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CARACTERIZACION DE DNA DEC

LONES DE PAPAY FITOPLASMAS

ASOCIADOS DEL VALLE DE TOLUCA MEXICO.

DNA CHARACTERIZATION

OF POTATO CLONES AND ASSOCIATED

PHYTOPLASMS OF THE TOLUCA VALLEY, MEXICO

Norma Marina Alarcén Rodriguez ! y Héctor Lozoya Saldaiia *

RESUMEN

La mayor parte de la superficie sembrada
de papa en México es afectada por la
enfermedad conocida como punta morada,
ocasionada por fitoplasmas, cuyo mangjo
no ha sido dominado. Una opcion es
generar variedades resistentes y que dicha
resistencia pusda ser confirmada
molecularmente. El objetivo de este trabajo
fue detectar, identificar y caracterizar a 108
fitoplasmas asociados con clones de papa,
asi como tipificar con huellas de DNA a
dichos. La deteccion del patégeno se hizo
con PCR- directa y PCR anidada. Se
caracterizaron cuatro grupos de fitoplasmas
mediante el analisis del DNA con RFLP,
usando las enzimas Alu 1, Hinf 1, Kpn 1,
Eco R1, Tru 9, Tag 1. Cinco iniciadores de
marcadores RAPDS tipificaron a los clones
en dos grandes grupos; el primero incluyé a
los que estaban infectados por el patégeno,
pero eran asintomaticos, mientras que el
libres de

otro agrupd a los clones

fitoplasmas.

Palabras clave; Punia morada, resistencia,
RAPDS, RFLP.

ABSTRACT

viil

1Tesista ? Director de Tesis

Most of the potato growing area in Mexico is
affected by the disease known a8 purple
top, induced by phytoplasms, whose
handling has not been dominated. One
option is to generate resistant varieties and
then the said such resistance could be
molecularly confirmed. The objective of this
work was to detect, identify, and
characterize the phytoplasms associated
with potato clones, as well as to typify such
clones through DNA fingerprinting. The
pathogen was detected with direct and
nested PCR. Four groups of phytoplasms
were characterized through DNA analysis
by RFLP with the enzymes Alu 1, Hinf 1,
Kpn 1, Eco R1, Tru 9, Tag 1. Five RAPDS
primers typified the clones in two big
groups; the first set included the ones
infected by the pathogen, but they were
symptomless, while the other consisted of

phytoplasm-free clones,

Key words: Purple top, resistance, RAPDS,
RFLP.



I. INTRODUCCION

La papa ocupa el quinto lugar como fuente de alimento después del maiz,
frijot, trigo y arroz; ademéas es importante por su potencial industrial tanto en la
rama alimenticia como en la quimica. Sin embargo, este cultivo es susceptible a
mas de 300 plagas (Hooker, 1981), aunque no todas son de importancia

econdmica.

Desafortunadamente el 70% de la superficie sembrada es afectada por
enfermedades conocidas como punta morada y brote de hilo que en México se
encuentran distribuidas en los estados de Guanajuato, Chihuahua, Michoacan,
Puebla, Veracruz, Durango, Coahuila, Tamaulipas, Aguascalientes, Nuevo Ledn
y Estado de México, las pérdidas pueden ser hasta de un 80% en el rendimiento
del cultivo (Leyva, et al., 2002). Por ello se han realizado diferentes estudios
para determinar el agente causal y conocer detalles sobre la enfermedad que
puedan ser Utiles para su manejo, ademas que se ha establecido la Campaiia
Fitosanitaria Nacional contra el complejo Punta Morada-Bactericera (su vector)
para contrarrestar las pérdidas econdmicas. Una clave para realizar un buen
control es el diagndstico oportuno vy la identificacion del agente causal. Muchas
investigaciones se han realizado para determinar si se trata de un fitoplasma o
simplemente la toxina del vector (Paratrioza cockerelli) o si obedece a un
sindrome en donde intervienen virus, hongos, insectos y fitoplasmas (Ramos et
al, 2003).

Actualmente se cuenta con diversos métodos para determinar el agente
causal, en donde las técnicas moleculares han mostrado ser una gran

herramienta.



Il. OBJETIVOS

GENERALES

1) Detectar y caracterizar fitoplasmas asociados a la punta morada

presente en clones de papa en el Valle de Toluca, México.

