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Abstract

hili crop in the north-central Mexico is damaged by infection caused by Candidatus

Phytoplasma trifolii. Disease symptoms include chlorosis, leaf deformation, dwarfism and

floral overdevelopment (big bud) with pistil and anther necrosis. The distribution of big

buds on the plant is irregular. This suggests that the pathogen or its effectors move irregularly

within the plant. Therefore, the objective of this work was to determine the presence of Candidatus

Phytoplasma trifolii in different organs of chili plants with big bud symptoms. Diseased Mirasol

type chili plants were collected from a commercial field in Zacatecas, Mexico, and their roots,

stems, leaves, fruits and big buds were analyzed by universal and nested PCR for the presence of

the phytoplasma. The pathogen was detected in five of eight plants tested, in at least one organ

of each plant; however, its distribution within plants was irregular. The percentage of detection

Keywords: Candidatus was 33.3, 62.5, 70, 80, and 100 % in roots, leaves, stems, fruits, and large buds, respectively. In

Phytoplasma trifolii, PCR, fruits of chili plants symptomatic to big buds, the phytoplasma was detected in the peduncle,
incidence, distribution. placenta, and seeds.

Resumen

1 cultivo de chile en el norte centro de México es daflado por la infeccién causada por

Candidatus Phytoplasma trifolii. Los sintomas de la enfermedad incluyen clorosis,

deformacion foliar, enanismo y sobredesarrollo floral (yema grande) con necrosis de pistilo

y anteras. La distribucién de yemas grandes en la planta es irregular. Ello sugiere que el patégeno

o sus efectores se moverian irregularmente dentro de la planta. Por lo tanto, el objetivo de este

trabajo fue determinar la presencia de Candidatus Phytoplasma trifolii en diferentes érganos de

plantas de chile con sintomas de yema grande. Plantas enfermas de chile tipo Mirasol fueron

recolectadas en una parcela comercial en Zacatecas, México, y sus raices, tallos, hojas, frutos

y yemas grandes fueron analizadas por PCR universal y anidada para detectar la presencia del

fitoplasma. El patégeno fue detectado en cinco de ocho plantas analizadas, en por lo menos

un 6rgano de cada planta; sin embargo, su distribucién dentro de las plantas fue irregular.

Palabras clave: Candidatus  El porcentaje de deteccién fue 33.3, 62.5, 70, 80 y 100 % en raices, hojas, tallos, frutos y yemas

Phytoplasma trifolii, PCR, grandes, respectivamente. En frutos de plantas de chile sintomdticas a yema grande, el fitoplasma
incidencia, distribucién. fue detectado en el peddnculo, placenta y semillas.
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Introduction

Among the diseases that damage chili crop (Capsicum
annuum L.) for drying in north-central Mexico, the
so-called big bud stands out. This is associated with
infection by Candidatus Phytoplasma trifolii located
within the phylogenetic group 16SrVI and hereafter
called CPt, transmitted by the beet leathopper
(Neoaliturus tenellus Baker) (Mauricio-Castillo et al,
2015). The disease has been identified on chili plants
in New Mexico and Arizona in the United States of
America, Iran and Turkey (Randall et al., 2009; Randall
et al., 2011; Faghigi et al., 2016; Zibadoost et al., 2016;
Carpar and Sertkaya, 2022). Symptoms associated with
CPt infection of chili plants include lanceolate leaves
with chlorotic or yellow margin, dwarfism or bushy
dwarfism, as well as overdevelopment of sepals or
big bud (BB) and anther or pistil necrosis leading to
yield loss. However, the manifestation of symptoms,
specifically BB, may be partial or complete. In most
cases, the affected plants do not develop fruits, but
occasionally they manage to keep those originated
in the first blooms, while the young fruits, when
formed, have no commercial value. On the other hand,
some symptoms such as BB and leaf deformation
are also expressed in the shoots originated in the
stem of the plants. This suggests that the pathogen
or, possibly, its effectors once introduced into the
phloem of the plant could move regularly causing
the “disordered” distribution of some symptoms. The
irregular distribution of the phytoplasmas has been
mentioned by Christensen et al. (2004) in plants of
Euphoria pulcherrima Willd. Ex Klotzch. Therefore, it is
important to obtain information on how CPt invades
various organs of chili plants and the distribution
of its symptoms within the plant to improve the
sampling of the disease in the field and the detection
of the phytoplasma in the laboratory. Therefore, the
objective of this work was to determine the presence
of Candidatus Phytoplasma trifolii (16SrVI) in different
organs of chili plants with BB symptoms.

