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Resumen

El presente trabajo aborda como objetivos los primeros estudios de diversidad de
grupos y subgrupos en cultivos de fabaceas y solanaceas de importancia econémica, el
conocimiento integral de fitoplasmas asociados al complejo BTS -vector transmisor en
papayo y Ssu coexistencia con virus y rickettsia para desarrollar enfermedades
complejas, asi como el desarrollo de métodos de diagndstico de mayor sensibilidad
para su deteccion simple y multiple con rickettsia en papayo. Se identifico, por primera
vez en el pais, la presencia de ‘Ca. Phytoplasma asteris’, grupo 16Srl en cultivos de
papayo, frijol, pimiento, frijol haba, col, remolacha, zanahoria, yuca y soya, asi como de
fitoplasmas del grupo 16Srll ‘Ca. Phytoplasma aurantifolia’ en plantas de fruta bomba,
rabano y nispero. Se determind la presencia y variabilidad de los subgrupos 16Srl-B,
16Srl-X y 16Srl-Z, 16Srll-A y 16SrlI-N en papayo, subgrupo 16Srl-B y dos nuevos
subgrupos no informados anteriormente en soya, asi como la presencia del subgrupo



16SrlI-B en frijol. Se caracterizé y establecié una tipologia de sintomas asociada al BTS,
la confirmacion de E. papayae como vector de fitoplasmas del grupo 16Srl y 16Srl y de
rickettsia asociada a la tipologia Il, lll y V determinadas.

Se informa, por primera ocasion, la presencia de infecciones mixtas fitoplasma-
potyvirus, fitoplamasrickettsia en papayo y se realiza la primera deteccion a nivel
mundial de la coexistencia fitoplasmas — begomovirs en frijol. EI modelo de prediccién
logistica desarrollado para los analisis probabilisticos en esta ultima mostré una alta
probabilidad de ocurrencia de estas infecciones cuando se detecta fitoplasmas en
primera instancia en el campo. Se disefid y optimiz6 una PCR mudltiple para la
deteccién simultanea de fitoplasmas vy rickettsia asociados al BTS; y se desarrollé una
metodologia de real time PCR para la deteccion simultanea y diferencial de los grupos
de fitoplasmas, en plantas y en sus insectos vectores, todos desarrollados por primera
vez en Cuba.

Los resultados fueron premiados por la ACC en 1999 y 2005. Estos describieron un
estudio integral de la enfermedad del amarilleamient o de las hojas de la cafa de
azucar (de sus siglas en inglés YLS), la primera identificacion de fitoplasmas (grupo
16SrIX) en papayo, asociados al complejo de sintomas del cogollo arrepollado (de sus
siglas en inglés BTS) y plantas arvenses colindantes a estos, asi como el
establecimiento del diagndstico molecular.

Comunicacién corta

Los fitoplasmas causan devastadoras pérdidas en el rendimiento de los cultivos
alrededor del mundo y se consideran el 3% de las enfermedades emergentes
infecciosas afectando cultivos de importancia econdmica (1). Estos son organismos
procariontes pertenecientes a la clase Mollicutes limitados al floema que carecen de
pared celular, caracteristica que los hace pleomoérficos, se transmiten mediante
insectos saltahojas del orden Hemiptera (2). Presentan ADN de doble cadena y no son
cultivables in vitro (3), de ahi que los métodos moleculares son los empleados para su
identificacion, caracterizacion y diagnéstico.

A nivel mundial se informan nuevas especies, grupos y subgrupos de fitoplasmas, asi
como de vectores asociados a la dispersion de estos en campo (1). En este sentido la
necesidad de fortalecer los programas de manejo integrado de cultivos de importancia
econdmica para Cuba con énfasis en el control de enfermedades emergentes
constituye en la actualidad un reto y un objetivo priorizado. Para ello es indispensable
el conocimiento de la diversidad de especies fitoplasmicas y vectores asociados a
estos cultivos, las caracteristicas de los complejos circulantes y su interaccién con otros
patdgenos, asi como la disposicion de herramientas de diagndstico de gran sensibilidad
y factibilidad de aplicacién a programas que tributan a la seguridad alimentaria del
pueblo.

En Cuba, la presencia de fitoplasmas fue descrita (4,5) y premiada en los afios 1999 y
2005.Estos trabajos describieron un estudio integral de la enfermedad del
amarilleamiento de las hojas de la cafia de azucar (de sus siglas en ingles YLS), la



primera identificacion de fitoplasmas (grupo 16SrX) en papayo y plantas arvenses
colindantes a estos cultivos y establecimiento del diagndstico molecular. Si embargo se
desconoce de su presencia y diversidad de grupos y subgrupos en cultivos de fabaceas
y solanaceas de importancia econdémica, de las caracteristicas asociadas al complejo
Bunchy top (de sus siglas en ingles BTS)-vector en papayo y su coexistencia con virus
y rickettsia para desarrollar enfermedades complejas, asi como no se dispone de
nuevos métodos de diagnostico de mayor sensibilidad para su deteccion simple y
multiple con rickettsia en papayo. Por ello, los objetivos de este trabajo fueron la
identificacion y caracterizacion de fitoplasmas en cultivos de fabaceas y solanaceas de
importancia econdmica, conocer las caracteristicas asociadas al complejo Bunchy top -
vector en papayo y su coexistencia con virus y rickettsia para desarrollar enfermedades
complejas; ademas, desarrollar herramientas de diagndstico basadas en PCR para la
deteccion de fitoplasmas y rickettsia asociados al complejo de sintomas cogollo
arrepollado del papayo.