2) Tipificar plantas de papas tolerantes y susceptibles a fitoplasmas

procedentes de clones cultivados en el valle de Toluca, México.

ESPECIFICOS

1) Detectar la presencia de fitoplasmas con PCR en clones de papa en el
valle de Toluca, México utilizado diferentes combinaciones de iniciadores

degenerados.

2) Caracterizar y comparar los fitoplasmas detectados a través de
fragmentos de restriccion derivados del gen ribosomal 16S.

3) Diferenciar mediante marcadores RAPDs a los clones de papa tolerantes

y susceptibles a fitoplasmas.



lll. REVISION DE LITERATURA

3.1, EL. CULTIVO DE LA PAPA
3.1.1 Origen y distribucion

La papa es conocida en America desde hace 10,500 afios tiene su
centro de origen en los Andes de Sudamérica y su centro de Diversidad
importante en la cuenca del Lago Titicaca, al sureste de Per( y noroeste de
Bolivia, pero existen especies silvestres en Centroamérica y en México. La
planta fue introducida en Europa en el siglo XVI por los exploradores espafioles,
el cultivo se difundio rapidamente sobre todo en las regiones templadas y, a

principios del siglo XVIII, se introdujo en el norte de America (Montaldo 1984).

3.1.2. Importancia

El cultivo de la papa es muy importante para la economia mundial, se
ubica en el quinto lugar de produccion sélo después del maiz, trigo frijol y arroz;
coh cerca de 321.10 millones de toneladas anuales producidas (Santos, 2005).
En México es de gran importancia por dos aspectos fundamentales, en primer
fugar como alimento por su valor nutricional y debido a las diversas labores que
demanda en la siembra, cosecha, comercializacion, etc., tiene un fuerte impacto
econdmico en las zonas donde se cultiva. Como cultivo a nivel nacional la papa
ocupa el lugar 35 en orden de importancia por superficie sembrada,
cosechandose en México alrededor de 75,000 ha, de las cuales se obliene una
produccion de alrededor de 1 millén 780 mil toneladas. Los principales estados
productores en Mexico son Sinaloa, Chihuahua, Sonora, Nuevo Ledn,
Guanajuato, Edo. de México, Jalisco, Coahuila, Michoacan, Puebla y Veracruz
(SIAP, 2005).



3.2. FITOPLASMAS
3.2.1. Caracteristicas generales

Los fitoplasmas son organismos unicelulares altamente pleomérficos, sin
pared celular, y estan rodeados de una membrana trilaminar de
aproximadamente 8-10 um de grosor (Figura 1). Su diametro varia mucho
desde 200 a 800 um, las formas esféricas miden de 175 a 400 pm, mientras
que las filamentosas llegan a medir alrededor de 1700 um (Arora, et al 1988)
&stas formas filamentosas predominan en fases tempranas de la infeccion (Lee
et al. 2000). El cuerpo de los fitoplasmas contiene un enrejado fibrilar de
hebras, que se supone son ADN, y areas con granulos semejantes a

ribosomas.

Estos organismos aparentemente se propagan por fision binaria,
gemacion o fragmentacion; los fitoplasmas son los procariontes mas peguefios
capaces de replicacion autdnoma (Chang and Donaldson 1985). Diversos
estudios han revelado la presencia de elementos extracromosomales
(plasmidos), particularmente en aquellos fitoplasmas causantes de sintomas

como virescencias y filodias en sus plantas hospederas (Kirkpatrick, 1997)

A B

Figura 1. A Fitoplasmas en células del floema de peciolos de hojas de plantas
de vides (Herrera y Madariaga, 2003). B. Fitoplasmas en tejido vegetal, formas

esféricas y pleomorficas (Fuente. www.scielo.cl/scielo.php)



3.2.2. Clasificacion y filogenia

Gracias a diversas investigaciones de las secuencias del gen 163 rDNA
se ha supuesto que los fitoplasmas derivan de un ancestro com(n gram-
positivo, clostridial, relacionandolos mas estrechamente con Acholeplasma que
con los verdaderos micoplasmas (Kirkpatrick ,1997). Se les ha ubicado dentro
de la clase Mollicutes debido al tamafio de genoma que varia de 500 a 1185
kilobases (Lim y Sears, 1991} y por el % de G+C que va en un rango de 25 a
30%, valor que es similar al de otros miembros de la clase Mollicutes (Kollar, ef
al, 1990).

