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Resumen 

 

Los fitoplasmas son bacterias fitopatógenas que carecen de pared celular, especializadas 

en la colonización intracelular del floema de plantas, son transmitidos por insectos 

vectores del suborden Auchenorryncha (Hemiptera) y están entre los seres vivos con 

menor tamaño.  Los fitoplasmas forman un grupo monofilético en la clase Mollicutes que 

causan alteraciones morfológicas y fisiológicas en plantas ornamentales, hortícolas, 

maderables, frutales y cultivos en todo el mundo. No existen métodos de control efectivos 

para las enfermedades causadas por fitoplasmas y solo en pocos cultivos de gran 

importancia económica como vid o frutales perennes, se realizan programas de 

monitoreo y detección temprana que parten del conocimiento de aspectos 

epidemiológicos de los fitoplasmas. Estas bacterias son difícilmente cultivables y por esta 

razón se estudian principalmente por métodos moleculares; su detección se basa en 

información de genes conservados y están incluidos a nivel de género en el taxón 

provisional „Candidatus phytoplasma‟.  

Las relaciones entre fitoplasmas, sus hospederos vegetales y los vectores transmisores 

son complejas, por lo que su estudio es un prerrequisito indispensable para establecer 

estrategias de mitigación. En Colombia, se han reportado fitoplasmas en especies de 

importancia económica como palma, café, yuca y papa, pero no se conocen los insectos 

vectores. Reportes anteriores indican que en Bogotá árboles urbanos están infectados 

con fitoplasmas, en la especie Fraxinus uhdei el grupo 16SrVII y en Liquidambar 

styraciflua con los grupos 16SrI, 16SrV, 16SrVII y 16SrXII,  los cuales causan síntomas 

que cambian la apariencia general de los árboles y afectan su funcionalidad ornamental. 

Adicionalmente, la presencia de plantas infectadas con fitoplasmas (como fuente de 

inóculo) sumado al desconocimiento de los vectores, representa un potencial riesgo de 

dispersión a otras especies ornamentales y de interés comercial.  

 

En el presente trabajo, se seleccionaron nueve morfoespecies (llamados así porque no 

hay información previa de las especies de cicadélidos de Bogotá) de la familia 

Cicadellidae presentes en pastizales cercanos a árboles con fitoplasmosis, con el 

objetivo de identificar potenciales insectos vectores de fitoplasmas en la Sabana de 

Bogotá y de evaluar su capacidad de transmisión. Mediante PCR anidada (utilizando el 

gen 16S rRNA), RFLP y secuenciación, se detectó la presencia de fitoplasmas de los 

grupos 16SrVII y 16SrI en las nueve morfoespecies evaluadas. 

 

Se realizaron ensayos de transmisión para dos morfoespecies de la subfamilia 

Cicadellinae portadoras de fitoplasmas. Los resultados obtenidos de síntomas en fríjol 

como hospedero experimental y de pruebas moleculares muestran la capacidad de estas 
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morfoespecies para transmitir fitoplasmas, con lo que se reporta por primera vez en el 

mundo un vector para el grupo 16SrVII, y por primera vez para Colombia vectores del 

grupo 16SrI. Ambas morfoespecies son vectores de fitoplasmas 16SrI y 16SrVII, pero la 

morfoespecie MF06 transmite con la misma eficiencia los dos grupos de fitoplasmas, 

mientras que la morfoespecie MF04 es más eficiente para transmitir el grupo de 

fitoplasmas 16SrI.  

 

Además este trabajo presenta la primera evidencia, de la presencia de fitoplasmas del 

Grupo 16SrI en F. uhdei, Populus nigra, Pittosporum undulatum y Croton spp., especies 

de árboles de la cobertura urbana de Bogotá. La evidencia experimental indica que en las 

especies P. nigra y Croton spp. y en cinco morfoespecies de cicadélidos se presentan 

infecciones mixtas de fitoplasmas 16SrI y 16SrVII. Este es un primer aporte al 

conocimiento de las relaciones ecológicas y epidemiológicas de los fitoplasmas y sus 

vectores en Bogotá. Además, se presentan ensayos preliminares de amplificación de 

secuencias de genes no ribosomales, útiles en la delimitación fina de subgrupos de los 

fitoplasmas. 

 

 

 

Palabras clave: Fitoplasmosis, Vectores de fitoplasmas, cicadélidos, Infecciones mixtas, 

Ash yellows (16SrVII), Aster yellows (16SrI), „Candidatus phytoplasma‟ 
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Abstract 

 

Phytoplasmas are plants phloem-specialized bacteria without cell wall transmitted by 

insects in Auchenorryncha suborder (Hemiptera). They are among the smaller self-

replicative organisms and have small genomes. Phytoplasmas are a diverse 

monophyletic group in class Mollicutes, which cause multiple morphological and 

physiological changes in ornamental, crops, fruit trees and crops around the world. Until 

date there are not effective control methods to limit infections of phytoplasmas, but in 

economic important crops as perennial tree fruits and grapes there are monitoring and 

early detection programs, which are established after unraveling some epidemiological 

aspects. Phytoplasmas are difficult to culture and they are studied by molecular methods. 

The DNA information from conserved genes is useful for detection and they are 

represented at genus level by the provisional taxon „Candidatus phytoplasma‟. 

Relationships among phytoplasmas, plant host and vectors are complex and their studies 

are necessary to establish control measures. In Colombia there are reports of 

phytoplasmas in economic important crops as oil palm, coffee, cassava and potato but 

the insect vectors remain unknown. Previous reports indicated that urban trees in Bogotá 

city as Fraxinus uhdei and Liquidambar styraciflua are infected with Group 16SrVII 

phytoplasmas in the first case and 16SrI, 16SrV, 16SrVII and 16SrXII in the former. 

Phytoplasmas infection causes symptoms in the trees that changes the general 

appearance and affects their ornamental function. Plants infected by phytoplasmas can 

act as source of inoculum to other ornamental or commercial species and represent a 

potential risk since the vectors are unknown. 

In order to identify potential insects vectors of phytoplasmas at Bogota Savannah and to 

evaluate the transmission ability, nine leafhoppers morpho-species (referred like that 

because there is no previous information about the taxonomic identity of this leafhopper 

species from Bogota) were selected from samplings on grasses nearby trees with 

phytoplasmosis. Through PCR amplification of regions of the gene 16SrRNA, RFLP and 

sequence analysis were detected phytoplasmas group 16SrI or 16SrVII in the nine 

evaluated morpho-species.  

Using two leafhoppers morpho-species, transmission trials were performed, here are 

presented molecular and symptomatological evidence of transmission of this morpho-

species to transmit phytoplasmas to an experimental host. This is the first known report 

worldwide of a vector for phytoplasma group 16SrVII, and for Colombia vectors of group 

16SrI. Leafhopper morpho-specie MF06 transmits equally both phytoplasmas groups, 

while morpho-specie MF04 seems to be more efficient transmitting group 16SrI 

phytoplasmas. 
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This work presents also the first evidence of phytoplasmas infection in four tree species of 

urban green coverage in Bogota. Species F. uhdei, Populus nigra, Pittosporum 

undulatum and Croton spp., are reported to be infected with 16SrI, experimental evidence 

show also mixed infection among phytoplasmas group 16SrI and 16SrVII. Mixed 

infections were detected in P. nigra y Croton spp. as well as in five leafhopper morpho-

species, however ecological relationships remain undetermined. Additionally, are 

presented preliminary essays to amplify gene sequences different to ribosomal gene, 

useful in finer subgroup phytoplasmas delimitation. 

 

Keywords: Phytoplasmosis, Vectors, Leafhoppers, Mixed infections, Ash yellows 

(16SrVII), Aster yellows (16SrI), „Candidatus phytoplasma‟. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 21 

 

1. JUSTIFICACIÓN 

 

Los fitoplasmas son agentes etiológicos causales de enfermedades de plantas de cientos 

de especies vegetales vasculares. Las enfermedades causadas por fitoplasmas en 

plantas se relacionan con perturbaciones morfológicas y funcionales tanto en la parte 

vegetativa como reproductiva de las plantas. A nivel mundial preocupa la aparición de 

enfermedades emergentes asociadas a estas bacterias en cientos de cultivos y especies 

ornamentales para las que estas enfermedades son nuevas. Uno de los casos 

cuantificados del impacto negativo de los fitoplasmas es en cultivos de manzana en 

Europa, que causaron pérdidas de aproximadamente 125 millones de euros durante el 

2001 (Strauss, 2009). En Italia existen rigurosas medidas de control para evitar la 

dispersión de la diversidad de fitoplasmas que causan el complejo de enfermedades 

conocidas como Grapevine Yellows (que incluyen Flavescence doré y Bois Noir), entre 

los que se encuentran la eliminación de árboles infectados,  indexación del material para 

propagación, detección temprana de los diferentes grupos de fitoplasmas, monitoreo de 

las poblaciones de vectores y control químico (Belli et al., 2010). Observaciones de los 

últimos 20 años muestran el aumento de las especies vegetales susceptibles y que no 

existen estrategias efectivas para el manejo de fitoplasmas (Strauss, 2009). 

 

Las enfermedades de plantas causadas por fitoplasmas son poco conocidas en Colombia 

y sólo se encuentran reportes de fitoplasmas del grupo 16SrVII en Urapán (Filgueira et 

al., 2004; Franco-Lara y Filgueira, 2005), del grupo 16SrIII en Solanum quitoense 

(Betancourt & Villamar, 2004) y Coffea arabica (Galvis et al., 2007) y los grupos 16SrV y 

16SrXII en Solanum tuberosum (Mejía et al, 2011). En ninguno de los reportes se 

conocen los insectos vectores transmisores.   

La cobertura arbórea de Bogotá además de la producción de oxígeno, genera aportes 

biológicos, ambientales y económicos. Es así como los árboles son nicho de especies, 

corredores biológicos, refugio de aves, controladores de erosión y del mantenimiento de 

los cuerpos de agua. Además aportan confort climático, dan sombrío, son barreras de 

ruido, ayudan a la captura de partículas en suspensión y generan otros beneficios como 

la valoración de la propiedad, producción de frutos, forraje, medicinales, aporte estético o 

sensorial con fragancias (Tovar, 2007). En conjunto, todos estos aspectos deben ser 

tenidos en cuenta al valorar el estado fitosanitario del arbolado urbano. En el caso de 

Bogotá la disponibilidad de espacios verdes en la capital de Colombia es de 4,93 

m²/hab1, cifra muy inferior a la establecida por la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) (óptimo 15 m²/hab y mínimo 10 m²/hab), ello implica que los problemas 

                                                 
 

1
Observatorio de Espacio Público de Bogotá, editado por la Cámara de Comercio de Bogotá. Enlace: 

http://camara.ccb.org.co/documentos/4486_observatorio_del_espacio_publico_de_bogota_no._1.pdf 
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fitosanitarios del arbolado urbano, inciden en una disminución de la funcionalidad del 

arbolado y a largo plazo representan una reducción en los indicadores de calidad de vida 

de la ciudad.  

 

En árboles ornamentales Fraxinus uhdei de Bogotá, el grupo de investigación 

Fitoplasmas y Virus de la Universidad Militar Nueva Granada (UMNG) reportó fitoplasmas 

del grupo 16SrVII entre los años 2003 y 2006 (Gaitán, 2003; Filgueira et al., 2004; 

Franco-Lara y Filgueira, 2005), los que se reportaron primero en especies de oleáceas de 

Norte América. También se han realizado estudios de la presencia de fitoplasmas en la 

región Andina (Gutiérrez, 2006) y en otros árboles ornamentales como Liquidambar 

stiracyflua (Franco-Lara et al., 2010). En condiciones experimentales se han infectado 

con fitoplasmas hospederos alternativos como Apium graveolens, Nicotiana tabacum, 

Nicotiana debneyi (Perilla et al., 2010) y Catharanthus roseus (López y Filgueira, 2006). 

Sin embargo, la ecología y el potencial epidemiológico de los fitoplasmas se desconocen 

en la región, aunque existen avances preliminares que indican la presencia de insectos 

de la subfamilia Deltocephalinae que son portadores de fitoplasmas (Franco-Lara, 

comunicación personal). 

 

La información reunida por nuestro grupo de investigación muestra la grave situación en 

la cual se encuentra actualmente el arbolado urbano de Bogotá y en general la Sabana 

de Bogotá, pues existe evidencia de que los fitoplasmas se están dispersando a cultivos 

de la región (Franco-Lara, comunicación personal). La importancia del presente trabajo 

radica en que este es el primer intento por identificar los insectos vectores de los 

fitoplasmas de Bogotá y por otro lado, la existencia de otras especies de árboles 

afectadas por fitoplasmosis, conocimiento necesario para establecer su potencial de 

dispersión a otras especies ornamentales o de interés comercial. Los fitoplasmas no son 

percibidos por la comunidad como un riesgo importante para los árboles. Sin embargo, el 

alto costo económico y ambiental de la pérdida de árboles ornamentales para la ciudad, 

sumado al riesgo latente que representan los árboles infectados para otras especies 

vegetales de interés comercial y agronómico de la Sabana de Bogotá, exigen una mayor 

atención por parte de las autoridades encargadas del manejo de árboles de la ciudad. 
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2. MARCO TEÓRICO 

 

2.1 Características de Fitoplasmas 
 

Los fitoplasmas son bacterias de la clase Mollicutes, que se reconocen desde los años 

60 como causantes de alteraciones florales y vegetativas drásticas en las plantas 

vasculares. Los fitoplasmas habitan en el interior de las células del floema de plantas 

vasculares y en órganos internos de insectos fitófagos que se alimentan del contenido del 

floema. A partir de 1967, se designaron como MLO's (Organismos parecidos a 

micoplasmas, por su sigla en inglés) células procariotas pleomorfas no helicoides 

encontradas en el floema de plantas que presentaban síndromes complejos que incluían 

síntomas como virescencia, filodia, esterilidad de flores, proliferación de brotes axilares, 

elongación anormal de entrenudos y amarillamiento (Lee et al., 2000; IRPCM 2004), los 

que anteriormente se atribuían a virus vegetales. El conocimiento de las propiedades de 

este grupo particular y único de bacterias que afectan la sanidad vegetal de diversas 

plantas, se ha generado conforme al avance de las herramientas metodológicas 

aplicables al estudio de microorganismos difíciles de aislar y cultivar en condiciones in 

vitro.   

 

Por microscopía electrónica, los fitoplasmas se han observado como ultraestructuras con 

forma redondeada o alargada, rodeada por una membrana celular y colonizando 

exclusivamente los tubos cribosos del floema (Musetti y Favali, 2004). Carecen de pared 

celular rígida, pueden tener forma pleomórfica y su diámetro promedio puede variar entre 

200 nm a 800 nm (Lee at al., 2000; Museti y Favali, 2004). Son sensibles a antibióticos 

como tetraciclina y a soluciones de sales hipotónicas (Lim et al., 1992). 

 

A mediados de la década de los 90 los MLO comenzaron a llamarse fitoplasmas 

(Revisado por Seemüller et al., 1998 y Firrao et al., 2005), cuando, con métodos 

moleculares se realizaron análisis comparativos de secuencias del gen ribosomal 16S 

rRNA y fue posible evidenciar que los fitoplasmas conforman un grupo monofilético 

grande altamente diverso dentro de la clase Mollicutes (Lee et al., 1998). Luego, con el 

soporte de múltiples evidencias moleculares y biológicas, el equipo de trabajo en 

fitoplasmas/espiroplasmas del IRPCM- Grupo de taxonomía de fitoplasmas (2004), 

designó provisionalmente al género “Candidatus (Ca.) Phytoplasma”, para referirse a la 

descripción taxonómica formal de procariotes sin pared celular, no helicoides que 

colonizan el floema de plantas y son transmitidos por insectos (IRPMC, 2004). 

Actualmente, la clase Mollicutes incluye bacterias sin pared celular como los 

micoplasmas, espiroplasmas, acholeplasmas y fitoplasmas (Wei et al., 2007), todos 

miembros del orden Acholeplasmatales. 
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Diferentes aspectos de la biología básica, la taxonomía, la detección, las relaciones con 

sus vectores y hospederos, los mecanismos de patogenicidad de los fitoplasmas son 

poco conocidos debido a la dificultad de obtener cultivos in vitro puros de fitoplasmas. 

Durante más de 40 años se consideró que los fitoplasmas no se podían propagar en 

medio axénico y que dependían totalmente de su huésped vegetal o insecto (Hogenhout 

et al., 2008), excluyéndolos de los métodos de clasificación que se aplica para los 

microorganismos cultivables (Seemüller et al., 1998). Recientemente, Contaldo y 

colaboradores (2012) describieron por primera vez una metodología que permite cultivar 

en medios líquido y sólido siete cepas2 de fitoplasmas que se habían mantenido por años 

en plantas in vitro de Catharanthus roseus. El tiempo requerido para generar cambio de 

color en el medio líquido fue entre 15 a 102 días y la cepa que más colonias produjo, 

generó entre 10 y 20 en medio sólido (Contaldo et al., 2012). Este gran avance abre la 

puerta al  estudio de muchos aspectos de los fitoplasmas pero es poco probable que 

pueda usarse para análisis rutinarios.   

 

2.2 Enfermedades causadas por Fitoplasmas 
 

Distribución de los fitoplasmas en plantas 

 

Las infecciones de fitoplasmas se han descrito por lo menos en 700 especies y 98 

familias de plantas tanto monocotiledóneas como dicotiledóneas (Hogenhout et al., 

2008). En plantas vasculares los fitoplasmas se encuentran al interior de los elementos 

cribosos del floema, excepcionalmente se han detectado fitoplasmas en el parénquima y 

se pueden encontrar zonas de baja concentración y otras de muy alta concentración en 

una misma planta (Saracco et al., 2006).  

 

Según el hospedero se pueden encontrar diferencias en la concentración de fitoplasmas, 

por ejemplo herbáceas como Catharanthus roseus, lechuga, apio, tabaco y del género 

Brassica spp. se caracterizan por presentar altos títulos (Marcone, 2010). En plantas 

leñosas, la concentración de fitoplasmas suele ser baja a pesar de lo cual producen 

síntomas severos e incluso letales. 

La distribución de los fitoplasmas al interior del floema puede ser irregular, sin embargo, 

en algunas plantas herbáceas se ha observado acumulación de los fitoplasmas hacia las 

regiones de crecimiento activo en las plantas con síntomas, estos órganos actúan como 

                                                 
 

2
 En inglés, el término „strain‟ se usa para referirse a poblaciones distintas de fitoplasmas, en 

cuanto a relación genética, biológica o epidemiológica. En este documento se utiliza el término 
„cepa‟ como traducción más cercana, y no corresponde al sentido estricto que aplica para cepa en 
microorganismos cultivables. 
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sumideros metabólicos hacia donde se mueven los nutrientes a través del floema 

(Christensen et al., 2005). En el caso del fitoplasma del amarillamiento del crisantemo 

(Grupo16SrI), no sólo su distribución es diferencial, sino que también la multiplicación de 

fitoplasmas se da sólo en los brotes jóvenes y las raíces y no en hojas viejas basales 

(Saracco et al., 2006). Por el contrario en poinsetias, los fitoplasmas (Grupo 16SrIII) 

colonizan y se acumulan preferencialmente en hojas maduras o fuente metabólicas, 

mientras en los órganos sumidero (hojas jóvenes y raíces) se presenta baja 

concentración del patógeno (Marcone, 2010). 

 

Por otra parte, en los países con estaciones marcadas,  la colonización de fitoplasmas de 

las partes aéreas de los hospederos leñosos caducifolios, presenta fluctuaciones 

estacionales. Durante el invierno la concentración de fitoplasmas se disminuye a niveles 

imperceptibles en la parte aérea, pero los fitoplasmas persisten en las raíces y 

posteriormente, en primavera recolonizan las partes aéreas. Ese patrón aparentemente 

se relaciona con la nueva formación de tubos cribosos maduros (Kison y Seemüller, 

2001). Uno de los factores que pueden retardar o acelerar la colonización de fitoplasmas 

una vez se ha infectado la planta, es la infección con más de una cepa de fitoplasma con 

diferentes combinaciones de agresividad (Oshima et al., 2007). 

 

Sintomatología asociada a fitoplasmas 

 

Los cambios morfológicos en la estructura de la planta o de órganos que se han 

observado en plantas infectadas con fitoplasmas son diversos y dependen del tipo, edad 

de planta hospedera, de la cepa de fitoplasma que coloniza, de la etapa de la 

enfermedad e incluso de condiciones ambientales (Lee et al., 2000). Se ha observado 

que la presencia de fitoplasmas causa alteraciones en la translocación de fotosintatos; 

probablemente por obstrucción del transporte de nutrientes por el floema, lo cual lleva a 

que se acumulen cantidades anormales de carbohidratos en hojas fuente mientras se 

reducen los niveles en los órganos sumidero como hojas jóvenes y raíces (Christensen et 

al., 2005). También se presentan alteraciones en las funciones fisiológicas como 

reducción en la fotosíntesis, en la conductancia estomatal y respiración en las raíces. 

Otros cambios relacionados con infecciones de fitoplasmas son diferencias en el 

metabolismo secundario y perturbaciones en el balance de fitohormonas (Favali et al., 

2004; Fontaniella et al., 2003), lo cual puede explicar, en parte, las alteraciones 

morfológicas y los síntomas que exhiben las plantas infectadas.  

 

Los síntomas causados por los fitoplasmas sugieren por un lado perturbaciones en el 

balance de los reguladores de crecimiento de las plantas hospederas y por otro, 

desórdenes en el funcionamiento del floema (Christiansen et al., 2005). Los síntomas 

pueden estar relacionados con mecanismos agresivos de transporte de carbohidratos 



26  

 
hacia el interior de los fitoplasmas o según la tasa de multiplicación del patógeno 

(Oshima et al., 2007). 

 

Algunos síntomas se observan como anormalidades en la flor como decoloración, 

virescencia, filodia, brotes gigantes, proliferación de brotes florales, que incluso resultan 

en esterilidad o deformación de los frutos (Marcone, 2010). Otros síntomas de 

fitoplasmas incluyen la formación de escobas de bruja, filodia (metamorfosis de órganos 

florales en hojas), virescencia (coloración verde de pétalos), elongación de tallos, 

formación de brotes en copos, enrojecimiento de hojas y tallos, enanismo, arrosetamiento 

de las ramas, proliferación de brotes, amarillamiento, necrosis del floema y decaimiento 

(Lee et al., 2000; Hogenhout et al., 2008; Bertaccini y Duduk, 2009). En plantas leñosas 

se pueden observar síntomas como amarillamiento, enrojecimiento, hojas pequeñas, 

hojas entorchadas, aclaramiento de venas, alargamiento de venas, necrosis de venas, 

defoliación prematura, coloración de otoño prematura, frutos pequeños, crecimiento 

terminal pobre, follaje disperso, muerte regresiva (“dieback”), atrofia y decaimiento (Lee 

et al., 2000). En algunos casos pueden haber plantas que incluso estando infectadas con 

fitoplasmas, carecen de síntomas en todo su tiempo de vida (Marcone, 2010).  

 

Fitoplasmosis en Colombia 

 

En la década de 1990, los árboles de Urapán (Fraxinus uhdei3) de la ciudad de Bogotá 

comenzaron a presentar un grave deterioro fitosanitario, que inicialmente se asoció con 

la infestación del insecto fitófago Tropidosteptes chapingoensis (Hemiptera: Miridae), el 

que se presenta en altas poblaciones en los árboles de Urapán y genera daño foliar con 

la alimentación, reduciendo la capacidad fotosintética y defoliación del árbol (Pinzón y 

Pedreros, 1995). Posteriormente, con la combinación de herramientas de microscopía, 

detección con métodos moleculares (hibridación, PCR, RFLP, secuenciación de genes 

ribosomales) y transmisión desde árboles a hospederos experimentales se demostró la 

infección de fitoplasmas del grupo 16SrVII („Candidatus phytoplasma‟ fraxini) en 

Urapanes de Bogotá y la zona andina (Griffiths et al., 2001; Gaitán, 2003; Filgueira et al., 

2004; Franco-Lara y Filgueira, 2005, Gutiérrez, 2006; López y Filguiera, 2006). La 

fitoplasmosis en Urapán explica los cambios drásticos en la morfologia de los árboles 

bogotanos tales como ramas en copo, ramas con muerte apical (dieback), ramificación 

delicuescente, brotes epicórmicos, ramas con hojas pequeñas y descortezamiento, los 

cuales se asocian con perturbaciones en el balance de reguladores de crecimiento y 

                                                 
 

3
 En los listados del censo del arbolado urbano  y documentos de las especies de árboles de 

Bogotá, se hace referencia a Urapán con el nombre científico Fraxinus chinensis; sin embargo, 
como se menciona en Filgueira et al. (2004) y en el sitio web de la Dra. Eva Wallander 
(http://www.oleaceae.info/fraxinus/uhdei.html) la especie es en realidad Fraxinus uhdei (Wenzig) 
Lingelsh. 

http://www.oleaceae.info/fraxinus/uhdei.html


 27 

 

daños al floema que caracteriza la infección por fitoplasmas (Franco-Lara y Filgueira, 

2005). El grupo de fitoplasmas 16SrVII, también afectan plantas de los géneros Fraxinus 

y Syringa en Norte América produciendo una enfermedad llamada “Ash Yellows” y “Lilac 

Witches´-broom” que afecta las poblaciones de estos géneros (Sinclair et al., 1996). En 

Suramérica, también se han reportado fitoplasmas del grupo VII en Brazil, en cultivos de 

alfalfa en Argentina (Conci et al., 2005) y en Chile en las especies Ugni molinae y 

Paeonia lactiflora (Arismendi et al., 2011).Hasta el momento, se desconoce la especie 

que actúa como vector de este grupo de fitoplasmas en las regiones de ocurrencia de 

esta enfermedad.  

 

En Bogotá, los Urapanes son la tercera especie en abundancia del paisaje urbano con un 

estimado aproximado de 23.000 individuos (JBB, 2007) y hacen parte de los elementos 

constitutivos del espacio público (Decreto 1504 de 1998). Estudios en el grupo de 

investigación en Fitoplasmas y Virus de la Universidad Militar, demostraron la infección 

experimental con fitoplasmas de Urapán en plantas herbáceas como Apium graveolens 

(familia Apiaceae), Nicotiana tabacum y N. debneyi (Familia Solanaceae) (Perilla et al., 

2010). Más allá de demostrar que era posible infectar estas especies, se demostró que 

colocando estos hospederos en las ramas de árboles infectados con fitoplasmas era 

suficiente para transmitir fitoplasmas por lo que se concluyó que los insectos vectores 

eran capaces de alimentarse también de los hospederos alternativos y presentó la 

primera evidencia de que los insectos vectores eran polífagos (Perilla et al., 2010). 

 

Por otra parte, mediante observaciones de síntomas y detección por PCR anidada del 

gen 16S, secuenciación y RFLP del gen 16S, se detectaron infecciones mixtas de 

fitoplasmas del grupo 16SrVII y 16SrI en la especie Liquidambar styraciflua (familia 

Hamamelidaceae) que hace parte del arbolado urbano de Bogotá (Franco-Lara et al., 

2010). 

 

En Colombia, se han publicado reportes de fitoplasmas del grupo 16SrIII en Solanum 

quitoense (Betancourt & Villamar, 2004) y Coffea arabica (Galvis et al., 2007) y los 

grupos 16Sr-V y 16Sr-XII en Solanum tuberosum (Mejía et al., 2011). Además, en la base 

de datos GenBank se encuentran reportadas secuencias de fitoplasmas encontradas en 

Colombia en hospederos como Manihot esculenta (grupo 16SrIII), Elaeis guineensis 

(Grupo 16SrI y grupo 16SrIII) y Zea mays (16SrI). 
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2.3 Mecanismos de Transmisión de Fitoplasmas  
 

En condiciones naturales, la transmisión de los fitoplasmas se da principalmente por 

insectos vectores, por propagación vegetativa de material infectado y excepcionalmente, 

a través de semillas (Cordova et al., 2003). También se pueden transmitir por conexiones 

vasculares entre dos plantas (injertos o plantas ectoparásitas como Cuscuta sp.).  

 

La dispersión de fitoplasmas en un ecosistema está mediada por insectos hemípteros, 

los cuales juegan un papel en la determinación del nicho ecológico de un determinado 

fitoplasma (Lee et al., 2000). Aproximadamente 200 especies de insectos han sido 

confirmadas como vectores de fitoplasmas, las cuales están en el Orden Hemiptera, 

principalmente en el suborden Auchenorrhyncha; en familias como Cicadellidae, 

Psyllidae, Cixiidae (Hill y Sinclair, 2000), Cercopidae, Delphacidae, Derbidae, Flatidae 

(Weintraub y Beanland, 2006), Pentatomidae (Mitchell, 2004) y Tingidae. 

 

Entre los insectos Auchenorryncha, se conoce que el ciclo de vida consta de cinco instar 

ninfales, los huevos son puestos en tejidos vegetales, las generaciones por año son 

variables y en algunos casos el hábitat de ninfas y adultos puede ser diferente. En este 

grupo de insectos fitófagos, existen diferentes estrategias de alimentación, sobre los 

tejidos vegetales (xilema, floema o células del mesófilo). Entre los que se alimentan de la 

savia transportada en el floema se encuentran la mayoría de insectos en las familias 

Fulgoroidea, Cicadellidae y Membracidae (Wilson y Weintraub, 2007; Wilson y Turner, 

2010). 

 

En los insectos que se infectan con fitoplasmas, estos se ubican en diferentes órganos 

de los vectores como el intestino, la hemolinfa y las glándulas salivares (Weintraub y 

Beanland, 2006). Los fitoplasmas deben ser capaces de evadir el sistema inmune de los 

insectos y replicarse dentro de ellos. Las relaciones fitoplasmas-insectos pueden ser 

neutrales, disminuir o aumentar la idoneidad en el insecto respecto a su sobrevivencia o 

éxito reproductivo (Hogenhout et al., 2008).  Entre las poblaciones de insectos que se 

alimentan del floema, se pueden diferenciar insectos portadores de fitoplasmas de los 

insectos transmisores de fitoplasmas. El proceso de transmisión de fitoplasmas requiere 

del reconocimiento a nivel celular y molecular de componentes entre los tejidos del 

insecto y el fitoplasma, no todos los insectos en los cuales se detecten fitoplasma tiene la 

habilidad de transmisión (Hogenhout et al., 2008). 

 

En el proceso de transmisión mediada por vectores, se conoce como periodo de 

adquisición al momento en que un insecto libre de fitoplasmas se alimenta de una planta 

infectada (Weintraub y Beanland, 2006). Cuando un insecto fitófago especialista del 

floema, succiona la savia de una planta infectada con fitoplasmas, el insecto ingiere las 

bacterias. A continuación, si los fitoplasmas son capaces de replicarse al interior del 

insecto, sucede el periodo de latencia o incubación que corresponde al tiempo requerido 

antes que el insecto pueda inocular de forma efectiva una nueva planta (Tanne et al., 
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2001). En este tiempo, los fitoplasmas se propagan a través del cuerpo del insecto, se 

retienen en la hemolinfa, se multiplican en la cavidad corporal y por último colonizan las 

glándulas salivares. Finalmente sucede la transmisión si el insecto vector inyecta 

posteriormente los fitoplasmas durante su alimentación en plantas sanas (Weintraub y 

Beanland, 2006; Tanne et al., 2001). 

 

Otros factores asociados al comportamiento de alimentación como la salivación, el tejido 

preferencial de alimentación, las habilidades sensoriales, la morfología bucal, el tamaño 

del estilete y de canales determinan que un insecto sea transmisor de fitoplasmas (Tanne 

et al., 2001). Por esta razón sólo entre los grupos de insectos que no generan daño 

durante su alimentación se pueden encontrar vectores de fitoplasmas (Wilson y 

Weintraub, 2007), los cuales permanecen infectivos de por vida, haciendo que la 

transmisión sea persistente (Weintraub y Beanland, 2006; Tanne et al., 2001). 

 

Familia Cicadellidae en Colombia 

 

De acuerdo con Dietrich (2005), la familia Cicadellidae hace parte de la superfamilia 

Membracoidea que a su vez se incluye en el infraorden Cicadomorpha. El infraorden 

Cicadomorpha es un grupo altamente diverso, en el cual hay controversia entre las 

relaciones entre los grupos superiores a familias y deficiencias de claves taxonómicas 

representativas.  Sólo en Norteamérica se conocen aproximadamente 3000 especies y 

se estima que en los trópicos cerca del 90% de las especies no tienen registro (Dietrich, 

2005). 

 

La familia Cicadellidae está comprendida por 38 subfamilias y se han descrito 

aproximadamente 22000 especies a nivel mundial. Considerando que en el neotrópico la 

fauna ha sido poco estudiada Freytag y Sharkey (2002), estiman que puede haber entre 

10000 y 15000 especies sin describir. En Colombia solo hay descritas 679 especies de 

cicadélidos, para las cuales en la mayoría de los casos no se conoce su hospedero 

vegetal (Freytag y Sharkey, 2002). Por lo tanto, son escasos los reportes de información 

taxonómica, de hábitat o ciclo de vida de especies de la familia Cicadellidae en Colombia. 

