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PATOLOGÍA

Caracterización molecular de los fitoplasmas del grupo Apple
proliferation asociados a los síntomas de escoba de bruja en
Retama

E. TORRES, S. BOTTI, S. PALTRINIERI, M.P. MARTÍN, A. BERTACCINI

Desde hace 4 años, se ha observado, en toda la franja costera de Cataluña, que
arbustos de Spartium junceum, tanto espontáneos como ornamentales, presentan una
enfermedad caracterizada por formaciones en escobas de bruja y decaimiento. Los sín-
tomas pueden afectar a la totalidad de la planta o sólo a algunas ramas. El síntoma de
mayor importancia es la escoba de bruja que se desarrolla a partir de la yema axilar. Las
plantas afectadas se secan y, en ocasiones, mueren en pocos años. Recientemente, en Ita-
lia se han asociado estos síntomas a la presencia de fitoplasmas del grupo "Apple proli-
feration". En este trabajo se describen los métodos moleculares ("nested" PCR, RFLP y
secuenciación) que han permitido caracterizar los fitoplasmas detectados en arbustos de
retama sintomáticos en Cataluña. Los fitoplasmas detectados en 5. junceum de España
son molecularmente indistinguibles de otros fitoplasmas del grupo 16SrX ("apple proli-
feration") y pertenecen al subgrupo D.
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INTRODUCCIÓN

La retama (Spartium junceum) es una
planta espontánea con amplia distribución en
Cataluña. En los últimos 4 años, en toda la
franja marítima se ha observado una enfer-
medad caracterizada por formaciones en
escoba de bruja, brotación anticipada y
decaimiento. La enfermedad afecta a un gran
número de plantas en las tres provincias cos-
teras de Cataluña (Barcelona, Girona y
Tarragona), y se presenta tanto en plantas
espontáneas como en aquellas plantadas en

áreas urbanas con fines ornamentales. Los
síntomas pueden afectar a toda la planta,
aunque lo más habitual es observarlo sólo en
algunas ramas. El síntoma más importante es
la formación de escobas de bruja que se
desarrollan a partir de una yema axilar (Fig.
1 y Fig. 2). En algunas ocasiones, el tallo que
presenta la escoba de bruja, hace doblar la
rama debido a su peso excepcional. Las
plantas afectadas se secan y, pueden morir en
pocos años. La brotación de la rama con
escoba de bruja se adelanta, empezando
hacia el mes de febrero (Fig. 3) y, durante la



Figura I. Retama con escobas de bruja desarrolladas a 
partir de yemas axilares. 

primavera, cuando la retama ha florecido 
completamente, estas ramas afectadas apare­
cen con mayor número de hojas pero sin nin­
guna flor (Fig. 4). 

En Italia se detectó y se describió una 
enfermedad similar (RAGOZZINO et aL, 
1980), identificándose mediante métodos 
moleculares dos fitoplasmas distintos en las 
plantas sintomáticas, uno del grupo AP 
(16SrX) ("Apple proliferation") y otro del 
grupo EY (16SrV) ("Elm yellows"), molecu-

Figura 3. Brotación anticipada de la rama afectada. 

Figura 2. Detalle de una rama con formación de 
escoba de bruja. 

larmente indistinguible del "alder yellows"; 
aunque el segundo se detectó en una fre­
cuencia muy inferior (MARCONE et ai, 1996; 
ALIOTO et ai, 2000). En retamas de Cataluña 
(TORRES et ai, 2002), se identificó como 
agente causal de la sintomatología descrita 
un fitoplasma del grupo "Apple Prolifera­
tion" (16 SrX), subgrupo D. El objetivo de 
este trabajo es describir los métodos que han 
permitido caracterizar estos fitoplasmas ais­
lados de las ramas de las retamas afectadas 
con escoba de bruja. 

Figura 4. Rama afectada sin flores en época de plena 
floración. 



Tabla 1. Muestras de retama examinadas 

** Secuencia publicada en el GenBank con el número de acceso AJ430067. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Material 

En la Tabla 1 se indican las muestras de 
retama examinadas en el presente trabajo, 
con síntomas de escoba de bruja y asintomá-
ticas. 

