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    RESUMEN


    Introducción: El amarillamiento letal del cocotero constituye uno de los principales retos en la región del Caribe. Objetivos: Caracterizar la diversidad de los fitoplasmas asociados a la sintomatología del amarillamiento letal detectada en ecosistemas cocoteros cubanos; caracterizar los fitoplasmas asociados a amarillamiento letal presentes en hospedantes alternativos y en insectos vectores potenciales; c) comprobar la transmisión de fitoplasmas asociados a amarillamiento letal por los vectores potenciales identificados. Métodos: Se caracterizó los fitoplasmas asociados a la enfermedad en cocoteros cubanos, así como en hospedante alternativo e insecto vector potencial a través análisis PCR- RFLP, secuenciación y filogenia. Se realizaron ensayos de transmisión experimental mediante insectos adultos de Haplaxius crudus colectados en plantaciones con cocoteros sintomáticos a la enfermedad. Resultados: El subgrupo 16SrIV-A resultó predominante en las plantas sintomáticas de cocotero. Sin embargo, también se detectaron por primera vez fitoplasmas de los grupos ribosomales 16SrI, -VII y –XII en cocoteros dentro de las áreas afectadas. El empleo del gen groEL, posibilitó por primera vez discriminar diferentes aislados en las poblaciones cubanas del subgrupo 16SrIV-A acorde a su origen geográfico. La detección y caracterización de fitoplasmas infectando Pritchardia pacifica y Hortensia similis evidenció por primera vez un hospedante alternativo y un vector potencial de aislados de Candidatus Phytoplasma palmae en Cuba, respectivamente. Se confirmó H. crudus como vector de aislados de Ca. P. palmae mediante transmisión experimental exitosa. Conclusiones: Estos nuevos aspectos epidemiológicos resaltan la complejidad del patosistema en las condiciones cubanas y son fundamentales para el perfeccionamiento del manejo de la misma.
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    Update of key aspects for the epidemiology of lethal yellowing of coconut in Cuba


    ABSTRACT


    Introduction: Lethal yellowing of coconut constitutes one of the main challenges in the Caribbean region. Objectives: To characterize the diversity of phytoplasmas associated with the observed symptom of lethal yellowing in Cuban coconut ecosystems; to characterize the lethal yellowing-associated phytoplasmas detected in alternative hosts and potential insect vectors; to verify the transmission of lethal yellowing-associated phytoplasmas by the identified potential insect vectors. Methods: The characterization of lethal yellowing-associated phytoplasmas detected in coconut as well as in alternative plant host and potential insect vector were characterized by PCR-RFLP analysis, sequencing and phylogeny. Experimental transmission tests were carried out using adults of Haplaxius crudus collected on symptomatic plants in coconut plantations. Results: The subgroup 16SrIV-A was predominant in symptomatic coconut plants. However, phytoplasmas of ribosomal groups 16SrI, -VII and –XII were also detected for the first time in coconut within the affected areas. The use of the groEL gene allowed discriminating different isolates in the Cuban populations of the 16SrIV-A according to their geographical origin. For the first time, the detection and characterization of phytoplasmas infecting Pritchardia pacifica and Hortensia similis evidenced it as alternative plant host and as potential vector of Candidatus Phytoplasma palmae isolates, respectively. The successful experimental transmission confirmed Haplaxius crudus as a vector of Ca. P. palmae isolates. Conclusions: These new epidemiological aspects highlight the complexity of the pathosystem in Cuban conditions and are fundamental for the improvement of its management.
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    INTRODUCCIÓN


    El coco es la sexta especie frutal más cultivada del mundo al ser uno de los cultivos perennes más rentables. Esto se debe principalmente, entre otros aspectos a la amplia variedad de productos obtenidos de esta palma, especialmente el agua de coco, la leche de coco y el aceite de su nuez. (1) En Cuba tradicionalmente más del 80 % de su producción se ha concentrado en localidades de Niquero y Pilón (provincia de Granma) y Baracoa (provincia de Guantánamo), así como algunos municipios de la región central del país. (2)