Materials and methods

Whole Mirasol type chili plants for drying were
collected in a commercial field located in Morelos,
Zacatecas (22.865667 latitude North, -102.584558
longitude West, 2158 masl). These plants showed the
typical symptoms associated with CPT infection (BB
and deformed and chlorotic foliage). Immediately
after extraction, the plants were transferred to the
laboratory of Molecular Biology of the National Institute
of Forestry, Agricultural and Livestock Research,
Experimental Field Zacatecas. Phytoplasma detection in
root, stem, leaves, fruit (including seed, placenta and
pericarp portions) and BB samples from the chili plants
collected was by 16S ribosomal gene amplification
with universal polymerase chain reaction (PCR)

Introducciéon

Entre las enfermedades que dafian al cultivo de chile
(Capsicum annuum L.) para secado en el norte centro
de México destaca la denominada yema grande. Esta
se asocia con la infeccién por Candidatus Phytoplasma
trifolii ubicado dentro del grupo filogenético 16SrVI
y denominado en adelante CPt, transmitido por la
chicharrita del betabel (Neoaliturus tenellus Baker)
(Mauricio-Castillo et al., 2015). Dicha enfermedad ha
sido identificada en plantas de chile en Nuevo Mexico
y Arizona en los Estados Unidos de América, Irdn
y Turquia (Randall et al.,, 2009; Randall et al., 2011;
Faghigi et al., 2016; Zibadoost et al., 2016; Carpar y
Sertkaya, 2022). Los sintomas asociados con la infeccién
de plantas de chile por CPt incluyen hojas lanceoladas
con el borde clorético o amarillo, enanismo o enanismo
arbustivo, asi como el sobredesarrollo de los sépalos o
yema grande (YG) y la necrosis de anteras y pistilo que
conducen a la pérdida de la produccién. Sin embargo,
la manifestacién de sintomas, especificamente YG,
puede ser parcial o completa. En la mayoria de los
casos, las plantas afectadas no desarrollan frutos, pero
ocasionalmente llegan a conservar los originados en las
primeras floraciones, mientras que los frutos jévenes,
cuando son formados, carecen de valor comercial. Por
otro lado, algunos sintomas como YG y deformaci6én
foliar también se expresan en los rebrotes originados en
el tallo de la planta. Lo anterior sugiere que el patégeno
0, posiblemente, sus efectores una vez introducidos en
el floema de la planta podrian moverse irregularmente
provocando la distribucién “desordenada” de algunos
sintomas. La distribucién irregular de los fitoplasmas
ha sido mencionada por Christensen et al. (2004) en
plantas de Euphorbia pulcherrima Willd. Ex Klotzch.
Entonces, lo importante es obtener informacién sobre
la forma en que CPt invade diversos 6rganos de las
plantas de chile y la distribucién de sus sintomas dentro
de la planta para mejorar los esquemas de muestreo de
la enfermedad en campo y la deteccién del fitoplasma
en el laboratorio. Por lo tanto, el objetivo del trabajo
consisti6 en determinar la presencia de Candidatus
Phytoplasma trifolii (16SrVI) en diferentes érganos de
plantas de chile con sintomas de YG.

Materiales y métodos

Plantas completas de chile tipo Mirasol para secado
se recolectaron en una parcela comercial ubicada en
Morelos, Zacatecas (22.865667 latitud Norte, -102.584558
longitud Oeste, 2158 msnm). Estas plantas mostraban los
sintomas tipicos asociados con la infeccién por CPt (YG
y follaje deforme y clorético). Inmediatamente después
de extraidas, las plantas fueron trasladadas al laboratorio
de Biologia Molecular del Instututo Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias-Campo
Experimental Zacatecas. La detecciéon de fitoplasmas
en las muestras de raiz, tallo, hojas, fruto (incluyendo
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oligonucleotides. In direct PCR, the oligonucleotides
P15-AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3’ and Tint
5-TCAGGCGTGTGCTCTAACCAGC-3> amplifying a
1700 pb fragment were used (Smart et al., 1996);
in the nested PCR, the oligonucleotides used were
R16F2n 5-GAAACGACTGCTAAGACTGG-3’ and R16R2
TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3’ which amplify
a 1250 pb (Gundersen and Lee, 1996). The reaction
mixture contained 2.5 pL of PCR buffer (10x), 1.5 pL of
MgCl, (50 mM), 2.5 pL of dNTPs (20 pM), 0.5 pL of each
oligonucleotide (20 pM). 0.25 pL of Taq polymerase (5 U/
pL), 25 pL of DNA extract (50 ng/ puL) and sterile milli Q
water for a final volume of 25 pl. In nested PCR, 1 pL
of the direct PCR product was used and volumetrically
made up to a final volume of 25 pL with the relation
mixture. Amplification recreations were performed with
a 2720 Thermal Cycler of Applied Biosystems® (USA),
with 35 cycles of 1 min denaturalization at 95 °C (3 min
at 95 °Cin the first cycle), 1 min alignment at 56 °C and
an extension of 2 min at 72 °C (5 min in the last cycle).
The obtained products were re-amplified with 35 cycles
of denaturalization of 1 min at 94 °C (3 min in the first
cycle), alignment of 1 min at 55 °C and one extension
of 2 min at 72 °C (5 min in the last cycle). PCR products
were analyzed by electrophoresis on a 1.2 % agarose gel,
stained with ethidium bromide and visualized by UV
light. DNA from the extracts of the chili samples was
used as a quencher in the PCR. Sterile milli Q water was
used as negative control (Mauricio-Castillo et al., 2015).
In addition, seven fruits from plant 7 were selected
because a previous test had been positive for CPt in
leaves and BB; from each fruit a sample of each part
(peduncle, pericarp, placenta and seeds) was obtained;
these samples were then submitted, separately, to the
DNA extraction and phytoplasma detection process
previously exposed.

Results and discussion

In total, eight plants of Mirasol type chili for drying with
symptoms of phytoplasma infection (big bud, dwarfism,
chlorotic foliage and deformed fruits) were collected.
Candidatus Phytoplasma trifolii (16SrVI) was detected in
five of these plants in at least one of their organs; this
phytoplasma was not detected in the analyzed organs
of the other three plants, probably due to the low
concentration of the pathogen.