Extracción de DNA 

El DNA total de las muestras de la Tabla 
1 se aisló a partir de tejidos frescos usando 
un método combinado: primero, para con­
centrar los fitoplasmas (AHRENS & SEEMÜ-
LLER, 1992), se realizó una extracción con 
PGB (phytoplasma grinding buffer) y, poste­
riormente, se utilizó E.Z.N.A. Plant Mini-
Prep Kit (Omega-Biotech, Doraville, USA) 
siguiendo las instrucciones del fabricante, 
sin añadir RNasa ni mercaptoetanol, tal y 
como se indica en Martín y Torres (2001). El 
DNA se resuspendió en 100 \ú de agua 
Milli-Q estéril. 

La mayoría de los aislamientos de DNA 
control (Tabla 2) pertenecen a la colección 
de fitoplasmas micropropagados, que se 

mantiene en el laboratorio de DiSTA, Uni­
versidad de Bologna (BERTACCINI et al, 
2000). Para el aislamiento de DNA control 
se siguió el procedimiento de cloroformo-
fenol descrito por PRINCE et al. (1993) y se 
conservó en tampón TE a -20 °C. 

Reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) 

Las reacciones de amplificación mediante 
la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), 
se realizaron por dos métodos distintos. 

Método A. La presencia o ausencia de 
fitoplasmas en las muestras de S. junceum 
detalladas en la Tabla 1, se ensayaron 
mediante una doble amplificación ("nested-
PCR"): una primera reacción de amplifica­
ción con la pareja de iniciadores externos Pl 
(DENG & HIRUKI, 1991) /P7 (SCHNEIDER et 

al, 1995), seguida por una segunda amplifi­
cación en la que se utilizó como DNA molde 
0.5 \ú de la primera amplificación y los ini­
ciadores internos U5 /U3 (LORENZ et ai, 
1995). Todas las amplificaciones se realiza­
ron mediante reacciones individuales con 
Ready-to-Go" PCR Beads (Amersham-Phar-
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* los grupos se han designado de acuerdo con la literatura (Lee et al., 1998; Davis & Dally, 2001). 

** aislados procedentes del huésped original. 

macia Biotech) de acuerdo con el protocolo 
de Martín y Torres (2001) en un termocicla-
dor Techne DNA (modelo Progene). Los 
parámetros de los ciclos fueron 40 ciclos de 
desnaturalización a 94°C durante 30 seg, 
hibridación a 55°C durante 1 min, y exten­
sión a 72°C durante 1 min; con una exten­
sión final a 72°C durante 10 min. Para acti­
var la polimerasa de las PCR Beads, previo a 
los ciclos de la PCR, se llevó la reacción a 
94°C durante 5 min. En cada experimento se 
utilizaron controles negativos (sin DNA), 
para comprobar la pureza de los reactivos y 
las posibles contaminaciones. Después de la 
amplificación, el DNA se visualizó median­
te electroforesis en geles de agarosa al 2% 
teñidos con bromuro de etidio e iluminación 
mediante UV. 

Método B. Se efectuó también una "nes­
ted PCR". Como DNA molde se utilizaron 
todos los aislados de la Tabla 1 y los contro­
les de la Tabla 2 diluidos con agua desioni­
zada estéril hasta la concentración final de 
20 ng/ul El DNA extraído de plantas asinto-

máticas y agua estéril fueron los controles 
negativos. 

La primera amplificación, se realizó en 
un volumen total de 25 ml que contenía 2.5 
ul de tampón 10X PCR, 200 uM de cada 
dNTP, 0.4 \iM de la pareja de iniciadores 
(P1/P7), 0.625 U de Taq polimerasa (Poly-
med, Firenze, Italia, EU) y 1 \ú de DNA 
molde. Los parámetros de los 35 ciclos de 
amplificación fueron los siguientes: 1 min de 
desnaturalización a 94 °C (2 min en el pri­
mer ciclo), 2 min hibridación a 50 °C y 3 
min (10 min en el último ciclo) a 72 °C para 
la extensión de los iniciadores. Se utilizó un 
termociclador Biometra (Uno Thermoblock, 
Gottingen, Germany, EU). 