    Una de las principales limitantes bióticas del cultivo son las enfermedades similares a amarillamiento letal (LYD), entre las que resalta, por su importancia económica, el amarillamiento letal del cocotero (LY) que constituye uno de los principales retos para esta industria en Latinoamérica y el Caribe. (3,4) Los agentes asociados a su ocurrencia se clasificaron principalmente dentro del grupo ribosómico 16SrIV. (5) Sin embargo, en varias regiones geográficas se han asociado fitoplasmas de otros grupos 16S. (6) Desde el punto de vista epidemiológico, se han confirmado numerosos géneros vegetales infectados con estos fitoplasmas lo que constituye un elemento esencial al actuar como reservorios que pueden comprometer el cultivo. (7) En este sentido existe un número creciente de especies de insectos clasificadas como potenciales en base a la detección de estos fitoplasmas en ellos. Sin embargo, solo 2 especies se han confirmado mediante transmisión experimental: Haplaxius crudus (van Duzee) en EE.UU. y Proutista moesta en India. (8, 9)


    En Cuba estudios previos identificaron los aislados estudiados pertenecientes al subgrupo 16SrIV-A con determinado grado de diversidad genética. (4) Respecto a posibles vectores, se identificaron a Nymphocixia caribbea y H. crudus, en base a su presencia predominante en los ecosistemas cocoteros. (10) Sin embargo, aun hoy persiste la ausencia de evidencias científicas que avalen esta afirmación. Igualmente, las investigaciones realizadas de esta patología se han enfocado en el cocotero como cultivo principal afectado, por lo que existe un desconocimiento sobre otras especies vegetales que pudiesen estar involucradas en la mayor complejidad epidemiológica de este patosistema en nuestras condiciones.


    Por lo anteriormente expuesto el presente trabajo tuvo como objetivos: a) caracterizar la diversidad de los fitoplasmas asociados a la sintomatología de amarillamiento letal detectada en ecosistemas cocoteros cubanos, b) caracterizar los fitoplasmas asociados a amarillamiento letal del cocotero, presentes en hospedantes alternativos y en insectos vectores potenciales y c) comprobar la transmisión de fitoplasmas asociados a amarillamiento letal del cocotero por los vectores potenciales identificados.


    



    MÉTODOS


    Se tomaron un total de 16 muestras de plantas (sintomáticas y asintomáticas) en diferentes regiones de Cuba, incluyendo Habana del Este (provincia Habana), Moronta, Sola, Santa Lucía y La Gloria (Provincia Camagüey) y Pilón (provincia Granma). Durante estos muestreos se observaron 15 plantas de Pritchardia pacifica en un jardín de ornamentales en áreas residenciales de Miramar. De estas se tomaron muestras de 1 planta mostrando síntomas de amarillamiento foliar y 4 plantas asintomáticas. Igualmente se colectaron individuos de insectos de mayor presencia, asociados a agrosistemas cocoteros en diferentes localidades de Camagüey y de Baracoa.


    Ensayos de transmisión experimental


    Se realizaron 2 ensayos de transmisión empleando individuos de H. crudus en ambos:


    Ensayo 1: de 4 plántulas de P. pacifica se obtuvieron por germinación bajo condiciones de aislador; de estas plántulas 3 se colocaron individualmente bajo malla con la presencia de (10a 15) insectos por planta. La plántula restante se mantuvo como control negativo no inoculado.


    Ensayo 2: de 4 plántulas de cocotero (Cocos nucifera) se obtuvieron por germinación bajo condiciones de aislador; de estas plántulas 3 se colocaron individualmente bajo malla con la presencia de (10 a 15) insectos por planta. La última plántula se mantuvo como control negativo sin inoculación.


    El estado de las plántulas se comprobó mediante PCR anidada para verificar la ausencia de fitoplasmas, previo a la inoculación. Los insectos se colectaron después de su muerte y se preservaron en etanol al 95 %, mientras que las plantas se mantuvieron en aislador para monitoreo de aparición de síntomas. Las comprobaciones tanto de los insectos como de las plantas se realizaron por PCR al finalizar los experimentos.