In total, 66 samples were analyzed; all of them came
from different organs of the eight plants sampled; in 35
of them, fragments associated with phytoplasma were
amplified using the nested PCR technique with the
universal oligonucleotide P1/Tint and R16F2n/R16R2.
This was confirmed by the presence of a 1250 pb in the
extracts analyzed and in the positive control (Figure 1).
Some amplification in the negative control (sterile water)
was negligible.
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porciones de semilla, placenta y del pericarpio) y YG
de las plantas de chile recolectadas fue mediante la
amplificacién de gen 16S ribosomal con oligonucle6tidos
universales para la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). En la PCR directa se utilizaron los oligonucle6tidos
P15-AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3’ y  Tint
5-TCAGGCGTGTGCTCTAACCAGC-3> que amplifican
un fragmento de 1700 pb (Smart et al, 1996); en
la PCR anidada, los oligonucleétidos usados fueron
R16F2n 5-GAAACGACTGCTAAGACTGG-3* y R16R2
TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3* que amplifican
un fragmento de 1250 pb (Gundersen y Lee, 1996). La
mezcla de reaccién contenia 2.5 pL de buffer de PCR
(10x), 1.5 pL de MgCl, (50 mM), 2.5 pL de dNTPs (20 pM),
0.5 pL de cada oligonucledtido (20 pM), 0.25 pL de Taq
polimerasa (5 UjuL), 2.5 pL de extracto de ADN (50 ng/
pl) y agua mili Q estéril para un volumen final de 25
pL. En la PCR anidada se utilizé 1 pL del producto de la
PCR directa y se aforé a un volumen final de 25 pL con
la mezcla de reaccién. Las reacciones de amplificacién
se realizaron con un termociclador programable 2720
Thermal Cycler de Applied Biosystems® (USA), con 35
ciclos de desnaturalizaciéon de 1 min a 94 °C (3 min a
95 °C en el primer ciclo), alineamiento de 1 min a 56 °C
y una extension de 2 min a 72 °C (5 min en el dltimo
ciclo). Los productos obtenidos fueron reamplificados con
35 ciclos de desnaturalizacién de 1 min a 94 °C (3 min
en el primer ciclo), alineamiento de 1 min a 55 °C y una
extension de 2 min a 72 °C (5 min en el tltimo ciclo). Los
productos de PCR fueron analizados por electroforesis
en un gel de agarosa al 1.2 %, tefiidos con bromuro de
etidio y visualizados mediante luz UV. El ADN de los
extractos provenientes de las muestras de chile se usé
como templete en el PCR. El agua mili Q estéril fue
utilizada como control negativo (Mauricio-Castillo et al.,
2015). Ademds, siete frutos procedentes de la planta 7
se seleccionaron porque en una prueba anterior habia
resultado positiva a CPt en hojas y YG; de cada fruto se
obtuvo una muestra de cada parte (pedtnculo, pericarpio,
placenta y semillas); luego esas muestras se sometieron,
por separado, al proceso de extracciéon de ADN y deteccién
de fitoplasma previamente expuesto.

Resultados y discusion

En total, ocho plantas de chile para secado tipo Mirasol con
sintomas de la infeccién por fitoplasmas (yema grande,
enanismo, follaje clorético y frutos deformes) fueron
recolectadas. Candidatus Phytoplasma trifolii (16SrVI) se
detectd en cinco de esas plantas en por lo menos uno de
sus 6rganos; ese fitoplasma no se detect6 en los 6rganos
analizados de las otras tres plantas, probablemente debido
a la concentracion escasa del patégeno.

En total, 66 muestras fueron analizadas; todas ellas
provenieron de 6rganos diferentes de las ocho plantas
muestreadas; en 35 de ellas se amplificaron fragmentos
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Figure 1. 1.2 % agarose gel electrophoresis showing nested PCR products obtained from Mirasol chili plant extracts
using oligonucleotides pairs P1/Tint6 and R16F2n/R16R2. Lane M, 1 kb plus DNA molecular weight marker
(Invitrogen Life Technologies); lanes 1 to 22 correspond to chili samples, lane 23: negative control and lane 24:

positive control.

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % que muestra los productos del PCR anidado obtenidos a partir de
extractos de plantas de chile Mirasol mediante el uso de los pares de oligonucleétidos P1/Tint6 y R16F2n/
R16R2. Carril M, marcador de peso molecular de 1 kb plus DNA (Invitrogen Life Technologies); los carriles 1 a
22 corresponden a muestras de chile, carril 23: control negativo y carril 24: control positivo.

The distribution of the phytoplasma in the organs
of the five positive plants was disuniform; this is
in agreement with the results of Firrao et al. (2007)
and Saracco et al. (2006), who mentioned that the
phytoplasmas are distributed irregularly in plants
and that their concentration varies in plants of the
same species, even when inoculate under controlled
conditions. The percentage of pathogen detection in
the 35 positive samples of this study was 33.3, 62.5,
70.0, 80.0 and 100.0 % in root, leaf, stem, fruit and LB,
respectively (Table 1).

