AREA DE BIOTECNOLOGIA VEGETAL Y FITOPATOLOGIA

EXTRACTION OF WHOLE CHROMOSOME FROM PHYTOPLASMA OF
"URAPANES" (Fraxinus sp.) BY PULSED FIELD GEL ELECTROPHORESIS (PFGE)
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RESUMEN

Con el fin de purificar el ADN genémico del
fitoplasma que afecta a los Urapanes de Bogota,
se realizé introduccidén de fitoplasmas, utilizando
la ectoparasita Cuscuta subinclusa, a plantas jo-
venes de Urapan, a partir de arboles sintomaticos
de fitoplasmosis presentes en la Universidad Mi-
litar. La presencia de fitoplasmas fue confirmada
en 14 de los 16 Urapanes receptores por medio
del test DAPI. Solamente el 12.5% de los Urapa-
nes receptores fue positivo por reaccion en cade-
na de la polimerasa (PCR), con el par de primers
universales para fitoplasmas R16F2n/R16R2. El
producto de PCR obtenido a partir de amplifica-
dos de ADN de urapanes receptores con los pri-
mers R16F2n/R16R2 fue secuenciado y el anélisis
de la secuencia mostré similaridad entre el 99% y
el 100% con fitoplasmas de distintos tipos. Se rea-
lizaron ensayos de Electroforesis de Campo Pul-
sado (ECP), con los sintomaticos de fitoplasmo-
sis, pero no se obtuvieron bandas a pesar de que
se utilizaron grandes cantidades de tejido. Con
base en los resultados obtenidos en las pruebas
moleculares, se concluyé que las plantas jove-
nes de Urapan no son un buen reservorio para el
aislamiento de ADN gendmico de fitoplasmas.
Se realizé introduccion de fitoplasmas a plantas
de Apio a partir de los Urapanes sintomaticos
de la Universidad Militar, para tratar de encon-
trar un nuevo reservorio para el aislamiento de
ADN gendmico de fitoplasmas. Los Las plantas
de apio infectadas resultaron positivas por PCR
con el par de primers universales para fitoplas-
mas PhyRNAF3.3/R16R2. En los ensayos de ECP
con Apio se obtuvieron bandas de aproximada-
mente 1125 Kb que se purificaron y se amplifica-
ron por PCR con los primers PhyRNAF3.3/R16R2.

El producto obtenido se mandd a secuenciar y
se obtuvo similaridad del 99% con secuencias de
tipo “Ash Yellows”, incluidas dos secuencias re-
portadas en 2004 por el grupo de Biotecnologia
Vegetal de la Universidad Militar.

Palabras clave: Urapan, Fitoplasmas “Ash
Yellows”, Electroforesis de Campo Pulsado, PCR,
cromosoma completo

SUMMARY

In order to purify the genomic ADN of the
phytoplasma that infect Fraxinus trees of Bo-
gota, transmission of phytoplasmas to healthy
young plants of Fraxinus from symptomatic Frax-
inus trees located in the Universidad Militar Nue-
va Granada, was made using dodder

The presence of phytoplasmas was confirmed
in 14 of the 16 young Fraxinus infected plants us-
ing DAPI test. Only 12.5% of the young Fraxinus
plants were positive by Polimerase Chain Reac-
tion (PCR) analyses using the universal phyto-
plasma primers R16F2n/R16R2. The PCR product
obtained from ADN of young Urapan trees was
sent for sequencing and the sequence analysis
showed homology between 99% and 100% with
phytoplasmas of different types. Pulsed-Field
Gel Electrophoresis (PFGE), assays were made
using phytoplasma-infected Fraxinus tissue but
no bands were obtained despite the large quan-
tities of tissue used. The molecular tests lead to
the conclusion that young Fraxinus plants, were
not optimal reservoirs for the isolation of ge-
nomic phytoplasmal ADN. In order to find a new
plant host in which high titers of phytoplasmas
could be reached, transmission of phytoplas-
mas to healthy plants of celery from symptomat-
ic Urapan trees, was made using dodder. A 1125
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kb fragment, was obtained by PFGE.
The fragment was purified and ampli-
fied by nested PCR using the universal
Phytoplasma primer pair P1/Tint, fol-
lowed by the phytoplasma primer pair
PhyRNAF3.3/R16R2. The PCR product
was sequenced and the sequence ob-
tained shared 99% similarity with “Ash
16S ADN, including two se-
quences reported in 2004 by the Plant

Yellows”

Biotechnology group at the Universi-
dad Militar Nueva Granada”.