A través de diversas investigaciones de! gen 16S RNA por diversos
grupos de cientificos, el Comité Internacional de la Sistematica Bacterioldgica
(ICSB), el Subcomité sobre Taxonomia de Mollicutes acepté reemplazar el
nombre trivial de MLO por el término fitoplasma. Este nombre esta bajo el status
taxonémico provisional de “Candidatus” para referirse al nombre genérico de los
micoplasmas patoégenos de plantas, es decir de los fitoplasmas (Seemuller et
al., 1998).

Lee ef al. (1993) propusieron una clasificacion tras haber realizado
analisis de patrones de RFLP proponiendo 10 grandes grupos (llamados grupos
16 rRNA) y 15 subgrupos. Un afio después tras disefiar iniciadores especificos
y usar un humero mayor de enzimas de restriccién propuso 14 grupos y 38
subgrupos (Lee ef al. 1994) (Cuadro 1). Por su parte Seemiiller ef al., en 1998
designaron 20 grandes grupos distintos de fitoplasmas (Cuadro 2), como
resultado del analisis filogenético y secuenciacién del gen 16S rRNA de 75
fitoplasmas distintos, a su vez presentaron una tabla que clasifica a 246
fitoplasmas, en la cual el grupo del amarillamiento de Aster (AY) es el que

contiene mayor niimero de subgrupos



Cuadro 1. Grupos de fitoplasmas clasificados mediante andlisis de RFLP y
secuenciacion del gen 16S rRNA.

Grupo de subgrupos Alslamiento Origen Hospedante
fitoplasma geografico
16Srt 18ST-A Temato bing bund Arkansas Tomate
{(Amarillamiento
del Aster) 16Sr1-B Maryland aster yellows Maryland Vinca
16511-C Clover phyllody Canada Trébol
16Sr1-D Paulownia witche's Taiwan Paulownia
broom
168rI-E EUA Arandano
Blueberry stunt
16Sr1-F Espafia Albaricoque
Apticot chiorotic leaf roll
168rl-H ltalia Crisantemo
Chrysanthemum yellows
16SrI-K Norteamérica Fresa
Strawberry multiplier
168rIL 16Sril-A Escoba bruja cacahuate  Taiwan Cacahuate
(Escoba de bruja  16Sr1I-B Escoba de bruja de lima  Arabia Lima
del Peanut)
168SI1I-C Filodia del algoddn Africa, Asia Algodon
16Sr1-D Hoja pequefia remolacha  Australia Remolacha
163811 16SrIL-A Enfermedad X del Canada Durazno
(Enfermedad del durazno
X} 16SITII-B Italia Trébol
Filodia italiana del trébol
16Sr111-C Georgia Pecan
Pecan bunch
16Sr-D E.UA Goldenrod
Goldenrod yellows
16SrTII-E EUA
Spirea stunt
16SrlIL-F E.UA
Milkweed yellows
168S(111-G E.UA Nuez
Escoba de bruja de nuez
168r11I-H E.UA Nochebuena
Induccién del manchado
_ de la nochebuena
1651V 168rIV-A Amarillamieto letal coco E.U.A, Caribe Palma coco
(Amariliamiento
letal del cocotero
16Sr1V-B Declinamiento letal coco  Africa Palma coco




Continuacion Cuadro 1

Grupo de Subgrupo Aislamiento QOrigen Hospedante

fitoplasma ] geografico
16Srvi 16SrVI-A Proliferacion del irébol Norteamérica Trébol
(Proliferacion
del trébol) 168rvVI-B Multiplicacion de la fresa Canadé Fresas
16SrvIl 18SVII-A  Amarillamiento del Fresno E.UA Fresno
(Amarillamien
fo del
Fresno)
16Srvill 16SrVIII-A  Escoba de bruja de Loofah Taiwan Loofah
(Escoba de
bruja Leofah)
1681IX 165rIX-A Escoba de bruja guandd Norteamérica Guandu
{(Escoba de
bruja del
guandu
16SrX 168rX-A Proliferacién de! manzano Europa Manzano
(Proliferacion  16SrX-B Enrollamiento hoja del ltalia Albaricogue
de la albaricoque.
manzana) 16SrX-C Declinamiento del peral italia Peral