Para la segunda amplificación se emplea­
ron los productos de la primera PCR diluidos 
en agua destilada estéril (1: 30) y se siguie­
ron las mismas condiciones que para la 
amplificación con P1/P7. Se hicieron distin­
tas amplificaciones: con los iniciadores 
generales R16F2/R2 y con R16(V)F1/R1 y 
R16(X)F1/R1, parejas específicas para los 
grupos 16SrV y 16SrX respectivamente (LEE 
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et al., 1994; 1995). Después de la segunda 
amplificación, se realizó una electroforesis 
en gei de agarosa al 1% con una alícuota de 
6 ul de cada muestra y se visualizó el DNA 
tras tinción con bromuro de etidio e ilumina­
ción UV. 

Polimorfismo de la longitud de los frag­
mentos de restricción (RFLP) 

De todas las amplificaciones positivas 
(presencia de fitoplasma) obtenidas con los 
iniciadores U5/U3, se digirieron 200 ng de 
DNA por separado con los enzimas de res­
tricción Sspl y Rsal (Fermentas, Lithuania) 
durante un mínimo de 16 horas siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Una cantidad 
similar de los amplímeros obtenidos median­
te los iniciadores R16F2/R2, a partir de las 
muestras de retama T-500 y T-701, así como 
de las 14 muestras control detalladas en la 
Tabla 2, se sometieron a análisis de RFLP, 
tras la digestión con Trul, Tsp5091, Rsal, 
Bfal, Thai y Sspl (Fermentas, Lithuania) 
durante un mínimo de 16 horas siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 

Los patrones de restricción se visualiza­
ron por electroforesis en geles de poliacrila-
mida al 5% teñidos con bromuro de etidio y 
se compararon a partir de las fotografias 
obtenidas de los geles. 

Secuenciación de los productos de PCR y 
análisis filogenético 

El amplímero obtenido, mediante los ini­
ciadores PlfPl¿ del aislado de retama T-701 
se purificó mediante Concert Rapid™ PCR 
Purification System (GibcoBRL, Life Tech­
nologies) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Las dos cadenas de DNA se 
secuenciaron en un ABI Prism Model 377 
(PE Applied Biosystem, CA, USA) con los 
iniciadores PI, P6 (DENG & HIRUKI, 1991), 
P4 y P7 (SCHNEIDER et al, 1995) utilizando 
Big Dye terminator chemistry. La secuencia 
consenso se obtuvo mediante el programa 
"Sequence Navigator™ Sequence Compari­
son" y se depositó en el Banco Genético 

(EMBL) con el número de acceso AJ430067. 
Esta secuencia se comparó, mediante el pro­
grama SEQAPP, con 45 secuencias homolo­
gas depositadas en el EMBL (Tabla 3). La 
secuencia de Acholeplasma palmae 
(L33734) se consideró como grupo externo 
en los análisis filogenéticos. 

El programa PAUP 4.0b4a (Phylogenetic 
Program Using Parsimony) (http://evolu- 
tion.genetics.washington, edu/phylip/soft-
ware.html) se utilizó en los análisis de parsi­
monia. La robustez de las ramas se estimó a 
partir de 10000 replicas heurísticas ("boots­
trap") utilizando la opción "fast stepwise-
addition". 

RESULTADOS 

Mediante la "nested-PCR" con los inicia­
dores P1/P7 y U5/U3 (método A), todas las 
muestras de retama sintomáticas dieron posi­
tivas (Tabla 1). El amplímero tuvo una longi­
tud de aproximadamente 900 bp. Los análi­
sis RFLP a partir de los patrones obtenidos 
con los enzimas de digestión Sspl y Rsal 
indicaron la presencia de fitoplasmas del 
grupo 16SrX. De las extracciones de DNA 
de las muestras asintomáticas no se visuali­
zaron amplímeros. 