Key words: Urapan trees, Ash yel-
lows phytoplasmas, pulsed-field gel
electrophoresis, PCR, full-length chro-

Figura 1. Sintomas observados en las plantas jovenes de Urapan después de la transfec-

cién con fitoplasmas. a. Hojas pequefias, b. Muerte, c. Amarillamiento, d. Acortamiento

maosomes

de entrenudos, e. Hojas deformes, f. Ramificacién delicuescente, g. Muerte apical, h.

Puntos cloréticos, iy j. Disminucién en el crecimiento.

INTRODUCCION

Los fitoplasmas son bacterias Gram-positivas
con bajo contenido G+C y estan actualmente
clasificados en la clase Mollicutes (Oshima et al.,
2002). Debido a la incapacidad de cultivar fito-
plasmas in vitro, los caracteres fenotipicos Utiles
para la identificacion y la clasificacién han sido
dificiles de determinar (Davis y Sinclair, 1998). La
caracterizacién molecular de genes conservados
ha proporcionado una solucién parcial al proble-
ma permitiendo la construccion de un esquema
de clasificaciéon independiente de los caracte-
res fenotipicos. El diagndstico de una enferme-
dad basado en los sintomas o por microscopia
en circunstancias no adecuadas puede llevar a
un diagndstico erréneo y, por consiguiente, a un
mal manejo de la enfermedad. Un diagndstico
preciso, que incluya la identificacién del paté-
geno, es necesario para un control defectivo de
la enfermedad (Davis y Sinclair, 1998).

Un carécter significante de los fitoplasmas
es el tamafo de su genoma. La electroforesis de
campo pulsado (ECP), es un método capaz de
separar fisicamente el cromosoma completo del
fitoplasma libre de contaminacién con el ADN del
hospedero (Liefting y Kirkpatrick, 2003). El bajo
contenido G+C del ADN cromosémico de los fito-
plasmas sugiere que la digestion con endonuclea-
sas de restriccion con reconocimiento de secuen-
cias ricas en G+C produciria un nimero limitado
de fragmentos de restriccion, que podrian diferir
sustancialmente de los fragmentos producidos al
digerir el ADN de la planta hospedera, la cual tie-
nen un mayor contenido G+C (Firrao et al., 1996).

Con el establecimiento de la metodologia pa-
ra purificar el cromosoma completo del fitoplas-
ma que afecta a los urapanes de Bogotd, se espe-
ra dejar las bases para realizar el mapa fisico, asi
como también contribuir con herramientas mole-
culares para el diagndstico de las enfermedades
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causadas por estos microorganismos, puesto
que plantas y cultivos comerciales también se
ven afectados por éstos, y la incapacidad de
cultivarlos in vitro hace bastante dificil su iden-
tificacién por otros medios.

MATERIALES Y METODOS

Arboles de estudio

Se tomaron siete Urapanes Fraxinus sp., ubi-
cados en la Universidad Militar “Nueva Granada”,
como arboles donantes de fitoplasmas ya que pre-
sentaban sintomas de infeccién con fitoplasmas.

Materiales biolégicos
Las plantas de Apio, Urapéan y Cuscuta subin-
clusa se obtuvieron a partir de semilla.