Por ejemplo, Vargas (2007) en una revisión de 780 especímenes del género Soosiulus 

depositados en colecciones entomológicas, reconoció 11 especies descritas y 14 

especies nuevas (Vargas, 2007). El mencionado estudio sólo se centró en el género 

Soosiulus, a pesar de lo cual se encontró una alta diversidad morfológica de los 

especímenes y fue necesario  proponer nuevos caracteres de identificación y 

discriminación adicionales a la descripción taxonómica del grupo (Vargas, 2007). Lo 

anterior evidencia una debilidad en el conocimiento de la biología básica de la fauna de 

potenciales vectores de fitoplasmas en Colombia. 
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2.4  Detección y Clasificación de  Fitoplasmas 

Detección de fitoplasmas 

 

Teniendo en cuenta que desde la primera descripción de los fitoplasmas (1967) hasta 

2012, no se conocía ningún método para generar cultivos puros de fitoplasmas, la 

taxonomía de fitoplasmas se soporta en caracteres moleculares, útiles en la detección y 

en la identificación de este grupo de bacterias. Por ello la detección sensible y precisa de 

los fitoplasmas tanto en hospederos vegetales como en insectos ha sido uno de los 

aspectos importantes en el conocimiento de estas bacterias, lo que es indispensable para 

el manejo o control de enfermedades asociadas con fitoplasmas. Los métodos usados 

para identificación o diferenciación de fitoplasmas han variado a lo largo del tiempo 

según el avance de las técnicas en Biología Molecular, la aparición de enfermedades 

causadas por fitoplasmas en nuevos hospederos y la nueva información adquirida sobre 

estos microorganismos.  

 

En los primeros estudios sobre la identificación de fitoplasmas se usaron características 

biológicas como la especificidad de transmisión de los fitoplasmas mediada por vectores 

(Seemüller et al., 1998), métodos serológicos, hibridación con sondas de ADN de 

fitoplasmas mediante „Dot-Blot‟; RFLP y „Southern blot‟ para análisis de patrones de 

bandeos y análisis RFLP de amplificaciones por PCR anidada de genes ribosomales 

(Smart et al., 1996). 

 

La información de secuencias del gen 16S rRNA disponibles en inicios de la década de 

los noventa permitió diseñar diferentes parejas de iniciadores para amplificar 

diferencialmente secuencias ribosomales de fitoplasmas (Lee et al., 1993). También se 

consideró la región espaciadora 16S-23S rRNA (Smart et al., 1996) para diseñar 

iniciadores considerados específicos; en conjunto, se usan diferentes combinaciones de 

iniciadores en rondas primarias y anidadas de PCR según los grupos de fitoplasmas 

(Gundersen y Lee, 1996). Para confirmar los resultados, los productos de PCR anidada, 

son analizados por RFLP y secuenciados para confirmar su origen (Wally et al., 2008), y 

determinar el grupo al que pertenecen (Lee et al., 2000; IRPCM 2004, Wei et al., 2007). 

La técnica de PCR presenta limitaciones frente al diagnóstico reproducible de infecciones 

por fitoplasmas puesto que en algunas especies vegetales que tienen alto contenido de 

polifenoles, es difícil la obtención de ADN de buena calidad apropiado para aplicaciones 

como PCR (Gibb y Padovan, 1994), incluso en plantas con síntomas evidentes (Gaitán, 

2003; Gutiérrez, 2006). Adicionalmente la segunda ronda de amplificación puede 

incrementar el riesgo de contaminación en análisis de rutina (Bertolini et al., 2007), por lo 

cual es necesario incluir en todos los pasos controles negativos de agua y ADN que dan 

confiabilidad a los ensayos. 
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Por ello se han buscado alternativas metodológicas de detección e identificación de 

fitoplasmas por ejemplo ensayos de movilidad heteroduplex (HMA) de la región 

espaciadora 16S/23S (Wang & Hiruki, 2005), o PCR co-operacional asociada con „dot 

blot‟ (Co-PCR) en la cual se emplean tres iniciadores considerados universales para los 

grupos de fitoplasmas en una sola reacción, uno externo y dos que anillan sobre el 

amplificado producido por el primer iniciador (Bertolini et al., 2007). Por su bajo costo 

este método fue evaluado para detectar fitoplasmas en L. styraciflua, árboles de ornato 

en Bogotá, y no representó una mejora respecto al uso de PCR anidada en la detección 

específica de secuencias de fitoplasmas (Franco-Lara et al., 2010). 

 

También se ha usado la técnica T-RFLP (Polimorfismo de longitud de fragmentos de 

restricción terminal), como método directo para producir perfiles de RFLP amplificando 

genes rRNA, que generan un patrón de bandeo fluorescente en electroforesis de alta 

definición en un secuenciador automatizado (Hodgetts et al., 2007). Otras técnicas 

basadas en amplificaciones isotérmicas (LAMP) se han evaluado  para la detección 

específica de fitoplasmas de los grupos 16SrI, 16Sr-XXII (Tomlinson et al., 2010),  16SrII 

y 16Sr-XII (Bekele et al., 2011) en una sola ronda de amplificación con la misma 

sensibilidad que el uso de PCR anidada. Alternativamente, los sistemas de PCR en 

tiempo real (RT-PCR) han permitido un aumento en la sensibilidad, confiabilidad y 

reproducibilidad respecto a la PCR anidada estándar, permitiendo la detección de 

fitoplasmas en muestras negativas por otros métodos y evitando posteriores 

modificaciones post-PCR (Chistiensen et al., 2004; Galeto et al., 2005). 

 

A pesar de diferentes posibilidades metodológicas, en el diagnóstico e identificación 

rutinaria de fitoplasmas el método más usado es PCR anidada de un segmento del gen 

16S rRNA seguido por RFLP con enzimas de restricción según el grupo (Lee et al. 1998) 

o la secuenciación de los amplicones obtenidos. Este segundo paso después de la 

amplificación por PCR anidada es indispensable para confirmar que los amplicones son 

fitoplasmas y no se presentan detecciones inespecíficas de otras bacterias endófitas o 

ADN ribosomal de cloroplastos (Wally et al., 2008). Además, con la disponibilidad de 

herramientas bioinformáticas, es posible realizar análisis RFLP in silico con las cepas 

representativas de cada grupo (Wei et al., 2007; Zhao et al., 2009). 

 

Clasificación taxonómica 
 

De forma similar a la identificación, las primeras aproximaciones para diferenciar 

fitoplasmas se basaron en los síntomas inducidos a la planta hospedera, la especie en la 

que se describía la enfermedad y el rango geográfico de ocurrencia de la enfermedad 

(Lee et al., 2000), pero esos criterios no necesariamente implicaban una relación entre 

los diferentes grupos de fitoplasmas.  
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Es concordancia con la tendencia para la identificación de bacterias en general, la 

clasificación taxonómica de los fitoplasmas se hace a partir de las secuencias 16S rRNA. 

A partir de la información de secuencias generada para este gen en fitoplasmas, se han 

realizado análisis filogenéticos (Lee et al., 1998, Wei et al., 2007), permitiendo el 

establecimiento de un sistema de clasificación basado en el análisis RFLP de regiones 

amplificadas por PCR del gen 16S rRNA (Grupos 16Sr), el cual sigue siendo una forma 

confiable y rápida de diferenciación e identificación entre fitoplasmas conocidos.  Los 

grupos de fitoplasmas se basan en los perfiles generados por restricción con 17 enzimas 

de corte frecuente entre las que se encuentran AluI, RsaI, Mse o HinfI (Semüller et al., 

1998; Wei et al., 2007). Estos perfiles han permitido identificar 32 grupos 16Sr (Tabla 2-1) 

y más de 100 subgrupos.  

 

Desde el punto de vista taxonómico formal, cada grupo filogenético de fitoplasmas 

representa una especie de fitoplasmas. La descripción del taxón „Candidatus (Ca.) 

Phytoplasma‟ como género y los lineamientos para definir una nueva especie fueron 

dados por el equipo de trabajo en fitoplasmas/espiroplasmas del IRPCM- Grupo de 

taxonomía de fitoplasmas (IRPCM) en el 2004. Bajo estos criterios, dos muestras se 

consideran especies diferentes cuando hay menos de 97.5% de similitud en una 

secuencia (>1200 bp) del gen 16S rRNA que comprende las primeras 1400 posiciones 

desde el extremo 5‟ del gen 16S rRNA  (IRPCM 2004). Por la naturaleza altamente 

conservada del gen 16S rRNA pueden encontrarse especies diferentes, con distintas 

propiedades biológicas, fitopatológicas y genéticas, que tienen similitudes superiores al 

97.5% para el gen 16S rRNA. En estos casos se requiere información adicional sobre los 

vectores, la especificidad de hospedero o marcadores moleculares adicionales para 

diferenciar dentro de cada taxón, los subgrupos de fitoplasmas (IRPCM, 2004; Duduk y 

Bertaccini, 2011).  

 

La diversidad entre cepas de fitoplasmas de un mismo grupo es alta y para realizar 

estudios epidemiológicos dirigidos al control de las enfermedades causadas por 

fitoplasmas se deben identificar los fitoplasmas al interior de los grupos filogenéticos 

(Duduk y Bertaccini, 2011). Por ello, el esquema de clasificación que parte del gen 16S 

rRNA se ha refinado  incluyendo otras regiones genómicas que aportan información 

adicional como los genes 23SrRNA y la región intergénica espaciadora 16S- 23SrRNA 

(Hodgets et al., 2009), el gen tuf (factor de elongación EF-Tu), proteínas ribosomales 

rpsV(rpl22), rpsC (rps3) (Martini et al., 2007), subunidades de proteínas translocasas 

como secY (Lee et al., 2006) y secA (Hodgetts et al., 2008) y más recientemente, genes 

que codifican para proteínas membranales como map, degV (Arnaud et al., 2007), nus y 

groEL (Mitrovic et al., 2011). Recientemente, con la información de múltiples genes que 

representan mejor la variabilidad, se han realizado análisis de secuencias multilocus 

(MLST) para entender la diversidad genética de fitoplasmas relacionados, pero con 

diferentes características ecológicas o patológicas (Duduk y Bertaccini, 2011; Marcone, 

2012). 

 
  



 33 

 

Tabla 2-1. Grupos 16Sr de Fitoplasmas (Zhao et al., 2010; Martini et al., 2012, Davis et al., 2012; 

Win et al., 2013; Nejat et al., 2013) 

 

Grupo 
Sub-

grupos 
Número de especies 'Ca phytoplasma' 

16SrI Aster yellows 11 1 „Ca Phytoplasma asteris' 

16SrII Peanut witches'-broom 12 2 
„Ca Phytoplasma aurantifolia' y „Ca 
Phytoplasma australasiae' 

16SrIII X-disease 19 2 
„Ca Phytoplasma pruni' y  „Ca Phytoplasma 
sudamericanum' 

16SrIV Coconut lethal yellows 6 1 „Ca Phytoplasma palmae' 

16SrV Elm yellows 6 4 
„Ca Phytoplasma ulmi', „Ca Phytoplasma 
ziziphi' , „Ca Phytoplasma vitis' y „Ca 
Phytoplasma balanitae' 

16SrVI Clover proliferation 8 1 „Ca Phytoplasma trifolii' 

16SrVII Ash yellows 3 1 „Ca Phytoplasma fraxini' 

16SrVIII Loofah witches'-broom 1 1 „Ca Phytoplasma luffae' 

16SrIX Pigeon pea witches'-broom 4 1 „Ca Phytoplasma phoenicium' 

16SrX Apple proliferation 5 4 

„Ca Phytoplasma mali', „Ca Phytoplasma 
pyri', „Ca Phytoplasma trifolii', „Ca 
Phytoplasma prunorum' y „Ca Phytoplasma 
spartii' 

16SrXI Rice yellow dwarf 3 1 „Ca Phytoplasma oryzae' 

16SrXII Stolbur 7 4 
„Ca Phytoplasma australiense', „Ca 
Phytoplasma japonicum', „Ca Phytoplasma 
fragariae' y „Ca Phytoplasma solani' 

16SrXIII Mexican periwinkle virescence 2 1  

16SrXIV Bermudagrass white leaf 1 1 „Ca Phytoplasma cynodontis' 

16SrXV Hibiscus witches'-broom 1 1 „Ca Phytoplasma brasiliense' 

16SrXVI Sugarcane yellow leaf syndrome 1 1 „Ca Phytoplasma graminis' 

16SrXVII Papaya bunchy top 1 1 „Ca Phytoplasma caricae' 

16SrXVIII American potato purple top wilt 1 1 „Ca Phytoplasma americanum' 

16SrXIX Japanese chesnut witches'-broom 1 1 „Ca Phytoplasma castaneae' 

16SrXX Buckthorn witches'-broom 1 1 „Ca Phytoplasma rhamni' 

16SrXXI Pine shoot proliferation 1 1 „Ca Phytoplasma pini' 

16SrXXII 
Nigerian coconut lethal decline 
(LDN) 

1 1 „Ca Phytoplasma cocosnigeriae' 

16SrXXIII Buckland Valley grapevine yellows 1 1  

16SrXXIV Sorghum bunchy shoot 1 1  

16SrXXV Weeping tea tree witches'-broom 1 1  

16SrXXVI Mauritius sugarcane yellows D3T1 1 1  

16SrXXVII Mauritius sugarcane yellows D3T2 1 1  

16SrXXVIII Havana derbid phytoplasma group 1 1  

16SrXXIX Cassia witches'-broom 1 1 „Ca Phytoplasma omanense' 

16SrXXX Salt cedar witches'-broom 1 1 „Ca Phytoplasma tamaricis' 

16SrXXXI Bindweed yellows (BY) 1 1 'Ca. Phytoplasma convolvuli' 

16SrXXXII 
Malaysian periwinkle virescence 

(MaPV) 
3 1 „Ca Phytoplasma malaysianum' 
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2.5 Genoma de Fitoplasmas 
 

Actualmente se encuentran disponibles las secuencias anotadas de los genomas 

completos de cuatro fitoplasmas. „Candidatus phytoplasma asteris‟ cepa “Onion yellows” 

y cepa “Aster yellows” y “Ca. P. australiense” poseen genomas circulares (Oshima et al., 

2004; Bai et al., 2006; Kube et al., 2008), mientras que el genoma de  „Ca. P. mali‟ es 

lineal (Tran-Nguyen et al., 2008). También está disponible la anotación del genoma 

parcial del fitoplasma Peanut Witches‟-Broom, con una cobertura del 90% y 13 contigs 

ensamblados (Chung et al., 2013). En general los fitoplasmas tienen genomas pequeños 

con cromosomas entre 530 a 1350 Kpb (Marcone et al., 1999) y entre 481 a 776 genes 

codificantes para proteínas (Hogenhout et al., 2008, Kube et al., 2012). Sus genomas son 

ricos en AT pues, su contenido (G+C) está entre 21,4 y 29%. Pueden o no presentar 

ADN extra cromosómico, en algunos fitoplasmas se han reportado hasta cuatro 

plásmidos variables en tamaño, desde 3800 pb hasta 5100 pb (Bai et al., 2006). Los 

fitoplasmas tienen dos operones de rRNA, una región tRNA ile en la región espaciadora 

de los genes 16S y 23S y usan UGA como codón de parada (IRPCM 2004). 

Aproximadamente entre el 35% al 53% de los genes codificantes de los genomas de 

fitoplasmas aún no tienen una función conocida (Tran-Nguyen et al., 2008; Chung et al., 

2013).   

 

La disponibilidad de sólo cuatro genomas completos, se debe en parte a la dificultad para 

obtener fracciones de ADN purificadas y enriquecidas a partir de hospederos vegetales, 

con técnicas como electroforesis de campo pulsado (PFGE) o repetidas rondas de ultra 

centrifugación con cloruro de cesio-bisbenzimida. A pesar de que estas técnicas han 

permitido la construcción de librerías genómicas para su posterior secuenciación por la 

técnica „shotgun‟ (Tran-Nguyen y Gibbs, 2007; Kube et al., 2012), se ha encontrado baja 

cobertura de los clones recombinantes y de las secuencias de las regiones ricas en AT, y 

baja calidad en las secuencias (Kube et al., 2012). Adicionalmente se presentan 

limitaciones en el proceso de ensamblaje de estos genomas ricos en repeticiones porque 

las librerías obtenidas muestran un sesgo en la clonación de fragmentos, pero se espera 

que la disminución de costos de secuenciación y la aplicación de técnicas de 

secuenciación de alta resolución y cobertura que no impliquen la clonación del ADN 

genómico, permitan la secuenciación de un mayor número de genomas completos de 

estas fitoplasmas (Kube et al., 2012). 

 

El análisis de información genómica y proteómica ha mostrado que los fitoplasmas 

presentan reducciones del genoma con ausencia de las rutas de síntesis de varios 

aminoácidos, ácidos grasos y nucleótidos (Oshima et al., 2004). A diferencia de otros 
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Mollicutes, carecen de componentes en la producción de ATP mediada por ATP sintasas 

tipo FoF1, de sistemas fosfotranferasas PST, entre otros, lo cual representa posibles 

escenarios interesantes para entender el funcionamiento metabólico de los fitoplasmas 

(Ji et al., 2010; Kube et al., 2012).  

 

El genoma de fitoplasmas codifica una alta proporción de proteínas de sistemas de 

transporte, de anclaje a membrana y proteínas en contacto con el citoplasma de la célula 

que infectan (Hogenhout et al., 2008). Los fitoplasmas tienen un gran número de 

sistemas de proteínas de transporte, comparado con el tamaño de su genoma, entre las 

que se incluyen permeasas, proteínas de unión a solutos del sistema transportador ABC 

para péptidos, aminoácidos, iones inorgánicos como cobalto, manganeso y zinc y 

también codifican transportadores de maltosa, tetralosa, sucrosa y palatinosa 

(Christensen et al., 2005) con los que toman compuestos esenciales de su hospedante 

(Kube et al., 2012). Se considera que las células parasíticas de los fitoplasmas adaptan 

su potencial hídrico a condiciones isotónicas del huésped con canales de membrana y 

transportadores para contrarrestar la pérdida osmótica de agua (Christensen et al., 

2005). Los fitoplasmas también tienen un sistema de secreción Sec-dependiente para 

liberar proteínas maduras al ambiente extracelular; los sustratos del sistema Sec tienen 

un péptido señal en el extremo N-terminal, el cual es reconocido cuando se transcribe la 

proteína (Kakizawa et al., 2004). Se cree que las proteínas secretadas y ancladas a la 

membranas de los fitoplasmas podrían actuar como factores de virulencia similar a 

adhesinas, proteasas o enzimas hidrolíticas; importantes en la interacción de los 

fitoplasmas con sus hospederos (Hogenhout y Loria, 2008). 

 

A pesar de tener genomas condensados con juego mínimo de rutas metabólicas (Oshima 

et al., 2002), poseen repeticiones de clusters de genes con características de elementos 

genéticos móviles (PMU‟s) (Bai et al., 2006; Hogenhout et al., 2008). Se cree que esos 

segmentos asociados a transferencia horizontal pueden estar relacionados con 

adaptación de los fitoplasmas a los ambientes intracelulares de vegetales y de insectos 

(Bai et al., 2006; Hogenhout et al., 2008; Sugio y Hogenhout, 2012). En las regiones 

PMU´s o similares a PMU´s, se encuentran la mayoría de genes que codifican pequeñas 

proteínas potenciales efectores, o moléculas secretadas por los fitoplasmas para facilitar 

su multiplicación y dispersión (Sugio et al., 2011; Sugio y Hogenhout, 2012).  La mayoría 

de potenciales efectores, además de carecer de similaridad de secuencias con genes 

codificantes de proteínas conocidas, parecen ser específicos por especies o cepas de 

fitoplasmas, lo cual indica que estos efectores tienden a evolucionar más rápido que 

otros genes en los genomas de los fitoplasmas y probablemente sean importantes en la 

adaptación a diferentes hospederos (Chung et al., 2013). 
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Interacción Hospedero- Patógeno 

 

Existe poca información sobre los mecanismos de patogenicidad de los fitoplasmas y 

cómo logran generar los síntomas observados en las plantas. En general se han descrito 

cambios bioquímicos entre las plantas infectadas con fitoplasmas y las que están libres 

de estos microorganismos. Entre ellas está el bloqueo en el transporte a través del 

floema, cambios en la translocación de fotosintatos, reducción en la tasa fotosintética, 

alteración del metabolismo secundario y perturbación del balance hormonal de las 

plantas (Christensen et al., 2005).  

 

En plantas infectadas con fitoplasmas se han estudiado los cambios en los niveles 

endógenos de reguladores de crecimiento y según la especie vegetal y los órganos de la 

planta los cambios son diferentes. Por ejemplo en C. roseus infectadas la concentración 

de citoquininas en flores con filodia es mayor que en plantas sanas, mientras que la 

concentración de la misma hormona en raíces y hojas maduras se presenta por debajo 

de los niveles normales (Marcone, 2010). En otros casos se han estudiado los cambios 

en la expresión de genes de plantas infectadas, por ejemplo, en plantas de tomate se 

encontró que la infección con el fitoplasma stolbur (Grupo 16SrXII), induce la represión 

de los genes vegetales LeWUSCHEL y LeCLAVATA1 involucrados en el desarrollo de 

meristemos y LeDEFICIENS en la identidad de órganos y a su vez, la sobreexpresión del 

gen FALSIFLORA, que controla la identidad del meristemo floral (Pracros et al., 2007). 

 

A partir de la información genómica recientemente se han asociado algunos síntomas 

observados en plantas infectadas por fitoplasmas con las proteínas secretadas al 

citoplasma del huésped, que pueden actuar directamente con los componentes celulares 

del huésped o atravesar los plasmodesmos (cuando son inferiores a 40 kDa) y actuar 

como factores de virulencia en tejidos sumidero (Hogenhout y Loria, 2008). En el genoma 

de “Ca. phytoplasma asteris” se encontraron 4 proteínas que son secretadas 

directamente al citoplasma de la célula eucariota con señales de localización nuclear: 

SAP11 (14 kDa), SAP22 (84 kDa), SAP30 (12 kDa), y SAP42 (9 kDa). Entre ellas, SAP11 

está codificada en una región potencialmente móvil (PMU), que podría asemejarse a una 

isla de patogenicidad y constituye un potencial efector de la alteración de la fisiología de 

la célula de la planta (Bai et al., 2009; Sugio et al., 2011). Ello tiene congruencia con la 

identificación del sistema de transporte de proteínas de la vía Sec y secuencias de 

proteínas con péptido señal N-terminal, en los genomas de los fitoplasmas, sugiriendo la 

funcionalidad de este sistema (Bai et al., 2009). La acción de productos metabólicos a 

larga distancia se planteó al evaluar infecciones con fitoplasmas del grupo 16SrIV (LY de 

palma de coco), 16SrXI “rice yellow dwarf” y 16SrXVII “australian papaya dieback” pues 

no existe relación entre la presencia de los fitoplasmas en determinados órganos de la 

planta con las alteraciones y los síntomas, lo que puede ser causado por un metabolito 
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tóxico de los fitoplasmas (Siddique et al., 1998). En la cepa OY de “Ca. P. asteris" se 

evaluó la función de una proteína fitoplásmica de 4.5 kDa (TENGU) expresándola en 

Arabidopsis thaliana y se encontró que su efecto es la supresión de la respuesta a 

auxinas de la planta, lo que induce morfología anormal cómo escobas de bruja y 

enanismo (Hoshi et al., 2009). En el caso de la proteína TENGU se pudo establecer el 

efecto de un metabolito transportado por los haces vasculares hacia los tejidos sumidero 

(Hoshi et al., 2009). Se conoce que una de las proteínas codificadas en el genoma del 

fitoplasma AY-WB (Grupo 16SrI), de 10.7 KDa (SAP54), que es secretada en el floema 

de las plantas infectadas, genera malformaciones florales y la pérdida de la 

determinación del meristemo floral en líneas transgénicas estables de Arabidopsis 

thaliana. Estas flores anormales asemejan los síntomas producidos por el fitoplasma AY-

WB (MacLean et al., 2011). 

 

Además del efecto de las proteínas translocadas, otras proteínas de fitoplasmas son 

candidatas de la interacción con su hospedero. Hasta el momento no existen reportes de 

secuencias de los genes SecA, Imp, Amp  o IdpA del fitoplasma „Candidatus fitoplasma‟ 

fraxini (grupo 16SrVII). Los genes Imp, Amp  e IdpA codifican para proteínas IDPs (en 

inglés Immunodominant membrane proteins) de fitoplasmas, la cuales son proteínas 

inmunodominantes de membrana y son de interés porque parecen estar relacionadas 

con interacciones proteína-proteína con los insectos que transmiten fitoplasmas. Amp 

interactúa con los componentes protéicos de los microfilamentos de cicadélidos vectores 

del fitoplasma Onion Yellows (Grupo 16SrI), lo cual probablemente está relacionado con 

la capacidad de transmisión de los insectos (Suzuki et al., 2006). Las proteínas IDPs 

carecen de homología con secuencias de otros organismos. Constituyen la mayor 

proporción del total de proteínas de membrana, se localizan en diferentes regiones del 

genoma y entre ellas muestran una alta variación antigénica y en composición de 

aminoácidos (Kakizawa et al., 2009).  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2-1. Representación diagramática de los genes IDP de fitoplasmas (Tomado de 
Hogenhout et al., 2008). 

 

Se han encontrado tres tipos de IDPs en diferentes fitoplasmas (Imp, IdpA, Amp) (Tabla 

2-2), se cree que tienen un papel en unión a la membrana celular del hospedero 

(Hogenhout et al., 2008) y se han relacionado con la capacidad de transmisión de los 

fitoplasmas por los insectos vectores (Suzuki et al., 2006). Todos los genes IDPs 
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codifican una región hidrofílica central posiblemente extracelular  y varían en el anclaje 

transmembranal hidrofóbico (figura 2-1). Imp tiene una región N-terminal transmembranal 

y se considera que los genes Imp son conservados entre todos los fitoplasmas (Kakizawa 

et al., 2009). IdpA tiene dos regiones transmembranales en cada extremo N-terminal y C-

terminal que permanecen sin ser cortadas. Amp por su parte, tiene un segmento N-

terminal transmembranal el cuál es cortado y se ancla a la membrana por el extremo C-

terminal (Barbara et al., 2002).  

 

Otros posibles factores de virulencia están presentes en el genoma de los fitoplasmas, 

pero su acción en la planta aún no se ha esclarecido y su función es hipotética, por 

ejemplo, hemolisinas (hlyC y tlyC), que actuarían como agentes de daño de membrana, 

metaloproteasas dependientes de ATP (hflB o ftsH) ancladas a la membrana de 

fitoplasmas y nucleasas (Hogenhout et al., 2008). 

 
 
Tabla 2-2. Fitoplasmas en los que se han descrito secuencias de genes de proteínas 
inmunodominantes. 
 

Gen 
IDP 

Fitoplasma 
Grupo 

16S rRNA 
Accesión 
Gen Bank 

Referencia 

Imp 

 

Sweet potato witches‟ broom (SPWB) 16Sr-VI U15224 Yu et al., 1998 

Apple proliferation (AP) 16Sr-X AJ011678 Berg et al., 1999 

Australian grapevine yellows (AUSGY) 16Sr-XII CAM12096 
Tran-Nguyen et al., 

2008 

Western X-disease (WX) 16SrIII  
Liefting y Kirkpatrick 

et al., 2003 

European stone 
fruit yellows (ESFY) 

16Sr-X AF400587 

Morton et al., 2003 
Peach yellow leaf roll (PYLR) 16SrIII AF400589 

Pear decline (PD) 16Sr-X AF400588 

Onion yellows (OY) 16SrI 
AB469007 
AB469008 

Kakizawa et al., 
2009 

Mulberry Dwarf (MD) 16SrI AB469009 

Paulownia witches‟ broom (PaWB) 16SrI AB469010 

Porcelain vine witches‟ broom (PvWB) 16SrI AB469011 

Tsuwabuki witches`broom (TWB) 16SrIII AB469012 

Rice yellows dwarf (RYD) 16Sr-XI AB469013 

Potato witches`broom Korea (PWBK) 16Sr-VI AB469014 

IdpA Western X (WX) 16SrIII AF533231 
Blomquist et al., 

2001 

Amp 

Aster yellows (AY) 16SrI AF244540 
Barbara et al., 2002 

Clover phyllody (CPh) 16SrI AF244541 

Onion Yellows (OY) 16SrI AB124806 
Kakizawa et al., 

2004 
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3. HIPÓTESIS EXPERIMENTAL 

 

Las enfermedades de árboles asociadas con fitoplasmas en Bogotá son recientes, las 

primeras observaciones fueron para F. uhdei a mediados de la década de 1990. En los 

árboles de F. uhdei, se reportaron por primera vez fitoplasmas del grupo 16SrVII  a 

mediados de la década del 2000 (Griffiths et al., 2001; Gaitán, 2003; Filgueira et al., 

2004) y posteriormente en los árboles de L. styraciflua en 2007se empezaron a observar 

cambios de la morfología de la planta, en los cuales posteriormente se detectó por RFLP 

la infección mixta de fitoplasmas de los grupos 16SrVII y 16SrI (Franco-Lara et al., 2010). 

Teniendo en cuenta el valor ambiental, ornamental y económico del arbolado urbano, 

sumado al potencial riesgo epidemiológico de dispersión de fitoplasmas a plantas de 

valor comercial cultivadas en la Sabana de Bogotá y considerando que no existen 

métodos efectivos de control, se plantea la necesidad de conocer los insectos vectores 

responsables de la dispersión de los fitoplasmas en el área de Bogotá. Ello contribuye al 

conocimiento epidemiológico de la enfermedad y es requisito indispensable para 

proponer estrategias de manejo de la enfermedad a mediano plazo. 

 

Por eso se plantearon dos hipótesis experimentales: 

 

1) Si los insectos de la familia Cicadellidae son portadores de fitoplasmas, entonces 

entre ellos, se encontrarán los posibles vectores de fitoplasmas. 

2) Si existen árboles en Bogotá de especies diferentes a F. uhdei y L. styraciflua con 

síntomas de fitoplasmosis, entonces estas especies podrían estar infectadas con 

fitoplasmas de los mismos grupos reportados para F. uhdei y L. styraciflua. 
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4. OBJETIVOS 

 

 

4.1 Objetivo general 
 

Contribuir al conocimiento de aspectos epidemiológicos de las fitoplasmosis de los 

árboles de Bogotá mediante la evaluación de la capacidad de transmisión de fitoplasmas 

de dos morfoespecies de Cicadellidae (Hemiptera, Auchenorryncha) de Bogotá. 

 

4.2 Objetivos específicos 
 

 Determinar la presencia de fitoplasmas en insectos cicadélidos capturados en 

Bogotá. 

 Evaluar la capacidad de transmisión en condiciones experimentales de insectos 

portadores de fitoplasmas. 

 Evaluar la infección de fitoplasmas en tres especies de árboles que circundan 

Fraxinus uhdei afectados por fitoplasmosis. 

 Detectar la presencia de genes que codifican proteínas inmunodominantes de 

membrana con importancia potencial en la interacción hospedero-patógeno de 

fitoplasmas. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1 Localización de zona de estudio 
 

Este estudio se llevó a cabo en la ciudad de Bogotá D. C., Colombia, con ubicación 

aproximada Latitud Norte 4°35‟56‟‟57 y Longitud Oeste 74°04‟51‟‟30, a una altitud 

promedio de 2.630 m.s.n.m. y con un área aproximada de 1587 Km².  Teniendo en 

cuenta el diagnóstico de sintomatología asociada con fitoplasmas en Fraxinus uhdei 

realizado por Gaitán (2003) y Gutiérrez (2006), se definieron 2 áreas de estudio para este 

trabajo. En estas áreas urbanas, además de individuos de F. uhdei sintomáticos, se 

encuentran árboles de mediano porte como Croton spp., Pittosporum undulatum, Populus 

nigra entre otros. Las dos áreas son de acceso público y entre los árboles hay la 

presencia de pastizales.  En estos pastizales se hicieron nueve muestreos para la colecta 

de cicadélidos posibles vectores de fitoplasmas entre Mayo del 2011 a Febrero del 2012, 

normalmente en horas de 9 am a 2 pm.  

 

Los sitios de muestreo se presentan en los mapas del anexo A. El área 1 fue en la 

Localidad Teusaquillo en sitios como el Campus de la Universidad Nacional de Colombia, 

la Calle 53 y el Park Way. El área No. 2 fue en la Localidad Chicó en sitios como la 

Autopista norte entre calles 104 a 106, la Avenida Novena con calle 95 y  la  carrera 19 

con calle 104. 

 

5.2 Obtención de material biológico 

5.2.1. Muestreo de Insectos 

 

En las áreas definidas se realizaron muestreos capturando insectos saltadores por jameo 

con red entomológica. Los insectos capturados se transportaron al laboratorio de 

Biotecnología Vegetal de la UMNG, en donde se realizaron observaciones de los 

individuos utilizando un estereomicroscopio (Leica). Los insectos se agruparon según su 

apariencia, tamaño y  características morfológicas como coloración del abdomen, alas y 

cabeza en diferentes morfoespecies. La observación de características morfológicas se 

realizó teniendo en cuenta las ilustraciones de Dietrich (2005) (figura 5-1) y con asesoría 

del Dr. Mike Wilson (Museo de Historia Natural de Gales, Reino Unido). De cada 

morfoespecie  Los insectos que se usaron  para extracciones de ADN se almacenaron a -

70°C en ultra congelador (Revco).  Los insectos utilizados en los ensayos de transmisión 
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se mantuvieron vivos en un frasco plástico de  50ml, con hojas de pasto fresco recogidas 

en el lugar de 

muestreo. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5-1. Principales partes en la morfología externa de la familia Cicadellidae. Tomado de 
Dietrich (2005). 