The percentage of CPt detection in leaves, from the
upper and lower strata of the plants, was 62.5. When
analyzing the strata separately, of the 16 leaf samples
in total, 13 were from the upper stratum (apical
leaves), resulting seven positive samples (53.8 %). Three
samples corresponded to the lower stratum (lower
or mature leaves) and phytoplasma was detected in
all of them (100 %); due to the small sample size, the
percentage of detection was increased top 100 (Table 1).
Only three samples of mature leaves were included due
to the high degree of senescence in this stratum in the
rest of the plants.

The presence of the CPt was detected in seven of 10
stem samples analyzed from five plants (Table 1);
positive samples came from three plants. In general,
the stems of chili plants with BB do not show
ostensible symptoms associated with the disease,

asociados con fitoplasmas mediante la técnica de PCR
anidado con las combinaciones de oligonucleétidos
universales P1/Tint y R16F2n/R16R2. Ello se confirmé
con la presencia de un fragmento de 1250 pb, en los
extractos analizados y en el control positivo (Figura 1).
Alguna amplificacién en el control negativo (agua
estéril) fue inapreciable.

La distribucién del fitoplasma en los 6rganos de las
cinco plantas positivas fue desuniforme; ello concuerda
con los resultados de Firrao et al. (2007) y Saracco et
al. (2006), quienes mencionaron que los fitoplasmas se
distribuyen de manera irregular en las plantas y que
su concentracién varia en plantas de la misma especie,
adan cuando son inoculadas en condiciones controladas.
El porcentaje de deteccién del patégeno en las 35
muestras positivas del presente estudio fue de 33.3,
62.5, 70.0, 80.0 y 100.0 % en las muestras de raiz, hojas,
tallo, fruto y YG, respectivamente (Cuadro 1).

El porcentaje de deteccién de CPt en hojas, de los
estratos superior e inferior de las plantas, fue de
62.5. Al analizar los estratos por separado, de las 16
muestras de hojas en total, 13 eran del estrato superior
(hojas apicales), resultando siete muestras positivas
(53.8 %). Al estrato inferior (hojas de la parte baja o
maduras) corresponden tres muestras y en todas ellas
fue detectado el fitoplasma (100 %); debido al tamafio
reducido de la muestra, el porcentaje de deteccién
se increment6é hasta 100 (Cuadro 1). Solamente se
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Table 1. Percentage of detection of Candidatus Phytoplasma trifolii in different organs of chili plants for drying Mirasol

type with big bud symptomatology (n: 5 plants).

Cuadro 1. Porcentaje de deteccién de Candidatus Phytoplasma trifolii en diferentes 6rganos de plantas de chile para
secado tipo Mirasol con sintomatologia de yema grande (n: 5 plantas).

No. positive samples/No. analyzed samples/

Percentage of detection/

Organ/Organo Num. Muestras positivas/Nam. . s
. Porcentaje de deteccién
Muestras analizadas
Root/Raiz 2/6" 33.3
Leaf/Hojas 10716 62.5
Stem/Tallo 7710 70.0
Fruit/Fruto 8/10 80.0
Big bud/Yema grande 8/8 100.0

*Two samples were analyzed from one plant.

*De una planta se analizaron dos muestras.

although with some frequency a greater number of
resprouts are observed along the stem in this type
of plants; these resprouts could be attributed to the
hormonal imbalance caused by this type of pathogen
(Dermastia, 2019).

The percentage of CPt detection in the chili fruit
samples was 80.0 % (Table 1); however, three of the
eight positive fruits came from early blooms and the
rest from more recent blooms at the time of sampling,
this could indicate possible early inoculation of these
plants that eventually lead to a greater distribution of
the pathogen in the plant.

All BB samples from three plants were positive for
CPt (Table 1). The BB, modified flowers, could be fast-
growing tissues where nutrients and the pathogen are
accumulated and conducted by the phloem; this would
explain the high detection rate, although it should be
noted that, in the other two positive plants, the LB
analyzed were negative for CPt, which could indicate
that BB expression is not always associated with
the presence of CPt or that the concentration of the
pathogen is so low that it is undetectable.

The root has been reported as one of the organs where
the phytoplasma concentration tends to be higher,
as reported by Carminati et al. (2021) and Ebadi
et al. (2020) in tomato plants infected by grafting
with Candidatus Phytoplasma solani (CPs) and with
Candidatus Phytoplasma australasiae. In the present
work, the percentage of detection in the roots was the
lowest (33.3 %), when considering all the plant organs
analyzed (Table 1), and corresponds to two of the five
plants sampled (Table 2). Importantly, the symptom
of overdevelopment associated with the disease was
not found in any of the roots (Mauricio-Castillo et al.,
2015), although Christensen et al. (2004) had already
indicated the low concentration of phytoplasma in
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incluyeron tres muestras de hojas maduras debido al
alto grado de senescencia en dicho estrato en el resto
de las plantas.

La presencia de CPt fue detectada en siete de 10
muestras de tallo analizadas provenientes de cinco
plantas (Cuadro 1); las muestras positivas provenian de
tres plantas. En general, los tallos de plantas de chile
con YG no muestran sintomas ostensibles asociados
con la enfermedad, aunque con cierta frecuencia se
observa un mayor nimero de rebrotes a lo largo del
tallo en este tipo de plantas; estos rebrotes pudieran ser
atribuidos al desbalance hormonal provocado por este
tipo de patégenos (Dermastia, 2019).