Transmisién de fitoplasmas de arboles infec-
tados a arboles de Urapan libres de fitoplasmas
las plantas sanas se enredaron con brotes ex-
ploradores de Cuscuta subinclusa. Cuando los
haustorios de C. subinclusa se podian apreciar

Figura 2. Sintomas en las plantas de apio después de la transfeccion
con fitoplasmas. a. Apio no transfectado, b. Apio transfectado con re-
brotamiento en la base, c. Apio no transfectado, d. Apio transfectado
con amarillamiento.

penetrando en el tallo esta planta, esta se trasla-
dd a uno de los arboles de estudio sintomaticos
en el cual se enredd un brote explorador de C.
subinclusa, para llevar a cabo la transfeccién de
los fitoplasmas; el periodo de infeccion fue de
un mes y medio.

Detecciéon por DAPI de fitoplasmas en los
Urapanes receptores

Se realizaron cortes longitudinales, a mano al-
zada, de la nervadura central de las hojas y se les
adiciond una gota de solucién DAPI 0.2 ug/ml de
DAPI en buffer fosfato de sodio salino (0.9% Na-
Cl,0.04% NaH,PO,2H,0O, 0.11% Na,HPO,), y 2.5%
glutaraldehido. Las muestran se consideraron po-
sitivas para fitoplasmas, si presentaban una fluo-
rescencia azul-blanca en la region del floema.

Extracciéon de ADN

Los Urapanes que resultaron positivos para
presencia de fitoplasmas con la prueba DAPI fue-
ron sometidos a extraccion del ADN, la cual se hi-
zo por medio del método quimico de extraccién
estandar que emplea CTAB (N.| Harrison, comu-
nicacion personal, Universidad de Florida).

Ensayos de Reaccién en Cadena de la Poli-
merasa (PCR)

Se utilizaron dos pares de primers, R16mR1/
R16mF2 y P1/Tint para las PCR primarias y dos
pares de primers, R16F2n/R16R2 y PhyRNAF3.3/
R16R2 para las PCR anidadas. Las condiciones
de la PCR fueron las siguientes: denaturacién
inicial 5 minutos a 95°C, denaturacion por 1 mi-
nuto a 95°C, apareamiento a 55°C (primaria) y a
54°C (anidada) por 1 minuto, extensién por 2min
a 72°C, y extension final 10 min a 72°C, por 35 ci-
clos. Como control negativo se utilizé ADN de
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1650 pb
1000 pb

Figura 3. PCR anidada con los primers R16F2N/R16R2. Carril 1: Marca-
dor de peso molecular; carril 2: Control positivo; carril 3: Receptor 1; car-
ril 4: Receptor 8; carril 5: Receptor 4; carril 6: Receptor 1; carril 7: Con-
trol agua.

Urapan no expuesto a infeccion con fitoplas-
mas, como control positivo ADN del Clon 5 (falta
mencionar que plasmido es Escherichia coli ce-
pa JM109 que contiene un plasmido con un in-
serto de 1700 pb del gen 16S rADN de la cepa
AshY1 de Norteamérica).

Secuenciacién de ADN

Los productos de PCR (20 pl) obtenidos se
purificaron utilizando el kit Concert™ de Gibco®
para purificacién de productos de PCR, segun
instrucciones del fabricante se enviaron Macro-
gen Inc., Korea, para secuenciacion.

Extraccion del cromosoma completo del
fitoplasma que infecta al Urapan por electrofo-
resis de campo pulsado (ECP)

Se utilizé el protocolo de extraccién descrito
por Padovan y colaboradores (2000), con algunas

modificaciones. Se tomaron entre 2gy 10g de te-
jido de la nervadura central de hojas de Urapan,
C. roseus (Vinca), y Apio para la extraccién. Los
extractos de ADN fueron digeridos con enzimas
de restriccion para linearizar los cromosomas.
Se utilizé el protocolo de Firrao y colaboradores
(1996). Se procedié a correr la ECP en el sistema
de electroforesis de campo pulsado CHEF-DR®I|
de Biorad®, bajo las siguientes condiciones: gel
de agarosa Pulse Field Certified Agarose (Bio-
rad®), al 1%, a 6V/cm durante 20 horas con pul-
sos de 2s-40s en buffer TBE 0.5X mantenido a
14°C. El gel se tifd posterior a la electroforesis
con bromuro de etidio a una concentracién final,
de 0.5 mg/ml durante una hora seguido de varios
lavados con agua destilada de media hora cada
uno. El peso molecular de las bandas de obteni-
das por ECP se estimé comparando la migracion
con cromosomas de S. cerevisiae (Biorad®).