 

5.2.2 Muestreo de árboles aledaños a Fraxinus uhdei: 
 

En las mismas áreas de muestreo de insectos se cortaron ramas jóvenes de árboles de 

las especies Croton spp., P. undulatum y P. nigra aledaños a F. uhdei, usando una 

desgarradera y tijeras de jardinería. Las ramas se trasladaron a la UMNG. En el 

laboratorio las hojas y ramas se limpiaron superficialmente con agua y jabón, 

posteriormente se desinfectaron superficialmente con etanol al 70%. Mediante una 

delicada disección, el tejido fresco correspondiente a los haces vasculares se separó de 

la médula y la corteza (figura 5-2) y se almacenó a -70°C en un ultracongelador (Revco) 

hasta el momento de la extracción de ADN. 

 

 

 

 

 

 

 

Haces Vasculares 

Epidermis 
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Figura 5-2. Separación de haces vasculares en tallos de F. uhdei. 

 

5.3 Detección de Fitoplasmas 
 

5.3.1 Extracción de ADN total de morfoespecies de cicadélidos 
 

La extracción de ADN se hizo de acuerdo a Hung et al. (2004). Un individuo o grupos de 

máximo  5 insectos de la misma morfoespecie se pulverizaron en microtubos de 1,5 ml, 

luego de ser enfriados con nitrógeno líquido.  Posteriormente se maceró con 30 µL de 

buffer de lisis (10mM Tris-HCl pH 7,5, 100mM EDTA pH 7,5) y el macerado se llevó a 

volumen final de 800µL con el mismo buffer de lisis y se incubó a 55°C mínimo por 4 

horas o toda la noche. Después se agregaron 500µL de fenol equilibrado y se separó 

centrifugando a 13000xg por 10 min. Los ácidos nucleicos de la fase acuosa se 

precipitaron con etanol absoluto durante 15 minutos a -20°C, posteriormente se 

centrifugaron por 25 min a 13000xg y el pellet se lavó con etanol al 70%. Luego de 

evaporar el etanol, el ADN total de insectos se resuspendió en buffer TE (Tris-HCl 10 

mM, 1 mM EDTA) el ADN se almacenó a -20°C. 

 

5.3.2 Extracción de ADN total vegetal 
 

Se utilizó un método de extracción de ADN modificado por la Dra. Bertaccini (Dista, 

Universidad de Bologna). Un gramo de tejido proveniente de los haces vasculares se 

maceró en nitrógeno líquido con buffer de extracción I (K2HPO43H2O 92mM, KH2PO4 30 

mM, sacarosa 10%, BSA, PVP-10 5%, ácido L-ascórbico pH 7.6). El pellet se 

resuspendió en 4 ml de buffer de extracción II (Tris-HCl 100 mM, 100 mM EDTA, 250 mM 

NaCl), 80 µL de proteinasa K (5 mg/ml) y  440 µL de n-Lauroilsarcosina 10%, por 2 h a 

55°C. El lisado se centrifugó 10 min a 8000xg (Eppendorf Rotor rotor F-34-6-38), 

descartando el pellet. El sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo y se agregaron 0.6V 

de isopropanol, se almacenó durante 30 min a -20°C. Posteriormente se centrifugó 15 

min a 8000xg y el pellet se resuspendió en 3 ml de buffer TE, agregando75 µL de SDS 

20% y 60µL de proteinasa K esta lisis se realizó por 1h a 37°C. Luego se adicionaron 525 

µL de NaCl 5M y 420 µL de CTAB/NaCl (10% CTAB, 0.7M NaCl), incubando a 65°C por 

10 min. Posteriormente se hizo una extracción orgánica con un volumen igual de 

Cloroformo/alcohol isoamil (24:1), se separó la fase orgánica centrifugando a 7500xg por 

10 min. La fase acuosa se transfirió a tubos nuevos y se agregó un volumen igual de 

cloroformo, la emulsión se centrifugó a 7500xg por 10 min y la fase se precipitó con 0.6V 

de isopropanol durante toda la noche. Los ácidos nucleicos se centrifugaron a 11000xg 

(Eppendorf 5424) y el pellet se lavó con etanol al 70%. El pellet se resuspendió en buffer 

TE y el ADN se almacenó a -20°C. 
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5.3.2.1 Re-extracción de ADN genómico vegetal. 
 

En algunos casos donde se sospechó de la presencia de inhibidores que co-precipitan 

con el ADN como compuestos fenólicos y carbohidratos de alto peso molecular, fue 

necesario un paso adicional de extracción con el Kit „DNA Clean-Up‟ (MoBio), siguiendo 

las instrucciones de la casa comercial. 

 

5.3.3 Cuantificación de ADN genómico 
 

Se usaron 2µL de todos los extractos de ADN total obtenido de plantas y de insectos, 

para evaluar cualitativamente la calidad y la concentración del extracto, en electroforesis 

en gel de agarosa (Bioline) al 1%. La electroforesis se corrió utilizando como buffer TBE 

1X (89mM Tris base, 89mM ácido bórico, 2 mM EDTA), por 1 hora a 50 V en un equipo 

de la marca Major Science. La tinción de ADN se realizó con bromuro de etidio (Sigma) 

concentración final 0.5mg/ml y la visualización del gel se realizó en transiluminador UV. 

Algunas muestras de ADN se cuantificaron con el Kit Qubit Assay, utilizando un 

fluorímetro Qubit (Invitrogen ahora Life Technologies), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. 

 

5.3.4 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 

Con el objetivo de verificar la ausencia de sustancias inhibidoras en los extractos de ADN 

vegetal, estos se usaron como moldes en una reacción de PCR con los iniciadores rpsF 

(5`- GTGGTAGAAAGCAACGTGCGACTT -3`) y rpsR2 (5`-

TGCGGATCGAACATCAATTGCAAC -3´) (Oxelman et al., 1997), los que amplifican el 

intrón rps16 en el genoma de cloroplasto presente en todas las especies de plantas, 

generando un producto aproximado de 800pb. Cuando no hubo amplificación con este 

juego de iniciadores, se realizó un paso de purificación adicional del ADN total (numeral 

5.3.2.1). Las condiciones de reacción y de amplificación fueron las mismas que para las 

reacciones de detección de fitoplasmas. Las reacciones de PCR se llevaron a volumen 

final de 15 µl, con 0,05 U/ µL de Taq polimerasa (Bioline), buffer de la enzima 1X, 1.5 mM 

de MgCl2, 0,2mM de dNTPs (Bioline), 0.2µM de cada iniciador y 1µL de ADN total (20-50 

ng) en la reacción de PCR. El control negativo de la reacción con los iniciadores 

rpsF/rpsR2 fue una reacción sin ADN. El perfil térmico usado se muestra en la figura 5-5 

como perfil A, con 1 min de denaturación, 1 min de anillamiento y 2 min extensión, 

utilizando un termociclador PT-100 (MJ Research). El ADN total vegetal que generó el 

producto esperado, se usó como molde en las reacciones posteriores de PCR. 
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Para la detección de fitoplasmas, los extractos de ADN tanto de plantas como de 

insectos se usaron para amplificar un segmento del gen 16S rRNA de fitoplasmas por 

PCR. En la detección rutinaria de fitoplasmas se realizan amplificaciones anidadas 

consecutivas, en esta técnica el producto de la reacción primaria se diluyó 1:20 en agua y 

2 µL de la dilución se usaron como molde en las reacciones anidadas. La reacción 

primaria se realizó con los iniciadores P1/P7 o P1A/P7A y posteriormente se realizaron 

una o dos reacciones PCR anidadas usando diferentes pares de iniciadores que permiten 

amplificar el ADN de fitoplasmas, los iniciadores utilizados se listan en la tabla 5-1.   

 

Tabla 5-1. Iniciadores utilizados en las reacciones de detección de fitoplasmas sobre la región 
16S rRNA-23SrRNA. 

 

Reacción Iniciador Secuencia 5’-3’ Sentido Referencia 

Primaria 

P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT Forward 
Smart et al., 1996 

P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT Reverse 

P1A ACGCTGGCGGCGCGCCTAATAC Reverse 
Lee et al., 2004 

P7A CCTTCATCGGCTCTTAGTGC Forward 

Anidada o 

primaria 

R16F2n GAAACGACTGCTAAGACTGG Forward 

Gundersen y Lee, 1996 
R16R2 TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG Reverse 

Anidada 

R16mF2 CATGCAAGTCGAACGGA Forward 

R16mR1 CTTAACCCCAATCATCGAC Reverse 

fU5 CGGCAATGGAGGAAACT Forward 
Seemüller et al., 1994 

rU3 TTCAGCTACTCTTTGTAACA Reverse 

PhyrRNAF3.3 AATAGTGGAAAAACTATC Forward 
Gaitán, 2003 

PhyrRNAR2.6 TTTCTATAACTTTGCAGA Reverse 

 

Tabla 5-2. Parejas de iniciadores utilizadas, temperaturas de anillamiento y producto esperado. 

 

Iniciadores 
Temperatura 
anillamiento 

Producto esperado 

P1/P7 55°C 1830 pb 

P1A/P7A 55°C 1800 pb 

R16mF1/R16mR2 54° C 1430 pb 

R16F2n/R16R2 54° C 1250 pb 

fU3/rU5 53° C 890 pb 

PhyRNA3.3/PhyRNA2.6 53 ° C 550 pb 

rpsF/rpsR2 53 ° C, 54°C y 55°C 800 pb 
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En algunas reacciones de PCR se utilizaron como controles positivos, dos clones 

disponibles en el laboratorio. pMBS (Hernández y Cruz, 2006) es un plásmido TOPO, con 

un inserto de la región 16S-23S entre los iniciadores P1/P7 de la cepa de fitoplasmas que 

causa “Maize bushy stunt” y el pC5 (Cruz, M, 2004), un plásmido pGEMT-Easy con un 

inserto de la región del gen 16S rRNA entre los iniciadores P1/Tint de la cepa de 

fitoplasmas que causa “Ash Yellows” en Estados Unidos. Durante el transcurso del 

trabajo, también se usaron y evaluaron como controles positivos, diferentes extractos de 

ADN vegetal, provenientes de plantas infectadas con diferentes cepas de fitoplasmas 

(Tabla 5-3), los cuales fueron gentilmente donados por el Dr. Harrison y la Dra. Bertacini. 

 

Tabla 5-3. Controles positivos, ADN total de plantas infectadas con diferentes cepas de 
fitoplasmas. 

 

Acrónimo Cepa de fitoplasma 
Clasificación 

(Subgrupo 16Sr) 
Fuente 

LY Letal yellows 16SrIV 

Nigel Harrison  
(U. Florida) 

EY1 Elm Yellows 16SrV 

MBS Maize Bush Stunt 16SrI 

PPWB Pigeon Pea witches Broom 16SrIX-A 

BA Stolbur 16SrXII-A 

Assunta Bertacinni  
(U. Bologna) 

PVM Aster Yellows 16SrI-A 

AY1 Aster Yellows 16SrI-B 

CA Aster Yellows 16SrI-C 

AshY3 Ash Yellows 16SrVII-A 

 
 
Los amplicones obtenidos por PCR se separaron en electroforesis en gel de agarosa 

(Bioline) al 1%, con buffer TBE1X, con las mismas condiciones de electroforesis 

explicadas en el numeral 5.3.3. Los amplicones obtenidos en las reacciones anidadas se 

purificaron a partir de la reacción o las bandas de electroforesis se cortaron con cuchilla 

estéril para su purificación y posterior secuenciación, restricción o clonación, como se 

explica a continuación. 

 

5.3.5 RFLP  
 

En el análisis por RFLP, para identificar los subgrupos de fitoplasmas correspondientes, 

amplicones seleccionados obtenidos con los iniciadores R16F2n/R16R2 se digirieron con 

las endonucleasas de restricción: AluI, MseI, RsaI o HinfI (New England Biolabs). En 

cada caso se prepararon reacciones a volumen final 20 μL empleando el buffer 

recomendado por el fabricante  a una concentración final 1x y 0,05 U/μL de enzima. En 

cada reacción se usaron como molde entre 5 y 7 μL del producto de PCR. Todas las 

reacciones se incubaron durante 16 h a 37 °C. Los productos de la reacción de digestión 

se separaron en gel de agarosa al 3% preparado en buffer TBE 1X y se visualizaron con 

tinción de bromuro de etidio y  radiación UV. 
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Adicionalmente se usaron herramientas de análisis de RFLP in silico como iphyclassifier 

del USDA (http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/cgi-bin/resource/iphyclassifier.cgi, Zhao 

et al., 2009) y el programa libre pDRAW32 versión 1.1.115 (Acaclone). 

 

5.3.6 Secuenciación de productos de PCR 
 

Amplicones seleccionados se purificaron conforme a las instrucciones del Kit PCR Clean-

up (MoBio) y las bandas cortadas a partir de los geles de agarosa se purificaron con el 

Kit Gel-Spin (MoBio) para enviar a secuenciar. La secuenciación se hizo en las dos 

cadenas empleando los iniciadores usados en la PCR que dio origen al amplicón o 

iniciciadores internos. El servicio de secuenciación se realizó en las compañías 

Macrogen en Corea, Eurofins en Alemania o en el departamento de Ciencias Vegetales 

de la Universidad de Nottingham, Inglaterra. 

 

5.4 Clonación de Productos de PCR 
 

Algunos amplicones obtenidos con los iniciadores R16F2n/R16R2, fueron clonados  para 

obtener secuencias de buena calidad. Los amplicones se insertaron en el vector de 

clonación pGEM-T Easy (Promega) (figura 5-3).  

 

La reacción de ligación se realizó usando 0,5 μL de ligasa T4 (100u) (Promega), 0,5 μL 

de vector en relación 1:3 con el inserto y 1X de buffer de ligación en volumen final 5µL, a 

temperatura ambiente por 1h. Se incluyeron como controles de ligación, un blanco sin 

ADN y un control de ADN positivo incluido en el kit de Promega.   

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 5-3. Mapa del Vector pGEM-T Easy (Promega). Tomado del manual técnico del fabricante. 
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Los productos de la ligación, se transformaron en 25 µL de células competentes de 

Escherichia coli α-Select Bronze (Bioline) con 2,5 µL de mezcla de ligación.  La 

transformación se realizó incubando las células competentes con el producto de ligación 

en hielo, por 20 min seguido por un choque térmico de 45 s a 42°C y una incubación en 

hielo de 2 min. Posteriormente se agregaron 0,5 ml de medio SOC (Triptona 2%, Extracto 

de levadura 0.5%, Glucosa 0.4%, NaCl 10mM, KCl 2.5 mM, MgCl2 5mM, MgSO4 5mM) a 

las células transformadas,  las cuales se incubaron a 37°C por 1,5 h. Luego de la 

incubación,  se plaquearon 50 y 100 µL en cajas de LB-agar suplementadas con Amp 

(0.1mg/ml), IPTG (0.5mM) y X-Gal (0.1mg/ml). Las placas se incubaron toda la noche a 

37°C.  Al día siguiente se seleccionaron las  colonias blancas, las cuales se transfirieron 

a una nueva caja de LB-agar suplementada con Amp (0.1mg/ml), IPTG (0.5mM) y X-Gal 

(0.1mg/ml). Para confirmar la transformación se realizó PCR a la colonia con los 

iniciadores M13R (5'-TCACACAGGAAACAGCTATGAC-3') y M13F (5'- 

CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3'),  el producto de PCR se purificó y fue enviado a 

secuenciar. 

 

5.5 Análisis bioinformático de secuencias del gen 16S 

rRNA de fitoplasmas 
 

Cada una de las secuencias obtenidas de plantas o de insectos, se comparó con la base 

de datos GenBank empleando la herramienta nBLAST (Basic Local Aligment Search 

Tool) para determinar la similitud con las secuencias del gen 16S rRNA  depositadas en 

la base de datos. Las secuencias que presentaron similitud con fitoplasmas por BLAST 

se verificaron manualmente, revisando nuevamente los cromatogramas (Chromas Lite 

2.1.1, Technelysium) y posteriormente se alinearon con el complemento reverso de 

secuencias obtenidas con iniciadores para la otra hebra de ADN, para producir 

secuencias consenso. Las secuencias consenso editadas se compararon mediante 

alineamientos múltiples con CLUSTALW (desde el programa BioEdit versión 7.1.3) con 

50 secuencias de cepas representativas de diferentes grupos de fitoplasmas y 

secuencias de fitoplasmas reportadas en Colombia (Anexo B). Posteriormente se 

construyeron dendogramas en MEGA versión 5 (Tamura et al., 2011)  usando el 

algoritmo de distancia Neighbor-Joining y con un valor de „boostrap‟ de 1000 réplicas. 

 

Adicionalmente, las secuencias obtenidas de la región R16F2n/R16R2 (1250 pb) se 

compararon con las de otros fitoplasmas empleando la herramienta de clasificación de 

fitoplasmas interactiva en línea, iPhyClassifier (Zhao et al., 2009).  Esta herramienta 

permite la comparación de patrones de RFLP in silico (obtenidos con 17 enzimas de 

restricción) derivados de las secuencias obtenidas en este trabajo con una base de datos 

que representa todos los grupos y subgrupos 16S de fitoplasmas conocidos. Además, 

calcula un coeficiente de similitud entre la secuencia de interés y las conocidas, de forma 

que el umbral de similitud para establecer un subgrupo es de 0.97 o inferior. 
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5.6 Ensayos de transmisión 
 

Para los ensayos de transmisión, se utilizaron plantas de fríjol arbustivo (Phaseolus 

vulgaris L.) variedad Cerinza  (Semicol S.A) como plantas indicadoras de la transmisión 

de fitoplasmas de las dos morfoespecies de insectos seleccionadas. Los ensayos se 

realizaron en jaulas, mantenidas en invernadero (Campus Nueva Granada), con luz 

natural y temperatura promedio de 20°C (+/- 10°C).Durante todo el proceso, las plantas 

se mantuvieron en jaulas de velo suizo para evitar la visita no controlada de insectos. Las 

plantas de fríjol se germinaron en turba, con riego por micro aspersión. Luego de 3 

semanas, las plántulas se trasplantaron a tierra: cascarilla (2:1) estéril.  

 

Los ensayos de transmisión se realizaron con dos morfoespecies de cicadélidos para los 

cuales previamente se había demostrado por PCR anidada que eran portadores de 

fitoplasmas. Cuando las plantas de fríjol tenían 6 semanas de edad, se hicieron colectas 

de insectos en pastizales de las zonas de estudio, que crecen alrededor de árboles con 

síntomas de fitoplasmosis. Los insectos se capturaron con una red entomológica y se 

mantuvieron vivos en frascos plásticos con pasto.  Los insectos adultos de las dos 

morfoespecies escogidas, se seleccionaron mediante observación al estereoscopio. Con 

el fin de garantizar la inoculación de las plantas de fríjol, se hicieron dos introducciones 

de insectos.  En la primera, se usaron 5 individuos adultos por planta y luego de 2 

semanas se introdujeron aproximadamente 15 individuos adultos por planta de fríjol. Para 

asegurar que los insectos se alimentaran de las plantas de fríjol, estos se colocaron en 

bolsas de velo suizo, las cuales se ataron sobre una rama, obligando a los insectos a 

permanecer en contacto con la planta. Los insectos que murieron después de la 

introducción fueron recogidos en la bolsa de velo suizo (figura 5-4) y se almacenaron a -

70°C hasta realizar la extracción de ADN. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-4. Fotografía del interior de una jaula de un ensayo de transmisión. La flecha señala la 
bolsa de velo suizo que contenía los insectos, atada a una rama. 
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Para el ensayo con la morfoespecie 04 (MF04), los insectos se capturaron en el área de 

Teusaquillo (Campus Universidad Nacional) y se evaluaron sobre 5 plantas de fríjol, 

mientras que para el ensayo con la morfoespecie 05 (MF05), los insectos se capturaron 

en el área de Chicó (Separador Av. Novena con Calle 94) y el ensayo se realizó sobre 4 

plantas de fríjol. Una planta de fríjol de la misma edad y mantenida bajo las mismas 

condiciones pero libre de insectos se utilizó como testigo.  

 

Las plantas se mantuvieron en el invernadero por 13 semanas, al finalizar este periodo 

de tiempo, el material vegetal de raíces y parte aérea, se limpió y congeló. La presencia 

de fitoplasmas se evaluó en las muestras de insectos y plantas como se describe en el 

numeral 5.3. 

 

5.7 Detección por PCR de genes con importancia 

potencial en la interacción vector-patógeno. 
 

Con el fin de conocer más acerca de las secuencias de los genes Imp y Amp en los 

fitoplasmas encontrados en Bogotá, se hicieron ensayos iniciales de estandarización de 

PCR con iniciadores reportados por otros autores. Se realizaron alineamientos múltiples 

de 14 secuencias del gen Imp y 18 secuencias del gen Amp reportadas en el GenBank 

(Tabla 2-2) y se compararon con iniciadores reportados por otros autores para amplificar 

estos genes de fitoplasmas. Se seleccionaron dos juegos de iniciadores (Tabla 5-4), 

teniendo en cuenta que el producto de la amplificación de los iniciadores incluyera cada  

gen completo y parte de la región intergénica que flanquea cada gen, ya que las regiones 

intergénicas son más conservadas y los genes IDPs son muy variables.  

 

Las reacciones de amplificación se realizaron en condiciones iniciales en volumen final 

de 15 µl, con 1U de Taq polimerasa (Bioline), a concentración final 1X del buffer 

correspondiente de la enzima, 1.5 mM de MgCl2, 200µM de dNTPs (Bioline), 0.2µM de 

cada iniciador y 1µL de ADN total (20-50 ng). Se evaluaron diferentes condiciones de 

ciclaje en la PCR (Perfil B y C figura 5-5). 

 

 

Tabla 5-4. Secuencias de los iniciadores que amplifican región con genes Amp e Imp de 
fitoplasmas. 

 

Iniciadores Secuencia 5’ -3’ 
Fragmento 
esperado 

Gen Referencia 

ES-1 TTGAGCTCGCGGCCGCATGAAACAAAAAACAATTATC 
3.6 Kb Amp 

Arashida et 
al., 2008 Nad-2 TTT GCC TGA TTG AAA CCA TCT 

Rnc-1 GGCATTATGACTAAAAAAAGAGCTCAAGC 
5 Kb Imp 

Kakizawa et 
al.,  2009 PssA-1 ATATCAGGCGTTTGTGATATGTTTGATGG 
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Los iniciadores para estos genes se evaluaron utilizando como ADN molde, ADN total de 

plantas infectadas con diferentes cepas de fitoplasmas conocidos (Tabla 5-3). Utilizando 

este ADN control se buscó optimizar las condiciones de reacción de PCR con diferentes 

temperaturas de anillamiento, diferentes concentraciones de MgCl2 y tres perfiles de 

amplificación (figura 5-5).  

 

Para el gen SecA, uno de los genes involucrados en el sistema de secreción de 

fitoplasmas, y que se emplea para definir los subgrupos de los fitoplasmas, se usaron 

iniciadores (Tabla 5-5) reportados por el grupo de Matthew Dickinson (Bekele et al., 

2011) que han permitido la detección en muestras con baja concentración fitoplasmas 

(Hodgets et al., 2008). Para la amplificación de este gen, se realizaron dos rondas de 

amplificación. La reacción primaria se realizó con los iniciadores SecAR3/SecAF1, con el 

perfil térmico usado para el gen 16S rRNA, la temperatura de anillamiento fue de 53°C y  

la  polimerasa MangoMix (Bioline). Posteriormente, para la  reacción anidada con los 

iniciadores SecAR2/SecAF5 se realizó una dilución del producto de PCR primaria 1:40 en 

agua  y 2µL se usaron como molde. Los productos de la reacción se separaron en gel de 

agarosa al 1% y el tamaño de los fragmentos esperados en cada reacción se muestra en 

la figura 5-6. 

 

Tabla 5-5. Secuencias de iniciadores para amplificación gen SecA. 

 

Iniciadores Secuencia 5’ -3’ 

SecAfor1 GARATGAAAACTGGRGAAGG 

SecArev3 GTTTTRGCAGTTCCTGTCATNCC 

SecArev2 CCNTCRCTAAATTGNCGTCC 

SecAfor5 a GARATGAAAACTGGRGAAGG 

SecAfor5 b ASTCGTGAAGCTGAAGG 

SecAfor5 c AGCTAAAAGAGAATTTGAGG 

SecAfor5 d CTGATAGAGAAGCTAATGG 
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Figura 5-5. Perfiles térmicos usados en las reacciones de amplificación por PCR 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-6. Parejas de iniciadores y producto esperado en reacción primaria y anidada del gen 

secA de fitoplasmas. 
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6. RESULTADOS 

6.1 Determinación de morfoespecies de la familia 

Cicadellidae portadoras de fitoplasmas en Bogotá 

6.1.1 Muestreo de Insectos 
 

En Colombia, existe poco conocimiento acerca de la familia Cicadellidae, pero 

observaciones preliminares del grupo de investigación indicaban la presencia de 

individuos de esta familia en pastos de las zonas verdes de la ciudad.  Con el fin de 

buscar cicadélidos posibles portadores de fitoplasmas, se hicieron muestreos en Bogotá. 

En nueve muestreos realizados entre Mayo del 2011 y Abril del 2012 se capturaron 

cicadélidos en separadores de avenidas y parques en la ciudad de Bogotá de las dos 

zonas de estudio. Según las características morfológicas externas, los individuos 

colectados se agruparon en 9 morfoespecies (MF01-MF09) (Tabla 6-1), las fotografías de 

las morfoespecies se presentan en la figura 6-1. Siete especies fueron colectadas en 

pastizales y sólo dos asociadas a los árboles Populus nigra y Croton spp. 

 

Tabla 6-1. Sitio de recolección y hábitat de las morfoespecies de cicadélidos colectados en 

muestreos en las dos áreas de estudio.  

 

Morfoespecie Área Hábitat 
No. 

Individuos 
adultos 

Familia Subfamilia 

MF01 Chicó Pasto 1 

Cicadellidae 

Typhlocybinae 

MF02 Chicó Pasto 1 Typhlocybinae 

MF03 Chicó Pasto 1 No asignada 

MF04 Teusaquillo y Chicó Pasto 60 Deltocephalinae 

MF05 Teusaquillo y Chicó Pasto 36 Deltocephalinae 

MF06 Chicó Pasto 69 Deltocephalinae 

MF07 Chicó Pasto 8 Xestocephalinae 

MF08 Chicó Populus nigra 24 Typhlocybinae 

MF09 Teusaquillo Croton spp. 63 No asignada 
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Figura 6-1. Fotografías de las morfoespecies de cicadélidos colectados en Bogotá en las dos 

áreas de estudio (Barra 1mm). 

 

6.1.2 Muestreo de árboles aledaños a Fraxinus uhdei 
 

Observaciones previas del grupo de investigación sugerían la presencia de síntomas de 

fitoplasmosis en árboles de otras especies y con el fin de ampliar la visión del 

patosistema, se decidió estudiar la presencia de fitoplasmas en algunas especies 

seleccionadas por su importancia ambiental en la ciudad.  Las observaciones se hicieron 

en árboles de las especies Croton spp., Pittosporum undulatum y Populus nigra  que 

crecen en cercanías a Fraxinus uhdei. En la especie P. undulatum, en las dos áreas de 

estudio se observaron individuos con brotes epicórmicos,  follaje en copo, escobas de 

bruja y elongación de entrenudos que generan una apariencia no uniforme de la corona 

(figura 6-2).  Árboles de las dos zonas de P. nigra mostraban copas con amarillamiento, 

ramas con marcada pérdida de la dominancia apical y elongación atípica de los 



 57 

 

entrenudos apicales lo que resultaba en cambios en la arquitectura de la copa (figura 6-

3). 

 

 

 

Figura 6-2. Fotografías de árboles de P. undulatum con síntomas de fitoplasmosis en Bogotá. (a) 

La flecha señala una rama con rebrotes en el tronco, se observa también muerte de algunas 
ramas y la pérdida de la apariencia compacta de la copa, característica de la especie. (b) Se 
observan dentro del círculo ramas en copo que sobresalen de la copa del árbol. (c) Los brotes 
epicórmicos en la base del tallo se señalan con flechas. 

 

 

Figura 6-3. Fotografías de árboles de P. nigra con síntomas de fitoplasmosis, en todos los casos 

se observan coronas con arquitectura anormal. (a) y (b) Se observan ramas en copo dentro de los 

círculos. (b) Pérdida de la dominancia apical. (c) Se señala con la flecha elongaciones anormales 

de las ramas apicales, adicionalmente se observa defoliación en sólo la mitad del árbol. 
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Figura 6-4. Fotografías de Croton spp. con síntomas de fitoplasmosis. (a) Las flechas señalan una 

proliferación excesiva y anormal de estructuras similares a hojas (“hojillas”) que cubren casi la 
totalidad de las ramas. (b) Detalle de una rama con “hojillas”, estas estructuras son similares a 
hojas pequeñas, engrosadas y con desarrollo excesivo de tricomas. (c) Se observa un árbol con 
apariencia de corona transparente. (d) Manchas marrón en el tejido vascular,  se señalan con la 
flecha algunas de ellas. (e) Entorchamiento anormal de hojas jóvenes se señala con la flecha una 
hoja anormal. 

 

 

En arboles de Croton spp. se observaron síntomas un poco diferentes según la ubicación 

del árbol. Por ejemplo, en los árboles en el Campus de la Universidad Nacional 

(Teusaquillo, Área 1), se observaron coronas transparentes, entorchamiento de hojas o 

manchas en los haces vasculares  (figura 10  C- E). Por otra parte, los síntomas 

observados en individuos localizados en el Park Way (Teusaquillo, Área 1), las calles 82 

y 94 (Chicó, Área 2), correspondían principalmente a rebrotes anormales con estructuras 

similares a “hojillas” (figura 10  A y B). Estos síntomas descritos en las tres especies de 

árboles cercanos a F. uhdei, corresponden a alteraciones de la morfología típica de las 

tres especies y sugieren fitoplasmosis. 

 

De cada especie de árbol se recolectaron diferentes muestras para  la extracción de 

ADN, de P. undulatum se recolectaron muestras de ramas de cinco árboles, de Croton 

spp., se muestrearon 6 árboles y de P. nigra, sólo se pudo acceder a tres árboles con 
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ramas vivas.  En el anexo C (Tabla C-2) se listan las muestras de ADN total de árboles 

muestreados y evaluados en este trabajo. 

 

6.1.3 Detección de fitoplasmas en insectos 
 
Luego de realizar las extracciones de ADN, se evaluó su calidad por electroforesis. Los 

métodos empleados tanto para insectos como para plantas permitieron obtener extractos 

de ADN total (figura6-5). En el anexo C (Tabla C-3) se lista la denominación del ADN 

total de insectos por morfoespecies, por convención las muestras de ADN total de 

insectos se anteceden de “i”.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6-5. Electroforesis  en gel de agarosa al 1% de ADN total de morfoespecies de insectos. 
(1: MF06, 2: MF06, 3: M05, 4: MF04, 5: MF04 y 6: MF07). M: Marcador de peso molecular 
HyperLadder 500pb (Bioline). 

 
 
Para la detección de fitoplasmas en muestras de ADN total de insectos, se usaron los 

iniciadores P1A/P7A en todas las reacciones de PCR primarias (figura 6-6  A). Con estos 

iniciadores no se observó por electroforesis un producto del tamaño esperado en las 

muestras evaluadas pero si en los controles positivos (ADN total de plantas infectadas 

con las cepas de fitoplasmas CA y MBS, ambas del grupo 16SrI). Los amplicones de la 

reacción primaria se usaron como molde en las reacciones anidadas con los iniciadores 

R16F2n/R16R2 pero tampoco se obtuvieron amplicones del tamaño esperado para las 

muestras pero sí para los controles positivos (figura 6-6  B). Entonces se realizaron PCR 

anidadas con los iniciadores fU5/rU3 (figura 6-6  C) y PhyRNAF3.3/ PhyRNAF2.6 (figura 

6-6  D). En este caso, empleando los iniciadores fU5/rU3 sí se obtuvieron productos del 

tamaño esperado en algunos extractos de ADN total de las morfoespecies MF04 y MF05. 

 

Con el objeto de comparar la eficiencia de la amplificación y la obtención del amplicón 

R16F2n/R16R2 se amplificaron las mismas muestras usando una o dos reacciones 

anidas. En este ensayo, los amplicones obtenidos con P1A/P7A (figura 6-7  A), se usaron 

como molde  para la reacción anidada con los iniciadores R16F2n/R16R2 (figura 6-7  B) 

y para la reacción anidada con los iniciadores R16mF2/16mR1 (figura 6-7 C), los 

productos de ésta última sirvieron como molde para la segunda reacción anidada 

R16F2n/R16R2 (figura 6-7 D). La intensidad de los amplicones obtenidos R16F2n/R16R2 

fue mayor en la reacción doble anidada (figura 6-7 D) y permitió detectar amplicones del 
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tamaño esperado en mayor número de muestras, de las morfoespecies MF04, MF08 y 

MF09. 