    Extracción de ADN y análisis moleculares


    Cada muestra consistió en aserrín del tronco obtenido con el empleo de un taladro manual (para plantas adultas), nerviosa centrales foliares (para las plántulas) así como grupo de individuos (para los insectos). (11) La extracción de ADN total se realizó a partir de 0,6 g a 1g del tejido (para las plantas) y un grupo de 10 individuos (para los insectos) con los métodos CTAB o cloroformo-fenol. (12,13) A partir de los purificados se desarrollaron ensayos PCR en base a la amplificación del gen ribosómico 16S de fitoplasmas con los cebadores P1/P7 anidados con U3/U5, R16mR1/R16mF2 o R16F2n/R2 para detección generalista de fitoplasmas, y con los cebadores específicos para fitoplasmas del grupo 16SrIV, 16S503f/LY16Sr, LY16Sf/LY1623Sr o LY16Sf/LY1623Sr. (14,15,16,17,18,19,20) Adicionalmente, las muestras positivas con el sistema específico al grupo IV, se amplificaron para el gen groEL con sistema anidado con los cebadores groELF1/R1 en la reacción directa y groELF2/R2 en la anidada. (21) Se emplearon muestras positivas, con aislados del grupo IV-A procedentes de México y Jamaica, como controles positivos de amplificación. Posteriormente, se realizaron análisis de RFLP o RFLP in silico de los amplicones obtenidos y secuenciación de los mismos en ambas direcciones. (22,23)


    Análisis filogenéticos


    Se realizaron análisis filogenéticos con las secuencias 16S obtenidas en estos estudios y las informadas en muestras previamente, así como aislados de referencia obtenidos de la base de datos GenBank. (2,24,25,26) Los árboles filogenéticos se desarrollaron con el programa MEGA X (27), empleando Acholeplasma palmae como raíz del árbol con 1000 simulaciones.


    



    RESULTADOS


    De las 16 plantas de cocotero muestreadas, 15 fueron sintomáticas. De estas últimas, 7resultaron positivas para amplificación de ADN de fitoplasmas. El análisis de secuencia confirmó la identidad de los fitoplasmas detectados. Estos resultados indicaron la presencia de fitoplasmas de los grupos 16SrI, -VII y –XII, además del –IV.


    Los aislados pertenecientes al grupo 16SrIV se agruparon en el subgrupo –A, lo cual fue reafirmado por los patrones de bandeo obtenidos para la región 16S con las enzimas AluI y Tru1I (figura 1, izquierda). En las mismas el análisis RFLP del gen groEL con la enzima Tru1I apoyó la identidad como fitoplasmas del 16SrIV-A en los aislados cubanos; sin embargo, el patrón obtenido con este marcador en dichos aislados tratados con la enzima HinfI permitió 2 subpoblaciones dentro de las poblaciones cubanas: unas similares a aislados de origen mexicano (muestras C7 y C13) mientras que los fitoplasmas detectados en la muestra C168 mostró patrón idéntico al de aislados provenientes de Jamaica (figura 1, derecha).


    Con el empleo de los cebadores LY16Sf/LY16-23Sr (específicos al grupo IV) se obtuvo amplificación en la muestra la planta sintomática de P. pacifica así como en los individuos de la especie Hortensia similis, identificada acorde a la descripción de Dlabola and Novoa y de alta presencia en los muestreos realizados. (28) Los amplicones se clonaron y 4 clones para el insecto y 2 para la palma se purificaron y secuenciaron en ambos sentidos, junto a amplicones sin clonar. El fragmento RF2n/R2 se obtuvo usando el programa MEGA y una secuencia por aislado se depositó en la base de secuencias GenBank con los números de accesiones OL657103 (de P. pacifica) y OL657102 (de H. similis). Ambas secuencias mostraron el mayor porcentaje de similitud con secuencias de aislados de Candidatus Phytoplasma palmae incluyendo una secuencia previamente informada para un fitoplasmas obtenido de cocotero cubano (número de accesión DQ645632). En el árbol filogenético, las secuencias se agruparon en el clado formado por varios aislados del continente americano (figura 2).