Figura 4. PCR anidada con los primers PhyrRNAF3.3/R16R2. Carril 1:
Marcador de peso molecular; carril 2: Apio 2; carril 3: Apio 4; carril 4:
Apio 5; carril 5: Apio no expuesto; carril 6: Control positivo carril 7: Con-
trol agua.
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Purificacion de ADN de las
bandas obtenidas por Electrofo-
resis de Campo Pulsado

Para la purificacién del ADN
se utilizo el protocolo de diges-
tion con B-agarasa de la casa co-

1125 Kb
825 Kb

mercial Sigma.
RESULTADOS

Evaluacién de sintomas de
las plantas de apio y Urapén des-
pués de haber sido retiradas de
los arboles sintomaticos

En la figura 1y 2 se muestran
los sintomas observados en las
plantas jovenes de apio y Urapén luego del pe-
riodo de transfeccién de fitoplasmas.

Test DAPI

Se encontré presencia de fitoplasmas en el
floema en catorce de los dieciséis receptores
analizados por DAPI. En los receptores 4 y 18,
aunque hubo presencia de sintomas no se de-
tectaron fitoplasmas.

Ensayos de PCR

En dos de los 16 Urapanes jovenes infecta-
dos con C. subinlusa se obtuvieron amplifica-
ciones del tamafio esperado (1412 pb; figura 3),
mediante PCR anidada con los primers R16F2n/
R16R2 (PCR primaria con los primers R16mF2/
R16mR1), lo que corresponde al 12.5% de las
muestras.

Se obtuvo amplificacion positiva, del tamafio
esperado (941 pb), en la PCR anidada con los pri-
mers universales para fitoplasmas PhyrRNAF3.3/
R16R2, en los tres apios transfectados (figura 4).

12 3 4 5 6 7

8 9 10 11 12 13

Figura 5. Electroforesis de campo pulsado de apio, vinca y clon 5 digeridos con Sma I. Carril
1: Marcador S. cerevisiae; carriles 2 y 8: Apio 2; carriles 3 y 9: Apio no expuesto; carriles 4y 10:
Apio 5; carriles 5y 11: Apio 4; carriles 6 y 12: Vinca 54; carriles 7 y 13: Clon 5.

Ensayos de Electroforesis

de Campo Pulsado

Con los Urapanes no se logré obtener ban-
das en ninguno de los ensayos de campo pul-
sado realizados, a pesar de que mostraron sin-
tomas asociados a fitoplasmosis y presentaron
una buena concentracién de fitoplasmas en el
floema al ser observados con tincion DAPI. La
figura 5 muestra el bandeo obtenido a partir
de las plantas de apio transfectadas con fito-
plasmas. No se produjeron bandas en el apio
no expuesto. En las demés muestras, se obtu-
vo una banda de aproximadamente 1125 Kb
que esté dentro del rango de tamano de geno-
mas de fitoplasmas que va de 530 Kb a 1350 Kb
(Marcone et al., 2001; Christensen et al., 2005).

Para comprobar que el ADN obtenido en
las bandas de campo pulsado pertenecia a
fitoplasmas, se cortaron las bandas del gel y se
purificd el ADN con el protocolo de B-agarasa,
al ADN obtenido se le realizdé PCR. Se obtuvo
amplificacién positiva, del tamafio esperado
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Figura 6. PCR anidada del ADN recuperado de las bandas del gel de
campo pulsado. Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2: Apio 2;
carriles 3-5: Apio 5; carril 6: Apio no expuesto; carril 7: control positivo;
carril 8: Control agua.

(941 pb), en la PCR anidada con los primers
universales para fitoplasmas PhyrRNAF3.3/
R16R2 (figura 6).