 

Con estas combinaciones de PCR anidadas, se evaluaron entre una y diez muestras de 

cada morfoespecie y se analizaron muestras de 9 morfoespecies diferentes, para un total 

de 35 muestras de cicadélidos analizados. La evaluación se hizo con diferentes 

combinaciones de iniciadores en PCR anidadas y se encontró que en todas las 

morfoespecies se observaban bandas del tamaño esperado para fitoplasmas. 

Amplicones positivos se obtuvieron sólo en algunas muestras de cada morfoespecie 

(Tabla 6-2), indicando que no todos los individuos muestreados eran portadores de 

fitoplasmas. 
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Figura 6-6. Detección de ADN de fitoplasmas en ADN total de cicadélidos mediante electroforesis 
en gel de agarosa al 1%. Se realizaron reacciones anidadas consecutivas. (a) Reacción primaria 
P1A/P7A. (b) Reacción anidada R16F2n/R16R2. (c) Segunda reacción anidada fU5/rU3. (d) 

Segunda reacción anidada PhyRNAF3.3/ PhyRNAF2.6. Controles, 18: Control positivo (CA), 19: 
Control positivo (MBS), 20: H2O. 21: ADN control negativo, 22 y 23: Control negativo H2O. 
Muestras evaluadas (Carril: ADN genómico), 1: i06, 2: i15, 3: i16, 4: i21, 5: i22, 6: i23, 7:i24, 8:i4, 
9:i7, 10:i8, 11:i10, 12:i11, 13:i14, 14:i18, 15: i9, 16:i17, 17: i19. M: Marcador de peso molecular: 
Hypperladder 500bp (Bioline). 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
Figura 6-7. Comparación de amplicones R16F2n/R16R2 en detección de fitoplasmas por 
reacciones anidadas consecutivas mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se evaluaron 
muestras de ADN total de cicadélidos. (a) Reacción primaria P1A/P7A. (b) Reacción anidada 
R16F2n/R16R2. (c) Reacción anidada R16mF2/R16mR1. (d) Segunda reacción anidada 
R16F2n/R16R2. Muestras (Carril: ADN total), 1:i41, 2: i42, 4:i44, 5:i45, 6:i46, 7:i47, 8:i48, 9:i49, 
10:i50, 11:i51, 12:i52, 20:i60), (3:i43, 13:i53, 14:i54, 15:i55, 16:i56, 17:i57, 18:i58, 19:i59,).Control 
positivo MF06 (21:i35), ADN de plásmido (22:pMBS), controles negativos (23: ADN sin 
fitoplasmas), 24: agua control negativo. Marcador de peso molecular: Hypperladder 500bp 
(Bioline). 
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Tabla 6-2. Detección de fitoplasmas en morfoespecies de cicadélidos de Bogotá con diferentes 

iniciadores en PCR. 
 

Morfoespecie ADN total R16F2n/R16R2 fU5/rU3 PhyRNA2.6/PhyRNA3.3 

MF01 i20 + + (3) + 

MF02 i01 - + (3) - 

MF03 i05 + (3) + (3) + 

MF04 
 

i06 + - - 

i12 + + - 

i13 - + (2) + 

i15 + + - 

i16 - + (2) - 

i19 - + (2) - 

i21 + (2) + (2) - 

i22 - - - 

i23 + + (2) - 

i24 + (2) + (3) - 

Pool3 + + + 

MF05 

i04 + + - 

i07 - + - 

i08 - - - 

i09 + + (3) - 

i10 - + - 

i11 - + (2) - 

i14 + + - 

i17 - - - 

i18 - + (2) - 

i37 + + + 

Pool4 + + + 

MF06 

i02 - + (2) - 

i03 + - - 

Pool5 + + + 

MF07 i40 + + + 

MF08 

i27 - - - 

i31 - - - 

i44 - + - 

Pool1 + + + 

MF09 

i28 - - - 

i32 - - - 

i33 - - - 

i41 - - - 

i42 - - - 

i60 + - - 

Pool2 + + + 

El símbolo (+) indica, las muestras en las que se obtuvieron amplicones del tamaño 
esperado y entre paréntesis se especifica el número de reacciones independientes en las 
que se obtuvo resultado positivo. El símbolo (-) indica que no se obtuvo producto del 
tamaño esperado por PCR. 
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6.1.4 Detección de fitoplasmas en árboles. 
 

El primer paso para evaluar la presencia de fitoplasmas en los árboles muestreados de 

Croton spp., P. nigra, P. undulatum y F. uhdei, fue amplificar los extractos de ADN total 

de plantas con los iniciadores rpsF/rpsR2. Las muestras que produjeron amplicones del 

tamaño esperado (800 pb), fueron usadas para posteriores ensayos con iniciadores para 

el gen 16S rRNA, pues se consideraron que carecían de inhibidores de PCR.  En el caso 

de muestras que no amplificaron, se utilizó el Kit de limpieza de ADN genómico (MoBio). 

Como se observa en la figura 6-8A, las dos primeras muestras fueron positivas, las 

siguientes fueron tratadas con el kit mencionado el cual eliminó los contaminantes y 

permitió la amplificación de las muestras (figura 6-8 B). 

 

 

Figura 6-8. Electroforesis en gel de agarosa al 1% que muestra la evaluación de ausencia de 
inhibidores para PCR en ADN total de plantas. Producto de reacción con rpsF/rpsR2. (a) 
Amplicones rpsF/rpsR2 sobre ADN genómico sin usar Kit de limpieza adicional de ADN, reacción 
positiva (carriles 1 y 2) y reacción negativa (carriles 3 y 4). (b) Amplicones rpsF/rpsR2 después de 
usar Kit de limpieza de ADN total de árboles. Carriles 1 al 14: ADN genómico de diferentes 
árboles. La flecha indica el tamaño del amplicón esperado.  Marcador de peso molecular, 
HyperLadder 500pb(Bioline). 

 

Una vez verificada la ausencia de inhibidores en los extractos de ADN  vegetal, se 

procedió  a realizar PCR anidadas con diferentes juegos de iniciadores para amplificar el 

gen 16S rRNA. Al evaluar los iniciadores P1/P7 en reacción primaria no se obtuvieron 

amplicones del tamaño esperado en las muestras (figura 6-9 A), ni tampoco en la 

reacción anidada R16F2n/R16R2 (figura 6-9 B), pero sí en los controles positivos. Por lo 

tanto se realizó una segunda reacción anidada con los iniciadores 
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PhyRNA3.3/PhyRNA2.6, en este caso solo se obtuvo una muestra positiva 

correspondiente a la especie P. nigra (figura 6-9 C). 

 

Posteriormente se evaluaron los iniciadores P1A/P7A en reacción primaria, con los 

cuales se obtuvieron amplicones del tamaño esperado en muestras de las especies F. 

uhdei y Croton spp. (figura 6-10 A). Así como también en la reacción anidada R16F2n/ 

R16R2 (figura 6-10 B). En algunas muestras (carriles 1, 6 y 12 de la figura 6-10B) no se 

obtuvo el amplicón del tamaño esperado en la reacción anidada a pesar de que sí se 

había obtenido en la reacción primaria. Los amplicones obtenidos en la reacción anidada, 

se purificaron para enviar a secuenciar. En este caso no se obtuvieron  amplicones del 

tamaño esperado en la especie P. undulatum. 

 

 

 

Figura 6-9. Electroforesis en gel de agarosa al 1% que muestra la detección de fitoplasmas en 
árboles aledaños a F. uhdei en Bogotá. (a) Reacción primaria P1/P7. (b) Reacción anidada 
R16F2n/R16R2. (c) Segunda reacción anidada con PhyRNA3.3/PhyRNA2.6 Las flechas señalan 
el amplicón del tamaño esperado en cada reacción. Muestras (Carril: ADN total), 1: ADN31, 2: 
ADN36, 3:ADN43, 4:ADN32, 5:ADN33, 6:ADN34, 7: ADN24, 8:ADN37, 9:ADN44, 10:ADN45, 
11:ADN46) controles, 12: ADN control negativo 13: Control positivo, plásmido MBS, 14: ADN 
control negativo, 15: Control negativo Agua pC5: Control pC5. Marcador de peso molecular 
Hypperladder 500 pb (Bioline). 
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Figura 6-10. Electroforesis en gel de agarosa al 1% que muestra la detección de fitoplasmas por 
PCR anidada en muestras de árboles de Bogotá. (a) Reacción primaria P1A/P7A. (b) Reacción 

anidada con  R16F2n/R16R2 Las flechas señalan el amplicón del tamaño esperado en cada 
reacción. F. uhdei carriles 1-6 (Urapán1), carril 14 (Urapán 2),P. undulatum, carriles 7, 8 y 13 (7: 
ADN30, 8: ADN31, 13:ADN36),Croton spp., carriles 9, 10, 11 y 12 (9: ADN32, 10: ADN33, 
11:ADN34, 12: ADN35); P. nigra carril 14 (ADN37). Los controles negativos son carril 17 y 18; el 
control positivo (carri16: plásmido pMBS). Marcador de peso molecular Hypperladder 500bp 
(Bioline). 

 

En otra evaluación con los iniciadores P1A/P7A en la reacción primaria, posteriormente 

con R16F2n/R16R2 en la reacción anidada, y finalmente en la segunda reacción anidada 

con los iniciadores fU5/rU3, también se obtuvieron amplicones del tamaño esperado para 

la especie F. uhdei (figura 6-11 A-C). La banda del tamaño esperado se cortó y purificó 

para confirmar su identidad por secuenciación.  

 

En conclusión, se obtuvieron amplicones del tamaño esperado para fitoplasmas a partir 

de los dos 2 árboles evaluados de F. uhdei, en 2 muestras de 3 árboles de P. nigra, en 2 

de 5 árboles de P. undulatum y en 4 de 5 árboles evaluados de Croton spp. (Tabla 6-3), a 

pesar que todos los árboles muestreados presentaban claros síntomas de fitoplasmosis. 

Para confirmar la presencia de fitoplasmas, bandas seleccionadas fueron enviadas a 

secuenciar o analizadas por RFLP. 

 

 

a. P1A/P7A 

b. R16F2n/R16R2 
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Figura 6-11. Electroforesis en gel de agarosa al 1% que muestra la detección de fitoplasmas en 
árboles e insectos. (a) Reacción primaria P1A/P7A. (b) Reacción anidada con  R16F2n/R16R2. 
(c) Segunda reacción anidada con fU5/rU3. Las flechas señalan el amplicón del tamaño esperado 
en cada reacción. ADN total control positivo de plantas infectadas con cepas conocidas de 
fitoplasmas (tabla 5-5) 1: PVM, 2: CA, 3:LY, 4:EY1, 5:AshY3, 6:PPWB, 7:BA. Muestras (carril: 
ADN genómico)  8: MF04 (i16), carril9: MF05 (i9), 10: ADN33, 11:ADN36, 12:ADN37, 13:ADN24, 
14:ADN24. Controles negativos, 19: ADN negativo para fitoplasmas, 20: Agua, 21: Agua. M: 
marcador de peso molecular Hypperladder 500 pb (Bioline). 
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Tabla 6-3. Detección de fitoplasmas en árboles cercanos a F. uhdei en Bogotá. 

 

Especie ADN total R16F2n/R16R2 fU5/rU3 PhyRNA3.3/PhyRNA2.6 

P. nigra 

ADN 37 + - + 

ADN 44 - - - 

ADN 45 - - - 

ADN 46 - + - 

P. undulatum 

ADN 30 - - - 

ADN 31 + - - 

ADN 36 + - - 

ADN 42 - - - 

ADN 43 - - - 

Croton spp. 

ADN 32 + - - 

ADN 33 + + + 

ADN 34 + + - 

ADN 35 - - - 

ADN 52 + - - 

ADN 54 - - - 

F. uhdei 

ADN 24 + + + 

ADN 25 + - - 

ADN 26 + - - 

ADN 28 + + - 

ADN 29 - - - 

El símbolo (+) indica, las muestras en las que se obtuvieron amplicones del 
tamaño esperado en cada reacción, el símbolo (-) indica que no se obtuvo 
producto del tamaño esperado en PCR. 
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6.1.5 Análisis de secuencias del gen 16S rRNA de fitoplasmas en 

cicadélidos y árboles de Bogotá 
 

Amplicones seleccionados obtenidos con los iniciadores R16F2n/R16R2, fU5/rU3, 

PhyRNAF3.3/PhyRNAR2.6 o M13F/M13R fueron recuperados por columnas y enviados a 

secuenciar.  En el anexo D se presentan las muestras de ADN total que generaron 

amplicones del tamaño esperado, de los que se obtuvieron secuencias de alta calidad, 

(tablas D-1 y D-2).  Las secuencias obtenidas con iniciadores “foward” y “reverse” fueron 

editadas independientemente y posteriormente se usaron para construir secuencias 

consenso por superposición. 

 

En primer lugar, se descartaron las secuencias que al ser comparadas por BLAST en el 

GenBank, tuvieran identidad con secuencias diferentes a fitoplasmas.  Por ejemplo, en el 

caso de las secuencias obtenidas a partir de árboles con los iniciadores R16F2n/R16R2, 

entre 33 secuencias, el 72.7%, correspondió a fitoplasmas, 18.2% fueron ilegibles o de 

mala calidad y 9,1% correspondieron a otras bacterias. Por otro lado, todas las 

secuencias de buena calidad obtenidas con los iniciadores fU5/rU3 o 

PhyRNA3.3/PhyRNA2.6 correspondieron a secuencias de fitoplasmas. 

 

Con aquellas secuencias provenientes del mismo individuo (planta o insecto) que 

representaban la región R16F2n/R16R2 del gen 16S, se construyeron alineamientos 

múltiples y se revisó que cada posición estaba representaba por lo menos por 3 lecturas, 

con la que se generaron posteriormente secuencias consenso de la región completa 

R16F2n/R16R2. Las secuencias consenso de fitoplasmas partir de Croton spp., F. uhdei, 

P. nigra y P. undulatum fueron subidas al GenBank y se identifican con los siguientes 

números de acceso: JQ730858, JQ730859, JQ730860 y JQ730861.  Estas cuatro 

secuencias correspondieron al grupo 16SrI y presentaron divergencias nucleotídicas 

entre 0.3% y 0.8%. 

 

Posteriormente se realizaron alineamientos múltiples y análisis de distancias entre las 

secuencias de fitoplasmas obtenidas a partir de árboles infectados y de morfoespecies 

de cicadélidos con las secuencias de referencia de grupos de fitoplasmas (Anexo B). Los 

alineamientos se emplearon para construir dendogramas con el algoritmo Neighboor 

joining (figura 6-12, figura E-1, figura 6-13). Para facilitar la visualización se incluyeron en 

el dendograma final  sólo algunas secuencias de grupos 16S relevantes en cada análisis. 

 

En el análisis de la región de 1250 pb R16F2n/R16R2, se observó que las cuatro 

secuencias de fitoplasmas provenientes de árboles de Bogotá (JQ730858, JQ730859, 

JQ730860 y JQ730861), se agruparon en el clado del grupo 16SrI. Sin embargo, ninguna 

de las secuencias es idéntica con las secuencias del grupo 16SrI usadas en la 

comparación y formaron un clado aparte de las otras secuencias (figura 6-12). En las 

especies P. nigra y Croton spp., se obtuvieron secuencias correspondientes al grupo 

16SrVII con los iniciadores PhyRNAF3.3/PhyRNAR2.6 (anexo E, figura E-1).  
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Figura 6-12. Dendograma de distancias la región R16F2n/R16R2 empleando las secuencias 

JQ730858, JQ730859, JQ730860 y JQ730861 de fitoplasmas de árboles de Bogotá y secuencias 
referencia reportadas en GenBank. Dendograma construido con construido por „Neighboor joining‟ 
„boostrap‟ de 1000 réplicas. 

 

 

Con las secuencias de fitoplasmas obtenidas en cicadélidos, se analizó la región 

comprendida entre los iniciadores R16F2n/R16R2, de la que se obtuvieron 2 secuencias 

consenso a partir de la morfoespecie MF04 (T9 y S7, anexo E). Con los iniciadores 

fU5/rU3 y PhyRNAF3.3/PhyRNAR2.6, se obtuvieron secuencias de menor longitud (800 

pb y 500pb respectivamente), que permiten comparar regiones conservadas y variables 

en el gen 16Sr RNA. En las nueve morfoespecies de cicadélidos evaluadas, se 

encontraron secuencias asociadas a fitoplasmas (Anexo D, Tabla D-2), las mencionadas 

secuencias se alinearon y compararon con  secuencias de fitoplasmas reportadas de 

diferentes grupos y subgrupos 16Sr.  Algunas secuencias de las morfoespecies   MF01, 

M02, MF03, MF04, MF05, MF06 se relacionan con las secuencias del grupo 16SrI (figura 

6-13) y las morfoespecies MF07, MF08 y MF09 con el grupo 16SrVII (figura E-1). Las 

secuencias del grupo 16SrI no son idénticas entre sí y tampoco son idénticas a las 

secuencias del grupo 16SrI usadas en la comparación (figura 6-13). 
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 JQ730858)_Colombian_phytoplasma_16SrI_Croton

 MF04_i13(Contig_L61.1)

 JQ730860)_Colombian_phytoplasma_16SrI_Populus

 
 MF04_i15(Contig_T9)

 MF06_i35(Contig_-_M1_L90_y_L98)

 MF05_i11(Contig_L66.1_rU5/fU3)

 MF02_i1(Contig_L57.1)

 MF03_i5(Contig_L58.1)

 MF01_i20(Contig_L56.1)

 MF04_(Contig_S7_i12)

 JQ730859)_Colombian_phytoplasma_16SrI_Fraxinus

 MF05_(P5)_I11-dnai9-FU3

 MF04_i21(P3)

 MF04_I18_(P8)

 MF04_i15(Contig_T9)(2)

 MF04_(contig_S8-S10-S11)

 16SrXXVIII-A_Havana_Derbid_(AY744945)

 16SrI-D_Aster_yellows_strain_PaWB_(AY265206)

 16SrI-E__Blueberry_stunt(AY265213)

 JQ730861)_Colombian_phytoplasma_16SrI_Pittosporum_undulatum

 16SrI-B_Ca._Phytoplasma_asteris_(NC_005303.2)

 HQ530152.1)_Maize_bushy_stunt_phytoplasma_strain_MBSColombia

 16SrI-F_Aster_yellows_strain_ACLR-AY(AY265211)

 16SrI-A_Aster_yellows_witches-broom(NC_007716.1)

 16SrI-C_Clover_phyllody_(AF222065)

Grupo 16SrI

 16SrXIII-A_Mexican_periwinkle_virescence_(AF248960)

 16SrXII-B_Ca._Phytoplasma_australiense_(L76865)

 16SrXVIII-A_Ca._Phytoplasma_americanum(DQ174122)

 16SrXVII-A_Ca._Phytoplasma_caricae_(AY725234)

 16SrXII-A_Ca._Phytoplasma_solani_(AJ964960)

 Acholeplasma_palmae_(L33734)

 16SrXXVI-A_Mauritius_sugarcane_yellows_D3T1_(AJ539179)

 16SrX-A_Ca._Phytoplasma_mali(AJ542541)

 16SrXX-A_Ca._Phytoplasma_rhamni(X76431)

 16SrIII-A_Western_X_disease(L04682)

 AY731819)_Solanum_quitoense_machorreo_phytoplasma

 16SrXXV-A_Weeping_tea_witches-broom_(AF521672)

 16SrXV-A_Ca._Phytoplasma_brasiliense(AF147708)

 16SrII-A_Peanut_witches-broom_(L33765)

 16SrXXIV-A_Sorghum_bunchy_shoot_(AF509322)

 16SrIV-A_Coconut_lethal_yellowing_(AF498307)

 16SrXXII-A_Nigerian_coconut_lethal_decline_(Y14175)

 16SrXIX-A_Ca._Phytoplasma_castanae(AB054986)

 16SrXXI-A_Ca._Phytoplasma_pini(AJ632155)

 16SrIX-D_Ca._Phytoplasma_phoenicium_(AF515636)

 16SrXI-A_Ca._Phytoplasma_oryzae_(AB052873)

 16SrXIV-A_Ca._Phytoplasma_cynodontis_(AJ550984)

 16SrVIII_Loofah_witches-broom_(AF353090)

 16SrV-A_Ca._Phytoplasma_ulmi(AY197655)

 16SrVI-A_Ca._Phytoplasma_trifolii(AY390261)

 16SrVII-A_Ca._Phytoplasma_fraxini(AF092209)

 GU810150.1)Liquidambar_phytoplasma_strain_L1

 16SrVII_Ash_yellows_strain_AYCol4_(EF150364)

 EF150365)_Candidatus_Phytoplasma_fraxini_strain_AYCol12
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Figura 6-13. Dendograma de secuencias región fU5/rU3 de fitoplasmas obtenidas en cicadélidos, 

El árbol se construyó con el método de „Neighboor joining‟ (787 posiciones), „boostrap‟ de 1000 
réplicas.  
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6.1.6 Análisis por RFLP in silico 

 

Debido a que la asignación taxonómica de los fitoplasmas se basa principalmente en los 

patrones de restricción de la región comprendida entre los iniciadores R16F2n/R16R2, a 

partir de las secuencias consenso de esta región, se realizaron RFLP in silico. 

 

Las secuencias JQ730858, JQ730859, JQ730860 y JQ730861 definidas por los 

iniciadores R16F2n/R16R2, correspondientes a las especies de árboles evaluadas en 

este trabajo, se analizaron con el software libre pDRAW32 (Acaclone) para predecir los 

patrones de restricción de  las enzimas AluI, MseI y RsaI. El patrón de restricción que se 

generó con estas tres enzimas correspondió al grupo de fitoplasmas 16SrI, sólo se 

muestra el patrón para P. undulatum porque el RFLP in silico es idéntico entre las cuatro 

secuencias evaluadas (figura 6-14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6-14. Patrón de RFLP in silico de secuencias consenso obtenidas con los iniciadores 
R16F2n/R16R2 en P. undulatum (JQ730861) utilizando el programa pDRAW32 (Acaclone). La 
digestión in silico se realizó con AluI, MseI y RsaI, la figura simula las condiciones de separación 
de los fragmentos en un gel de agarosa al 3%. El marcador de peso molecular (MW) corresponde 
al patrón del marcador HyperLadder 50pb (Bioline). 
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Para determinar si el patrón RFLP generado por las enzimas AluI y MseI permite 

discriminar entre los grupos de fitoplasmas 16SrI, 16SrIII, 16Sr-V, 16SrVII y 16Sr-XII, se 

compararon los patrones de restricción in silico de estos grupos con la secuencia de  P. 

undulatum (JQ730861) utilizando la herramienta iphyclassifier. Se confirmó que el patrón 

de las secuencias de fitoplasmas obtenidas correspondió con lo esperado para el grupo 

16SrI, y que AluI y MseI sí permiten diferenciar entre los grupos de fitoplasmas16SrI y 

16SrVII, que se esperaban encontrar en las muestras (figura 6-15). 

 

 

 
 
Figura 6-15.Comparación in silico del patrón de restricción in silico de la región R16F2n/R16R2 de 
P. undulatum (JQ730861) y secuencias de los grupos 16S rRNA I-A, III-A, V-A, VII-A Y XII-A, 
obtenidos con el programa iphyclassifier. (a) Digestión con AluI. (b) Digestión con MseI.  

 

Además, mediante la aplicación iphyclassifier, se simuló la digestión con las 17 enzimas 

de restricción que se usan para diferenciar entre los grupos de fitoplasmas y fue posible 

obtener el coeficiente de similitud de RFLP de las secuencias. La secuencia JQ730861 

de P. undulatum  generó patrones RFLP in silico idénticos al patrón de referencia del 

grupo 16SrI subgrupo B (Accesión GenBank: NC_005303), con un coeficiente de 

similitud de 1.00, es decir que los fitoplasmas encontrados en esta especie son miembros 

del grupo 16SrI-B. Los patrones RFLP in silico de las demás secuencias fueron 

diferentes a los patrones de referencia de todos los grupos y subgrupos 16Sr de la base 

de datos de iphyclassifier, pero se asemejaron más al patrón correspondiente de 

fitoplasmas 16SrI-B, al presentar coeficientes iguales o menores a 0.97. Los coeficientes 

b) a) 
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obtenidos fueron de 0.94 (Croton spp., JQ730858),  0.95 (F. uhdei, JQ730859),  0.94 (P. 

nigra, JQ730860), 0.97 (MF04, T9) y 0.94 (MF04, S7). 

 

Los patrones de RFLP esperados para la secuencia JQ730859 obtenida en este trabajo y 

la EF150368 reportada por Gutiérrez (2006) para F. uhdei de Bogotá, se compararon 

mediante RFLP in silico con las enzimas AluI, MseI, RsaI y HinfI. La comparación mostró 

que las secuencias corresponden a los grupos 16SrVII y 16SrI (figura 6-16), las enzimas 

evaluadas permiten diferenciar estos grupos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6-16. RFLP in silico de la región R16F2n/R16R2 de los grupos de fitoplasmas 16SrI y 
16SrVII encontrados en F. uhdei en Bogotá. Se muestran patrones obtenidos con enzimas AluI, 
MseI, RsaI y HinfI generada con el software pDRAW32 (Acaclone), simulando un gel de agarosa 
al 3%. MII: Marcador de peso molecular HyperLadder 50pb (Bioline). 
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6.1.7 Ensayos de RFLP 

 

Amplicones de 1250 pb obtenidos de F. uhdei y Croton spp., digeridos con AluI y MseI, 

se compararon con los patrones esperados para los grupos 16SrVII y 16SrI. Como se 

observa en la figura 6-17, el patrón obtenido con la enzima AluI fue diferente a lo 

esperado por digestión in silico (figura 6-16). Por ejemplo la digestión con AluI de un 

amplicón obtenido en Croton spp. generó entre otras, las bandas esperadas para el 

grupo 16SrVII. En el caso de Fraxinus sp. en la digestión con las dos enzimas (figura 6-

17 Carril 2) se identificaron bandas que corresponden al patrón generado por el grupo 

16SrI, como también otras bandas. 

 

 

 

Figura 6-17. RFLP de amplicones obtenidos con R16F2n/R16R2 a partir de ADN total de árboles 
mediante electroforesis en gel de agarosa al 3%. (a) Restricción con Alu. (b) Restricción con MseI. 
Se observa el perfil de restricción obtenido, por Carril 1: Croton spp. (ADN 52), Carril 2: F. uhdei 
(ADN24), Carril 3: Croton spp. (ADN33). Marcador de peso molecular HyperLadder 100bp 
(Bioline), MII: Marcador de peso molecular HyperLadder 50bp (Bioline). 

 

 

 

Los amplicones obtenidos utilizando los iniciadores R16F2n/R16R2, a partir de muestras 

de insectos, también se evaluaron por RFLP. La figura 6-18 muestra el patrón de bandas 

obtenido con la enzima MseI a partir de varias morfoespecies de cicadélidos y de 

extractos de ADN control de diferentes cepas de fitoplasmas. Sólo algunos patrones 

obtenidos en las morfoespecies MF04 y MF05 (carril 6 y 9, figura 6-18) corresponden al 

patrón esperado para el grupo de fitoplasmas 16SrIA, las demás muestras evaluadas 

(Carriles 3, 5 y 8) generaron patrones RFLP diferentes al de los grupos 16SrI-A y B, 

16Sr-V, 16SrVII y 16SrXII, que hasta la fecha se han detectado en Bogotá. 

 

a) 
b) 
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Figura 6-18. Electroforesis en gel de agarosa al 3% mostrando RFLP de amplicones obtenidos 

con R16F2n/R16R2 con la enzima MseI a partir de ADN total de insectos, se observa el perfil de 
restricción obtenido de fitoplasmas en diferentes cicadélidos en los carriles 3(i5), 4(i1), 5 (i3), 6 
(i4), 7(i6), 8(i9) y 9 (i12). Los patrones obtenidos de ADN control  se observan en los carriles 
1(CA), 2 (EY1), 10 (PVM), 11 (AshY3) y 12 (BA). MW: Marcador de peso molecular HyperLadder 
100bp (Bioline), MV: Marcador de peso molecular HyperLadder 25 bp (Bioline). 

 

Los patrones de RFLP obtenidos para las diferentes morfoespecies a partir de 

amplicones de la región R16F2n/R26R2, se muestran en el Anexo F. Teniendo en cuenta 

que antes de iniciar este trabajo, sólo se conocía la presencia de fitoplasmas del grupo 

16SrVII en F. uhdei entonces se esperaba que entre cicadélidos encontrados en sitios 

cercanos fueran portadores del grupo 16SrVII. Este grupo de fitoplasmas se encontró en 

ocho de las nueve morfoespecies evaluadas (Tabla 6-4), en la MF05 solo se observaron 

patrones de restricción asociados al grupo 16SrI. En las morfoespecies MF01 y MF06 se 

encontraron los dos tipos de fitoplasmas en un mismo individuo.  Adicionalmente se 

encontró que en las morfoespecies MF06, MF08 y MF09 los patrones RFLP fueron muy 

similares al del grupo 16SrVII con la excepción de una banda adicional de 1000pb al ser 

observada por digestión con AluI (Tabla 6-4 y Anexo F). Por su parte, en la morfoespecie 

MF05, donde sólo se identificó el grupo 16SrI por RFLP, también se observaron algunas 

muestras que generaron un patrón parecido al del grupo 16SrI la presencia de una banda 

adicional de 1000pb al digerirse con AluI. En otros casos los RFLP no correspondían a 

los grupos 16SrVII o 16SrI (marcados como indeterminados) y se obtuvieron en 

amplicones a partir de las morfoespecies MF04, MF05 y MF06. 
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Tabla 6-4. Grupos de fitoplasmas por RFLP y secuenciación encontrados en cicadélidos de 

Bogotá. 

 

Morfoespecie ADN total Grupo 16Sr RFLP 
a
 Grupo 16Sr secuencias 

b
 

MF01 i20 
16SrVII (2) 

16SrI y 16SrVII 
16SrI y 16SrVII 

MF02 i01 16SrVII 16SrI 

MF03 i05 16SrVII (2) 16SrI y 16SrVII 

MF04 

i38 
16SrVII (3) 

16SrI y 16SrVII 
Indeterminado 

i39 16SrVII 

i59 16SrVII 

MF05 
i37 

 

16SrI + Banda extra (1000pb) en 
digestión con AluI 

16SrI y 16SrVII 16SrI 

Indeterminado 

16SrI + Indeterminado 

MF06 

i35 

16SrI + Indeterminado 

16SrI y 16SrVII 

Indeterminado 

16SrVII 

16SrI (3) 

i36 

16SrVII + Banda extra (1000pb) 
en digestión con AluI 

16SrVII 

 Indeterminado 

16SrVII + Banda extra (1000pb) 
en digestión con AluI 

MF07 i40 16SrVII (3) 16SrVII 

MF08 
i44 16SrVII (2) 

16SrVII 
Pool 1 

16SrVII + Banda extra (1000pb) 
en digestión con AluI 

MF09 
i60 

16SrVII 

16SrVII 
16SrVII + Banda extra (1000pb) 

en digestión con AluI 

Pool 2 
16SrVII + Banda extra (1000pb) 

en digestión con AluI 

 
a
 RFLP con enzimas AluI, MseI, RsaI o HinfI del amplicón R16F2n/R16R2. Entre paréntesis se 

indica las veces que se obtuvo el mismo resultado en el análisis RFLP. Indeterminado: no 
corresponde a Grupo 16SrI o 16SrVII. Los resultados de electroforesis se presentan en el 
anexo E. 
b 

Información de secuencias, Anexo D, tabla D-2. 
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6.2 Evaluación de la capacidad de transmisión de 

fitoplasmas en condiciones experimentales 

 

Inicialmente se realizaron ensayos preliminares con cicadélidos colectados en pasto 

sobre plantas de apio (Apium graveolens). A. graveolens se escogió porque ya se había 

usado como hospedero alternativo de fitoplasmas de F. uhdei y parecía ser un hospedero 

apropiado para ensayos de laboratorio (Perilla et al., 2010). Se utilizaron las 

morfoespecies MF04 y MF05, por ser las más abundantes en las capturas realizadas en 

los primeros meses de 2012. Sin embargo, los cicadélidos no sobrevivieron 

alimentándose de A. graveolens y la mortalidad de fue del 100% al tercer día del ensayo. 

Adicionalmente, en las condiciones del Campus de la UMNG en Cajicá, el tiempo de 

desarrollo del apio germinado desde semilla y mantenido aislado de insectos fue superior 

a 6 meses.  

 

Por lo tanto se decidió evaluar la transmisión de fitoplasmas a fríjol, que crece más rápido 

que el apio y  ha sido útil en otros ensayos de transmisión (Maixner et al., 2010). Los 

ensayos se realizaron con las morfoespecies MF04 y MF06, pues en subsiguientes 

muestreos el número de individuos de MF05 colectados fue muy bajo. 

 

En los ensayos de transmisión, se usaron tanto machos como hembras de la 

morfoespecie MF04 (figura 6-19), pero en el caso de la morfoespecie MF06 sólo se 

usaron machos. Esto sucedió porque en la morfoespecie MF06 la coloración y el tamaño 

entre machos y hembras es diferente (figura 6-19  E y F) e inicialmente se consideraron 

morfoespecies distintas. Posteriormente, con ayuda del Dr. Mike Wilson (Museo de 

Historia Natural de Gales, Reino Unido) examinando las formas externas de la genitalia, 

se concluyó que corresponden a la misma morfoespecie. 