Con los iniciadores específicos para fito­
plasmas del grupo 16SrX (R16(X)F1/R1), se 
amplificaron las extracciones de DNA de las 
muestras de S. junceum sintomáticas y de los 
controles específicos del grupo (datos no 
mostrados). Sin embargo, con los iniciadores 
específicos del grupo 16SrV (R16(V)F1/R1), 
únicamente se obtuvieron amplificaciones a 
partir de los controles de dicho grupo. 

Con los iniciadores P1/P7 y R16F2/R2, 
se visualizó el producto de PCR específico 
de fitoplasma (1250 pb) de los aislados ana­
lizados (T-500 y T-701). Los patrones de 
RFLP (Fig. 5) obtenidos a partir de las diges­
tiones de los amplímeros (R16F2/R2) de los 
dos aislados, indicaron que los fitoplasmas 
detectados en los S. junceum de Cataluña 
pertenecen al grupo 16SrX ("apple prolifera­
tion") subgrupo D. En particular, de los seis 



Figura 5. Geles de poliacrilamida (5%) mostrando los patrones de digestión de los aislamientos T-500 y T-701 de S. 
junceum y los 14 aislamientos mencionados en la tabla 2. con los enzimas de restricción Trul, Rsal, Tsp509\, Thai, 

Ssp\ y Bfal. Carril 18, marcador S, pBR322 digerido con Mspl, tamaño de los fragmentos en pares de bases de arriba 
a abajo 622, 527, 404,307, 242. 238, 217, 201, 190, 180. 160, 147, 123, 110,90,76,67,34,26, 15, 9. Carril 1, marca­
dor P, ÍX174 digerido con Haelll, tamaño de los fragmentos en pares de bases de arriba a abajo: 1353, 1078, 872, 603, 

310.281,271,234, 194, 118, y 72. 



nd, grupo no disponible; 

*, los grupos se han indicado siguiendo las clasificaciones de Lee et al., 1998, Montano et al., 2001; Davis & Dally, 

2001. 
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Figura 6. Árbol filogenético construido por análisis de parsimonia y búsqueda heurística de las secuencias del gen 
rDNA 16S y la región espaciadora de 46 aislados de fitoplasmas y Acholeplasma palmae como grupo externo. La lon­

gitud de las ramas es proporcional al número de las transformaciones de los caracteres. Los valores de "bootstrap" 
(confianza) se indican sobre las ramas. 



enzimas de restricción empleados, Rsal, 
Tsp509\ y Sspl no diferenciaron los fitoplas-
mas de la retama de otros pertenecientes al 
grupo 16SrX, mientras que Trul, Thai y Bfal 
distinguieron claramente los fitoplasmas de 
S. junceum como del subgrupo 16SrX-D. 

La secuencia de 16S (rDNA) y la región 
espaciadora de la muestra T-701 se alineó en 
1842 posiciones con las secuencias homolo­
gas mencionadas en la Tabla 3, incluido el 
grupo externo. Bajo el criterio de parsimo­
nia, 432 caracteres fueron informativos. Se 
obtuvieron treinta árboles igualmente parsi­
moniosos (longitud= 1380; CI= 0.5826; HI= 
0.4174). El árbol del consenso estricto (Fig. 
6) mostró que la secuencia del fitoplasma de 
S. junceum se agrupa en el ciado de "Apple 
proliferation" (16SrX o AP) con un nivel de 
confianza del 100 % ("bootstrap"). 