    Los análisis RFLP mostraron que ambos patrones (clonados y no clonados), obtenidos del fitoplasma detectado en H. similis resultaron idénticos (coeficiente de similitud de 1) con el aislado LYJ-C8 de amarillamiento letal perteneciente al subgrupo 16SrIV-A (número de accesión AF498307), indicando que el fitoplasma detectado en este insecto puede ser asignado a este subgrupo (figura 3). Sin embargo, la secuencia clonada del aislado encontrado en P. pacifica produjo un patrón in silico diferente con AluI, HhaI y Sau3AI (coeficiente de similitud de 0,88).


    A pesar de ello, los análisis RFLP desarrollados sobre los amplicones directamente no confirmaron estas diferencias indicando, sin embargo, la presencia de un perfil idéntico para fitoplasma del subgrupo 16SrIV-A (figura 3).


    En las pruebas de transmisión, solo 1 de las plántulas de cocotero del ensayo 2 manifestó amarillamiento foliar a los 10 meses postinoculación. La presencia de fitoplasmas se comprobó molecularmente con la amplificación positiva tanto para la planta sintomática como en el grupo de insectos empleado en su inoculación. Las restantes plántulas y grupos de insectos resultaron negativas. Ambas secuencias 16S obtenidas (una a partir de la planta y la otra a partir de los insectos) mostraron 100 % de similitud entre sí en los 1421 nucleótidos solapados, por lo que la secuencia consenso se depositó en la base de datos GenBank (número de accesión OR014303).


    Esta secuencia mostró en análisis BLASTn un 99,86 % de identidad con el aislado de referencia de Ca. P. palmae (número de accesión U١٨٧٤٧) así como con otros aislados del mismo grupo (١٦SrIV-A) incluyendo el clon mexicano Hc-٣, obtenido a partir de extracto de H. crudus (número de accesión MT161605). A pesar de la pequeña diferencia observada en el perfil RFLP in silico con la enzima Sau3AI, respecto a la secuencia de referencia del subgrupo 16SrIV-A (aislado LYJ- C8, número de accesión AF498307), el coeficiente de similitud de 0,98 permitió incluir al aislado cubano detectado en dicho subgrupo. Estas observaciones se corroboraron en el árbol filogenético (figura 4), donde el fitoplasma involucrado en la inoculación exitosa se agrupó con aislados de Ca. P. palmae informados en el continente americano, incluyendo otros aislados cubanos previamente descritos.


    



    DISCUSIÓN


    En América, la enfermedad del amarillamiento letal del cocotero afectando cocotero (Cocos nucifera) y varias especies de palmas se asoció con fitoplasmas del grupo 16SrIV, principalmente subgrupos –A y –D. (29) En estudios previos los fitoplasmas detectados en ecosistemas cocoteros cubanos se identificaron como pertenecientes al subgrupo IV-A. (4) En correspondencia con esta observación, en el presente muestreo se identificó este mismo subgrupo como el de mayor presencia en las muestras analizadas (5 de 7 muestras positivas). Sin embargo, el empleo de un nuevo esquema adicional con un marcador molecular menos conservado (i.e. el gen groEL) permitió diferenciar por primera vez los aislados en las poblaciones cubanas de este subgrupo, acorde a su origen geográfico. Igualmente, se detectaron por primera vez aislados pertenecientes a otros grupos (16SrI, -VII y –XII) infectando palmas en Cuba, mostrando la misma sintomatología descrita para amarillamiento letal. Estos resultados son similares a lo informado en otras áreas productoras de coco infectadas. (30)