 

Para los ensayos de transmisión se colectaron insectos en Bogotá, en pastizales 

ubicados en cercanías de árboles con síntomas de fitoplasmosis. Los ensayos se 

realizaron en nueve plantas de fríjol, cinco para la morfoespecie MF04 y  cuatro para la 

MF06, colocando 15 cicadélidos sobre cada planta. Una planta control no fue inoculada 

esta se mantuvo alejadas de las plantas experimentales para evitar visitas no controladas 

de cicadélidos. Cada morfoespecie se evaluó en jaulas aparte y se hicieron dos 

introducciones de insectos (a la semana uno y semana tres).  Los  insectos usados en el 

ensayo de transmisión, se mantuvieron en bolsas de velo suizo lo cual facilitó su 

posterior recolección. A estos insectos se les realizó una posterior extracción de ADN.  

Se hizo un seguimiento a las plantas durante trece semanas y se colectaron muestras de 

hojas, tallos y raíces para posteriores análisis moleculares. Para verificar la transmisión, 

las plantas  de fríjol se evaluaron por PCR anidada, RFLP y secuenciación tres meses 

después de la primera introducción. En el anexo C (Tabla C-3), se listan las muestras de 

insectos  y plantas de fríjol del ensayo de transmisión. 

 



78  

 

             MF04 fríjol 1                MF06 fríjol 6  

 

 

 

Figura 6-19. Fotografías ventrales de morfoespecies de ensayos de transmisión. (a-d) 
Morfoespecie MF04. (e y f) Morfoespecie MF06. Se observa la diferencia en la apariencia externa 

de la genitalia entre machos y hembras de la misma morfoespecie. Barra 1mm. 

    

 

Figura 6-20. Cambios en la morfología de hojas observados en fríjoles expuestos a cicadélidos. 
Se observa la aparición de brotes jóvenes con morfología atípica en las hojas, luego de cinco 
semanas de la introducción de individuos. (a) Hoja de fríjol inoculado con MF04, la flecha señala 
la fusión de los foliolos lo cual modifica la hoja a hoja simple. (b) Hoja de fríjol inoculado con 

MF06, la hoja pequeña se compone de dos foliolos. Normalmente las hojas compuestas del fríjol 
tienen tres foliolos, esta morfología atípica no se observó en los brotes jóvenes de la planta 
testigo. 

 

 

 

Morfoespecie MF06 



 79 

 

Luego de 5 semanas de la primera introducción de los insectos de las dos 

morfoespecies, se observó en las plantas expuestas la aparición de brotes jóvenes con 

hojas de formas atípicas. Estos síntomas no se observaron en la planta de fríjol control. 

En una planta de fríjol expuesta a la morfoespecie MF04, una hoja parece ser la fusión 

de los tres foliolos (Fig. 6-20 A), asumiendo una apariencia de hoja sencilla en lugar de 

compuesta. Por su parte, en una planta expuesta a la morfoespecie MF06 una hoja 

atípica sólo tiene dos foliolos (Fig. 6-20 B), cuando las normales presentan tres foliolos. 

El ADN total de insectos y plantas de los ensayos de transmisión se empleó en análisis 

de PCR anidada con los iniciadores P1A/P7A seguido por R16mF2/R16mR1, y 

posteriormente R16F2n/R16R2. 

 

En las muestras de ADN total extraídas de cicadélidos de las morfoespecies MF04 y 

MF06 no se observó ningún amplicón del tamaño esperado en la reacción anidada con 

R16mF2/R16mF1, sin embargo, mediante la segunda amplificación anidada con 

R16F2n/R16R2 se obtuvieron amplicones del tamaño esperado en diferentes extractos 

de las dos morfoespecies (figura 6-21). Confirmando que los insectos utilizados en los 

ensayos de transmisión eran portadores de fitoplasmas.  

 

Después de trece semanas desde la primera introducción de insectos, se extrajo ADN 

total de las plantas de fríjol de los tallos y raíces y se evaluó por PCR para verificar la 

presencia de fitoplasmas. Los iniciadores P1A/P7A se usaron en la reacción de PCR 

primaria, posteriormente se amplificó con R16mF2/R16mR1 y por último con 

R16F2n/R16R2. 

 

En cuatro plantas de las cinco del ensayo con la morfoespecie MF04 se detectó la 

presencia de fitoplasmas a las trece semanas post-introducción, por otro lado, en las 

cuatro plantas expuestas a la morfoespecie MF06 se obtuvieron amplicones positivos por 

PCR anidada. En la planta testigo no se observó amplificación en ninguna de las rondas 

de PCR anidada (figura 6-22).  

 

A partir de los amplicones obtenidos con los iniciadores R16F2n/R16R2 de insectos 

portadores y de los fríjoles, se analizaron los patrones RFLP obtenidos (anexo G) y se 

asoció al grupo de fitoplasmas que corresponden. En la tabla 6-5 se relacionan los 

resultados obtenidos por PCR anidada y el grupo 16Sr al cual pertenecían los insectos y 

las plantas evaluadas. 

 

 

 

 

 

b) 

c) 
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Figura 6-21. Electroforesis en gel de agarosa 1% mostrando la detección de fitoplasmas en 
individuos de las morfoespecies MF04 y MF06 usadas en ensayos de transmisión. (a y b) 
Detección de fitoplasmas en insectos de la morfoespecie MF04. (c y d) Detección en la 
morfoespecie MF06. En la parte superior de los carriles se señala la planta de fríjol sobre la cual 
se colocaron los insectos. La flecha indica el amplicón del tamaño esperado. La reacción primaria 
se hizo con P1A/P7A. (a y c) Reacción anidada con R16mF2/R16mR1. (b y d) Segunda reacción 

anidada con R16F2n/R16R2. Muestras (carril:ADN total de insectos), 1:i45, 2:i50, 3:i69, 4:i70, 5: 
i48, 6:i46, 7:i51, 8: i71, 9:i72, 10:i47, 11:i52, 12:i73, 13:i74, 14:i49, 15:i75, 16:i76, 17:i53, 18:i67, 
21:i54, 22:i68, 25:i55, 26:i65, 27:i66, 30:i56. Los carriles 19, 20, 23, 24, 28, 29 corresponden a 
ADN total de insectos de la morfoespecie MF06 no utilizados en los ensayos de transmisión. 
Carriles control, 31: ADN total i35, 32: ADN total de planta infectada con el fitoplasma MBS y 33: 
control positivo (AY1),  34: ADN total sin fitoplasmas, 35: ADN genómico de árbol Croton spp  y  
36: control negativo agua. El marcador de peso molecular HyperLadder 500bp (Bioline). 

 

b) 

c) 

d) 

a) 
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Figura 6-22. Electroforesis en gel de agarosa 1% mostrando la evaluación de la presencia de 

fitoplasmas en plantas de fríjol expuestas a insectos de las morfoespecies MF04 y MF06, 13 
semanas post-inoculación. La flecha indica el amplicón del tamaño esperado. La reacción primaria 
se hizo con P1A/P7A (no se muestra). (a) Reacción anidada con R16mF2/R16mR1. (b) Segunda 
reacción anidada R16F2n/R16R2. Muestras de ADN genómico de fríjol (tabla C-3), 1: fríjol testigo 
(TF16), fríjol 2 (F2) (carril2: TF3 y 7:TF11), fríjol 3 (F3) (carril 3:TF4 y 8:TF12), fríjol 4 (F4) (carril4: 
TF5 y 9:TF13), fríjol 5 (F5) (carril5:TF6 y 10:TF11), fríjol 6(F6) (carril6:TF7 y 11:TF14), fríjol7 
(F7)(carril12:TF20 y 13:TF8), fríjol8 (F8) (carril14:TF21 y 15:TF9),y el fríjol 9 (F9) (carril 16:TF22 y 
17:TF10). Controles positivos AY1 (carril 19) y AshY7 (carril 21); los controles negativos usados 
corresponden a ADN genómico sin fitoplasmas (carril18) y control agua sin ADN (carril 20). 
Marcador de peso molecular HyperLadder 500bp (Bioline). 

 

 

En el caso de la morfoespecie MF04, se determinó que los insectos colocados sobre el 

fríjol 1, eran portadores del grupo 16SrVII, pero en esa planta no hubo posterior 

detección de fitoplasmas. Los insectos introducidos sobre el fríjol 2, fueron positivos para 

fitoplasmas del grupo 16SrI y en la planta se detectó ese mismo grupo de fitoplasmas por 

RFLP. En las otras dos plantas de fríjol (fríjol 3 y fríjol 4), los insectos fueron positivos 

para fitoplasmas de los grupos 16SrI y 16SrVII, en tanto que en las respectivas plantas 

se detectaron sólo fitoplasmas del grupo 16SrI. Teniendo en cuenta la información de 

secuencias de los amplicones positivos, se confirman los resultados obtenidos por RFLP, 

aunque en dos plantas de fríjol (fríjol 2 y fríjol 5) se detectaron además fitoplasmas del 

grupo 16SrVII. En cuanto al ensayo de transmisión con la morfoespecie MF06, en todos 

los insectos colocados sobre las plantas de fríjol se detectaron por RFLP fitoplasmas del 

grupo 16SrVII. Sin embargo en las plantas la situación fue diferente. Por ejemplo, en los 

fríjoles 7 y 8 se obtuvieron patrones de RFLP de los grupos 16SrVII y 16SrI, mientras que 

en los fríjoles 6 y 9 el análisis de RFLP sólo indicó la presencia del grupo 16SrI, la 

información de secuencias confirmo la presencia de los grupos encontrados por RFLP en 

fríjol (Tabla D-4). 
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Tabla 6-5. Ensayos de transmisión de fitoplasmas. 

Evaluación Planta 

Insectos Fríjol 

E
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N
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PCR 
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ó
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 R
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P
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PCR 
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o

 1
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r 
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n
 

d
e
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e
c
u

e
n

c
ia

 

mF2/mR1 F2n/R2 mF2/mR1 F2n/R2 PhyRNA2.6/3.3 

MORFO 
ESPECIE  04 

Fríjol 1 

i45 - + VII 

TF23 - - - -  
i69 - + VII 

i70 - + VII 

i50 - + VII 

Fríjol2 i48 - + I 

TF3 + - - I 16SrI 

TF11 + - + (2) I 
16SrI 

16SrVII 

Fríjol3 

i46 - + VII 
TF4 + + + I 

Mala 
calidad i71 - + I, Ind. 

i72 - -  
TF12 + - +  16SrI 

i51 - -  

Fríjol4 

i47 - + VII 
TF5 + + + I 16SrI 

i73 - + VII 

i74 - + VII 
TF13 + + + I 

Mala 
calidad i52 - + I, Ind. 

Fríjol5 

i49 - + VII TF6 + + + (2) I, Ind. 16SrI 

i75 - + VII 
TF14 + + + (3) VII 16SrVII 

i76 - +  

MORFO 
ESPECIE  06 

Fríjol6 
i53 - + VII TF19 + + - I 16SrI 

i67 - + VII TF7 + + + I 16SrI 

Fríjol7 
i54 - + VII TF20 + + + VII  

i68 - + VII TF8  + + I  

Fríjol8 

i55 - + VII TF21 + + + VII  

i65 -   
TF9 + + + I, Ind. 16SrI 

i66 - + VII 

Fríjol9 i56 + -  
TF22 + +  I 

16SrI 
TF10 + + + I 

TESTIGO fríjol 10 
TF15 - - -   

TF16 - - -   

 (+) Indica muestras positivas, en paréntesis se indica el número de reacciones independientes que 
fueron positivas. (Ind) RFLP diferente a Grupo 16SrI o 16SrVII 
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6.3 Detección preliminar mediante PCR de genes 

potenciales en la interacción vector-patógeno. 

 

Por otro lado, se hicieron ensayos preliminares de amplificación de los genes secA, que 

permiten una diferenciación más fina entre subgrupos de fitoplasmas (Hodgets et al., 

2008) y de la región que incluye genes que codifican para proteínas de membrana 

exclusivas de fitoplasmas, como Imp y Amp. El caso de Amp es particularmente 

interesante por su interacción diferencial con las proteínas de los microfilamentos de 

cicadélidos, que influyen en la habilidad de transmitir fitoplasmas en diferentes especies 

(Suzuki et al., 2006).  Con el propósito de obtener secuencias de genes no ribosomales, 

se hicieron ensayos empleando iniciadores que habían sido previamente reportados por 

otros autores para establecer las condiciones de amplificación con las muestras de ADN 

total de plantas e insectos que incluyen ADN de fitoplasmas. 

 

 

Para amplificar por PCR la región comprendida entre los iniciadores ES-1/Nad-2 y Rnc-

1/PssA1, en primer lugar se buscó establecer las condiciones de amplificación usando 

como ADN molde el ADN de plantas infectadas con grupos conocidos de fitoplasmas 

(Tabla 5-5). Se evaluaron diferentes temperaturas de anillamiento (50°C, 55°C, 58°C y 

60°C), dos perfiles térmicos diferentes (perfil B y C figura 5-5) y tres concentraciones 

diferentes de cloruro de magnesio (1,5 mM, 2.5mM y 3.5mM MgCl2). Se obtuvieron 

amplicones de 500pb en lugar de 5000 pb como se esperaba a partir del ADN control de 

grupos de fitoplasmas como BA y MBS con los iniciadores Rnc-1/PssA1, con condiciones 

de 1,5 mM y 2,5 mM de MgCl2, a 50°C de temperatura de anillamiento con el perfil de 

térmico B o con el perfil térmico C. Del fragmento obtenido a partir de MBS  se obtuvo 

una secuencia legible, que según análisis blastx, presenta identidad del 92% con una 

ribonucleasa dsRNA de fitoplasmas (Accesión YP456339.1, Cobertura 27% y valor E de 

3 e-30)  (Anexo H). Cuando se evaluaron muestras de ADN de cicadélidos portadores de 

fitoplasmas no se obtuvieron amplímeros del tamaño esperado. 
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Figura 6-23. Electroforesis en gel de agarosa al 1% mostrando PCR con iniciadores ES-1/Nad-2 y 
Rnc-1/PssA1. (a) Amplificación PCR con ES-1/Nad-2 (Tamaño esperado 3,6Kb) y Rnc-1/Pssa-1 

(Tamaño esperado 5Kb), temperatura de anillamiento 50°C,  1,5 mM MgCl2 y perfil de 
amplificación B. (b) Evaluación de amplificación a 2,5mM MgCl2, perfil de amplificación C sobre 

muestras de cicadélidos (1:i20, 2:Pool3, 3:i38, 4: Pool4, 5: i37, 6:Pool5, 7: i35, 8: Pool1, 9: Pool2) 
(c) Evaluación de dos concentraciones de MgCl2 con el perfil térmico C, extractos de ADN total de 

cicadélidos de la morfoespecie MF5 (Pool4) y de MF06 (Pool5). M: Marcador de peso molecular 
HyperLadder 500pb (Bioline), MII: Marcador de peso molecular HyperLadder 50pb (Bioline). 

 

Los ensayos de amplificación del gen secA, se realizaron inicialmente en el laboratorio 

del Dr. Mathew Dickinson (The University of Nottingham, Inglaterra) con los reactivos, 

iniciadores y condiciones de amplificación con las que se han obtenido las secuencias de 

secA de fitoplasmas mantenidos en plantas de referencia.  En estos ensayos los 

iniciadores SecAR3/SecAF1 se usaron en la reacción primaria, la cual según lo 

estandarizado genera un amplicón de 840 pb (figura 6-24 A), y a partir de una dilución se 

realizó una PCR anidada con los iniciadores SecAF5/SecAR2, los cuales generan  un 

amplicón de 600 pb. La secuencia del producto de la reacción anidada, es útil en análisis 

filogenéticos para diferenciar subgrupos de fitoplasmas. Pero, en los ensayos realizados 

en el laboratorio del Dr. Dickinson con las muestras de insectos y plantas infectadas con 

fitoplasmas de Bogotá, no se generaron amplicones en las muestras, pero sí en los 

controles positivos (figura 6-24). Por ello posteriormente, se evaluaron en el laboratorio 

de la UMNG diferentes concentraciones de MgCl2, temperaturas de anillamiento y ciclos 

de amplificación completando un total de 13 ensayos y evaluando todas las muestras de 

ADN total obtenidas en Bogotá. Sin embargo, tampoco se obtuvieron amplicones en la 

reacción anidada para la región  SecAF5/SecAR2. 
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Figura 6-24.  Electroforesis en gel de agarosa al 1% mostrando la evaluación de amplificación del 
gen SecA. (a) Reacción primaria SecAR3/SecAF1. (b) Reacción anidada SecAF5/SecAR2. El 

ADN control vegetal corresponde a diferentes grupos de fitoplasmas 

 

  



86  

 
  



 

7. DISCUSIÓN 

 

El objetivo de este trabajo era identificar potenciales insectos vectores de fitoplasmas 

dentro de la familia Cicadellidae, presentes en Bogotá. Dado el impacto negativo que los 

fitoplasmas tienen en la actualidad en los árboles de la ciudad, es importante conocer los 

insectos vectores responsables de la dispersión del patógeno en el área y que parecerían 

estar llevando el patógeno a las afueras de la ciudad afectando cultivos y plantas 

ornamentales de la región. A la fecha, los insectos vectores de los fitoplasmas del grupo 

16SrVII no se conocen en las áreas de ocurrencia (Hill y Sinclair, 2000; Franco-Lara y 

Filgueira, 2004).  Por otro lado, vectores de fitoplasmas del grupo 16SrI se conocen en 

Estados Unidos y Europa. Algunos vectores son compartidos por los subgrupos 16SrI-A, 

16Sr-B y 16SrI-C y los principales vectores del grupo son cicadélidos de los géneros 

Macrosteles spp., Euscelis spp., Scaphytopius spp. y Aphrodes spp. (Lee et al., 2004). 

Debido al desconocimiento que hay sobre la familia Cicadellidae en Colombia, no se 

sabe si especies de estos géneros existen en Bogotá y sin son capaces de transmitir 

fitoplasmas. A pesar de que no era un propósito explícito de este proyecto, este trabajo 

contribuye al conocimiento de los Cicadellidae de Bogotá y abre una posibilidad de 

estudio de este grupo. 

 

De acuerdo a la información del Jardín Botánico de Bogotá José Celestino Mutis, en 

el Censo del Arbolado Urbano (2007), de un total aproximado de 460.000 árboles en 

áreas públicas existentes en la ciudad, F. uhdei representa cerca de 23131 individuos, lo 

que lo hace una especie predominante en la composición del arbolado de Bogotá. 

Síntomas sugerentes de fitoplasmas comenzaron a observarse en árboles de otras 

especies que crecían en las cercanías de F. uhdei y en ensayos anteriores se hicieron 

esfuerzos por colectar cicadélidos de árboles con síntomas, con resultados muy pobres. 

Por esta razón, en este trabajo se tomaron muestras de insectos en zonas de pastizales 

como separadores y zonas verdes, donde la especie predominante es Pennisetum 

clandestinum (figuras 6-2, 6-3 y 6-4). Además se estudió la presencia de fitoplasmas en 

las especies Croton spp., Pittosporum undulatum y Populus nigra que crecen en 

cercanías de árboles de F. uhdei. En el arbolado urbano de Bogotá P. undulatum, con 

una población aproximada de 30725 árboles es una de las especies de mediano porte 

más abundantes. Por su parte las especies del género andino Croton, representadas en 

aproximadamente 3600 individuos, son apreciadas por su belleza ornamental y porque 

produce metabolitos secundarios que se emplean como medicamentos caseros. La 

especie  P. nigra es una especie introducida, con aproximadamente 300 individuos en el 

arbolado de Bogotá. 
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Antes de comenzar este trabajo, había reportes de fitoplasmas del grupo 16SrVII en 

especies del género Fraxinus de Estados Unidos (Griffiths et al., 1999) y Colombia 

(Filgueira el at., 2004), en la especie Hypericum perforatum en Italia (Bruni et al., 2005), 

en alfalfa en Argentina (Conci et al., 2005) y en las especies Ugni molinae y Paeonia 

lactiflora en Chile (Arismendi et al., 2011). En este trabajo, se reporta por primera vez el 

grupo 16SrVII en Croton spp. (figura 6-17) y en P. nigra (figura E-1 y tabla D-1) en 

Bogotá.  

 

Por otro lado, el grupo de fitoplasmas 16SrI se asocia con más de 100 enfermedades 

importantes de plantas en todo el mundo y representa el grupo de fitoplasmas más 

diverso y ampliamente distribuido a nivel mundial (Marcone et al., 2000; Lee et al., 2004; 

Bertaccini, 2007; Bertaccini y Duduk, 2009; Mitrovic et al., 2011). El grupo de fitoplasmas 

16SrI se reporta por primera vez infectando una especie del género Fraxinus (figura 6-12) 

y en árboles sintomáticos de P. nigra, P. undulatum y Croton spp. (figura 6-12), lo que 

constituye un primer reporte de estos patógenos en estas especies para Colombia. Por 

ello, la infección de fitoplasmas del grupo 16SrI sumado al desconocimiento de los 

agentes de dispersión natural en la zona, representan un riesgo fitosanitario para la 

región. A nivel mundial existen reportes de por lo menos 30 especies de insectos 

vectores, frecuentemente polífagos (Hogenhout et al., 2008) que dispersan el  grupo 

16SrI de fitoplasmas y causan infecciones en más de 80 especies de interés comercial 

(Firrao et al., 2007 citado en Hogenhout et al., 2008) como zanahoria, lechuga, papa (Lee 

et al., 2000; Lee et al., 2006) y otros que también se cultivan en la Sabana de Bogotá. 

 

Hasta donde sabemos, los resultados obtenidos de infección de fitoplasmas del 

grupo 16SrI en P. undulatum y Croton spp. es un reporte nuevo de este patógeno para 

las dos especies de árboles.  En la especie P. undulatum no se encontraron fitoplasmas 

del grupo 16SrVII pero sí del grupo 16SrI. Por su uso ornamental P. undulatum tiene 

amplia distribución a nivel mundial, pero hasta el momento no se habían reportado 

fitoplasmas en otros países. 

En el caso del género Croton además de los fitoplasmas encontrados en este 

trabajo, se presentan otros problemas fitosanitarios causados por lepidopteros del género 

Sangalopsis4 que producen daño directo por herbívoría. Los síntomas descritos en los 

individuos evaluados (figura 6-4) no se relacionan con la presencia de lepidópteros. En 

árboles localizados en el campus de la Universidad Nacional (Área Teusaquillo) se 

observaron coronas transparentes y entorchamiento de hojas (figura 6-4  C y D), en otros 

individuos localizados en el Park Way (Área Teusaquillo) y las calles 82 y 94 (Área 

Chicó), se observaron rebrotes anormales (figura 6-4  A y B) causados por la activación 

anormal  y simultánea de los meristemos del tronco así como la formación de hojillas que 

cubren el tronco y las ramas de los árboles afectados. 

 

                                                 
 

4
Jardín Botánico José Celestino Mutis, Informe de Gestión 31 Diciembre 2010. 
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Las diferencias en la expresión de síntomas podrían deberse a diferencias en el 

tiempo de la colonización de fitoplasmas en estos árboles, lo cual requeriría evaluar 

experimentalmente si los síntomas leves (como entorchamiento de hojas y defoliación de 

las coronas) se asocian con el inicio de la infección y los síntomas severos (como 

rebrotación y presencia de “hojillas”) con estados más avanzados. Es importante resaltar 

que en Bogotá existen por lo menos  tres especies diferentes del género Croton spp. que 

se conocen con el nombre común de sangregado y presentan diferencias en el tamaño, 

forma de las hojas y su porte. La identificación de las muestras de Croton evaluadas no 

se llevó a nivel de especie y es necesario estudiar la expresión diferencial de síntomas 

en estas especies de forma más sistemática. 

En P. nigra se observaron alteraciones drásticas de la corona en todos los individuos 

encontrados en las áreas de muestreo.  En Europa, se han reportado fitoplasmas del 

grupo 16SrI  en diferentes especies del género Populus como P. tremula, P. nigra y P. 

alba (Berges et al., 1997; Seruga et al., 2003) y se conocen dos especies de vectores de 

la subfamilia Idiocerinae asociados con esta enfermedad (Weintraub y Beandland, 2006). 

Sin embargo, análisis de secuencia y RFLP in silico de los fitoplasmas de Populus nigra 

reportados en este trabajo (JQ730859), sugieren que se trata de un subgrupo diferente al 

que existe en Europa, el cual es el subgrupo 16SrI-P  (Mitrović et al., 2011). 

Los síntomas observados en árboles que incluyen cambios dramáticos en la 

arquitectura de la corona, brotes epicórmicos y crecimiento anormal vegetativo 

permitieron seleccionar árboles en los que se detectaron fitoplasmas. Los daños 

observados indican el mal estado sanitario de los árboles de la ciudad, lo que tiene 

consecuencias ambientales porque afectan la función ornamental, económicas al 

considerar los costos de posibles tratamientos a los individuos afectados o de 

erradicación en caso de requerirse. Dado el altísimo número de árboles afectados en la 

ciudad, además existen consecuencias epidemiológicas porque supone un riesgo de 

dispersión a otras especies ornamentales y de interés comercial en la ciudad y sus 

alrededores. No se conoce cuál sea es el efecto individual de los dos grupos de 

fitoplasmas encontrados en los árboles, y probablemente la expresión de síntomas 

también dependa de la presencia de infecciones mixtas de fitoplasmas del grupo 16SrVII 

y16SrI.   

En cuanto a los grupos y subgrupos de fitoplasmas encontrados en los árboles de 

Bogotá, en  P. undulatum (secuencia JQ73086) se encontró el grupo 16SrI-B pues de 

acuerdo al análisis de RFLP in silico (conforme a los parámetros de iphyclassifier), el 

patrón era idéntico al de la secuencia de referencia (NC 005303). Las secuencias de la 

región R16F2n/R2 asociadas a fitoplasmas de F. uhdei, Croton spp. y Populus nigra 

(JQ730859, JQ730859 y JQ730861) correspondieron a secuencias del grupo 16SrI, pero 

no fue posible asignar el subgrupo al cual pertenecen con la comparación de RFLP in 

silico, debido a que presentaron coeficientes de similitud menores o iguales a 0.97, lo que 

sugiere que podrían corresponder a una nueva variante al interior del grupo 16SrI. 

Determinar apropiadamente el tipo de fitoplasmas encontrados en Bogotá, es relevante 

teniendo en cuenta que fitoplasmas pertenecientes a diferentes subgrupos dentro de un 

mismo grupo 16S rRNA pueden causar diferentes enfermedades de plantas (Davis y 

Sinclair, 1998; Lee et al., 1998; Duduk y Bertaccini, 2011) y pueden ser transmitidos por 
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diferentes vectores (Weintraub y Beanland, 2006). 

 

Los grupos taxonómicos de hemípteros que se han descrito como vectores de 

fitoplasmas son diversos, este estudio se delimitó en la familia Cicadellidae (Hemiptera, 

Auchenorryncha), en la cual se han reportado  la mayoría de vectores de fitoplasmas 

(Weintraub y Beanland, 2006; Wilson y Weintraub, 2007). Este trabajo incluyó el análisis 

de fitoplasmas en  nueve especies de la familia Cicadellidae colectadas en Bogotá, que 

incluían miembros de las subfamilias Deltocephalinae, Typhlocybinae y Xestocephalinae, 

la diferenciación de los cicadélidos capturados se basó en las características 

morfológicas externas y los patrones de pigmentación de adultos. Con la colaboración del 

Dr. Mike Wilson (Museo de Historia Natural de Gales, Reino Unido) y Juan Manuel 

Vargas (ICA, Colombia), se verificaron las morfoespecies y se reconocieron las hembras 

y machos de la misma morfoespecie, pero la identificación taxonómica de estos 

ejemplares se encuentra en proceso.  

 

En las nueve morfoespecies de cicadélidos la presencia de fitoplasmas se evaluó 

entre 1 y 69 individuos dependiendo del número de capturas, por PCR anidada, RFLP y 

secuenciación (Tablas 6-2 y 6-4, figura 6-13) y se detectó la presencia de fitoplasmas en 

las nueve morfoespecies. De cada una de las morfoespecies de cicadélidos encontrados 

en las áreas de estudio, se obtuvieron amplicones del tamaño esperado de la región 16S 

rRNA con los iniciadores R16F2n/R16R2, fU5/rU3 o PhyRNA2.6/PhyRNA3.3 en reacción 

anidada (Tabla 6-2). La observación de amplicones del tamaño esperado, dependió en 

parte, de los juegos consecutivos de iniciadores utilizados en PCR anidada y por ello fué 

necesario evaluar diferentes combinaciones de iniciadores en la reacción primaria, 

anidada o incluso realizar una segunda PCR anidada en algunas muestras. 

A partir de los iniciadores fU5/rU3, PhyRNA3.3/PhyRNA2.6 o R16F2n/R16R2 se 

obtuvieron 28 secuencias de fitoplasmas (Anexo 4B) de regiones del gen 16S rRNA en 

cicadélidos. El juego de iniciadores fU5/rU3 parece amplificar preferencialmente 

fitoplasmas del grupo 16SrI, como se constató por secuenciación (figura 6-13 y tablas D-

1 y D-2). Los iniciadores PhyRNA3.3/PhyRNA2.6, preferencialmente generaron 

secuencias de fitoplasmas del grupo 16SrVII lo cual puede dar una idea rápida de la 

presencia o no de estos fitoplasmas en las muestras de la Sabana de Bogotá. En 

cualquier caso es necesario verificar por secuenciación o por RFLP. 

Con los iniciadores R16F2n/R16R2 sólo se obtuvieron dos secuencias completas de 

esta región de los fitoplasmas en la morfoespecie MF04, las cuales se relacionan con 

fitoplasmas del grupo 16SrI. A pesar de que no se obtuvieron secuencias completas de la 

región R16F2n/R16R2 del grupo 16SrVII en muestras de insectos y plantas, el análisis de 

PCR anidada, RFLP y secuenciación con otros iniciadores, permitieron detectar el grupo 

16SrVII.  

 

La combinación de información obtenida por secuencias y RFLP de fitoplasmas, 

permitieron concluir que en tres morfoespecies (M07, MF08 y MF09) se encontró sólo la 

infección de fitoplasmas del grupo 16SrVII y en seis morfoespecies (MF01 a MF06) la 

infección con los grupos 16SrVII y 16SrI. Entre ellas, en las morfoespecies MF01, MF02, 



 91 

 

MF03 y MF06 los dos grupos de fitoplasmas se encontraron en un mismo individuo 

mientras que en las morfoespecies MF04 y MF05 en diferentes individuos se detectaron 

los fitoplasmas del grupo 16SrVII o 16SrI.  La existencia de infecciones mixtas en la 

misma planta o insecto, explicarían porqué con frecuencia se obtenían secuencias de 

mala calidad que impedían hacer los análisis bioinformáticos. En contra de lo esperado, 

se detectaron fitoplasmas en todas las morfoespecies evaluadas, sin embargo cabe 

recordar que el hecho de que los fitoplasmas estén presentes en los insectos no 

garantiza que sean transmitidos y por esto es necesario hacer las pruebas de transmisión 

para demostrar si son o no vectores. Se supone que existe cierto grado de especificidad 

en las relaciones entre fitoplasmas y los insectos vectores (Fletcher et al., 1998) o entre 

los fitoplasmas y sus hospederos vegetales, dado que estas relaciones implican 

interacciones de reconocimiento y respuesta, en procesos coevolutivos (Howe y Jander, 

2008; Nadarasah y Stavrinides, 2011) pero establecer estas relaciones en el patosistema 

de Bogotá, requiere trabajo adicional.  

 

 
 

Figura:  

 

La existencia de infecciones mixtas también se presentó en árboles. Resultados de 

RFLP y secuenciación mostraron que en dos casos, los árboles afectados de Croton sp. 

y P. nigra presentaban mezclas de los dos grupos de fitoplasmas (figura 6-17 y figura E-

1), estas mezclas se presentaron en un mismo individuo, por ejemplo, a partir de una 

muestra de Croton spp. (ADN 33), se obtuvo la secuencia JQ730861 del grupo 16SrI 

(figura 6-13), secuencias PhyRNAF3.3/PhyRNA2.6 del grupo VII (figura E-1) y a partir del 

producto de PCR con R16F2n/R16R2, un patrón RFLP del grupo 16SrVII (figura 6-17).  

La coexistencia de dos grupos diferentes de fitoplasmas en un mismo individuo o en 

una misma especie vegetal plantea varias preguntas relacionadas con la biología de los 

vectores, pues de los insectos depende la transmisión de uno o más fitoplasmas a una 

planta susceptible (Lee et al., 1998). Entonces, surgen varios interrogantes: ¿cuál de los 

fitoplasmas se estableció en primer lugar?, ¿el tiempo que lleva la infección de 

fitoplasmas puede representar en alguna medida la diferencia en síntomas observados 
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entre árboles de diferentes zonas de la ciudad?, ¿el rango de hospederos de los 

fitoplasmas, se afecta cuando hay mezclas de ellos?,¿es posible que haya cambiado el 

rango de los fitoplasmas del grupo 16SrVII, siendo ahora más cosmopolita por la 

presencia del grupo 16SrI?, ¿se afecta la transmisión por la presencia de dos o más 

grupos de fitoplasmas?, ¿qué factores ambientales o biológicos han influenciado en la 

dinámica poblacional de los vectores, en la fisiología de las plantas o en los fitoplasmas, 

haciendo de esta una enfermedad emergente en Bogotá? o ¿se aceleran los procesos 

evolutivos en poblaciones en las que hay mezclas de fitoplasmas?. 