DISCUSIÓN 

Los análisis comparativos de RFLP entre 
los fitoplasmas detectados mostraron que los 
fitoplasmas que se encuentran en diferentes 
áreas de Cataluña son genéticamente homo­
géneos y pertenecen al subgrupo 16SrX-D 
(LEE et al, 1998). El análisis filogenético 
confirmó los resultados obtenidos por RFLP: 
la secuencia del aislado español T-701 se 
agrupa en el mismo ciado que todos los 
miembros del grupo 16SrX con un 100% 
bootstrap. Esta secuencia es casi idéntica a la 
secuencia X92869 obtenida por MARCONE et 
al. (1996), a partir de uno de los dos fito­
plasmas detectados en S. junceum en Italia, 
donde también se asociaron a esta enferme­
dad fitoplasmas del grupo 16SrV. Los fito­
plasmas del grupo 16SrX afectan sobretodo 
a frutales y, en particular, los del subgrupo 
16SrX-B (ESFY) son responsables de la 
enfermedad de frutales de hueso caracteriza­
da por brotación anticipada y desajustes 
vegetativos. En Cataluña aparece de manera 
simultánea la brotación anticipada en fruta­
les de hueso y en retamas infectados por fito­
plasmas. 

Esta enfermedad es un problema fitopa-
tológico importante en la región mediterrá­

nea donde S. junceum es una planta espontá­
nea característica/del paisaje. En Italia se ha 
publicado una enfermedad similar de S. jun­
ceum asociada a fitoplasmas, donde a menu­
do se ha detectado infección mixta de fito­
plasmas (MARCONE et al, 1996; ALIOTO et 
al, 2000). Las plantas con síntomas se 
encuentran ampliamente distribuidas en 
Cataluña dónde, estos últimos años, se ha 
observado un incremento en el número de 
retamas afectadas. La mayor pérdida es la 
muerte de las plantas afectadas, aunque tam­
bién se debe considerar un problema la deva­
luación estética causada por la presencia de 
escobas de bruja y de ramas secas, sobre 
todo si las plantas se encuentran en jardines 
o parques públicos. 

Hasta el momento los fitoplasmas del 
subgrupo D del grupo 16SrX sólo se han 
detectado en retamas. Los fitoplasmas del 
grupo 16SrX asociados a frutales de pepita y 
de hueso pertenecen a otros subgrupos, por 
lo que, en principio, las retamas con sínto­
mas de escoba de bruja no representan un 
problema para los frutales de la región. 

Las enfermedades producidas por fito­
plasmas se transmiten principalmente por 
insectos vectores. En la actualidad se desco­
noce si el fitoplasma asociado a S. junceum 
puede ser transmitido por insectos del géne­
ro Psylla, tal y como sucede mayoritaria-
mente con fitoplasmas que pertenecen al 
mismo grupo (JENSEN et al, 1964; CARRARO 

et al, 1998; FRISINGHELLI et al, 2000). Para 
prevenir la futura difusión de esta enferme­
dad sería necesario estudiar su transmisión y 
su epidemiología. 

Los métodos moleculares aquí detallados 
permiten diagnosticar con precisión los fito­
plasmas asociados a retamas. Tanto el análi­
sis RFLP como el filogenético muestran la 
agrupación de estos fitoplasmas con los del 
grupo 16SrX. El subgrupo 16SrX-D se con­
cluye por los patrones obtenidos por RFLP 
con Trul, Thai y Bfal, o bien, por la elevada 
similitud de la secuencia con otras secuen­
cias del mismo subgrupo. Por la rapidez y 
bajo costo del análisis, recomendamos en 



análisis de rutina PCR-RFLP con los tres 
enzimas mencionados. 
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Since 1999 witches' broom and decline diseases have been observed in Spartium 
junceum, bom spontaneous and ornamental shrubs located in urban areas, in all the sea­
side regions of Catalonia (Northeastern Spain). The symptoms may affect the whole 
plant or few branches. The witches' broom developed from axillar buds is the most 
important symptom. Affected plants end up turning very dry, and eventually die in a few 
years. These symptoms have been recently associated in Italy to the presence of apple 
proliferation phytoplasma group. In this work the molecular methods (nested PCR, 
RFLP and sequencing) that allow the characterization of the phytoplasmas detected in 
symptomatic Spanish Broom shrubs from Catalunya are described. The phytoplasmas 
detected are molecularly undistinguishable from others of the 16SrX group (apple pro­
liferation), subgroup D. 

Keywords: Spartium junceum, 16SrXgroup , phylogeny, PCR, RFLP, sequencing. 
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