos endocelulares de
diferentes organos de los insectos vectores. Los fitoplasmas son
transmitidos por individuos pertenecientes a las familias
Cercopidae, Cixidae, Derbidae, Delphacidae, Cicadellidae y Psyllidae
dentro del suborden Auchenorrhyncha del orden Hemiptera,
aunque dentro de cada familia sélo algunas especies son vectores
de fitoplasmas (Ertunc, 2013). Algunos fitoplasmas poseen baja
especificidad para ser transmitidos por un insecto vector; es decir
pueden ser transmitidos por multiples vectores como el fitoplasma
que causa el amarillamiento del aster que puede ser transmitido

hasta por 24 especies de chicharritas aunque otros fitoplasmas
13



poseen una alta especificidad; sélo pueden ser transmitidos por uno

0 unos pocos vectores (Christensen et al.,, 2005).

De manera breve, la transmisién de los fitoplasmas de una planta
enferma a una planta sana inicia cuando el insecto vector se
alimenta de una planta enferma y adquiere pasivamente los
fitoplasmas de los tejidos del floema (aminoacidos libres vy
azUcares); éstos patoégenos penetran la pared celular del intestino
medio del insecto y se multiplican en la hemolinfa y en otros
6rganos y tejidos del insecto como los tubos de Malpighi y células
musculares y nerviosas hasta alcanzar las células de las glandulas
salivales, lo que permite al insecto transmitir los patégenos durante
el proceso de alimentacién (Weintraub, 2007; Arismendi et al.,
2010).

La colonizacion del insecto por los fitoplasmas puede tomar
alrededor de tres semanas antes de que su concentracion alcance
un nivel infeccioso; éste periodo es conocido como periodo de
latencia o periodo de incubacion. Los vectores requieren periodos
de adquisicién cortos aunque entre mayor sea el periodo de
adquisicion también serd mayor la posibilidad de transmitir los
fitoplasmas con éxito. La transmision de fitoplasmas de manera

transovarica ha sido reportada (Bertaccini y Duduk, 2009).
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No se tiene informacion conclusiva del efecto de la infeccion por
fitoplasmas en los vectores; la oviposicidon, eclosion, tasa de
sobrevivencia y fecundidad pueden ser reducidas pero otros
vectores pueden ser beneficiados por la asociaciéon con los
fitoplasmas al mejorar su habilidad para sobrevivir al invierno e
incrementar su fertilidad y longevidad. Se ha propuesto que entre
mas prolongada sea la asociacién entre el vector y el fitoplasma,
menos virulentas seran las infecciones en el insecto; es posible que
el fitoplasma obtenga poca o ninguna ventaja si dafia al insecto que
constituye su ruta de transmisién. Se desconoce si el fitoplasma
provoca algiin cambio directo en el vector o causa alguna variacién
en la composicion de la savia del floema que resultan benéficos al
vector (Christensen, 2005; Weintraub, 2007; Arismendi et al,
2010).

La chicharrita Circulifer tenellus Baker ha sido consistentemente
mencionado como vector de virus y fitoplasmas (Munyaneza et al.,
2006; Hernandez y Brown, 2010) y su presencia en Zacatecas
también ha sido documentada (Velasquez-Valle et al., 2012) por lo
gue es probable que se encuentre involucrada en la transmision de

éste fitoplasma en el cultivo de chile.
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IDENTIFICACION DEL CANDIDATUS PHYTOPLASMA
TRIFOLII
La metodologia para detectar fitoplasmas es por PCR anidado. Esta
técnica consiste en realizar dos reacciones de PCR; en la primera
reaccion se emplea el DNA gendmico total extraido de la planta
enferma, en busca del gen del ARNr 16S; con los oligos:

P1 5'-AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3"y

Tint 5'-TCAGGCGTGTGCTCTAACCAGC -3’

en la segunda reaccion se usa como molde el DNA producto de esta
primera reaccion y utilizando oligonucledtidos disefiados en una
region interna al fragmento amplificado en la primer reaccién, como

lo son los siguientes:

R16F2n 5'-GAAACGACTGCTAAGACTGG-3'y
5'-R16R2 TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3