 

Los reportes de infecciones mixtas de fitoplasmas se asocian en lugares donde la 

agricultura es intensiva y hay múltiples cultivos (Lee et al., 1998) y se ha explorado poco 

la diversidad de poblaciones de fitoplasmas en hospederos individuales (Nicolaisen et al., 

2011), en parte, porque se detectan por RFLP de productos de PCR 16S rRNA y la 

interpretación de los patrones puede ser compleja (Hodgetts et al., 2007). En el caso de 

Bogotá, en la ciudad hay una alta diversidad de especies vegetales herbáceas, rastreras, 

de pastos, frutales y maderables, que en conjunto forman el patrimonio ambiental de la 

ciudad. En la actualidad no se conoce cuáles de estas plantas son susceptibles o no a 

fitoplasmas. La fuente de inóculo original de los fitoplasmas de ambos grupos no se 

conoce y posiblemente en algunas muestras evaluadas en el presente trabajo se 

encuentren otros grupos de fitoplasmas aún no determinados, sin embargo, es claro que 

este fenómeno requiere de la participación de los vectores. La mayoría de vectores 

conocidos en grupos como 16SrI (Aster yellows) y 16SrIII (X-disease) son polífagos (Lee 

et al., 1998), y pueden pasar diferentes estadíos de su ciclo de vida en hospederos 

distintos o alimentarse de varios hospederos, lo cual implica interacciones 

multihospederos y la oportunidad de establecer nuevos nichos ecológicos. Aunque no 

conocemos si se alimentan de hospederos leñosos, las dos especies de cicadélidos 

vectores de fitoplasmas 16SrI y 16SrVII en Bogotá, encontrados en este trabajo, son 

polífagos puesto que se alimentaban de pasto y de fríjol, con lo cual es de esperarse que 

diferentes especies vegetales a las aquí evaluadas, estén infectadas con fitoplasmas; 

pero no se conoce la extensión del área geográfica de ocurrencia.  

Teniendo en cuenta el complejo panorama de relaciones ecológicas en el 

patosistema fitoplasmas-hospederos y vectores de Bogotá, la información obtenida en 

este trabajo sobre insectos portadores de fitoplasmas permitirá establecer futuras líneas 

de trabajo que busquen resolver alguno de estos interrogantes planteados. 

 

Como se mencionó anteriormente, establecer que un insecto es vector de 

fitoplasmas, requiere la demostración experimental de su capacidad de transmisión. En la 

mayoría de los reportes, la transmisión se hace partiendo de crías de cicadélidos que se 

han mantenido por varias generaciones sobre plantas libres de fitoplasmas. Los ensayos 

de transmisión consisten en permitir la alimentación de un grupo de insectos adultos 

sanos, sobre plantas infectadas con fitoplasmas como C. roseus y posteriormente 

inocular experimentalmente plantas sanas con los insectos portadores del fitoplasma  de 

estudio (Batle et al., 2007). Así también es posible determinar experimentalmente los 

parámetros biológicos de la transmisión de fitoplasmas como el tiempo de adquisición, el 



 93 

 

periodo de latencia y el periodo de inoculación (Carraro y Ermacora, 2001; Arocha et al., 

2005; Mayer et al., 2010). Sin embargo, esto supone conocer el ciclo de vida del vector o 

por lo menos, definir hospederos en los cuales se puedan establecer crías.  

En este trabajo no se partió de crías de insectos porque no se conocen los 

hospederos vegetales en los cuales los cicadélidos de Bogotá completan su ciclo de vida. 

Una alternativa hubiera podido ser el hacer ensayos de transmisión sobre plantas 

jóvenes de F. uhdei, P. undulatum, P. nigra o Croton spp. pero por razones prácticas es 

difícil y demorado conseguirlas, pues habría que germinarlas a partir de semillas y esto 

puede tomar años, así como mantenerlos en invernaderos apropiados para este tipo de 

ensayos. Entonces se decidió utilizar insectos provenientes de pastizales situados cerca 

de árboles con síntomas de fitoplasmas, pues tampoco fue posible colectarlos 

directamente sobre árboles de interés como F. uhdei o P. undulatum. 

 

En el presente trabajo se realizaron los ensayos evaluando la capacidad de 

transmisión de fitoplasmas de las dos morfoespecies más abundantes encontradas en el 

momento de los muestreos, empleando una metodología previamente reportada que 

permitió identificar en Europa la especie Macropsis mendax como vector de “Elm yellows 

phytoplasma” (Grupo 16Sr-V) (Carraro et al., 2004), donde se evaluó la transmisión a 

plantas sanas con insectos colectados en campo. 

 

Por reportes anteriores se conoce que los vectores no son necesariamente las 

poblaciones más abundantes de insectos portadores de fitoplasmas (Weintraub y 

Beanland, 2006). Pero, un factor limitante en la realización de ensayos de transmisión es 

la cantidad de insectos que deben usarse para asegurarse que estén presentes los 

insectos infectados (Tanne et al., 2001). En el caso estudiado, no se contaba con 

información previa de los hospederos vegetales, el ciclo de vida de los cicadélidos, o de 

datos sobre proporción de insectos infectados con fitoplasmas. Por ello, el criterio de 

selección de las dos morfoespecies evaluadas fué la abundancia de individuos, más aún 

considerando que la cantidad de insectos empleados en los ensayos de transmisión debe 

ser alta para descartar que la ausencia de transmisión se deba a un bajo número de 

insectos infectados (Carraro y Ermacora, 2001). 

 

En los ensayos realizados en este trabajo, se escogió fríjol (Vicia faba) como 

hospedero vegetal, por su porte arbustivo, rápido crecimiento y porque es un hospedero 

apropiado para diferentes especies Auchenorrhyncha (Maixner et al., 2010). Hay que 

tener en cuenta que puede haber casos de insectos que siendo vectores, no transmiten 

fitoplasmas debido a  factores como que la especie vegetal no sea hospedero de los 

insectos, la no susceptibilidad a fitoplasmas de la planta experimental, periodos de 

latencia largos en el insecto o transmisión intermitente (Carraro y Ermacora, 2001). 

En las dos morfoespecies evaluadas, se observó que los insectos se morían 

aproximadamente las dos semanas de la introducción en fríjol. En las plantas de fríjol 

expuestas a los individuos de la morfoespecie MF04, entre los que habían machos y 

hembras (figura 6-20 A-D), no se observaron huevos sobre el material vegetal 

recolectado, lo que sugiere que estos insectos no completan su ciclo de vida en fríjol. 
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Como en los ensayos de transmisión con la morfoespecie MF06 sólo se introdujeron 

machos, era de esperarse que no hubiera huevos.   

 

Aproximadamente a las dos semanas, post-inoculación, los insectos muertos se 

recogieron de las plantas de fríjol. La presencia de fitoplasmas fue confirmada en las dos 

morfoespecies de insectos en la segunda PCR anidada (figura 6-21), lo que sugiere que 

los fitoplasmas estaban en muy baja concentración. 

A partir de la quinta semana desde la primera introducción de insectos de las dos 

morfoespecies, se comenzaron a observar en las plantas de fríjol síntomas atribuibles a 

la infección por fitoplasmas, tales como alteración en los patrones fenológicos de los 

órganos vegetativos, es decir, hojas simples en vez de compuestas u hojas deformes 

(figura 6-20 A y B). Según Maixner et al., 2010, entre cuatro y seis semanas es el periodo 

estimado para la manifestación de síntomas en fríjol (Vicia faba) en ensayos de 

transmisión de fitoplasmas con insectos. 

En la semana 13 se realizó un muestreo destructivo, del cual se obtuvieron extractos 

de ADN total de las plantas de fríjol (tejido vascular del tallo y raíces). Cuando se 

realizaron las PCR anidadas para detectar fitoplasmas, en la primera reacción anidada 

con R16mF2/R16mF1 se observaron amplicones del tamaño esperado en ocho de las 

nueve plantas de frijol expuestas a las dos morfoespecies (figura 6-22). Posteriormente, 

se compararon las secuencias (Anexo H) y patrones RFLP de la región R16F2n/R16R2 

en los insectos usados en los ensayos de transmisión respecto a los fríjoles inoculados 

con estos insectos.  

En la morfoespecie MF04 antes de la transmisión, se detectaron fitoplasmas de los 

grupos 16SrI, 16SrVII y posiblemente otros grupos aún no determinados; los cuales al 

alimentarse de los fríjoles, transmitieron fitoplasmas del grupo 16SrIy 16SrVII (Tabla 6-5). 

Lo anterior sugiere que la morfoespecie MF04 es vector de los grupos 16SrI y 16SrVII, 

pero aparentemente es más eficiente transmitiendo el grupo 16SrI que el grupo 16SrVII, 

aunque se requiere un experimento con mayor número de plantas para confirmar esta 

observación. Cuando un vector puede adquirir más de un grupo o cepa de fitoplasmas el 

patrón de transmisión depende de la competencia entre los fitoplasmas y posiblemente, 

de las diferencias del tiempo de latencia, caso en el cual el fitoplasma con menor tiempo 

de latencia podría ser transmitido con más eficiencia (Bosco y D‟Amelio, 2010), por ello 

se puede inferir que en MF04, el periodo de incubación de los fitoplasmas 16SrI es 

menor que el de los fitoplasmas del grupo 16SrVII. En cuanto a la morfoespecie MF06, 

en los insectos usados en la inoculación, se detectó por RFLP fitoplasmas del grupo 

16SrVII. En dos de las cuatro plantas inoculadas con la morfoespecie MF06 se 

encontraron fitoplasmas del  grupo 16SrI y en las otras dos plantas se detectaron tanto 

fitoplasmas del grupo 16SrI como del grupo16SrVII en una misma planta (Tabla 6-5). 

Esto indica que esta especie de cicadélidos también puede transmitir fitoplasmas de los 

grupos 16SrI y 16SrVII. En ambos casos se requiere determinar experimentalmente los 

parámetros biológicos de la transmisión, los cuales dependen de la interacción de cada 

fitoplasma con cada especie de vector (Bosco y D‟Amelio, 2010). 
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Esos resultados son la primera evidencia de la capacidad de transmisión de 

fitoplasmas de los cicadélidos de las morfoespecies MF04 y MF06. Además, muestran 

que las dos morfoespecies, tienen la capacidad de transmitir fitoplasmas del grupo 

16SrVII. Este sería el primer reporte de vectores para el grupo 16SrVII, que está 

reportado en Norteamérica (Griffiths et al., 1999) pero donde no se conoce su insecto 

vector (Hill y Sinclair, 2000). Sería importante determinar si cicadélidos del mismo género 

o especie se encuentran en Norteamérica en los ecosistemas en los cuales vienen los 

Fraxinus (Hill y Sinclair, 2000) para evaluar su capacidad de transmisión en estos 

ecosistemas. 

En Bogotá, los grupos 16SrI y 16SrVII son transmitidos por las morfoespecies MF04 

y MF06, ambos de la subfamilia Deltocephalinae, pero desafortunadamente a la fecha no 

se cuenta con una identificación taxonómica precisa. Este desconocimiento de la 

entomofauna de cicadélidos, en la Sabana de Bogotá, sumado a la carencia de 

suficientes reportes de la biología de estos insectos en las condiciones locales, genera 

una necesidad inmediata de conocer la información sobre el ciclo de vida, los hospederos 

o la cantidad de generaciones por año, las fluctuaciones poblacionales de estas dos 

morfoespecies de Bogotá capaces de transmitir fitoplasmas. Este conocimiento es 

importante para establecer las relaciones ecológicas entre hospedero vegetal, patógeno 

y vector. Así como ayudará a generar estrategias de mitigación y manejo de la 

enfermedad, pues el control efectivo requiere la intervención en el ciclo de los vectores 

(Davis y Sinclair, 1998). 

Por otra parte, es probable que cambios en las preferencias de alimentación de los 

insectos vectores jueguen un papel importante en la colonización de nuevos nichos 

ecológicos, dando la oportunidad a los fitoplasmas de diversificación (Davis y Sinclair, 

1998), probablemente facilitada por la regulación de la expresión de genes PMU, o 

rearreglos de estas regiones genómicas que hipotéticamente permitirían la adaptación a 

hospederos y vectores (Bai et al., 2006). 

En cualquier caso se requiere una identificación precisa del patógeno, y de los 

subgrupos que están representados en las poblaciones de insectos vectores en 

Bogotá.La presencia del subgrupo 16SrI-B se confirmó en P. undulatum, pero en las 

demás especies de árboles y en la morfoespecie MF04 (muestras a partir de secuencias 

completas de la región R16F2n/R16R2), los RFLP in silico sugieren la existencia de 

nuevas variantes para el grupo 16SrI. Esto indica que existe diversidad genética en las 

poblaciones de fitoplasmas de árboles e insectos de Bogotá del grupo 16SrI y también 

sugiere que los diferentes subgrupos de fitoplasmas podrían tener múltiples orígenes. 

Esta observación también se confirma a través del análisis de las distancias genéticas y 

de los dendogramas de secuencias de plantas e insectos (figuras 6-12, 6-13 y E-1), pues 

se observaron diferencias con las secuencias reportadas del grupo 16SrI, así como entre 

ellas mismas. 

 

Lo anterior permite evidenciar que la información del gen 16S rRNA, aunque útil para 

definir la presencia de un grupo de fitoplasmas, no siempre genera la distinción molecular 

necesaria para la caracterización de subgrupos particulares de fitoplasmas (Duduk y 

Bertaccini, 2011). Por lo tanto se requiere una diferenciación más fina al interior de los 
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grupos de fitoplasmas, que además es útil para realizar estudios epidemiológicos 

dirigidos al control de la enfermedad y para intentar entender las relaciones entre el 

patógeno, su hospedero y vector. Para delimitar los subgrupos 16SrI se requiere analizar 

los patrones de digestión con las enzimas TaqI, HhaI y TruI (Mitrovic et al., 2011), las 

cuales no se encontraban disponibles en el laboratorio al realizar este trabajo. 

Alternativamente se pueden usar genes no ribosomales como como tuf (EF-tuf), 

rpsV(rpl22), rpsC(rps3) (Martini et al., 2007), secY (Lee et al., 2006), secA (Hodgetts et 

al., 2008) o groEL (Mitrovic et al., 2011). En este trabajo se hicieron ensayos preliminares 

de amplificación por PCR de secA, pero no se obtuvo ningún amplicón con las muestras, 

a pesar de que si hubo amplificación con iniciadores para 16S rRNA (6- 24). La ausencia 

de amplicones de secA puede suceder si los iniciadores utilizados tienen baja 

complementariedad con las secuencias correspondientes de las cepas de fitoplasmas 

evaluadas, lo que haría la reacción de PCR muy ineficiente (Berges et al., 1997).  

De forma similar, los intentos sin resultado del uso de los iniciadores ES-1/Nad-2 y 

Rnc-1/PssA-1 para amplificar las regiones que contienen genes como Amp, Imp y groEL 

según lo reportado (Morton et al., 2003; Kakizawa et al., 2006; Kakizawa et al., 2009; 

Mitrovic et al., 2011). Sugieren la existencia de variabilidad incluso entre lo reportado, con 

las cepas de fitoplasmas mantenidas en cultivo en C. roseus (tabla 5-5) puesto que en 

los ensayos realizados con los iniciadores Rnc-1/PssA-1 se obtuvo un amplicón de 

aproximadamente 500 pb, cuando el esperado de 5Kb. 

 

En las cepas de fitoplasmas de Bogotá, que muestran cierto grado de variabilidad y 

diversidad genética en el gen conservado ribosomal 16S rRNA, puede que los métodos 

reportados para fitoplasmas de otras regiones del mundo no sean eficientes. Es conocido 

que los genomas de fitoplasmas tienen „plasticidad‟, pues aparentemente sufren re-

arreglos de regiones putativas móviles (PMU) que podrían actuar como transposones 

replicativos compuestos (Bai et al., 2006) y podrían permitir la adaptación de fitoplasmas 

a dos ambientes intracelulares disímiles (floema y órganos internos de vectores) (Bai et 

al., 2009; Hogenhout y Loria, 2008; Hogenhout et al., 2008; Sugio y Hogenhout, 2012). 

Por ello se requiere explorar y adaptar estas técnicas para generar información de 

secuencias de diferentes regiones del genoma en los fitoplasmas encontrados en 

Bogotá. 
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8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

8.1 Conclusiones 

 

 Las nueve morfoespecies de cicadélidos encontradas en Bogotá, son portadoras 

de fitoplasmas, lo que indica que todas ellas se alimentan de plantas infectadas 

con fitoplasmas. 

 

 En las morfoespecies de Cicadellidae MF01, MF02, MF03, MF04, MF05 y MF06 

se detectaron fitoplasmas de los grupos 16SrI y/o 16SrVII, por su parte en las 

morfoespecies MF07, MF08 y MF09 sólo se encontró el grupo 16SrVII. Se 

evidenciaron infecciones mixtas (16SrI y 16SrVII) en un mismo individuo de 

MF01, MF02, MF03 y MF06. 

 

 Insectos de las morfoespecies MF04 y MF06 son vectores de fitoplasmas de los 

grupos 16SrI y 16SrVII. Los cicadélidos MF04 transmiten con mayor eficiencia los 

fitoplasmas del grupo 16SrI, mientras que los de MF06 transmiten con similar 

eficiencia tanto fitoplasmas del grupo 16SrI como del grupo 16SrVII. 

 

 Fitoplasmas del grupo 16SrI infectan Fraxinus uhdei, Populus nigra, Pittosporum 

undulatum y Croton spp. Fitoplasmas del grupo 16SrVII se reportan además en P. 

nigra y Croton spp.,  lo cual constituye evidencia de la coexistencia de ambos 

grupos de fitoplasmas en un mismo árbol.  

 

 Se encontraron infecciones mixtas de fitoplasmas de los grupos 16SrI y 16SrVII 

en árboles e insectos cicadélidos, pero las relaciones ecológicas y 

epidemiológicas de estos fitoplasmas se desconocen. 

 

 Con las condiciones de PCR evaluadas no se obtuvieron amplicones del tamaño 

esperado para genes con importancia potencial en la interacción hospedero-

patógeno de fitoplasmas como Imp, Amp o  para la delimitación fina de subgrupos 

de fitoplasmas como SecA. 
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8.2 Recomendaciones 

 

 Estudiar las poblaciones y distribución de las morfoespecies de cicadélidos en la 

ciudad. También se recomienda obtener mayor número de individuos de MF01, 

MF02, MF03 y MF07.  

 

 Determinar la capacidad de transmisión de fitoplasmas de las morfoespecies 

MF01, MF02, MF03, MF05 y MF07, realizando ensayos de transmisión a fríjol u 

otros hospederos alternativos. 

 

 Obtener secuencias de genes no ribosomales como tuf, rp, secY entre otros, que 

permitan realizar análisis multilocus de las poblaciones de fitoplasmas tanto en los 

hospederos vegetales como en insectos vectores para delimitar los subgrupos de 

fitoplasmas en Bogotá. 

 

 Evaluar por métodos moleculares la posible presencia de grupos de fitoplasmas 

diferentes a 16SrI y 16SrVII, mediante el uso de iniciadores de PCR con diferente 

especificidad. 

 

 En el género Croton, realizar observaciones y muestreos sistemáticos 

considerando las diferentes especies del género en áreas de ocurrencia de 

síntomas  y caracterizar las poblaciones de cicadélidos MF09 que se encuentran 

en estos árboles. 

 

 Establecer proyectos conjuntos con las autoridades competentes en el tema 

fitosanitario urbano, para generar un sistema de monitoreo de presencia de 

cicadélidos confirmados vectores en áreas que sirvan como corredor desde 

Bogotá con potencial de expansión hacia cultivos de interés comercial. Así 

mismo, establecer programas para evaluar el origen y sanidad del material 

vegetal que se usa en los programas de arborización urbana en la capital, y 

posiblemente municipios aledaños. Se recomienda además, incluir el análisis de 

fitoplasmas para evitar la propagación vegetativa desde árboles infectados e 

implementar restricciones de transporte de árboles urbanos entre regiones de 

Colombia. 

 

 

 



 

 

A. ANEXO: Mapas de localización 

de zonas de muestreo 
 

 

Mapas tomados de Google Maps. La numeración de los árboles corresponde a la tabla 

C-2. Barra 200 m.  

 

 

Calle 53 

Carrera 9 
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B. ANEXO: Secuencias de 

referencia de fitoplasmas 
 

Tabla B-1. Secuencias de diferentes grupos 16S rRNA, utilizadas en alineamientos múltiples para 

comparación con las secuencias encontradas en Bogotá 

GRUPO 16Sr Fitoplasma asociado 
Accesión 
GenBank 

16SrI-A Aster yellows witches'-broom (NC 007716.1) 
16SrI-B 'Ca. Phytoplasma asteris' (NC 005303.2) 
16SrI-C Clover phyllody (AF222065) 
16SrI-D Aster yellows strain PaWB (AY265206) 
16SrI-E Blueberry stunt (AY265213) 
16SrI-F Aster yellows strain ACLR-AY (AY265211) 
16SrII-A Peanut witches'-broom (L33765) 
16SrII-B 'Ca. Phytoplasma aurantifolia' (U15442) 
16SrII-C Cactus witches'-broom (AJ293216) 
16SrII-D 'Ca. Phytoplasma australasiae' (Y10097) 
16SrIII-A Western X disease (L04682) 
16SrIII-B Clover yellow edge (AF189288) 
16SrIV-A Coconut lethal yellowing (AF498307) 
16SrIV-B LfY5(PE65)-Oaxaca (AF500334) 
16SrIV-C Carludovica palmata leaf yellowing (AF237615) 
16SrIX-A Pigeon pea witches'-broom (AF248957) 
16SrIX-D 'Ca. Phytoplasma phoenicium' (AF515636) 
16SrV-A 'Ca. Phytoplasma ulmi' (AY197655) 
16SrV-B 'Ca. Phytoplasma ziziphi' strain JWB-G1 (AB052876) 
16SrV-C Alder yellows strain ALY882 (AY197642) 
16SrV-G 'Ca. Phytoplasma ziziphi' strain JWB-Kor1 (AB052879) 
16SrVI-A 'Ca. Phytoplasma trifolii' (AY390261) 
16SrVIII Loofah witches'-broom (AF353090) 
16SrVII Ash yellows strain AYCol4 (EF150364) 

16SrVII-A 'Ca. Phytoplasma fraxini' (AF092209) 
16SrX-A 'Ca. Phytoplasma mali' (AJ542541) 
16SrX-C 'Ca. Phytoplasma pyri' (AJ542543) 
16SrX-D 'Ca. Phytoplasma spartii' (X92869) 
16SrX-F 'Ca. Phytoplasma prunorum' (AJ542544) 
16SrXI-A 'Ca. Phytoplasma oryzae' (AB052873) 
16SrXII-A 'Ca. Phytoplasma solani' (AJ964960) 
16SrXII-B 'Ca. Phytoplasma australiense' (L76865) 
16SrXII-C Strawberry lethal yellows (AJ243045) 
16SrXII-D 'Ca. Phytoplasma japonicum' (AB010425) 
16SrXII-E 'Ca. Phytoplasma fragariae' (DQ086423) 
16SrXIII-A Mexican periwinkle virescence (AF248960) 
16SrXIV-A 'Ca. Phytoplasma cynodontis' (AJ550984) 
16SrXIX-A 'Ca. Phytoplasma castanae' (AB054986) 
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(Tabla B-1.Continuación) 

GRUPO 16Sr Fitoplasma asociado Accesión GenBank 

   
16SrXV-A 'Ca. Phytoplasma brasiliense' (AF147708) 
16SrXVI-A 'Ca. Phytoplasma graminis' (AY725228) 
16SrXVII-A 'Ca. Phytoplasma caricae' (AY725234) 
16SrXVIII-A 'Ca. Phytoplasma americanum' (DQ174122) 
16SrXX-A 'Ca. Phytoplasma rhamni' (X76431) 
16SrXXI-A 'Ca. Phytoplasma pini' (AJ632155) 
16SrXXII-A Nigerian coconut lethal decline (Y14175) 
16SrXXIII-A Buckland valley grapevine yellows AY083605) 
16SrXXIV-A Sorghum bunchy shoot (AF509322) 
16SrXXV-A Weeping tea witches'-broom (AF521672) 
16SrXXVI-A Mauritius sugarcane yellows D3T1 (AJ539179) 
16SrXXVII-A Mauritius sugarcane yellows D3T2 (AJ539180) 
16SrXXVIII-A Havana Derbid (AY744945) 

16SrI Maize bushy stunt phytoplasma MBSColombia (HQ530152.1) 
16SrIII Lethal wilt oil palm phytoplasma (AY739023) 
16SrIII Solanum quitoense machorreo phytoplasma (AY731819) 

16SrIII 
Cassava frogskin disease phytoplasma strain 

FSDY17 
(AY737646) 

16SrVII Liquidambar phytoplasma (GU810150.1) 
16SrVII Candidatus phytoplasma fraxini strain AYColM3 (EF150368.1) 

16SrVII Candidatus phytoplasma fraxini strain AYCol12 (EF150365) 

Grupos 
Externo 

Acholeplasma palmae (L33734) 
Acholeplasma laidlawii (M23932) 
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C. ANEXO: Nomenclatura 

muestras de ADN 
 

Tabla C-1. Lista de muestras de ADN total de cicadélidos muestreados en Bogotá. La “i” 
antecediendo el número significa que es ADN total de insectos. 

 

ADN total Morfoespecie ADN Total Morfoespecie 

i20 MF01 i36 

MF06 

i01 MF02 i53 

i05 MF03 i54 

i06 

MF04 

i56 

i12 i67 

i13 i68 

i15 i77 

i16 i78 

i19 i79 

i21 i80 

i22 i81 

i23 i82 

i24 i40 MF07 

i38 i27 

MF08 i39 i31 

i49 i44 

i52 i28 

MF09 
 

i57 i32 

i58 i33 

i59 i41 

i02 

MF06 
i42 

i03 

i35 i60 

i04 

MF05 

i11 

MF05 

i07 i14 

i08 i17 

i09 i18 

i10 i37 

    

Pool1 i27, i31 MF08 

Pool2 i28, i32, i33,  MF09 

Pool3 i06, i12, i13, i15, i16, i19, i21, i22, i23, i24, i38, i39 MF04 

Pool4 i04, i07, i08, i09, i10, i11, i14, i17, i18, i37 MF05 

Pool5 i02, i03, i05 MF06 

 

Morfoespecie no asignada (MF Na): i43, i53, i54, i55, i56,i57, i58, i59 
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Tabla C-2. Lista de muestras de ADN total de árboles. 

 

Especie ARBOL LUGAR 
Ubicación 

en mapa 
Muestras ADN total de plantas 

P. nigra 

PN arbol1 UNAL- ARTES 1 ADN 37 

PN arbol1 UNAL- ARTES 1 ADN 44 

PN arbol3 UNAL-ARTES 2 ADN 45 

PN arbol4 UNAL-MUSICA 3 ADN 46 

P. 

undulatum 

PU arbol1 Cll 53 Cra 54 4 ADN 30 

PU arbol2 Cll53 5 ADN 31 

PU arbol3 Cll 53 6 ADN 36 

PU arbol4 Cajicá 7 ADN 42 

PU arbol5 UNAL- artes 8 ADN 43 

Croton 

spp. 

CB arbol1 UNAL- ENTRADA 53 9 ADN 32 

CB arbol2 UNAL- VIA MUSICA 10 ADN 33 

CB arbol3 UNAL- ENTRADA 50 11 ADN 34 

CB arbol4 UNAL- ENTRADA 50 12 ADN 35 

CB arbol5 Calle 83 Cra 9 13 ADN 52 

CB arbol6 Cra 9 Cll 94 14 ADN 54 

 Urapán 1 UMNG Calle 100 15 ADN 28, ADN 29 

F. uhdei 

 
Urapán 2 UMNG Calle 100 16 ADN 24, ADN 25, ADN 26 

 

La localización de los árboles muestreados se observa en los mapas del Anexo A.  
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Tabla C-3. Lista de muestras de ADN total de insectos y fríjol de ensayos de transmisión. 

 

Nomenclatura de 

muestras 

 

Ensayo 

 

ADN total de insectos que 

se alimentaron de cada 

planta 

ADN total de fríjoles 

Parte 

aérea 
Raíces 

M
o

rf
o

e
s

p
e

c
ie

 M
F

0
4
 

Frijol 1 i45, i69, i70, i50 TF23 - 

Frijol 2 i48 TF3 TF11 

Frijol 3 i46, i71, i72, i51 TF4 TF12 

Frijol 4 i47, i73, i74, i52 TF5 TF13 

Frijol 5 i49, i75, i76 TF6 TF14 

M
o

rf
o

e
s

p
e

c
ie

 M
F

0
6
 Frijol 6 i53, i67 TF19 TF7 

Frijol 7 i54, i68 TF20 TF8 

Frijol 8 i55, i65, i66 TF21 TF9 

Frijol 9 i56 TF22 TF10 

Frijol 10 Testigo TF16 TF15 

 

El ADN total obtenido de insectos de la morfoespecie MF04 y MF06, la “i” antecediendo 

el número significa que es ADN total de insectos. El ADN obtenido de las plantas de fríjol 

al finalizar el ensayo de transmisión tanto de la parte aérea o raíces se denominó con 

“TF” (Transmisión frijol) seguido de un número consecutivo. 
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D. ANEXO: Lista de secuencias 
 

Tabla D-1. Secuencias de amplímeros obtenidos a partir de ADN total de árboles. 

Especie  
ADN total 

de árboles 

Nomenclatura de 

secuencias obtenidas en 

este trabajo 

Grupo 

16Sr Amplímero 

F. uhdei 

ADN24 

C5 16SrI 

M13F/M13R 

C6 16SrI 

C7 16SrI 

T3 16SrI 

T5 16SrI 

T4 16SrI 

ADN28 

B8 16SrI  

162 
16SrI R16F2n/R16R2 

 

ADN24 
P1 16SrI 

fU5/rU3 P11 16SrI 

ADN28 P2 16SrI 

P. nigra 

 

ADN 37 

 

T2 16SrI 

M13F/M13R 

T7 16SrI 

T8 16SrI 

C1 16SrI 

C12 16SrI 

LMP6 
16SrVII PhyRNAF3.3/ 

PhyRNAR2.6 

P. undulatum 

ADN 36 
C10 16SrI 

M13F/M13R 
C11 16SrI 

ADN 31 
B09 16SrI 

R16F2n/R16R2 
B9 16SrI 

Croton spp. 

 

ADN 32 C21 16SrI fU5/rU3 

ADN 33 

C8 16SrI 

M13F/M13R 
C9 16SrI 

T1 16SrI 

T6 16SrI 

ADN 32 B10 16SrI 
R16F2n/R16R2 

ADN 34 B12 16SrI 

ADN 33 

 

L28 16SrI fU5/rU3 

L38 16SrI PhyRNAF3.3/ 

PhyRNAR2.6 LMP5 16SrVII 
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Tabla D-2. Secuencias de amplímeros obtenidos de ADN total de morfoespecies de cicadélidos. 

Morfoespecie  
ADN 
total  

Nombre Secuencia 
consenso 

Grupo Reacción 

MF01 i20 
L056.1 16SrI fU5/rU3 

RM38 16SrVII PhyRNA3.3/PhyRNA2.6 

MF02 i1 L57.1 16SrI 
fU5/rU3 

MF03 
 

i5 
L58.1  16SrI 

RM40 16SrVII PhyRNA3.3/PhyRNA2.6 

MF04 
 

i12 

L60.1 16SrI fU5/rU3 

S7 16SrI M13F/M13R 

L60.2  16SrI fU5/rU3 

S10 16SrI 

M13F/M13R S11 16SrI 

S8 16SrI 

i13 L61.1 16SrI fU5/rU3 

i15 T9 16SrI M13F/M13R 

i16 L62.2  16SrI 

fU5/rU3 
i21 P3 16SrI 

i23 P7 16SrI 

i24 P8 16SrI 

i38 L104 - RM50 16SrVII R16F2n/R16R2 

i39 RM48 16SrVII 
PhyRNA3.3/PhyRNA2.6 

Pool3 RM41 16SrVII 

MF05 

i11 L66.1 16SrI fU5/rU3 

i37 L103 16SrI R16F2n/R16R2 

i4 L65.2 16SrI  
fU5/rU3 

i9 P5 16SrI 

Pool4 RM42 16SrVII PhyRNA3.3/PhyRNA2.6 

MF06 

i2 L59.1 16SrI fU5/rU3 

i35 L098 -L90-M1 16SrI 

R16F2n/R16R2 Pool5 L097 -RM43 16SrVII 

MF07 i40 
L99 16SrVII 

RM45 16SrVII PhyRNA3.3/PhyRNA2.6 

MF08 Pool1 
L100 16SrVII R16F2n/R16R2 

RM46 16SrVII PhyRNA3.3/PhyRNA2.6 

MF09 Pool2 
L101 16SrVII R16F2n/R16R2 

RM47 16SrVII PhyRNA3.3/PhyRNA2.6 
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Tabla D-3. Secuencias de amplímeros obtenidos de ADN total de fríjol post-inoculación 

con cicadélidos. 