El presente trabajo recoge las prospecciones de fitoplasmas realizadas a cultivos de
importancia econémica (fruta bomba, frijol, soya, pimiento, haba, tomate, yuca, rabano,
zanahoria, col, remolacha y nispero). Se colectaron muestras foliares en las principales
areas de produccion del pais, durante el periodo comprendido entre el 2006-2013. Los
principales sintomas observados incluyeron amarilleamiento, escobas de brujas,
clorosis, enanismo, entre

otros. Por el interés econdmico se profundizo en los muestreos de los cultivos de
papayo Yy frijol, los cuales fueron periddicos.

Identificacion y caracterizacion de fitoplasmas asociados a cultivos de interés
agricola en Cuba

En los ultimos afios las enfermedades causadas por fitoplasmas han incrementado en
diversidad de especies, grupos y subgrupos, asi como en sintomatologia, evidenciando
su emergencia. En este trabajo se determiné la diversidad de grupos y subgrupos de
fitoplasmas circulantes en varios cultivos de importancia en Cuba. Se detecto e
identific6 mediante nPCR/RFLP, por primera vez en el pais, la presencia de ‘Ca.
Phytoplasma asteris’, grupo 16Srl en cultivos de fruta bomba, frijol, pimiento, frijol haba,
col, remolacha, zanahoria, yuca y soya (6,7,8,9). De igual forma se informé, por primera
vez, la presencia de fitoplasmas del grupo 16Srll ‘Ca. Phytoplasma aurantifolia’ en
plantas de fruta bomba, rabano y nispero (10,11,12). El andlisis filogenético (Fig. 1)
mostro que la mayoria de los fitoplasmas detectados, asociados a cultivos de interés se
agrupan dentro del mismo grupo monofilético con otros fitoplasmas del grupo 16Srl
‘Aster yellows phytoplasma’, excepto los aislados identificados en nispero (No acceso
EU869220), papayo (No acceso DQ868531) y rdbano (No acceso EU328253) que se
agruparon dentro del grupo 16Srll ‘Ca. Phytoplasma aurantifolia’. Este resultado
evidencio, la presencia de mas de un grupo de fitoplasma circulante en
agroecosistemas cultivables en Cuba.

El estudio integral del complejo BTS-papayo-vector transmisor permitio establecer una
tipologia de sintomas (I, I, Ill, IV y V) que se asociaron a la presencia de fitoplasmas de
los subgrupos 16Srl-B, 16Srl-X y 16Srl-Z dentro del grupo 16Srl’ y los subgrupos



16Srll-A y 16Srll-N del grupo 16Srll, de los cuales 16Srl-X y 16SrlI-N constituyen
nuevos informes y podran enriquecer al sistema internacional de clasificacion actual de
fitoplasmas. Se detectd e identifico, por primera vez, de forma mayoritaria en plantas de
frijol y soya el subgrupo de fitoplasma 16Srl-B. Se detecté una predominancia del grupo
16Srl en todos los cultivos estudiados caracterizado por una alta variabilidad genética
de subgrupos dentro de esta especie en cultivos de papayo y soya, lo cual es similar a
lo ocurrido en otras regiones del mundo. La amplia diversidad de sintomas detectados
en el papayo Yy frijol, asociados a infecciones ocasionadas por fitoplasmas sugiere que
esta pudiera estar relacionada con la presencia de otros patégenos que coexisten con
los fitoplasmas en los agroecosistemas del pais.

Otro aspecto de novedad lo constituye la confirmacion, mediante ensayos
experimentales, de E. papayae como vector de fitoplasmas del grupo 16Srl y 16Srll,
subgrupos 16Srll-A y 16SrI-B (13), asi como de rickettsia asociada a la tipologia Il, 11l 'y
V del complejo BTS-papayo. Ademas, el hecho que de 45 plantas de papayo
inoculadas, 30 fueron co-infectadas con fitoplasma vy rickettsia, demostr6 que E.
papayae tiene la capacidad de transmitir simultaneamente estos patdgenos.