    Esencialmente la epidemiologia de las enfermedades transmitidas por insectos depende directamente de sus vectores. (31) La detección de hospedantes alternativos, así como de insectos potenciales constituyen elementos importantes en la epidemiologia de la enfermedad. La detección de fitoplasmas pertenecientes al subgrupo 16SrIV-A en H. similis sugiere su potencial papel como vector de Ca. P. palmae en Cuba. Esta especie se informó positiva para fitoplasmas y consideró como vector potencial para fitoplasmas del grupo 16SrI infectando frijoles en Panamá. (32) Por otra parte, la falta de consistencia de los perfiles RFLP de las secuencias 16S (clonada y sin clonar) sugiere la posible infección mixta de poblaciones de Ca. P. palmae en P. pacifica, donde la presencia del perfil típico de 16SrIV-A en los amplicones apunta a la prevalencia de este genotipo en la planta. El patrón obtenido para el gen groEL tratado con la enzima HinfI mostró similitud entre estos aislados y los pertenecientes a una de las subpoblaciones identificada en cocotero con este mismo sistema, evidenciando la similitud de los aislados involucrados.


    Otro aspecto importante es la comprobación de los insectos vectores potenciales. En este sentido, se realizó la transmisión experimental exitosa de aislados de Ca. P. palmae mediante adultos de H. crudus, colectados en plantaciones sintomáticas de cocoteros, a plántulas sanas de este cultivo. Esta demostración confirma la seria amenaza que constituye la presencia de este insecto en los agroecosistemas cocoteros cubano como una vía natural de diseminar la enfermedad. (10)


    Conclusiones


    Se ratificó la presencia predominante de fitoplasmas del grupo 16SrIV-A asociada a plantas de coco sintomáticas al amarillamiento letal del cocotero en ecosistemas cubanos. El empleo adicional del gen groEL permitió discriminar por primera vez 2 tipos de aislados, acorde a su origen geográfico, dentro de las poblaciones cubanas pertenecientes al subgrupo IV-A. Se detectaron por primera vez la ocurrencia de fitoplasmas de los grupos ribosomales 16SrI, -VII y –XII en cocoteros sintomáticos a la enfermedad en las áreas infectadas. Se identificó por primera vez a Pritchardia pacifica como hospedante vegetal alternativo de aislados de Ca. P. palmae en Cuba. Se identificó por primera vez a Hortensia similis como vector potencial de aislados de Ca. P. palmae. Se confirmó por primera vez a Haplaxius crudus como insecto vector de aislados de Ca. P. palmae a plántulas de cocotero en Cuba.
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    Fig. 1. RFLP de amplicones obtenidos con cebadores 16S503f/LY16Sr (izquierda) y groELF2/R2 (derecha) de las muestras de cocoteros con las enzimas nombradas en el borde inferior. Muestras de Cuba: muestras C7 (c), C13 (d) y 168 (e); muestras de México: 16SrIV-D (1) y 16SrIV-A (2); muestras de Jamaica: (a y b); P: marcador phiX174 digerido con HaeIII
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    Fig. 3. Perfiles RFLP de a) amplicones R16F2n/R2 del fitoplasmas obtenido de Pritchardia pacifica comparado con los perfiles virtuales del iPhyClassifier de secuencias pertenecientes a los subgrupos del 16SrIV con, a partir de la izquierda, TruII y MseI (virtual), HhaI y Sau3AI, respectivamente, Pp = Pritchardia pacifica; Hs = Hortensia similis; b) amplicones a partir de las mismas muestras y de los controles (Mx = fitoplasma asociado a LY en cocotero de México; Jam=fitoplasma asociado a LY en cocotero de Jamaica) digeridos con HinfI. M y MW = marcador PhiX174 digerido con HaeIII
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    Fig. 2. Árbol filogenético del análisis de las secuencias parciales 16S del ADNr de fitoplasmas representativos del grupo asociado a la enfermedad LY (grupo16SrIV) y otros fitoplasmas asociados con palmeras construido usando MEGA7 con el método Maximum-likelihood. Las secuencias obtenidas a partir de Pritchardia pacifica y Hortensia similis en el presente estudio marcada en amarillo
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    Fig. 4. Árbol filogenético derivado del análisis de las secuencias 16S de fitoplasmas seleccionados en el grupo ribosómico 16SrIV o infectando palmas. El aislado obtenido en este estudio se resaltó en rojo y amarillo
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