 

 

Ensayo 

Transmisión 
ADN total Secuencia Grupo Amplímeros 

Frijol 2 

TF03 Rl26 16SrI 
R16mF2/R16mR1 

TF11 Rl31 16SrI 

TF11 Rl53 16SrVII PhyRNAF3.3/PhyRNAR2.6 

Frijol 4 TF05 Rl28 16SrI 

R16mF2/R16mR1 

Frijol 5 

TF06 Rl29 16SrI 

TF14 Rl35 16SrI 

TF14 Rl56 16SrVII PhyRNAF3.3/PhyRNAR2.6 

Frijol 6 
TF07 Rl30 16SrI 

R16mF2/R16mR1 

TF19 Rl34 16SrI 

Frijol 3 TF12 Rl32 16SrI 

Frijol 8 TF09 Rl39 16SrI 

Frijol 9 TF22 Rl40 16SrI 
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E. ANEXO: Análisis bioinformático 
 
 

Figura E-1. Dendograma de 
secuencias de fitoplasmas de 
Bogotá en árboles y 
cicadélidos, comparadas con 
secuencias reportadas de 
fitoplasmas. Región 16Sr 
comprendida entre iniciadores 
PhyRNAF3.3/PhyRNA2.6 (436 
posiciones comunes), 
construido con el método 
neighbour-joining (Bootstrap 
1000 réplicas). La barra indica 
las sustituciones por base. 
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Tabla E-1. Matriz de distancias estimadas entre secuencias de árboles e insectos en 

Bogotá. Análisis calculado con el modelo „Maximum Composite Likelihood‟ para 469 

posiciones de la región PhyRNAF3.37PhyRNA2.6 

 

1 16SrI-A (NC 007716.1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

2 16SrI-B (NC 005303.2) 0.00                      

3 16SrI-C (AF222065) 0.01 0.00                     

4 16SrI-D (AY265206) 0.00 0.00 0.00                    

5 16SrI-E (AY265213) 0.00 0.00 0.00 0.00                   

6 16SrI-F (AY265211) 0.01 0.00 0.01 0.00 0.00                  

7 16SrVII (EF150364) 0.10 0.10 0.09 0.10 0.10 0.10                 

8 16SrVII-A(AF092209) 0.10 0.10 0.09 0.10 0.10 0.10 0.00                

9 Croton spp. (B12) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.10               

10 Croton spp.(JQ730858) 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.11 0.11 0.01              

11 Croton spp.(C21) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.10 0.00 0.01             

12 Croton spp.(LMP5) 0.10 0.09 0.09 0.09 0.09 0.10 0.00 0.00 0.09 0.10 0.09            

13 Croton spp.(L28) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.09           

14 16SrVII (EF150365)  0.10 0.09 0.09 0.09 0.09 0.10 0.00 0.00 0.09 0.10 0.09 0.00 0.09          

15 16SrVII (EF150368.1) 0.10 0.10 0.09 0.10 0.10 0.10 0.01 0.01 0.10 0.10 0.10 0.00 0.10 0.00         

16 F. uhdei (P1-T4) 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.01 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.10 0.00 0.10 0.10        

17 F. uhdei(B8R) 0.01 0.01 0.02 0.01 0.01 0.02 0.11 0.11 0.01 0.02 0.01 0.11 0.01 0.11 0.11 0.01       

18 F. uhdei(P2) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.09 0.00 0.09 0.10 0.00 0.01      

19 F. uhdei(JQ730859) 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.01 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.10 0.00 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00     

20 16SrVII (L1GU810150.1) 0.10 0.09 0.09 0.09 0.09 0.10 0.00 0.00 0.09 0.10 0.09 0.00 0.09 0.00 0.00 0.10 0.11 0.09 0.10    

21 16SrI (HQ530152.1) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.09 0.00 0.09 0.10 0.00 0.01 0.00 0.00 0.09  

22 MF01 (L56.1) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.09 0.00 0.09 0.10 0.00 0.01 0.00 0.00 0.09 0.00 

23 MF01 (RM38) 0.10 0.09 0.09 0.09 0.09 0.10 0.00 0.00 0.09 0.10 0.09 0.00 0.09 0.00 0.00 0.10 0.11 0.09 0.10 0.00 0.09 

24 MF02 (L57.1) 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.01 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.10 0.00 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.00 0.10 0.00 

25 MF03 (L58.1) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.09 0.00 0.09 0.10 0.00 0.01 0.00 0.00 0.09 0.00 

26 MF03(RM40) 0.10 0.09 0.09 0.09 0.09 0.10 0.01 0.01 0.09 0.10 0.09 0.01 0.09 0.01 0.01 0.10 0.11 0.09 0.10 0.01 0.09 

27 MF04 (L61.1) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.09 0.00 0.09 0.10 0.00 0.01 0.00 0.00 0.09 0.00 

28 MF04 (S7) 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.11 0.11 0.02 0.02 0.02 0.10 0.02 0.10 0.11 0.02 0.03 0.02 0.02 0.10 0.02 

29 MF04 (S8-S10-S11) 0.08 0.07 0.08 0.07 0.07 0.08 0.19 0.19 0.07 0.08 0.07 0.18 0.07 0.18 0.18 0.08 0.09 0.07 0.07 0.18 0.07 

30 MF04 (T9) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.09 0.00 0.09 0.10 0.00 0.01 0.00 0.00 0.09 0.00 

31 MF04 (P8) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.09 0.00 0.09 0.10 0.00 0.01 0.00 0.00 0.09 0.00 

32 MF04(P3) 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.01 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.09 0.00 0.09 0.09 0.00 0.01 0.00 0.00 0.09 0.00 

33 MF04 (L104-RM50) 0.10 0.10 0.09 0.10 0.10 0.10 0.01 0.01 0.10 0.10 0.10 0.00 0.10 0.00 0.00 0.10 0.11 0.10 0.10 0.00 0.10 

34 MF04 (RM41) 0.10 0.09 0.09 0.09 0.09 0.10 0.00 0.00 0.09 0.10 0.09 0.00 0.09 0.00 0.00 0.10 0.11 0.09 0.10 0.00 0.09 

35 MF05 (P5) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.09 0.00 0.09 0.10 0.00 0.01 0.00 0.00 0.09 0.00 

36 MF05 (L66.1) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.09 0.00 0.09 0.10 0.00 0.01 0.00 0.00 0.09 0.00 

37 MF05 (RM42) 0.10 0.09 0.09 0.09 0.09 0.10 0.00 0.00 0.09 0.10 0.09 0.00 0.09 0.00 0.00 0.10 0.11 0.09 0.10 0.00 0.09 

38 MF06 (L59.1) 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.01 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.10 0.00 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.00 0.10 0.00 

39 MF06 (M1-L90-L98) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.09 0.00 0.09 0.10 0.00 0.01 0.00 0.00 0.09 0.00 

40 MF06 (RM48 -RM51) 0.10 0.10 0.09 0.10 0.10 0.10 0.01 0.01 0.10 0.11 0.10 0.00 0.10 0.00 0.01 0.10 0.11 0.10 0.10 0.00 0.10 

41 MF06 (RM43-L97) 0.10 0.10 0.09 0.10 0.10 0.10 0.01 0.01 0.10 0.10 0.10 0.00 0.10 0.00 0.00 0.10 0.11 0.10 0.10 0.00 0.10 

42 MF07 (RM45) 0.10 0.09 0.09 0.09 0.09 0.10 0.00 0.00 0.09 0.10 0.09 0.00 0.09 0.00 0.00 0.10 0.11 0.09 0.10 0.00 0.09 

43 MF08 (RM46) 0.10 0.09 0.09 0.09 0.09 0.10 0.00 0.00 0.09 0.10 0.09 0.00 0.09 0.00 0.00 0.10 0.11 0.09 0.10 0.00 0.09 

44 MF09 (RM47) 0.10 0.10 0.09 0.10 0.10 0.10 0.01 0.01 0.10 0.10 0.10 0.00 0.10 0.00 0.01 0.10 0.11 0.10 0.10 0.00 0.10 

45 P. undulatum(JQ730861) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.09 0.00 0.09 0.10 0.00 0.01 0.00 0.00 0.09 0.00 

46 P. nigra(LMP6) 0.10 0.09 0.09 0.09 0.09 0.10 0.00 0.00 0.09 0.10 0.09 0.00 0.09 0.00 0.00 0.10 0.11 0.09 0.10 0.00 0.09 

47 P. nigra (JQ730860) 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.01 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.10 0.00 0.10 0.10 0.00 0.01 0.00 0.00 0.10 0.00 
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1 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 

23 0.09                          

24 0.00 0.10                         

25 0.00 0.09 0.00                        

26 0.09 0.01 0.10 0.09                       

27 0.00 0.09 0.00 0.00 0.09                      

28 0.02 0.10 0.02 0.02 0.10 0.02                     

29 0.07 0.18 0.08 0.07 0.18 0.07 0.09                    

30 0.00 0.09 0.00 0.00 0.09 0.00 0.02 0.07                   

31 0.00 0.09 0.00 0.00 0.09 0.00 0.02 0.07 0.00                  

32 0.00 0.09 0.00 0.00 0.09 0.00 0.02 0.08 0.00 0.00                 

33 0.10 0.00 0.10 0.10 0.01 0.10 0.11 0.18 0.10 0.10 0.09                

34 0.09 0.00 0.10 0.09 0.01 0.09 0.10 0.18 0.09 0.09 0.09 0.00               

35 0.00 0.09 0.00 0.00 0.09 0.00 0.02 0.07 0.00 0.00 0.00 0.10 0.09              

36 0.00 0.09 0.00 0.00 0.09 0.00 0.02 0.07 0.00 0.00 0.00 0.10 0.09 0.00             

37 0.09 0.00 0.10 0.09 0.01 0.09 0.10 0.18 0.09 0.09 0.09 0.00 0.00 0.09 0.09            

38 0.00 0.10 0.00 0.00 0.10 0.00 0.02 0.08 0.00 0.00 0.00 0.10 0.10 0.00 0.00 0.10           

39 0.00 0.09 0.00 0.00 0.09 0.00 0.02 0.07 0.00 0.00 0.00 0.10 0.09 0.00 0.00 0.09 0.00          

40 0.10 0.00 0.10 0.10 0.01 0.10 0.11 0.19 0.10 0.10 0.10 0.01 0.00 0.10 0.10 0.00 0.10 0.10         

41 0.10 0.00 0.10 0.10 0.01 0.10 0.11 0.18 0.10 0.10 0.09 0.00 0.00 0.10 0.10 0.00 0.10 0.10 0.01        

42 0.09 0.00 0.10 0.09 0.01 0.09 0.10 0.18 0.09 0.09 0.09 0.00 0.00 0.09 0.09 0.00 0.10 0.09 0.00 0.00       

43 0.09 0.00 0.10 0.09 0.01 0.09 0.10 0.18 0.09 0.09 0.09 0.00 0.00 0.09 0.09 0.00 0.10 0.09 0.00 0.00 0.00      

44 0.10 0.00 0.10 0.10 0.01 0.10 0.11 0.18 0.10 0.10 0.09 0.01 0.00 0.10 0.10 0.00 0.10 0.10 0.01 0.01 0.00 0.00     

45 0.00 0.09 0.00 0.00 0.09 0.00 0.02 0.07 0.00 0.00 0.00 0.10 0.09 0.00 0.00 0.09 0.00 0.00 0.10 0.10 0.09 0.09 0.10    

46 0.09 0.00 0.10 0.09 0.01 0.09 0.10 0.18 0.09 0.09 0.09 0.00 0.00 0.09 0.09 0.00 0.10 0.09 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.09   

47 0.00 0.10 0.00 0.00 0.10 0.00 0.02 0.08 0.00 0.00 0.00 0.10 0.10 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.00 0.10 
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F. ANEXO. Patrones RFLP de 

amplicones (R16F2n/R16R2) 

obtenidos en cicadélidos en 

Bogotá 
 

Electroforesis en gel de agarosa al 3% que muestran los productos de digestión con 

diferentes enzimas de restricción (A: AluI, M: MseI, R: RsaI, H: HinfI). En la parte 

izquierda de cada gel de electroforesis se indica la morfoespecie y en paréntesis, la 

muestra de ADN correspondiente. 

Hyperladder 50pb                     Hyperladder 100pb 
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MF02 (i1) 

 
 

16SrVII 

MF03 (i5) 

 
 

16SrVII 

MF03 (i5) 

 
16SrVII 

MF01 (i20) 

 
16SrVII 

MF01 (i20) 

 
16SrVII 

MF01 (i20) 

 
16SrI+ 16SrVII 

A  M  R 

A  M  R 

       A  M  R 

       A   M   R 
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MF06 (i35) 

 
16SrI + Bandas 

Adicionales 

MF06 (i35) 

 
Grupo 16SrI + Bandas 

Adicionales 

MF06 (i35) 

 
16SrVII 

MF06 (i35) 

 
16SrI 

MF06 (i35) 

 
16SrI 

MF06 (i35) 

 
16SrI 

      A   M  R 

A   M  R   A   M  R 

    A   M  R 
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MF06 (i36) 

 
16SrVII + banda extra AluI 

MF06 (i36) 

 
16SrVII 

MF06 (i36) 

 
16SrVII 

MF06 (i36) 

 
16SrVII + banda extra AluI 

MF05 (i37) 

 
16SrI + Banda Extra en 

AluI 

MF05 (i37) 

 
16SrI 

 A   M  R 

    A   M  R 
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MF05 (i37) 

 
 

Indeterminado 

MF05 (i37) 

 
16SrI + bandas extra 

MF04 (i38) 

 
16SrVII 

MF04 (i38) 

 
16SrVII 

MF04 (i38) 

 
16SrVII 

MF04 (i38) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Indeterminado 

MF04 (i39) 

 
16SrVII 

A  M  H  R 

  A M  R 

 A   M  R 

 A   M  R 

    A  M  R 
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MF07 (i40) 

 
16SrVII 

MF07 (i40) 

 
16SrVII 

MF07 (i40) 

 
16SrVII 

MF08 (i44) 

 
16SrVII 

MF08 (i44) 

 
16SrVII 

MF04 (i59) 

 
16SrVII 

MF09 (i60) 

 
16SrVII 
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MF09 (i60) 

 
16SrVII + banda extra AluI 

MF08 
(Pool1) 

 
16SrVII + banda extra AluI 

 

 

 

MF09 
(Pool2) 

 
16SrVII + Banda extra AluI 

 

  

   A  M  R         A   M     R 
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G. ANEXO: Patrones RFLP de 

ensayos de transmisión 
 

En las tablas a continuación, los carriles que tienen la misma numeración, corresponden 

a la misma reacción de PCR donde se obtuvo el amplímero de la región R16F2n/R16R2. 

La letra que antecede cada número corresponde a la enzima con la cual se digirió el 

amplicón: AluI (A y a), MseI (M y m), RsaI (R y r), HinfI (H y h). El patrón de restricción 

obtenido para cada grupo de fitoplasmas se observa en la figura 

 

Tabla F-1. Electroforesis en gel de agarosa al 3% mostrando RFLP de amplicones 

R16F2n/R16R2. En insectos usados para la transmisión y el plantas post-inoculación. 

 

Ensayo Morfoespecie MF04 Frijol 1. 

Patrones obtenidos en PCR de ADN total de 

insectos: i45, i69, i70, i50 

 
Todos los RFLP corresponden a Grupo 

16SrVII 

 

  

       A M  R                A M  R           A    M      

       A M  A M  A  M      
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Ensayo Morfoespecie MF04 Frijol 2; RFLP Amplicones R16F2n/R16R2  

Patrones obtenidos en PCR de ADN total 

de insectos: i48 

Patrones obtenidos en PCR de ADN total 

de fríjol luego de 13 semanas: TF3 y TF11 

Grupo 16SrVII 

Grupo 16SrI 

 

  

A  M  R                      A   M R          A   M      

   A     M                               A     M     H   R 
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Ensayo Morfoespecie MF04 Frijol 3; RFLP Amplicones R16F2n/R16R2 

Patrones obtenidos en PCR de ADN total 

de insectos: i46, i71 

Patrones obtenidos en PCR de ADN total 

de fríjol luego de 13 semanas: TF4 

 
figura superiores Grupo 16SrVII 

figuras inferiores: Grupo 16SrI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupo 16SrI 

 

  

        A   M  R                  A   M  R                

          A       M            A  M            R      

                                    A       M      
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Ensayo Morfoespecie MF04 Frijol 4, RFLP Amplicones R16F2n/R16R2 

Patrones obtenidos en PCR de ADN total de insectos: i47, i73, i74, i52 

RFLP obtenido en 

PCR de ADN total 

de fríjol luego de 13 

semanas: TF5 y 

TF13 

 
 

 

A    M  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A   M   R                 A    M     R                           A   M    A    M    A    M    A    M      

      A   M   R                     A    M     R         A    M    R                        A    M   R 

           A   M    

   A  M  H  R    
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Ensayo Morfoespecie MF04 Frijol 5, RFLP Amplicones R16F2n/R16R2 

Patrones obtenidos en PCR de ADN total de insectos: i49, 

i75, i76 

Patrones obtenidos en PCR 

de ADN total de fríjol luego 

de 13 semanas: TF6, TF14 

 

 

 

  

               A      M     R                A   M           

A     M                            A   M    A   M                  R               R           

      A M  H  R                    A   M           

       A  M  H  R                   A   M           
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Ensayo Morfoespecie MF06 Frijol 6; RFLP Amplicones R16F2n/R16R2 

Patrones obtenidos en PCR de 

ADN total de insectos: i53, i67 

Patrones obtenidos en PCR de ADN total de fríjol luego de 13 

semanas: TF19 y TF 7 

 

 

 

 

 

 

 

              A     M         A     M                          

              A     M                            A  M  H  R             A   M                        

              A     M           R                          
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Ensayo Morfoespecie MF06 Frijol 7; RFLP Amplicones R16F2n/R16R2 

Patrones obtenidos en PCR de ADN total de 

insectos: i54, i68 

Patrones obtenidos en PCR de ADN total 

de fríjol luego de 13 semanas: TF20, TF8 

 

 

 

 

 

Ensayo Morfoespecie MF06 Frijol 8; RFLP Amplicones R16F2n/R16R2 

Patrones obtenidos en PCR de 

ADN total de insectos: i55, i66 

Patrones obtenidos en PCR de ADN total de fríjol 

luego de 13 semanas: TF21 y TF9 

 
 

 

 

 

  

       A    M   R        A   M  R               A   M                 

  A M                   A M H R                A   M   R                

 A    M     A    M                                A   M        A  M    A    M       A  M   H  R                A   M                
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Ensayo Morfoespecie MF06 Frijol 9; RFLP Amplicones R16F2n/R16R2 

Patrones obtenidos en PCR de ADN total de fríjol luego de 13 semanas: 

TF22, TF10 

 
 

  

A   M                        A     M   H   R              A    M                          A    M 
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H. Anexo: Secuencia región 
amplificada Rnc-1/PssA1 

 

 

>Contig M4 

GCCGGGCTTTTTTTGCTAGCGGCTTTTTTAGTGCTGCCTTCACCTGTTCCTAAAAGATTTTTTT

CTAAATAAACTTCTGCTACAAAATTTTTAGAATGAGCAGGTCCTTGCTCTTGGACTATTTTATAT

TGGATAGTTTTTTTTTCTGACTGAACTATTTCTTGTAATTGAGTTTTAAAATCAATAAGTATAGAT

AATTTTGGCTAAGCGAGACATAGACAAAAGGGAACCGGGATAGAATACGTTTAATGGGTCTGT

CCTGCAGCAGGGCGGAAAACAAAACCGAGAGGCCCACGAGCAGTGGACGGCCGAATGTCGC

GAGTCGTACCACGCCTGCCGTGCAGGAGGATGGAGCCGGCCGAACGCTTCCCCCGCAAGG

CAAACGAGGACGCATAGCGGAGCAAACCAGAGGCGGCCAGCAGTAAAGTCAGGCTCCCGCC

AACGCAGCCTGAGCACGCCGTGGTCCTCCAGCCAGGTGCACTCCGAATATACATACCTACGC

GGGCAAAGGCTAGATCGCTTGACGGTCGAGAACACGCGTGGTGCACCGCGTTGTCAGCGGC

AAGTCGAGCCCTGCGGCGTGAAGCCTTTTATGCCCAGGCAGGCATGAACACAAGGACGTGC

AGCTGGCGCGGAGGAGGGAGCGGATTCGAGCGCGGCGGTCGGCTCCGATCCTGACCCGCA

GCTGCGGGCCAGCCTTTGCGGTCGAGGTCCGCTATAGTCGCCTGCGGTTGACCGGGCCGG

GGAAACGCGAGGCCATCAGGCCAGCACCGCAGCGCCTGATCGCCCTGTGACGTAACGACGC

CCTGCGGCAGACTGCGCGCACGAGTGGCCCCATGGCGGTGTGGCGATGAAGGGGCCGGAG

GAGGTAACCGCAAGAGCAGAGCGCGGCACAGCGGACCGCATAGAGTGACTGAGCGTCAATA

ATGCTGGTAAAGAGGGCGACCCGGGGCCGGTAAAAATATGTGCCATAATTATTTTAGCATTAA

AATCTTTGTTTTTTTCGCCTTTGCCTAAAAGAAGATAATTTTGCAATTTCAATGTTTGAGCGTAG

ATGGGTAAGGCCCTCACACACCC  
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I. Anexo: Ponencias y publicaciones 
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Secuencias obtenidas en árboles 

 
>Fraxinus sp (JQ730859) 

GAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAGACAAGAAGGCATCTTCTTGTTTTTAAAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAGGGAGGAGCTTGC
GTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGATGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAG
ACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGA
AGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAAC
TATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTT
ATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGT
AAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTGACACATTAAGTAC
TCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGG
TACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAGCACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACT
TTAGCAAGACTGCCAGTGATGAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATAC
AATGGCTGTTACAAAGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGCGAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACT
TCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCGCGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCA 
 
>Populus sp (JQ730860) 

GAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAGACAAGAAGGCATCTTCTTGTTTCTAAAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAGGGAGGAGCTTGC
GTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGATGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAG
ACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGA
AGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATAATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAAC
TATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACACAGGGGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTT
ATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGT
AAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTAC

TCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGG
TACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACT
TTAGCAAGACTGCCAGTGATGAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATAC
AATGGCTGTTACAAAGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGCGAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACT
TCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCACGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCA 
 
>Pittosporum undulatum (JQ730861) 

GAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAGACAAGAAGGCATCTTCTTGTTTTTAAAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAGGGAGGAGCTTGC
GTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGATGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAG
ACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGA
AGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAAC
TATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTT
ATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGT
AAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTAC
TCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGG
TACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACTCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGAC
TTTAGCAAGACTGCCAGTGATAAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATA
CAATGGCTGTTACAAAGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGCGAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGAC
TTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCGCGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCA 
 
>Croton (JQ730858)  

GAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAGACAAGAAGGCATCTTCTTGTTTTTAAAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAGGGAGGAGCTTGC
GTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAGGGCCTACCAAGACTATGATGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAG
ACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAACGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGA
AGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAAC
TATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAGGCGTTATCTGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTT
ATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATATAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGATTTCCATGTGTAGTGGT
AAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTACTC
CGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTA
CCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGGTGGTGCATGGTTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTT
AGCAAGACTGCCAGTGATGAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAA
TGGCTGTTACAAAGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGCGAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTC
ATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCACGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCA 
 
>Croton ADN33  (L38-LMP5) HG764348 

AATAGTGGAAAAACTATCTTGACGTTATTCAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACATAGGGGGCGAGC
GTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCAGTGCTTAACGCTGTCTTGTTATAGAA
ACTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGTGTAAATATATGGAGGAACACCAGAAGCGTAG
GCGGCTTGCTGGGTCTTGACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG

ATGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAA
AGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTACCAGGTCTTGACATGCTCTGC
AAAG 
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>Croton ADN33 (Contig L28) HG764349 

CGGCAATGGAGGGAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATG
ATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTA
TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACTG
TTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGG

CTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAG
TACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATT
GACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCT
GTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATGAATTGGAGGAAGGTGGGGACGA
CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACAAAGAGTAGGTGAA 
 
>Croton ADN34 (B12) HG764350 
GCATCTTCTTGTTTTTAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAGGGAGGAGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAA
GACTATGATGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAA
TAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAA
GCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATA

AAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGA
AGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGAGTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAA
AGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTG
CAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATAAATTGGAGGAAGGTG
GGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGCTACAAACGTGATACATGGCTGTTACAAAGGGTAGCTGAGCGCAGTTTTGGC
GAATCTCAAAAAACAGTCTCAGTCGATG 

 
>Croton ADN32 (C21-B10) HG764351 

GCATCTTCTTGTTTTTAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAGGGAGGAGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAA
GACTATGATGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAA
TAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAA
GCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATA
AAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGA
AGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGAGTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAA
AGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTG
CAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATAAATTGGAGGAAGGTG
GGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACATGGCTGTACAAGGGTAGCTGAAGCGCA 
 
>Fraxinus ADN24 (P1- T4) HG764352 

TGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCAATTCATCACTGGCAGTCTTGCTAAAGTCCCCACCATTACGTGCTGGTAACTAACAATAAGG
GTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTGCAACTGATAACCTCCACTG
TGTTTCTACAGCTTTGCAGAAGCATGTCAAGACCTGGTGAGGTTTTTCGGGTACCTTCGAATTAAACAACATGATCCACCGCTTGTGCGG
AGTCCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCATACTTGCGTACGTACTACTCAGGCGGAGTACTTAATGTGTTAACTTCAACACTGGTTTTACCCAAC
GTTTAGTACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGCGTCAGTAAAGACC
CAGCAAGCCGCCTTCGCTACTGGTGTTCCTCCATATATATACGCATTTTACCACTACACATGGAATTCCACTTGCCTCTATCTTACTCTAG
CTAAACAGTTTTTATAGCATCACAATGTTGAGCATTGCACTTAGACCATAAACTTATTTAACCGCCTACGCACCCTTTACGCCCAATAATTC
CGGATAACGCTTGCCCCCTATGTATTACCGCGGCTGCTGGCACATAGTTAGCCGGGGCTTATTCATTAGGTACCGTCAGAATGATTTTTC
CATCATTTATTCTTCCCTAATAAAAGAACTTTACGTACCGAAATACTTCATCGTTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGAGTTTCCTCCATTGC
CGAAAATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGTTCAACCTCTCAGCCCGGCTACACAT
CATAGTCTTGGTAGGCCTTTACCCCACCAACTAACTAATGTGACGCAAGCTCCTCCCTAAGCATACCTATTGCTAGGTCTTTTAAAAACAA
GAAGATGCCCTCTTGTCTCCTATCCAGTCTTAGCAGTCGTTTC 
 
>Fraxinus ADN28 (B8) HG764353 
AGTaTTTCGTACGCAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAAAGAATAAACCCCCGCtAACTA
TGTGCCAGCGGCCGCGGTAATACATAAAGGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTAT
GGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAA
AATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTACTC
CGCCtGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCgAAGGTA
CCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGGTGGTGCATGGTTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA 
 
>Fraxinus ADN28 (P2) HG764354 

CGTGACGATGAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAATAAGC
CCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGT
TAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCA
TGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAGC

GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAAC
ACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTT
TAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGGT
GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAAT
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GGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATGAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACA
AACGTGATACAATGGCTGTACAG 
 
>Populus ADN37 (LMP6) HG764355 
GAAAACTATCTTGACGTTATTCAATGAATGAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACATAGGGGGCGAGCGTTATCC
GGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCAGTGCTTAACGCTGTCTTGTTATAGAAACTACCT
TGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGTGTAAATATATGGAGGAACACCAGAAGCGTAGGCGGCT
TGCTGGGTCTTGACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTA
CTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATT
GACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTACCAGGTCTTGACATGCTCTGCAAAG 
 

Secuencias obtenidas en Insectos Cicadélidos 
 
 
>MF01 i20 (contig RM38) HG764356 
GATAGCCCGGCTACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACATAGGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGG
CGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCAGTGCTTAACGCTGTCTTGTTATAGAAACTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGAA
TTCCATGTGTAGCGGTAAAATGTGTAAATATATGGAGGAACACCAGAAGCGTAGGCGGCTTGCTGGGTCTTGACTGACGCTGAGGCACG
AAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTGA
AGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCA
TGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTACCAGGTCTTGACATGCTCTGCAAAGTTATAGAAA 
 
>MF01 i20 (Contig L56.1) HG764357 

CGGCAATGGGAGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATG
ATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTA
TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACT
GTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCG
GCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAAT
TGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGC

TGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATGAATTGGAGGAAGGTGGGGACG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACAAAGAGTAGCTGAA 
 
>MF02 i1(Contig L57.1) HG764358 
GCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAATA
AGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGC
GGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATT
CCATGCGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTT
AACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTT
GTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACA
GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACG
TAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATGAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC
TACAAACGTGATACAATGGCTGTTACA 
 
>MF03 i5 (Contig L58.1) HG764359 

GCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAATA
AGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGC
GGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATT
CCATGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTT
AACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTT
GTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACA
GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACG
TAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATGAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC
TACAAACGTGATACAATGGCTGTTACA 
 
>MF03 i5 (RM40 Seg) HG764360 

CCGCAGCCGCGGTAGACATAGGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGTAAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAA
TTTCAATGCTTAACGCTGTCTTGTTATAAAAACTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGTG
TAAATATATGGAGGAACACCAGAAGCGTAGGCGGCTTGCTGGGTCTTGACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCC
TGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACG
AAAAATCTTACCAGGTCTTGACATGCTCTGCAAAGTTATAGAAA 
 
>MF04 i15 (Contig T9) HG764361 
CGGCAAAGGGAGAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGA
TGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTAT
CCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACTG
TTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGG
CTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAG
TACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATT
GACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCT
GTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
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GAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATGAATTGGAGGAAGGTGGGGACGA
CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACAAAGAGTAGTTGAA 
 
 
>MF04  i12 (L60.2) HG764362 
CTCGCAAGGAGGAAACTCAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCA
CCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT

CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCA
GTGATGAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTATGACCTGCTACAA 
 
>MF04 (contig L62-2) HG764363 
GCAATGAGGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCACCA
GGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTG
ATGAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGACCTTACAATGGCTGTTACAAA
GAGTAGCTGAAA 
 
>MF04 (contig S8-S10-S11) HG764364 
GTTCGATTTGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCGAGAACGTATTCACCGCGACATGCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGA
AGTCGAGTTGCAGACTTCAATCCGAACTGAGACTGTTTTTTTGAGATTCGCCAAAAACTTGCGCTTCAGCTACCCTTTGTAACAGCCATTG

TATCACGTTTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCAATTCATCACTGGCAGTCTTGCTAAAG
TCCCCACCATTACGTGCTGGTAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAA
CCATGCACCACCTGTGCAACTGATAACCTCCACTGTGTTTCTACAGCTTTGCAGAAGCATGTCAAGACCTGGTGAGGTTTTTCGGGTACC
TTCGAATTAAACAACATGATCCACCGCTTGTGCGGAGTCCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCATACTTGCGTACGTACTACTCAGGCGGAGTA
CTTAATGTGTGAACTTCAACACTGGTTTTACCCAACGTTTAGTACTCATCGTGTACGGCGTGGACTGCCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCT
CCCCACGCTTTCGTGCCTCAGCGTCAGTAAAGACCCAGCAAGCCGCCTTCGCTACGTGGTGTTCCTCCATATATATACACACGTACCACT
ACACATGAAATTCCACTGGCCACTATCTTACTCTAGCTAAACAGTTTTAATAGCATCACAATGCTGAGCATTGCACCTAGACCATAAACTTA
TTTAACCGCCTACGCACCCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCCCCTATGTATTACCGGCGGCTGCTGGCACATAGTTAGCC

GGGGCTTATTCATTAGGTACCGTCAGAATGATTTTTCCATCATTTATTCTTCCCTAATAAAAGAACTTTACGTACCGAAATACTTCATCGTT
CACGCGGCGTTGCTCGGTCAGAGTTTCCTCCATTGCCGAAAATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCC
AATGTGGCCGTTCAACCTCTCAGCCCGGCTACACATCATAGTCTTGGTAGGCCTTTACCCCACCAACTAACTAATGTGACGCAAGCTCCT
CCCTAAGCATACCTATTGCTAGGTCTTTTAAAAACAAGAAGATGCCTTCTTGTCTCCTATCCAGTCTTAGCAGTCGTTTCA 
 
>MF04  i13 (Contig L61.1) HG764365 
CGGCAATGGGAGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATG
ATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTA
TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACT
GTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCG
GCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAAT
TGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGC
TGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATGAATTGGAGGAAGGTGGGGACG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACAAAGAGTAGCTGAA 
 
>MF04 i12 (Contig S7) HG764366 

GATTGAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAGACAAGAAGGCATCTTCTTGTTTTTAAAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAGGGAGGAGC
TTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGATGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGAC
TGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACG
ATGAAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAATAAGCCCCGGC
TAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGATGCGTAGGCGGTTAAATAA
GTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTTAGATAGAGGCAGTGGAATTTCCATGTGTAG
TGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAA
GTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCG
AAGGTACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGGTGGTGCAT
GGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGG
GACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATGAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTG
ATACAATGGCTGTTACAAAGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGCGAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTC
GACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCGCGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCAAAT
CGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAG 
 