16SrX-D Escoba bruja spartium Italia Spartium
16SIX-E Escoba de bruja del aliso negro  Alemania Aliso negro
16SrX! 16SrXI-A Enanismo y amarillamiento dei  India, Japén  Arroz
(Enanismo ¥y Arroz, Hoja blanca
amarillamient  16SrxX)-B de la Cafia de Azlcar. Tailandia Cafia azlicar
o del Arroz)
185Xl 16SrXIl-A Stolour ltalia, Espafia Chile, tomate
(Grupo  del
Stolbur 16SIXII-B Amarillamiento  de la  vid Australia Vid
Australiana
165rXi1l 16SIXHl-A  Virescencia mexicana de la  México Vinca
vinca

18SrXIV 16SrXIV-A  Hoja blanca del pasto Bermuda Asia, ltalia Pasto




Cuadro 2. Grupos de fitoplasma clasificados mediante analisis de RFLP y

secuenciacion del gen 168 rRNA.

Grupo de fitoplasma Acréonimo Hospedante Distribucion
Geogréafica

Aster yellows AY Amplio Mundial

Australian grapevine AUSGY Vid Australia

yellows

Italian bindweed IBS Convolvulus arvensis ltalia

stolbur

Stolbur STOL Chile, tomate, tabaco, Europa
vinca, etc.

Buckthorn witche’'s BWB Rhamnus catharticus Alemania

broom

Spartium witche's SpaWB Spartium junceum ltalia

broom

Apple proliferation AP Manzano Europa

X-disease WX Durazno E.UA

italian alfalfa witche's 1AWB Alfalfa Italia

broom

Faba bean phyllody FBP Haba Sudan

Pigeon pea witche's PPWB Cajanus cajan Florida

broom

Cirsium phyltody CirP Cirsium arvense Alemania

Sugarcane white leaf SCWL Caila de azlcar Tailandia

Bermuda grass white BGWL Pasto Tailandia e ltalia

leaf

Tanzanian letal TLD Palma de coco Tanzania y Kenia

decline

Letal yellowing LY Palma de coco E.UA

Loofah witche's broom  LWB Luffa cilindrica Taiwan

Ash yellows AshY Fresno E.UA

Clover proliferation CP Trébol Canada

Elm yellows EY Olmo E.U.A. y Europa




3 3. Mecanismo de accion

Aungque no hay estudios concluyentes sobre el mecanismo de accion de
los fitoplasmas, éste se ha asociado con los problemas que le ocasionan al
hospedero en su balance hormonal. Numerosos estudios en la década de los
70 y 80's indican que las virescencias y filodias inducidas por los fitoplasmas
pueden ser producto de la alteracion de los niveles de fitohormonas endogenas
de! hospedante; sin embargo Smart y Kirpatrick (1996) demostraron que no es
asi necesariamente, ya que el efecto de la infeccién del fitoplasma
amarillamiento del aster sobre diversos mutantes de Arabidopsis thaliana no
mostraron cambios sobre el dcido abscisico, auxinas, etileno y giberelinas por lo
que congluyeron que los cambios en estas fitohormonas no son responsables

de los sintomas (Lee et al., 2000).

Por su parte Chang (1998) al trabajar con el mismo fitoplasma sefala
que se presenta un deterioro en la funcién del floema, un nivel bajo de la
actividad oxidativa del acido indol 3-acetico, un desbalance en las hormonas del
crecimiento, ademas de inhibicion y traslocacion de las mismas; pero al frabajar
con Catharanthus roseus L. encontré que la infeccion por fitoplasmas reduce el
contenido de clorofila provocando un envejecimiento prematuro de hojas y la

aparicién de virescencia en las flores.

En un estudio realizado a las palmas de coco infectadas con el
fitoplasma causante del Amarillamiento Letal, se comprobd que la infeccién y
multiplicacion del fitoplasma reduce drasticamente la concentracién de azucar y
almidén, lo cual impide el transporte optimo de azucares dificultando la
respiracién de raices, la absorcién de iones, la sintesis de citocininas, la
transferencia de electrones provocando los sintomas caracteristicos de la
enfermedad y la muerte de la planta (Maust et al 2003).