El porcentaje de deteccién de CPt en las muestras de
frutos de chile fue de 80.0 % (Cuadro 1); sin embargo,
tres de los ocho frutos positivos provenian de las
primeras floraciones y el resto de las floraciones mds
recientes al momento del muestreo; ello podria indicar
la posible inoculacién temprana de estas plantas que
eventualmente conduciria a una mayor distribucion del
patégeno en la planta.

Todas las muestras de YG provenientes de tres plantas
resultaron positivas a CPt (Cuadro 1). Las YG, flores
modificadas, podrian ser tejidos de crecimiento rdpido
donde se acumulan los nutrientes y el patdégeno
conducidos por el floema; ello explicaria el gran
porcentaje de deteccidén, aunque es necesario sefialar
que, en las otras dos plantas positivas, las YG analizadas
resultaron negativas a CPt, lo cual podria indicar que
la expresion de YG no siempre se encuentra asociada
con la presencia de CPt o bien que la concentracién del
patégeno es tan reducida que es no detectable.

La rajz ha sido sefialada como uno de los 6rganos
donde la concentracién de fitoplasmas tiende a ser
mds grande, segtin lo consignan Carminati et al. (2021)
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Table 2. Presence of “Candidatus Phytoplasma trifolii” in organs of Mirasol type chili plants for drying with large bud

symptoms.

Cuadro 2. Presencia de “Candidatus Phytoplasma trifolii” en 6rganos de plantas de chile para secado tipo Mirasol con

sintomas de yema grande.

Plant/Planta
Organ
1 2 3 4 5
Root/Raiz Positive/Positiva ~ Negative/Negativa  Positive/Positiva  Negative/Negativa Negative/Negativa
Stem /Tallo Positive/Positiva  Negative/Negativa  Positive/Positiva  Negative/Negativa  Positive /Positiva
Lower leaves/ Positive/Positiva  Negative/Negativa Negative/Negativa Negative/Negativa  Positive/Positiva
Hojas inferiores
Upper leaves/ Positive/Positiva ~ Negative/Negativa  Positive /Positiva Positive / Positiva Positive / Positiva
Hojas superiores
Apparently healthy fruits/  Positive/Positiva Positive / Positiva Positive /Positiva  Negative/Negativa Negative/Negativa
Frutos aparentemente sanos
Symptomatic fruits/ Positive / Positiva Positive / Positiva Positive/Positiva ~ Negative/Negativa Negative/Negativa
Frutos sintomadticos
Big bud/Yema grande Negative/Negativa  Positive/Positiva ~ Negative/Negativa  Positive/Positiva Positive / Positiva

roots of E. pulcherrima and sesame (Sesamum indicum L.)
plants (Sigh et al., 2018). In strawberry (Fragaria spp)
plants infected with clover phyllody phytoplasma,
this pathogen was not detected in roots, but in large
concentrations in petioles and receptacles (fruit), and
smaller concentrations in sepals, petals and leaves
(Clark et al., 1983).

The pathogen was also detected in the stem of three
of the five plants; coincidentally, two of the plants
with positive roots were also positive in the stem; the
other plant that was positive in the steam did not show
this characteristic in the root (Table 2). In the study by
Christensen et al. (2004), the stems of E. pulcherrima
plants were positive for CPs but the concentration of
the pathogen was moderate.

Samples of lower and mature leaves were positive for
CPt in two of the five plants. Usually, the leaves in this
stratum are often asymptomatic, that is, they do not
show marginal chlorosis, reduced size, or deformation
as occurs in younger leaves in BB plants. In contrast,
the youngest leaves, which showed the previously
described symptoms, were positive in four of the five
plants processed (Table 2); this is in agreement with
Carminati et al. (2021) as the initial colonization of
young leaf tissues of tomato plants by CPs and with
Saracco et al. (2006) because they detected higher
concentration of chrysanthemum yellow phytoplasma
in young apical leaves than in basal leaves. In contrast,
Christensen et al. (2004) mentioned that the presence
of phytoplasma was very low or undetectable in young
leaves, and their concentration was high in mature
leaves of E. pulcherrima.

Under field conditions, some chili plants with BB
symptoms develop fruits, especially in the first

y Ebadi et al. (2020) en plantas de tomate infectadas
mediante injerto con Candidatus Phytoplasma solani
(CPs) y con Candidatus Phytoplasma australasiae. En
el presente trabajo, el porcentaje de deteccién en
las raices fue el menor (33.3 %), al considerar todos
los 6rganos de la planta analizados (Cuadro 1), y
corresponde a dos de las cinco plantas muestreadas
(Cuadro 2). Algo importante es que, en ninguna de las
raices se encontré el sintoma de desarrollo excesivo
asociado con la enfermedad (Mauricio-Castillo et al.,
2015), aunque Christensen et al. (2004) ya habian
indicado la concentracién escasa de fitoplasmas en
raices de plantas de E. pulcherrimay de ajonjoli (Sesamum
indicum L.) (Singh et al.,, 2018). En plantas de fresa
(Fragaria spp) infectadas con el fitoplasma de la filodia
del trébol, ese patégeno no se detect6 en raices, pero si
en concentraciones grandes en peciolos y receptdculos
(fruto), y menores en sépalos, pétalos y hojas (Clark et
al., 1983).