>MF04 i15 (Contig T9) HG764367 
ATTCACTAGTGATTGAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAGACAAGAAGGCATCTTCTTGTTTTTAAAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTA
GGGAGGAGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGATGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCC
ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGC
CGCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAAT
AAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGG
CGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGATT
CATGTGTAGTGGTAAGTGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAG
CGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAA
CACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGT

TTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGG
TGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAA
TGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATGAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC
AAACGTGATACAATGGCTGTTACAAAGGGTAGCTGAAGCGCAAGTTTTTGGCGAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCT
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GCAACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACACACCGCCC
GTCAAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCTCA 
 
>MF04_I18_(P7) HG764368 
CGGATTCGCGACGATGAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGA
ATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTA
GGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGA
ATTCCATGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAAATTTGGAAGAACCCCCATTACCAAAGGCGGTTGGTTGGGCTTTTCCGGACCTTAAGGCCCA
AAGCCTGGGGAACCAAACGGAATAAAATCCCCGGGAATCCCCCCCCTAAACCAATAATACCAAACCTTTGGGAAAAACCGTTGTTAAATT
TACCCCTTTAATTCCCCCCCCGGGTTAGACCTTCCCCAATAAGAAACCTAAAGGAATTGACCGGACTTCGCACCAACGGGGGAATAAGGT
GGTTTATTTCAAAGGTCCCCAAAAACCTTCACCAGTCTTGACCTTGTTCCTGCAAGCTTGAAAAAACCAGTGGGAGTTATCAGTTGCACCG
GGTGGGGCATGTTGTCGTCAGCTTCTTTCGTGGAATGTTGGGTAAGTCCCGCAACGAGCCCACCCTTATTGTTAGTAACAGCACGTATG
GTGGGGGACTTTAGCAAGACTGCAGTGAATAATGGAAGAAGTGGGGACGACGTCAATCATCATGCCCCTTATGACTGGGCTAACAACGT
GATACAATGGCTGGTACAAGTATAACTAAAA 
 
>MF04_I18_(P8) HG764369 

GTGACCTCGCGACGATGAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATG
AATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTA
GGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGA
ATTCCATGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCAC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAA
GTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCAT
GTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAGCACAGTGGAGGTTATCAGTTGC
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGC
ACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATGAATTGGAGGAAGGTGGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
GGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTAAGAAAAAAATTAAAAAAAAA 
 
>MF04 i21 (P3) HG764370  

GGGACTTCGTGACGATGAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATG
AATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTA
GGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGA
ATTCCATGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCAC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAA
GTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCAT
GTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTTACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGC
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGC
ACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATAAATTGGAGGAAGGTGGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
GGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTACGAAAAAATTAAAAAAAAAC 
 
>MF04 i38 (Contig L104 - RM50) HG764371 

GGCATCTTTTTATTTTTAAGACCTTTTTCGGAAGGTATGCTCTAAAGATGAGCTTGCGCCACATTAGTTTGGGGGGGGGTAATGGCCTAC
CAAGACGATGATGTGTAGCTGGATTGAGAGGTCGAACAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTATGTAAAGTTCTTTTATTGAAGAA
GAAAAAATAGTGGAAAAACTATCTTGACGTTATTCAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACATAGGGGGC
GAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCAGTGCTTAACGCTGTCTTGTTAT
AGAAACTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGTGTAAATATGTGGAGGAACACCAGAAGC
GTAGGCGGCTTGCTGGGTCTTGACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGATGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAA
CTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTACCAGGTCTTGACATGC
TCTGCAAAGTTATAGTAA 
 
>MF04 Pool3 (Contig RM41) HG764372 

AATAAGCCCGGCTACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACATAGGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAG
GCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCAGTGCTTAACGCTGTCTTGTTATAGAAACTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGA
ATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGTGTAAATATATGGAGGAACACCAGAAGCGTAGGCGGCTTGCTGGGTCTTGACTGACGCTGAGGCAC
GAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTG
AAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATC
ATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTACCAGGTCTTGACATGCTCTGCAAAGCTATAGGAAA 
 
>MF05 (Contig L65-2) HG764373 

TTTCTTTCAGCTACCTTTTGTAACAGCCATTGTATCACGTTTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTC
CTCCAATTCATCACTGGCAGTCTTGCTAAAGTCCCCACCATTACGTGCTGGTAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAAC
CCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTGCAACTGATAACCTCCACTGTGTTTCTACAGCTTTGCAGAAGCAT
GTCAAGACCTGGTGAGGTTTTTCGGGTACCTTCGAATTAAACAACATGATCCACCGCTTGTGCGGAGTCCCGTCAATTCCTTTAAGTTCT
CCATTGC 
 
>MF05 i9 (P5) HG764374 
GTTGCTGCGTGACGATGAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATG
AATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTA
GGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGA
ATTCCATGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCAC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAA
GTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCAT
GTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGC
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGC
ACGTAATGGTGGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATGAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
GGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTACAG 
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>MF05 i11(Contig L66.1) HG764375 
GCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAATA
AGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGC
GGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATT
CCATGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTT
AACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTT

GTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACA
GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACG
TAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATGAATTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC
TACAAACGTGATACAATGGCTGTTACA 
 
>MF05 i37 (L103) HG764376 
CTGGGCTTTGCATCTTCTTGTTTTTAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAGGGAGGAGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAG
GCCTACCAAGACTATGATGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATT
AGGGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATA
GGGGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGT
GATGCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAATGCGTGAATATATGGAGGAACAC
CATTTGCCAGGTCTTTTTGCTGGGTCTTGACGGACTCTTGACGCCCGAAAGCGTTTTCCCC 

 
>MF05 Pool4 (RM42 Seg) HG764377 

GAATAGCCCCGGCTACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACATAGGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTA
GGCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCAGTGCTTAACGCTGTCTTGTTATAGAAACTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGG
AATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGTGTAAATATATGGAGGAACACCAGAAGCGTAGGCGGCTTGCTGGGTCTTGACTGACGCTGAGGCA
CGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACT
GAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGAT
CATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTACCAGGTCTTGACATGCTCTGCAAAGTTATAGAAA 

 
>MF06 (Contig L59.1) HG764378 

CGGCAATGGGAGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATG
ATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTA
TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTATAAAAGCT
GTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCG
GCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAAT
TGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGC
TGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATGAATTGGAGGAAGGTGGGGACG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACAAAGAGTAGCTGAA 
 
>MF06 i35 (Contig M1-L90-L98) HG764379 
TAGTGGCGACGGGTGAGTACGCGTAAGCAATCTGCCCCTAAGACGAGGATAACAGTTGGAAACGACCGCTAAGACTGGATAGGAGACA
AGAAGGCATCTTCTTGTTTTTAAAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAGGGAGGAGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGC
CTACCAAGACTATGATGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAG
GGAAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGG
GGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGAT
GCTATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAG
TAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGATGAGTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGA
AACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAAACCTCACCAGGTCTTGACAT
GCTCCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGGGGGGACTTTACCAAGACTGCCAGTGATGAATTGGAA
GAAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGA 
 
 
>MF06 i39 (Contig RM48- RM51) HG764380 
AAGCCGGCAATACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACATAGGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGTCGTAAAGGGTGCGTAGGC
GGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCTGTGCTTAACGCTGTCTTGTTATAGAAACTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGAAT
TCCATGTGTACCGGTAAAATGTGTAAATATATGGAGGAACACCAGAAGCGTAGGCGGCTTGCTGGGTCTTGACTGACGCTGAGGCACGA
AAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTGAA
GTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCAT
GTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTACCAGGTCTTGACATGCTCTGCAAAGTTATA 
 
>MF06 Pool5 (Contig RM43- L97) HG764381 
GGCATCTTTTTATTTTTAAGACCTTTTTCGAGAAGGTATGCTTAAAGATGAGCTTGCGCCACATTAGTTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTAC
CAAGACGATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTCGAACAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTATGTAAAGTTCTTTTATTGAAGAA
GAAAAAATAGTGGAAAATCTATCTTGACGTTATTCAATGAATAACGCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACATAGGGGGC
GAGCGTTATCCGGAATTATTGGCTGGGGTGCGTAGGCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCAGTGCTTAACGCTGTCTTGTTATAGAA
ACTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGTGTAAATATATGGAGGAACACCAGAAGCGTAG

GCGGCTTGCTGGGTCTTGACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
ATGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAA
AGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTACCAGGTCTTGACATGCTCTGC
AAAGTTATAGAAA 
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>MF07 i40(RM45 Seg) HG764382 
TGAATAGCCGGCTACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACATAGGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAG
GCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCAGTGCTTAACGCTGTCTTGTTATAGAAACTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGA
ATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGTGTAAATATATGGAGGAACACCAGAAGCGTAGGCGGCTTGCTGGGTCTTGACTGACGCTGAGGCAC
GAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTG
AAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATC
ATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTACCAGGTCTTGACATGCTCTGCAAAGTTATAGAAA 
 
>MF07 i40 (L99 Seg) HG764383 
GGCACATAGTTACCGGGGCTTATTCATGAATAACGTCAAGATAGTTTTTCCAATATTTTTTCTTCTTCAATAAAAGAACTTTACATACCGAA
ATACTTCATCGTTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGAGTTTCCTCCATTGCCGAAAATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCG
TGTCTCAGTCCCAATGTGGCTGTTCGACCTCTCAATCCAGCTACACATCATCGTCTTGGTAGGCCATTAAGCACCCCCGAACTAATGTGG
CGCAAGCTCATCTTTAAGCATACCTCCGAAAAAGGTCTTAAAAATAAAAAGATGC 
 
>MF08 Pool1(Contig RM46) HG764384 
CGTATAATATAGCCCCGGCTACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACATAGGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGT
GCGTAGGCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCAGTGCTTAACGCTGTCTTGTTATAGAAACTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCA
AGCGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGTGTAAATATATGGAGGAACACCAGAAGCGTAGGCGGCTTGCTGGGTCTTGACTGACGCTG
AGGCACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCG
GTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGG
TGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTACCAGGTCTTGACATGCTCTGCAAAGTTATAGAA 
 
>MF08 Pool1 (L100 Seg) HG764385 

GTTTTCCACTATTTTTTCTTCTTCAATAAAAGAACTTTACATACCGAAATACTTCATCGTTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGAGTTTCCTCC
ATTGCCGAAAATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCTGTTCGACCCCACCAGCTACACA
TCATCGTCTTGGTAGGCCATTAACCCAACTAATGTGGCGCAAGCTCATCTTTAACATACCTTCCGAAAAAGGTCTTAAAAATAAAAAGATG
CC 
 
>MF09 Pool2 (Contig RM47) HG764386 

AATAAGCCCGGCTACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACATAGGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAC
GCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCAGTGCTTAACCCTGTCTTGTTATAGAAACTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGA
ATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGTGTAAATATATGGAGGAACACCAGAAGCGTAGGCGGCTTGCTGGGTCTTGACTGACGCTGAGGCAC
GAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTG
AAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATC
ATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTACCAGGTCTTGACATGCTCTGCAAAGTTATAGAAA 
 

Secuencias obtenidas en frijoles post-inoculación con cicadélidos 

 
> Frijol2 MF04TF03 Rl26  
GGGTATTGCCAACTTTCGTGGTTTGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCGAGAACGTATTCACCGCGACATGCTGATTCGCGATTACTAGC
GATTCCAACTTCATGAAGTCGAGTTGCAGACTTCAATCCGAACTGAGACTGTTTTTTTGAGATTCGCCAAAAACTTGCGCTTCAGCTACCC
TTTGTAACAGCCATTGTATCACGTTTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCAATTCATCACTG
GCAGTCTTGCTAAAGTCCCCACCATTACGTGCTGGTAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACA
CGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTGCAACTGATAACCTCCACTGTGTTTCTACAGCTTTGCAGAAGCATGTCAAGACCTGGTGAG
GTTTTTCGGGTACCTTCGAATTAAACAACATGATCCACCGCTTGTGCGGAGTCCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCATACTTGCGTACGTACT
ACTCAGGCGGAGTACTTAATGTGTTAACTTCAACACTGGTTTTACCCAACGTTTAGTACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATC
TAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGCGTCAGTAAAGACCCAGCAAGCCGCCTTCGCTACTGGTGTTCCTCCATATATTTA
CGCATTTTACCACTACACATGGAATTCCACTTGCCTCTATCTTACTCTAGCTAAACAGTTTTTATAGCATCACAATGTTGAGCATTGCACTT
AGACCATAAACTTATTTAACCGCCTACGCACCCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCCCCTATGTATTACCGCGGCTGCTGG
CACATAGTTAGCCGGGGCTTATTCATTAGGTACCGTCAGAATGATTTTTCCATCATTTATTCTTCCCTAATAAAAGAACTTTACGTACCGAA

ATACTTCATCGTTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGAGTTTCCTCCATTGCCGAAAATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCG
TGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGTTCAACCTCTCAGCCCGGCTACACATCATAGTCTTGGTAGGCCTTTACCCCACCAACTAACTAATGTG
ACGCAAGCTCCTCCCTAAGCATACCTATTGCTAGGTCTTTTAAAAACAAGAAGATGCCTTCTTGTCTCCTATCCAGTCTTAGCAGTCGTTT
CCAACTGTTATCCTCGTATTAGGGGCAGATCGCATACGCGTTACTCACCCGTCGCCACTAAA 
 
> Frijol9 MF06 TF22 Rl40  

ACTGTTTTTTTGAGATTCGCCAAAAACTTGCGGTTTCAGCTACCCTTTGTAACAAGCCATTGTATCACGTTTGTAGCCCAGGTCATAAGGG
GCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCAATTCATCACTGGCAGTCTTGCTAAAGTCCCCACCATTACGTGCTGGTAACTAACAA
TAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTGCAACTGATAACCTC
CACTGTGTTTCTACAGCTTTGCAGAAGCATGTCAAGACCTGGTGAGGTTTTTCGGGTACCTTCGAATTAAACAACATGATCCACCGCTTGT
GCGGAGTCCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCATACTTGCGTACGTACTACTCAGGCGGAGTACTTAATGTGTTAACTTCAACACTGGTTTTAC
CCAACGTTTAGTACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGCGTCAGTAA
AGACCCAGCAAGCCGCCTTCGCTACTGGTGTTCCTCCATATATTTACGCATTTTACCACTACACATGGAATTCCACTTGCCTCTATCTTAC
TCTAGCTAAACAGTTTTTATAGCATCACAATGTTGAGCATTGCACTTAGACCATAAACTTATTTAACCGCCTACGCACCCTTTACGCCCAAT
AATTCCGGATAACGCTTGCCCCCTATGTATTACCGCGGCTGCTGGCACATAGTTAGCCGGGGCTTATTCATTAGGTACCGTCAGAATGAT
TTTTCCATCATTTATTCTTCCCTAATAAAAGAACTTTACGTACCGAAATACTTCATCGTTCACGCGCCGTTGCTCGGTCAGAGTTTCCTCCA
TTGCCGAAAATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGTTCAACCTCTCAGCCCGGCTAC
ACATCATAGTCTTGGTAGGCCTTTACCCCGCCAACTAACTAATGTGACGCAAGCTCCTCCCTAAGCATACCTATTGCTAGGTCTTTTAAAA
ACAAGAAGATGCCTTCTTGTCTCCTATCCAGTCTTAGCAGTCGTTTCCAACTGTTATCCTCGTCTTAGGGGCAGATTGCTTACGCGTTACT
CACCCGTCGCCA 

 
>TF09 ContigRl39 Frijol8 MF06 
CTTCTTGCGAGTTAGGCCGCCGGCTTGGGGTATTGCCACTTTCGTGGTTTGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCGAGAACGTATTCACCG
CGACATGCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGAAGTCGAGTTGCAGACTTCAATCCGAACTGAGACTGTTTTTTTGAGATTC
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GCCAAAAACTTGCGCTTCAGCTACCCTTTGTAACAGCCATTGTATCACGTTTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCG
TCCCCACCTTCTCCAATTCATCACTGGCAGTCTTGCTAAAGTCCCCACCATTACGTGCTGGTAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGC
GGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTGCAACTGATAACCTCCACTGTGTTTCTACAGCTTT
GCAGAAGCATGTCAAGACCTGGTGAGGTTTTTCGGGTACCTTCGAATTAAACAACATGATCCACCGCTTGTGCGGAGTCCCGTCAATTCC
TTTAAGTTTCATACTTGCGTACGTACTACTCAGGCGGAGTACTTAATGTGTTAACTTCAACACTGGTTTTACCCAACGTTTAGTACTCATCG
TTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGCGTCAGTAAAGACCCAGCAAGCCGCCTT
CGCTACTGGTGTTCCTCCATATATTTACGCATTTTACCACTACACATGGAATTCCACTTGCCTCTATCTTACTCTAGCTAAACAGTTTTTATA

GCATCACAATGTTGAGCATTGCACTTAGACCATAAACTTATTTAACCGCCTACGCACCCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCC
CCCTATGTATTACCGCGGCTGCTGGCACATAGTTAGCCGGGGCTTATTCATTAGGTACCGTCAGAATGATTTTTCCATCATTTATTCTTCC
CTAATAAAAGAACTTTACGTACCGAAATACTTCATCGTTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGAGTTTCCTCCATTGCCGAAAATTCCCTACTG
CTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGTTCAACCTCTCAGCCCGGCTACACATCATAGTCTTGGTAGGC
CTTTACCCCACCAACTAACTAATGTGACGCAAGCTCCTCCCTAAGCATACCTATTGCTAGGTCTTTTAAAAACAAGAAGATGCCTTCTTGT
CTCCTATCCAGCTTAGCAGTCGTTTCCAACTGTTATCCTCGTCTTAGGGGCAGATTGCTTACGCGTTACTCACCCGTCGCCA 
 
>TF19 ContigRl34 Frijol6 MF06  
GGCCGCCGGCTTGGGGTATTGCCAACTTTCGTGGTTTGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCGAGAACGTATTCACCGCGACATGCTGATT
CGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGAAGTCGAGTTGCAGACTTCAATCCGAACTGAGACTGTTTTTTTGAGATTCGCCAAAAACTTGC
GCTTCAGCTACCCTTTGTAACAGCCATTGTATCACGTTTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCT
CCAATTCATCACTGGCAGTCTTGCTAAAGTCCCCACCATTACGTGCTGGTAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCC
AACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTGCAACTGATAACCTCCACTGTGTTTCTACAGCTTTGCAGAAGCATGT

CAAGACCTGGTGAGGTTTTTCGGGTACCTTCGAATTAAACAACATGATCCACCGCTTGTGCGGAGTCCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCATA
CTTGCGTACGTACTACTCAGGCGGAGTACTTAATGTGTTAACTTCAACACTGGTTTTACCCAACGTTTAGTACTCATCGTTTACGGCGTGG
ACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGCGTCAGTAAAGACCCAGCAAGCCGCCTTCGCTACTGGTGTT
CCTCCATATATTTACGCATTTTACCACTACACATGGAATTCCACTTGCCTCTATCTTACTCTAGCTAAACAGTTTTTATAGCATCACAATGTT
GAGCATTGCACTTAGACCATAAACTTATTTAACCGCCTACGCACCCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCCCCTATGTATTAC
CGCGGCTGCTGGCACATAGTTAGCCGGGGCTTATTCATTAGGTACCGTCAGAATGATTTTTCCATCATTTATTCTTCCCTAATAAAAGAAC
TTTACGTACCGAAATACTTCATCGTTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGAGTTTCCTCCATTGCCGAAAATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTA
GGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGTTCAACCTCTCAGCCCGGCTACACATCATAGTCTTGGTAGGCCTTTACCCCACC

AACTAACTAATGTGACGCAAGCTCCTCCCTAAGCATACCTATTGCTAGGTCTTTTAAAAACAAGAAGATGCCTTCTTGTCTCCTATCCAGT
CTTAGCAGTCGTTTCCAACTGTTATCCTCGTCTTAGGGGCAGATTGCTTACGCGTTACTCACCCGTCGCCACTAAA 
 
>TF12 ContigRl32 Frijol3 MF04 

AGTGGACGGGTGAGTAACGCGTAAGCAATCTGCCCCTAAGACGAGGATAACAGTTGGAAACGACTGCGAAGACTGGATAGGAGACAAG
AAGGCATCTTCTTGTTTTTAAAAGACCTAGCAATAGGTATGCTTAGGGAGGAGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCT
ACCAAGACTATGATGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGG
AAGAATAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACATAGGGG
GCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGC
TATAAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAG
CGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGATGAGTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACT
TAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGACCCGAAAAACCTCCCCAGGTCTTGACATGCTTC
TGCAAGCTGTAGAACACAGTGGAGGTTATCAGTTGCACAGGTGGTGCATGGTGTCGTCAGTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAATCCCG
CAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGGACTTTAGCAAGACTGCCAGTGATGAATTGAAGGAAGGTGGGG
ACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACAAAGGGTACGTGAAGCGCAAGTTTTTGC
GGAATTTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTC
GCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACACACCCCCCGTCAA 
 
>Frijol2MF04_TF11 Phy mF2/MR1 
ACCGGCGGTGGGTACAAACCCCGAGAGACGGTATACCCGGGACAAGTGGATTCGGGATACTAGCGATTCCAACTTCAGGAAGTCGAGT
GCCAGCTTCAATCCGAACTGAGACTGTTTTTTGAGATTCGCCAAAAACTTGCGCTTCAGCTACCCTTTGTAACAGCCATTGTATCACGTTT
GTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCAATTCATCACTGGCAGTCTTGCTAAAGTCCCCACCAT
TACGTGCTGGTAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCA
CCTGTGCAACTGATAACCTCCACTGTGTTTCTACAGCTTTGCAGAAGCATGTCAAGACCTGGTGAGGTTTTTCGGGTACCTTCGAATTAAA
CAACATGATCCACCGCTTGTGCGGAGTCCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCATACTTGCGTACGTACTACTCAGGCGGAGTACTTAATGTGTT
AACTTCAACACTGGTTTTACCCAACGTTTAGTACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTT
CGTGCCTCAGCGTCAGTAAAGACCCAGCAAGCCGCCTTCGCTACTGGTGTTCCTCCATATATTTACGCATTTTACCACTACACATGGAAT
TCCACTTGCCTCTATCTTACTCTAGCTAAACAGTTTTTATAGCATCACAATGTTGAGCATTGCACTTAGACCATAAACTTATTTAACCGCCT
ACGCACCCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCCCCTATGTATTACCGCGGCTGCTGGCACATAGTTAGCCGGGGCTTATTCA
TTAGGTACCGTCAGAATGATTTTTCCATCATTTATTCTTCCCTAATAAAAGAACTTTACGTACCGAAATACTTCATCGTTCACGCGGCGTTG
CTCGGTCAGAGTTTCCTCCATTGCCGAAAATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGTT
CAACCTCTCAGCCCGGCTACACATCATAGTCTTGGTAGGCCTTTACCCCACCAACTAACTAATGTGACGCAAGCTCCTCCCTAAGCATAC
CTATTGCTAGGTCTTTTAAAAACAAGAAGATGCCTTCTTGTCTCCTATCCGGTCTTAGCAGTCGTTTC 
 
>Frijol5MF04_TF06 
ACGGGCGGTGTGTACAAACCCCGAGAACGTATTCACCCGGAACTGGTGATACGCATTTCAGCATCCAGTCCATAGTGCGAGTCGATCAT
CGGACTGAACGTTTTCGATGCAATCCTGCGCTCAGCTACTGTACAGCATGTATCACGTGTAGCCCAGTCATAGGCATGATGATGGACGTC
GTCCCACTCTTCATCATCACTGCAGTCTGCTAAGTCCACATAACGTGCTGTACTACATAGGGTGCGCTCGTGCGGGACTACCCCAACATC
TCACGACACGAGCTGACGACACCATGCACCACCTGTGCAACTGATAACCTCCACTGTGTTTCTACAGCTTTGCAGAAGCATGTCAAGACC
TGGTGAGGTTTTTCGGGTACCTTCGAATTAAACAACATGATCCACCGCTTGTGCGGAGTCCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCATACTTGCGT
ACGTACTACTCAGGCGGAGTACTTAATGTGTTAACTTCAACACTGGTTTTACCCAACGTTTAGTACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCA
GGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTCAGCGTCAGTAAAGACCCAGCAAGCCGCCTTCGCTACTGGTGTTCCTCCAT

ATATTTACGCATTTTACCACTACACATGGAATTCCACTTGCCTCTATCTTACTCTAGCTAAACAGTTTTTATAGCATCACAATGTTGAGCATT
GCACTTAGACCATAAACTTATTTAACCGCCTACGCACCCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCCCCTATGTATTACCGCGGCT
GCTGGCACATAGTTAGCCGGGGCTTATTCATTAGGTACCGTCAGAATGATTTTTCCATCATTTATTCTTCCCTAATAAAAGAACTTTACGTA
CCGAAATACTTCATCGTTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGAGTTTCCTCCATTGCCGAAAATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTG
GGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGTTCAACCTCTCAGCCCGGCTACACATCATAGTCTTGGTAGGCCTTTACCCCACCAACTAACTA
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ATGTGACGCAAGCTCCTCCCTAAGCATACCTATTGCTAGGTCTTTTAAAAACAAGAAGATGCCTTCTTGTCTCCTATCCAGTCTTAGCAGT
CGTTTC 
 
 
 
>Frijol6MF06_TF07 
ACGGGCGGTGTGTACAAACCCCGAGAACGTATTCACCGCGACATGCTGTATCCGCGGATTACTGGAGTCGATTCCAGACTTCATGAAGT
CCAGTCGTCAGACTCCAATCCGAACTGAGACTGTTTTTTTGAGATTCGCCAAAAACTTGCGCTTCAGCTACCCTTTGTAACAGCCATTGGA
TCACGGTTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATGTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCAATTCATCACTGGCAGTCTTGCTAAAGTC
CCCACCATTACGTGCTGGTAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACC
ATGCACCACCTGTGCAACTGATAACCTCCACTGTGTTTCTACAGCTTTGCAGAAGCATGTCAAGACCTGGTGAGGTTTTTCGGGTACCTT
CGAATTAAACAACATGATCCACCGCTTGTGCGGAGTCCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCATACTTGCGTACGTACTACTCAGGCGGAGTACT
TAATGTGTTAACTTCAACACTGGTTTTACCCCAACGTTTAGTACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTC
CCCACGCTTTCGTGCCTCAGCGTCAGTAAAGACCCAGCAAGCCGCCTTCGCTACTGGTGTTCCTCCATATATTTACGCATTTTACCACTA
CACATGGAATTCCACTTGCCTCTATCTTACTCTAGCTAAACAGTTTTTATAGCATCACAATGTTGAGCATTGCACTTAGACCATAAACTTAT
TTAACCGCCTACGCACCCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCCCCTATGTATTACCGCGGCTGCTGGCACATAGTTAGCCGG
GGCTTATTCATTAGGTACCGTCAGAATGATTTTTCCATCATTTATTCTTCCCTAATAAAAGAACTTTACGTACCGAAATACTTCATCGTTCAC
GCGGCGTTGCTCGGTCAGAGTTTCCTCCATTGCCGAAAATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAAT
GTGGCCGTTCAACCTCTCAGCCCGGCTACACATCATAGTCTTGGTAGGCCTTTACCCCACCAACTAACTAATGGGACCCAAGCTCCTCCC
TAAGCATACCTATTGCTAGGCCTTTTAAAAACAAGAAAAAGCTCTTCTGGTCTCCTATCAAGTCTTAACAGCCGTTTC 
 
 
 
>Frijol6MF06_TF19 

ACGGGCGGTGTGTACAAACCCCGAGAACGTATTCACCGCGACATGCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGAAGTCGAGTT
GCAGACTTCAATCCGAACTGAGACTGTTTTTTTGAGATTCGCCAAAAACTTGCGCTTCAGCTACCCTTTGTAACAGCCATTGTATCACGTT
TGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCAATTCATCACTGGCAGTCTTGCTAAAGTCCCCACCA
TTACGTGCTGGTAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACC

ACCTGTGCAACTGATAACCTCCACTGTGTTTCTACAGCTTTGCAGAAGCATGTCAAGACCTGGTGAGGTTTTTCGGGTACCTTCGAATTAA
ACAACATGATCCACCGCTTGTGCGGAGTCCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCATACTTGCGTACGTACTACTCAGGCGGAGTACTTAATGTGT
TAACTTCAACACTGGTTTTACCCAACGTTTAGTACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTT
TCGTGCCTCAGCGTCAGTAAAGACCCAGCAAGCCGCCTTCGCTACTGGTGTTCCTCCATATATTTACGCATTTTACCACTACACATGGAA
TTCCACTTGCCTCTATCTTACTCTAGCTAAACAGTTTTTATAGCATCACAATGTTGAGCATTGCACTTAGACCATAAACTTATTTAACCGCC
TACGCACCCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCCCCTATGTATTACCGCGGCTGCTGGCACATAGTTAGCCGGGGCTTATTC
ATTAGGTACCGTCAGAATGATTTTTCCATCATTTATTCTTCCCTAATAAAAGAACTTTACGTACCGAAATACTTCATCGTTCACGCGGCGTT
GCTCGGTCAGAGTTTCCTCCATTGCCGAAAATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGT
TCAACCTCTCAGCCCGGCTACACATCATAGTCTTGGTAGGCCTTTACCCCACCAACTAACTAATGTGACGCAAGCTCCTCCCTAAGCATA
CCTATTGCTAGGTCTTTTAAAAACAAGAAGATGCCTTCTTGTCTCCTATCCAGTCTTAGCAGTCGTTTC 
 
>Frijol5-MF04_TF14_(Rl56 

TTTCTATAACTTTGCAGAGCATGTCAAGACCTTTTGGTAATGTATATTTATCGCGTATCTTCCAATTATACTACAACATGATCCACCGCTTG
TGCGGAGTCCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCATACTTGCGTACGTACTACTCAGGCGGAGTACTTAATGTGTTAACTTCAGTACCGAGTTTT
ATCCCGACACTTAGTACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACGCTTTCGTGCCTCAGCGTCAG
TCAAGACCCAGCAAGCCGCCTACGCTTCTGGTGTTCCTCCATATATTTACACATTTTACCGCTACACATGGAATTCCGCTTGCCTCTATCT
AACTCTAGTCAAGGTAGTTTCTATAACAAGACAGCGTTAAGCACTGAAATTAAATTATAGACTTTCCTAACCGCCTACGCACCCTTTACGC
CCAATAATTCCGGATAACGCTCGCCCCCTATGTCTTACCGCGGCTGCTGGCACATAGTTAGCCGGGGCTATGCATTCATTGAATAACGTC
AAGATAGTTTTTCCACTATTA 
 
>Frijol5-MF04_TF14_(Rl35 
ACGGGCGGTGTGTACAAACCCCGAGAACGTATTCACCGCGGACATGCTGATTCGCGAGTACTAGGCGATTCCAACTTCATGAAGTCGAG
TTGCAGACTTCAATCCGAACTGAGACTGTTTTTTTGAGAATCGCCAAAAACTTGCGCTTCAGCTACCCTTTGTAACAGCCATTGTATCACG
TTTGTAGCCCAAGTCATAAGGGGCAAGATGATTGGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCAATTCATCACTGGCAGTCTTGCTAAAGTCCCCAC
CATTACGTGCTGGTAACCTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTGGCGGGACTTAATCCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAAGCCAT
GCCACCACCTGGGCAACTGATAACCTCCACTGTGTTTCTACAGCTTTGCAGAAGCATGTCAAGACCTGGTGAGGTTTTTCGGGTACCTTC
GAATTAAACAACATGATCCACCGCTTGTGCGGAGTCCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCATACTTGCGTACGTACTACTCAGGCGGAGTACTT
AATGTGTTAACTTCAACACTGGTTTTACCCAACGTTTAGTACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCC
CCACGCTTTCGTGCCTCAGCGTCAGTAAAGACCCAGCAAGCCGCCTTCGCTACTGGTGTTCCTCCATATATTTACGCATTTTACCACTAC
ACATGGAATTCCACTTGCCTCTATCTTACTCTAGCTAAACAGTTTTTATAGCATCACAATGTTGAGCATTGCACTTAGACCATAAACTTATTT
AACCGCCTACGCACCCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCCCCTATGTATTACCGCGGCTGCTGGCACATAGTTAGCCGGG
GCTTATTCATTAGGTACCGTCAGAATGATTTTTCCATCATTTATTCTTCCCTAATAAAAGAACTTTACGTACCGAAATACTTCATCGTTCACG

CGGCGTTGCTCGGTCAGAGTTTCCTCCATTGCCGAAAATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATG
GGGCCGTTCAACCTCTCAGCCCGGCTACACATCATAGTCTTGGTAGGCCTTTACCCCACCAACTAACTAATGGGACCCAAGCTCCTCCCT
AAGCATACCTATTGCTAGGCCTTTTAAAAACAAAAAGATGGCCTTCTTGGTCTCCTATCAAGTCTTAAAAACCGTTTC 
 
 