3.4. Sintomatologia

Los fitoplasmas se encuentran asociados con enfermedades de
aproximadamente 1000 especies de plantas (Andersen et al., 2006). Los
sintomas incluyen virescencia (flores verdes o baja pigmentacion), filodias
(pétalos con apariencia de hojas), esterilidad de flores, proliferacion de brotes
axilares (escoba de brujas), elongaciones anormales de los internudos,
enahismo generalizado, decoloraciones de hojas y raices, enchinamiento y
encopamiento de hojas, apariencia de racimos en las partes terminales del
crecimiento de los tallos y declinamientos generalizados (Lee et al. 2000). En
los tubérculos se ohserva la produccién de brotes muy delgados (ahilados) y
necrosis interna (Khurana et al. 1988, Cadena ef al. 2003). Seemdller y
colaboradores (1998) sefalan que los sintomas son caracterizados por
malformaciones florales, aberraciones en el crecimiento y amarillamientos o

enrojecimientos de hojas.

Por su parte Lee, ef al. (1994) sefialan que si existe mas de un fitoplasma
en la misma planta, el fitoplasma secundario puede fortalecer el desarrollo de la
enfermedad modificando asi la expresion de los sintomas ocasionados por el

fitoplasma primario los cuales pueden variar de acuerdo al hospedante.

3.5, Transmision
3.5.1. Por vectores

La manera mas eficiente de transmision es por insectos gue se alimentan
de floema {Bressan ef al., 2006; Danet, et al., 2003 Lee, ot al., 2000; Crosslin,
et al., 2008).

Hasta ahora los vectores reconocidos de fitoplasmas son especies de
insectos de las familias Cicadellidae, Psylidae, chicharritas de los géneros
Agallia, Agalliopsis, Carneocephala, Draeculacephala, Empoasca, Macrolestes,
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etc. No mas de 12 especies han sido implicadas en la transmision de
fitoplasmas en papa, aunque mas de 130 han sido reconogcidas como vectores
de éstos fitopatégenos; sin embargo, aun existe mucha confusién acerca de los
vectores de los mismos para la papa (Bujanos, et al. 2004: Bressan, ef al.,
2006; Cadena, ef al., 2003).

Los fitoplasmas son considerados patdgenos transmitidos en forma
persistente, por lo tanto requieren de largos periodos de adguisicidn muy
variables. La gran mayoria son adquiridos en 2 o mas de 30 dias, aungque
algunas variantes del amarillamiento del aster pueden ser transmitidos entre 8 y
24 horas (Lee, et al., 1994, 1998; Tsai, 1979).

En todos los casos hasta ahora estudiados, los vectores de fitoplasmas
requieren de un periodo de incubacion, es decir de un tiempo desde la
adquisicion hasta la transmisién y éste varia dependiendo del fitoplasma entre
10 y 35 dias. Varios estudios han demostrado que los fitoplasmas son
propagativos en su vector y pueden inducir cambios benéficos y detrimentales
en ellos. Estos organismos pueden persistir en su vector haéta 88 dias en
algunos casos. Durante este tiempo los insectos pueden transmitir al fitoplasma
(Tsai, 1979).

Kawakita ef al. (2000) demostraron que los fitoplasmas se pueden
transmitir a través de los huévecillos y 6rganos genitales de algunos vectores
como Hishimonoides sellatiformis (transmisién transovarica) y por 6rganos
genitales y glandulas salivales de H. sellatus en el caso del enanismo de la
mora. Hay vectores que pueden transmitir varios tipos de fitoplasmas pero
también hay especificidad de transmision de un fitoplasma y un solo hospedero
como los que reporta Danet ef al. (2003) en el caso de Cixius wagneri que es el
vector del “Candidatus Phiomobacter fragariae” en la fresa; asi como el
cicadélido que describen Bressan et al. (2008) Euscelidius plebejus F., que
transmite el Flavescence Doreé Phytoplasma causante del amarillamiento en

vid.
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3.5.2. Por injerto

A través de injerto se puede lograr la transmision de mollicutes de
manera natural como en la enfermedad “Sandal spike” y también se logra de
manera artificial, cabe sefialar que en ambos casos no es muy eficaz
Cervantes (2005) reportd un porcentaje muy bajo, 5 a 30%, al injertar plantas de
Alstroemeria y vinca debido a la persistencia y distribucion de los fitoplasmas en
la planta hospedera. Schneider (1970) pudo transmitir €l fitoplasma que
ocasiona el decaimiento del peral al injertar raices. La persistencia de los
fitoplasmas obedece a muchos factores, McCoy (1979) sefiald que s6lo
persisten en los tubos cribosos funcionales pero no en aguellos que estan en
degeneracion, ya que el fitoplasma ocasiona necrosis en el floema blogueando
el intercambio de la savia infectada del injerto al portainjerto (Seliskar y Wilson,
1981). Hernandez (2000) logré ia reproducibilidad de sintomas de punta morada
en plantas de papa a través de injerto, aungque no todas las plantas
manifestaron el total de sintomas de la enfermedad, esto concuerda con jos
experimentos realizados por Garcia (1996) en la transmision de fitoplasmas a
fravés de injerto en plantas de papa y cuya eficacia fue del 50 %. Las
condiciones ambientales y la compatibilidad son importantes para el injerto por