El patégeno también fue detectado en el tallo de tres
de las cinco plantas; coincidentemente, dos de las
plantas con raices positivas también fueron positivas
en tallo; la otra planta que resulté positiva en tallo
no presentd esa caracteristica en raiz (Cuadro 2). En
el estudio de Christensen et al. (2004), los tallos de
plantas de E. pulcherrima resultaron positivos a CPs pero
la concentracién del patégeno fue moderada.

Las muestras de hojas inferiores o maduras fueron
positivas a CPt en dos de las cinco plantas. Usualmente,
las hojas en este estrato suelen ser asintomadticas, es
decir, no muestran clorosis marginal, tamano reducido
o deformacién como ocurre en las hojas mds jévenes en
plantas con YG. Por el contrario, las hojas mds jévenes,
que mostraron los sintomas previamente descritos,
resultaron positivas en cuatro de las cinco plantas
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and second branching, with an apparently healthy
appearance and acceptable commercial quality. It is
possible that the first and second flowering escapes
infection. In this work, four of the five plants sampled
had this type of fruits. CPt was detected in apparently
healthy fruit from three of these four plants. Younger,
but deform and smaller fruits for the same four plants
were also positive for the pathogen (Table 2).

The typical symptoms of the disease is overdevelopment
of the sepals or large bud (phyllody) and subsequent
necrosis of the floral structure; this would imply
the presence of detectable concentrations of CPt,
although all field-collected plants showed large bud,
the phytoplasma was only detected in the BB of three
of the five plants that were positive for the pathogen
(Table 2). However, all large buds obtained from the
three plants were positive to CPt (Table 1). A previous
study (Arredondo-Pérez et al., 2013) reported a 43.5 %
detection rate of phytoplasmas in BB from chili plants
of Mirasol and Ancho types. A possible explanation for
the absence or non-detection of phytoplasmas in the BB
of two of the plants is provided by a study conducted
by MacLean et al. (2011); they noted the presence of
and effector (SAP54) produced by the “witches broom”
strain of Aster yellow phytoplasma that alters floral
development in Arabidopsis plants and induces the
formation of leaf structures in the flower.

In this study, seven organs or strata (root, stem, lower
leaves, upper leaves, apparently healthy fruits and
large buds) were analyzed for phytoplasma in the five
CPt-positive chili plants. The number of phytoplasma-
positive organs or strata per plant ranged from two
to six (Table 2); therefore, identification of a trend
was possible, especially because plants under field
conditions could be infected at different stages of
development and it was difficult to know or locate site
or sites of inoculation by its vector, N. tenellus.

Other factors that may influence the concentration
of the pathogen and, consequently, its detection,
are the time of year when sampling was carried out
and the environmental conditions. Regarding the
effect of temperature and CO, concentration on the
multiplication of Chrysanthemum yellow phytoplasma
(CY) transmitted by Eusceidus variegatus Kirschbaum in
Chrysanthemum carinatum Schousboe (chrysanthemum)
and the phytoplasma “Flavescence dorée” (FD)
transmitted by Scaphoideus titanus Ball in Vicia faba (L.)
(fava bean), Galetto et al. (2011) noted that, in insects,
phytoplasma multiplication was faster under temperate
temperature conditions (18 — 22 °C and 400 ppm CO,),
and that in contrast, in host, multiplication was higher
at 22 — 26 °C and 800 ppm CO,. In the case of CY,
temperature and CO, had an effect only on the vector
E. variegatus. These results agree with those of Maggi et
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procesadas (Cuadro 2); esto concuerda con Carminati
et al. (2021) ya que la colonizacién inicial de tejidos
foliares jovenes de plantas de jitomate por CPs y con
Saracco et al. (2006) porque ellos detectaron mayor
concentracién del fitoplasma del amarillamiento del
crisantemo en las hojas jovenes apicales que en las
hojas basales. En contraste, Christensen et al. (2004)
mencionaron que la presencia de fitoplasmas fue
muy reducida o no detectable en hojas jévenes, y
su concentracién fue grande en hojas maduras de E.
pulcherrima.

En condiciones de campo, algunas plantas de chile
con sintomas de YG llegan a desarrollar frutos,
especialmente en la primera y segunda ramificacion,
con un aspecto aparentemente sano y una calidad
comercial aceptable. Lo posible es que la primera
y segunda floracién escapen a la infeccién. En este
trabajo, cuatro de las cinco plantas muestreadas
poseian este tipo de frutos. CPt fue detectado en frutos
aparentemente sanos de tres de esas cuatro plantas.
Frutos mds jovenes, pero deformes y de menor tamaifio
provenientes de las mismas cuatro plantas anteriores,
también fueron positivos al patégeno (Cuadro 2).

El sintoma tipico de la enfermedad es el sobredesarrollo
de los sépalos o yema grande (filodia) y la posterior
necrosis de la estructura floral; ello supondria la
presencia de concentraciones detectables de CPt;
aunque todas las plantas recolectadas en campo
mostraban yemas grandes, el fitoplasma solo fue
detectado en las YG de tres de las cinco plantas que
fueron positivas al patégeno (Cuadro 2). No obstante,
todas las yemas grandes obtenidas en las tres plantas
resultaron positivas a CPt (Cuadro 1). En un estudio
previo (Arredondo-Pérez et al., 2013) se consigna un
43.5 % de deteccidén de fitoplasmas en YG provenientes
de plantas de chile de los tipos Mirasol y Ancho. Una
explicacién posible de la ausencia o no deteccién de
fitoplasmas en las YG de dos de las plantas es provista
por un estudio realizado por MacLean et al. (2011);
ellos senalaron la presencia de un efector (SAP54)
producido por la cepa “escoba de bruja” del fitoplasma
del amarillamiento del Aster que altera el desarrollo
floral en plantas de Arabidopsis e induce la formacién de
estructuras foliares en la flor.