Secuenciacién

Los productos PCR del ADN purificado de
las bandas de electroforesis de campo pulsa-
do, fueron enviados para secuenciacién. La se-
cuencia obtenida con el primer PhyrRNAF3.3
fue sometida a un BLAST, con la base de datos
de NCBI, con el fin de buscar homologia entre
esta secuencia y secuencias de fitoplasmas re-
portadas.

La tabla 1 muestra la homologia encontra-
da entre la secuencia obtenida con el produc-
to de PCR del ADN de apio, purificado del gel
de campo pulsado, y secuencias de fitoplas-
mas reportadas en NCBI.

La secuencia mostré homologia del 98% y
99% con secuencias reportadas del tipo “Ash
Yellows”, entre estas secuencias se encuentran
dos secuencias de aislados de fitoplasmas del
grupo VII-A colombianos, ‘Candidatus Phyto-
plasma fraxini’ aislado AYColY3 y ‘Candidatus
Phytoplasma fraxini’ aislado AYCol5, reporta-
das por el grupo de Biotecnologia Vegetal de la
Universidad Militar “Nueva Granada” en 2004.

Con los resultados obtenidos en el BLAST,
se puede decir que el ADN de la banda de
1125 Kb obtenida en la electroforesis de cam-
po pulsado a partir de tejido de apio transfec-
tado con fitoplasmas desde los Urapanes sin-
tomaticos de estudio de la Universidad Militar,
es de fitoplasmas de tipo “Ash Yellows”.

DISCUSION

La infeccién con fitoplasmas a plantas jove-
nes de Urapén receptoras fue mas rapida que
en las plantas de C. roseus receptoras transfec-
tadas por Lépez en 2005. En las plantas jévenes
de Urapén, los sintomas de fitoplasmosis (dis-
minucién en el crecimiento, acortamiento de
entrenudos, hojas pequenas y proliferaciéon de
brotes), empezaron a manifestarse en menos
de treinta dias desde el inicio de la infeccién. La
inoculacion de estas plantas fue apoyada por
el test DAPI, en el que se observd presencia
de fitoplasmas en el floema de catorce de las
dieciséis plantas receptoras evaluadas. Lopez
(2005), reportd sintomas en las plantas recep-
toras de C. roseus ochenta dias después de la
transfeccion de fitoplasmas desde los Urapanes
sintomaticos de estudio. A pesar de la répida
aparicién de sintomas en las plantas de Urapan
receptoras y la deteccion de fitoplasmas por
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medio del test DAPI, los ensayos de PCR sola-
mente dieron resultados positivos en el 12.5%
de los Urapanes receptores. Estos resultados
son similares a los reportados por Gaitan (2004),
y Gutierrez (2006), quienes también obtuvieron
un bajo porcentaje de plantas de Urapan positi-
vas por PCR a pesar de que la mayoria mostra-
ba sintomas relacionados con fitoplasmosis. La
presencia de compuestos inhibidores, como fe-
noles o carbohidratos, la baja concentraciéon y
la distribucion irregular de los fitoplasmas en el
floema de los diferentes 6rganos de las plantas
jovenes de Urapan sintomaticas.

El anélisis de la secuencia obtenida a par-
tir del producto de PCR anidada obtenido con

Nuestros datos indican que , las plantas jo-
venes de Urapan no son buenos reservorios de
fitoplasmas para ensayos de electroforesis de
campo pulsado por que no observaban ban-
das en los geles de campo pulsado, ni siquiera
cuando los bloques de agarosa fueron prepa-
rados a partir de tejido de floema previamente
disectado de la nervadura central de las hojas
de Urapan.