Infecciones mixtas de fitoplasmas con rickettsiay virus en los cultivos de papayo
y de frijol

La determinacion de los agentes etioldgicos asociados a los complejos de sintomas
observados en plantas de papayo y de frijol permitieron conocer sobre la coexistencia
de los fitoplasmas con otros agentes patdgenos. En este sentido el trabajo informa, por
primera vez en el pais, la presencia de infecciones mixtas fitoplasmas- rickettsia en el
cultivo del papayo (14) y se aportan elementos de la ocurrencia y distribucion nacional
de estas infecciones asociadas a las tipologias IlI, Ill y V de sintomas, asi como la
coexistencia de potyvirus-fitoplasmas asociadas a la tipologia | de sintomas en estas
plantas (15). El trabajo constituye la primera evidencia, a nivel internacional, de la
coexistencia de begomovirus y fitoplasmas en el cultivo del frijol, que permitié la
actualizacion de la presencia del BGYMV como begomovirus predominante en las
areas visitadas, cuyas secuencias del componente A mostraron un 99% de identidad
con el aislado informado previamente. Se aplicé por primera vez el método Bayesiano
para la estimacion de la probabilidad de ocurrencia de infecciones mixtas BGYMV -
fitoplasma sobre la base de aparicion de sintomas. Este andlisis mostré6 una alta
probabilidad de ocurrencia de estas coinfecciones cuando se detecta la presencia de
fitoplasmas en primera instancia en el campo. En este sentido los resultados obtenidos
evidencian la importancia de realizar estudios de epidemiologia de las enfermedades
causadas por estos patdégenos, conocimiento de los componentes de esta interaccion,
asi como la necesidad del monitoreo constante en el desarrollo de infecciones lo cual
posibilitara establecer nuevas medidas de manejo en el cultivo.

Optimizacién del diagnéstico de fitoplasmas y rickettsia asociados al complejo
BTS

La identificacion y caracterizacidén molecular de los fitoplasmas y rikecttsia asociados al
complejo BTS posibilité la obtencién de secuencias gendémicas de interés con las



cuales fue posible disefiar y estandarizar nuevas herramientas de diagnéstico simples
para deteccion de grupos de fitoplasmas y de ensayos de deteccion multiple
fitoplasma-rickettsia. Se desarrollé y estandariz6 un ensayo genérico basado en la PCR
en tiempo real para deteccidon y cuantificacion de fitoplasmas en muestras de plantas,
la cual podria ser aplicada a la deteccion de estos en los insectos-vectore, que admitio
la deteccidn simultanea de fitoplasmas del grupo 16Srll, con valores de Ct menores,
frente a otros grupos; con una sensibilidad del 97,0%, una especificidad del 100% y
una eficacia del 98,3% en muestras de ADN de plantas de papayo y una sensibilidad
del 95,0%, una especificidad del 100% y una eficacia del 94,1% en muestras de ADN
de E. papayae. Por otra parte se estandariz0, por primera vez en el pais, un ensayo de
PCR multiple para la deteccion simultanea de fitoplasmas y rickettsia asociados al
complejo BTS con parametros de desempefio superiores al 92% (16), el que mostré
factibilidad de aplicacion a partir de la elevada probabilidad “post test” para detectar
ambos patogenos en diferentes cultivares.

La presencia de diversos sintomas en los agroecosistemas cubanos y de varios grupos
y subgrupos de fitoplasmas afectando cultivos de importancia econémica es alta lo cual
pudiera ser una evidencia de la diversidad y emergencia de fitoplasmas en el pais. Los
fitoplasmas de los grupos 16Srl y 16Srll estdn presentes en Cuba, afectando varias
especies de plantas dentro de las familias de las solanacea, fabacea, euforbiacea y
caricacea; entre otras, siendo el grupo 16Srl mayoritario en estos cultivos. El estudio
integral del complejo BTS-papayo permitié elaborar una clasificacion por tipologia de
sintomas que pudiera ser empleada por productores para identificar las plantas
afectadas y disminuir fuentes de in6culo en campo. Estos constituyen resultados de
interés para el saneamiento de plantaciones y el control de poblaciones de E. papayae
infectados por fitoplasma y rickettsia, lo cual constribuird al perfeccionamiento del
manejo del cultivo y aumento de sus producciones. La diversidad de grupos y
subgrupos de fitoplasmas que coexisten en la misma especie hospedante, asi como las
interacciones multitréficas con virus y bacterias posiblitan la expresién de complejos de
sintomas y por ende al desarrollo de enfermedades complejas, en la misma
localizacion geografica incrementando las oportunidades de recombinacion,
emergencia de nuevas enfermedades y ayudan a la evolucion en la adaptacion a
nuevos nichos ecolégicos.

Se dispone de nuevas metodologias para el diagnostico simple y simultaneo de
fitoplasmas y rikettsias que ofrece la posibilidad de evaluacion, frente al complejo BTS,
de nuevos cultivares e hibridos de papayo que se obtienen en los programas de
mejoramiento del pais, asi como los foraneos, lo cual permitira fortalecer los criterios de
seleccion en la obtencién de materiales de mayor resistencia o tolerancia. De igual
modo el desarrollo de una PCR en tiempo real para deteccién de grupos y subgrupos
de fitoplasmas en plantas y en el vector fortalece las capacidades de diagnéstico de
estos patdégenos en Cuba, aplicables no solo al cultivo del papayo, sino también a otros
cultivos de interés agricola.
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