En este estudio, en las cinco plantas de chile positivas
a CPt se analizaron siete érganos o estratos para la
deteccion del fitoplasma (raiz, tallo, hojas inferiores,
hojas superiores, frutos aparentemente sanos, frutos
sintomdticos y yemas grandes). El namero de 6rganos
0 estratos positivos a fitoplasma por planta varié entre
dos y seis (Cuadro 2); por lo tanto, la identificacién de
una tendencia fue imposible, especialmente porque
las plantas en condiciones de campo pudieron ser
infectadas en diferentes etapas de desarrollo y resulté
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al. (2014) who mentioned that the epidemic spread rate
of Candidatus Phytoplasma asteris, in Chrysanthemum
carinatum Schousb, associated with the leafthopper
Macrosteles quadripunctulatus Kirschbaum, was 0.2
infected plants per day at 15 °C and 0.7 plants per day at
30 °C. This spread is attributed to a faster multiplication
of the phytoplasma in host plants and to a higher
feeding frequency of the vector. In symptomless
Mexican lemon trees Citrus aurantifolia (Christm.), the
concentration of ‘Candidatus Phytoplasma aurantifolia’
was higher in August (35 °C) compared to March
(24 °C) and December (21 °C); therefore, the higher
concentration of phytoplasma may be associated with
the increase of temperature in summer (Mazraie et
al., 2019). The sampling of chili plants in the present
study was conducted in September 2022, when the
temperature in the highlands of Zacatecas begins to
decrease and probably influenced the concentration of
the pathogen.

This same situation, the null detection in CPt-infected
plants, in all plant organs, was evidenced in the
different fruit tissues. Of the seven fruits selected from
a CPt-positive plant in leaves and LB, and sectioned
to detect the phytoplasma in various of its tissues
(peduncle, pericarp, seed and placenta), it was found
that in at least one of these tissues, the presence
of a 1250 pb fragment was confirmed in both the
extracts analyzed and in the positive control. Some
amplification in the negative control (sterile water)
was not observed, as shown in Figure 2, which shows
the nested PCR results of these samples. In none of the
seven fruits analyzed was CPt detected in all tissues
involved (peduncle, pericarp, placenta and seed);
only in three of these fruits the infected tissues were
peduncle, pericarp and placenta; in their seed, the
pathogen was not detected (Table 3).

The placenta was the tissue with the highest percentage
of CPt detection (71.4 %), followed by the peduncle
and pericarp (57.1 % in both cases); the seed had the
lowest percentage (28.5 %) of pathogen detection (Table
3). An important aspect was the confirmation of the
presence of CPt in the different parts of the seed, as
well as its ability to survive the germination process.
The transmission of another bacterium, Candidatus
Liberibacter solanacearum (Ca. L.s) by the vector
Bactericera cockerelli, by grafting and, especially, via the
seed, has been reported in chili crop (Camacho et al,
2011). Also, transmission of this same pathogen, Ca. L.,
via carrot seed has been reported (Bertolini et al., 2015).

The current work was carried out under field
conditions in a commercial field of Mirasol type chili
for drying; therefore, CPt infection was expressed
naturally, that is, there was no vector control and
each plant sampled represented a special case. This

dificil conocer o localizar el sitio o sitios de inoculacion
por su vector, N. tenellus.

Otros factores que pueden influir en la concentracién
del patégeno y, consecuentemente, en su deteccion,
son la época de afio en que se realiz6 el muestreo y
las condiciones ambientales. En relacién con el efecto
de la temperatura y la concentracién de CO, en la
multiplicacién del Fitoplasma amarillo del crisantemo
(CY) transmitido por Euscelidius variegatus Kirschbaum
en Chrysanthemum carinatum Schousboe (crisantemo) y
el fitoplasma “Flavescence dorée o Flavescencia dorada”
(FD) transmitido por Scaphoideus titanus Ball en Vicia faba
(L.) (haba), Galetto et al. (2011) sefialaron que, en los
insectos, la multiplicacién de los fitoplasmas fue mds
rdpida en condiciones de temperaturas templadas
(18-22 °C y 400 ppm CO,), y que en contraste, en los
hospederos, la multiplicacién fue mayor a 22-26 °C
y 800 ppm de CO,. En el caso de CY, la temperatura
y el CO, tuvieron efecto solamente sobre el vector E.
variegatus. Estos resultados concuerdan con los de
Maggi et al. (2014) quienes mencionan que la tasa de
propagacion de la epidemia de Candidatus Phytoplasma
asteris, en Chrysanthemum carinatum Schousb. asociada
al cicadelido Macrosteles quadripunctulatus Kirschbaum,
fue de 0.2 plantas infectadas por dia a 15 °C y de 0.7
plantas por dia a 30 °C. Esa propagacion se atribuye a una
multiplicacién mds rdpida del fitoplasma en las plantas
hospederas y a una mayor frecuencia de alimentacién
del vector. En drboles de limén mexicano Citrus
aurantifolia (Christm.) sin sintomas, la concentracién
de ‘Candidatus Phytoplasma aurantifolia’ fue mayor
en agosto (35 °C) en comparacion con marzo (24 °C) y
diciembre (21 °C); por lo tanto, la mayor concentraciéon
del fitoplasma puede asociarse al incremento de
la temperatura en verano (Mazraie et al., 2019). El
muestreo de plantas de chile en el presente estudio se
realiz6 en septiembre de 2022, cuando la temperatura
en el altiplano de Zacatecas principia a descender y
probablemente influyé sobre la concentraciéon del
patdgeno.