La mezcla de reaccion contiene: 2.5 pl de tampon de PCR (10X), 1,5
ul de MgClI2 (50 mM), dNTP 2,5 mu ul (20 mM), 0,5 ul de cada uno
de los oligonucleétidos (20 pM), 0,15 | de Taq polimerasa (5 U /ul),
2,5 ul de extracto de DNA (50 ng / ul) y H20 miliQ a 25 ul. En
cuanto a la mezcla de reaccién para la PCR anidada se utiliza 1 ul de
la PCR directa y para un volumen final de 25 pl. La PCR se realiza
con 35 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C durante 1 min (95 °C, 3
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min para el primer ciclo), alineaciéon a 56 °C durante 1 min y
extension a 72 °C durante 2 min (5 min para el ciclo final). Los
productos de PCR obtenidos se reamplifican con 35 ciclos de
desnaturalizacién a 94 °C durante 1 min (3 min para el primer
ciclo), alineacién a 55 °C durante 2 min y extensiéon a 72 °C durante
2 min, y una etapa de extension final de 72 °C durante 5 min. Los
productos de PCR son separados por electroforesis en un gel de
agarosa al 1% y se visualizan por tincién con bromuro de etidio e

iluminaciéon UV.

MANEJO DE ENFERMEDADES CAUSADAS POR
FITOPLASMAS EN EL CULTIVO DE CHILE PARA SECADO
Aunque se ha mencionado la infeccién de tejido floral por parte de
los fitoplasmas la transmision por semilla es poco probable ya que
no existe conexion directa entre los elementos cribosos del floema
(donde viven los fitoplasmas) y la semilla (Christensen, 2005). En
el caso de la semilla de chile para secado en Campo Experimental
Zacatecas se continda investigando acerca de la posible
transmision por semilla de éstos patdgenos. Sin embargo es
importante evitar seleccionar frutos para obtencion de semilla
provenientes de plantas con sintomas de infeccion por fitoplasmas

(yemas grandes, achaparradas o amarillas).
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Se ha determinado que algunas malas hierbas en Zacatecas pueden
ser hospederas de fitoplasmas (Mercado-Arteaga et al., 2013),
aunque si bien no se ha concluido la identificacion de esos
patégenos, es recomendable mantener libre de maleza tanto los

alméacigos como las parcelas definitivas.

Antes de realizar el trasplante se sugiere establecer un cultivo que
funcione como una barrera alrededor de la parcela de chile o bien,
orientada hacia la direccion dominante del viento para que
intercepte una parte importante de la poblacion de vectores antes

de que alcance las plantas de chile.

Otra medida de manejo que ayuda a mantener reducida la
poblacién de vectores dentro de las parcelas es la instalacion de
bandas pegajosas de color amarillo de al menos 0.5 m de ancho

orientadas especialmente hacia la direccién dominante del viento.

La manifestacion de sintomas como la yema grande generalmente
principia durante el mes de agosto por lo que se debe inspeccionar
continuamente el cultivo para eliminar rapidamente las plantas con
éste tipo de sintomas. Es mejor si las plantas enfermas se entierran
ya que de lo contario, al dejarlas sobre el suelo, quedaran

disponibles para que los vectores se alimenten de ellas.
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GLOSARIO

Filodia: Organos florales con apariencia de hoja

Mollicutes: Grupo inusual de bacterias que se distinguen por
carecer de pared celular y cominmente son llamados
micoplasmas.

Periodo de latencia: el periodo de tiempo entre la adquisicion de
un virus o fitoplasma por un vector y su paso en el cuerpo hasta
que se acumula en las glandulas salivales antes de ser transmitido.
Plasmodesmo: Cada una de las unidades continuas de
citoplasma que pueden atravesar las paredes celulares,
manteniendo interconectadas las células continuas en organismos
pluricelulares en los que existe pared celular.

Pleomorfico: que toma varias formas; de forma inconstante.
Procariotes: cualquier tipo de organismo unicelular que no
muestra un ndcleo definido.

Virescencia: Produccion de clorofila en érganos que normalmente
no los producen; es mas comun que los pétalos florales tomen un

color verde.
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