Para Firrao y colaboradores (1996), la ha-
bilidad de identificar facilmente los fragmen-
tos de restriccion en el gel de campo pulsa-
do tenido con bromuro de etidio, era debida
al hecho de que el fitoplasma causante de la
enfermedad “"Western X" presentaba mayores

La secuencia obtenida a partir del producto de PCR anidada con
los primers PhyrRNAF3.3/R16R2 mostr6 homologia del 99 % con
secuencias de fitoplasmas de tipo “Ash Yellows” con lo que se
puede concluir que la banda obtenida en el gel de campo pulsado
contiene ADN de fitoplasmas de tipo “Ash Yellows".

los primers R16F2N/R16R2, revelé que los Ura-
panes receptores estaban infectados con fito-
plasmas, confirmando de esta manera una in-
feccion exitosa. El resultado del BLAST, arrojé
homologias de 100% y del 99% con secuen-
cias de fitoplasmas de varios tipos, por lo tan-
to, no fue posible identificar qué fitoplasma
era el que estaba infectando a las plantas j6-
venes de Urapan.

concentraciones en plantas de Apio. Prepara-
ciones similares a partir de otros hospederos,
como Vinca, generalmente no alcanzaban al-
tas concentraciones, y los fragmentos de fito-
plasmas en el gel de campo pulsado necesita-
ban ser identificados por medio de hibridacién
por Southern Blot.

Por las razones mencionadas anteriormen-
te, y reportes de otros autores como Marcone
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“Ash Yellows" phytoplasma 16S ribosomal RNA

gene, 16S-23S ribosomal 818
RNA intergenic spacer region, and tRNA-Ile gene, AF092209 e 0 620 (99%)
complete sequence.

Candidatus Phytoplasma fraxini 16S ribosomal 815
RNA gene, partialsequence. DQ194355.2 et e 820 (99%)
Candidatus Phytoplasma fraxini strain AYCol3 16S 804
ribosomal RNAgene, partial sequence. AY661425.1 lisier oL 808 (99%)
Candidatus Phytoplasma fraxini strain AYCol5 16S AY661423.1 154 7 784
ribosomal RNAgene, partial sequence. Ar661423.1 it 0.0 85 (99%)

Tabla 1. Homologia encontrada entre la secuencia de ADN obtenida del apio por PCR anidada y secuencias de fitoplasmas reportadas en NCBI.

y colaboradores (1999), se procedié a utilizar
plantas de Apio como reservorios de fitoplas-
mas para los ensayos de electroforesis de cam-
po pulsado.

Los ensayos de transfeccion de fitoplasmas
a plantas de Apio resultaron exitosos y se reali-
zaron en un tiempo relativamente corto (un mes
y medio). Todas las plantas de Apio transfecta-
das resultaron positivas por PCR, confirmando
de esta manera la capacidad del Apio para con-
centrar buenos titulos de fitoplasmas.

En los ensayos de electroforesis de campo
pulsado con las plantas de Apio, se pudieron
obtener bandas de buena resolucion utilizan-
do solamente 2 gramos de tejido, se puede
afirmar por lo tanto, que el Apio es mejor re-
servorio de fitoplasmas que las plantas de C.
roseus porque para obtener bandas en el gel
de campo pulsado que tuvieran la misma reso-
lucion que las bandas del Apio, se necesitaron
al menos 5 gramos de tejido de C. roseus (re-
sultados no publicados).

La banda obtenida en los ensayos de cam-
po pulsado tanto en Apio como en Vinca fue
de 1125 Kb, este tamafio estéd dentro del rango
del tamafio de los cromosomas de fitoplasmas
aislados hasta el momento, que va de 530 Kb
a 1350 Kb (Marcone et al., 2001; Christensen et
al., 2005).

En los ensayos de PCR con el ADN puirifi-
cado del gel de campo pulsado se obtuvieron
amplificados del tamafio esperado (941 pb),
con el par de primers universales para fitoplas-
mas PhyrRNAF3.3/R16R2, confirmando de esta
manera la presencia de ADN de fitoplasmas en
la banda de 1125 Kb obtenida en la electrofore-
sis de campo pulsado.

La secuencia obtenida a partir del producto
de PCR anidada con los primers PhyrRNAF3.3/
R16R2 mostré homologia del 99 % con secuen-
cias de fitoplasmas de tipo “Ash Yellows” con
lo que se puede concluir que la banda obtenida
en el gel de campo pulsado contiene ADN de
fitoplasmas de tipo “Ash Yellows".
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