Esta misma situacién, la nula deteccién en plantas
infectadas con CPt, en todos los 6rganos de la planta, se
evidencio en los diferentes tejidos de los frutos. De los
siete frutos seleccionados de una planta positiva a CPt
en hojas y YG, y seccionados para detectar al fitoplasma
en varios de sus tejidos (pedunculo, pericarpio, semilla
y placenta), se encontré que, en por lo menos en uno de
esos tejidos, se confirm¢ la presencia de un fragmento
de 1250 pb tanto en los extractos analizados como en
el control positivo. Alguna amplificacién en el control
negativo (agua estéril) no fue observada, segin se
aprecia en la Figura 2 que muestra el resultado de la
PCR anidada de estas muestras. En ninguno de los siete
frutos analizados se detecté la presencia de CPt en
todos los tejidos involucrados (pedunculo, pericarpio,
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Figure 2. 1.2 % agarose gel electrophoresis showing nested PCR products obtained from Mirasol type chili fruit extracts
using P1/Tint6 and R16F2n/R16R2 oligonucleotides pairs. Lane M, 1 kb plus DNA molecular weight (Invitrogen
Life Technologies); lane 1, seed; lane 2, pericarp; lane 3, seed; lane 4, peduncle; lane 5, placenta; lane 6, peduncle;
lane 7, peduncle; lane 8, placenta; lane 9, pericarp; lane 10, pericarp; lane 11, peduncle; lane 12, placenta; lane
13, peduncle, lane 14, placenta; lane 15, placenta; lane 16, complete fruit; lane 17, positive control and lane
18, negative control.

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % que muestra los productos del PCR anidado obtenidos a partir de
los extractos de frutos de chile tipo Mirasol mediante el uso de los pares de oligonucle6tidos P1/Tint6 y
R16F2n/R16R2. Carril M, marcador de peso molecular de 1 kb plus DNA (Invitrogen Life Technologies); carril
1, semilla; carril 2, pericarpio; carril 3, semilla; carril 4, pedinculo; carril 5, placenta; carril 6, pediinculo;
carril 7, pediinculo; carril 8, placenta; carril 9, pericarpio; carril 10, pericarpio; carril 11, pedinculo; carril
12, placenta; carril 13, pedinculo; carril 14, placenta; carril 15, placenta; carril 16, fruto completo; carril 17,
control positivo y carril 18, control negativo.

Table 3. Chili fruit tissues for drying Mirasol type positive for the presence of Candidatus Phytoplasma trifolii.
Cuadro 3. Tejidos de frutos de chile para secado tipo Mirasol positivos a la presencia de Candidatus Phytoplasma trifolii.

Tissue /Tejido
Fruit/Fruto Peduncle /Pedinculo Pericarp /Pericarpio Placenta /Placenta Seed/Semilla
1 Negative /Negativa Positive /Positiva Negative /Negativa Positive /Positiva
2 Positive / Positiva Negative /Negativa Positive / Positiva Positive /Positiva
3 Positive / Positiva Positive /Positiva Positive / Positiva Negative /Negativa
4 Negative /Negativa Positive /Positiva Negative /Negativa Negative /Negativa
5 Positive /Positiva Positive /Positiva Positive /Positiva Negative /Negativa
6 Positive /Positiva Negative /Negativa Positive /Positiva Negative /Negativa
7 Negative /Negativa Negative /Negativa Positive / Positiva Negative /Negativa
Detection (%)/ (4/7): 571 (4/7): 571 (5/7): 71.4 (2/7): 28.5

Deteccién (%)
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makes it difficult to identify a pattern or trend in
the dissemination of the pathogen through the plant
organs; however, the results obtained allow us to
establish that most of the organs of Mirasol type chili
plants are irregularly colonized by CPt. Of particular
importance for understanding the survival and
dissemination of the pathogen is its detection in the
peduncle, pericarp, placenta and seeds of apparently
healthy and symptomatic fruits collected from BB
plants. Therefore, there is still a latent lack of precise
information on the exact situation of the phytoplasma
in the seed and the effect on its germination capacity
that clarifies its participation in the disease cycle.

Conclusions

The presence of Candidatus Phytoplasma trifolii was
detected in root, stem, leaves, fruits and large bubs of
Mirasol type chili plants for drying. In big buds, fruit,
stems and leaves, mainly in the upper ones, the highest
percentages of detection were observed. In chili fruits
from CPt-positive plants, the pathogen was detected in
peduncle, pericarp, placenta and seeds.

No consistent pattern or trend of phytoplasma
distribution within the plants and fruits was

discernible.
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