lo que muchas veces no se dan resultados satisfactorios.

3.5.3. Por cuscuta

-

Este método es cominmente utilizado para transmitir enfermedades del
tipo de amarillamientos, tanto en plantas herbaceas como arboles debido
principalmente a que no se requiere compatibilidad y ha sido muy eficaz en
distintas investigaciones (Chen ef al., 1993; Davis and Lee, 1993). Cervantes
(2005) report6 un porcentaje de transmision de fitoplasma por cliscuta del 60%
en plantas de Alstroemeria con sintomas de deformacién y amarillamiento a

plantas sanas de Vinca.
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3.6. Deteccidén de Fitoplasmas
3.6.1. Rango de hospederos y sintomatologia

Por décadas la clasificacion e identificacion se basaba principalmente en
caracteristicas biolégicas tales como especificidad de transmision, plantas
susceptibles, sintomas etc, pero estas pruebas requieren una labor intensiva, se
consume mucho tiempo y puede llevar a identificaciones erroneas (Davis and
Lee, 1993). Las enfermedades causadas por organismos parecidos a
micoplasmas (MLO), ahora denominados fitoplasmas, se consideraban
causadas por virus con caracteristicas poco usuales hasta 1967, cuando Doi ef
al. (1967) demostraron la presencia de organismos tipo micoplasmas en el
floema de plantas infectadas con el enanismo de la mora, escoba de brujas de
la papa, amarillamiento del aster o escoba de brujas de "Paulownia". Estos
organismos se hallan en las células cribosas del floema y aparentemente en

raras ocasiones en células del parénquima floematico de las plantas infectadas.

El hospedero, el sintoma y hasta la distribucion geografica son
importantes ya que ha muchos fitoplasmas se les da el nombre tomando en
consideracién esos aspectos (Seemdller et al. 1998), e inclusive una de las
primeras clasificaciones de los fitoplasmas se hizo con base la manifestacion de

sintomas en Catharanthus roseus propuesta por Marwits (1990).

3.6.2. Microscopia electronica y de fluorescencia

La inhabilidad de aislar a los fitoplasmas en medios de cultivo (a
excepcion de Spiroplasma citri) para observarlos se supero un poco con la
microscopia electronica, ya que permite su observacién y comparacion directa
con otros patégenos presentes en el tejido del floema, pero tiene el
inconveniente que solo se puede analizar muy poca cantidad de tejido por lo

que esta limitada cuando la poblacién de fitoplasmas es muy baja (Cervantes,
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2005); ademas de no poderlos diferenciar y ubicar en un grupo especifico
(Ahrens y Seemilier, 1992).

La técnica con el fluorocromo 4 8-diamino-2-phenilindole (DAPI) es una
buena prueba histolégica para deteccion de fitoplasmas, sin embargo no es
determinante ya que el colorante puede reaccionar con cualguier molécula de
DNA localizada intracelularmente (Dale, 1988) esta técnica se basa en ia
- coloracion especifica de los pares de bases adenina-timina que se encuentran
en mayor concentracion en los fitoplasmas (Davis ef al. 1997). El hecho de gue
no se encuentren distribuidos uniformemente en la planta también es una
desventaja para estas técnicas (Lee ef al. 1995). Pese a ello diversos
investigadores han podido reportar gracias a estas técnicas el tamafio y forma
de los fitoplasmas como el Amarillamiento de la cebolla “Onion Yellows
Phytoplasma” (Oshima et al. 2001) y el fitoplasma asociado al amarillamiento de

la vid “Flavescence doreé” (Herrera y Madariaga, 2003), entre otros.

3.6.3. Serologia

La serologia es una alternativa viable en la deteccion de fitoplasmas.
Ademas de ser rapida, ofrece una sensibilidad alta (1-10 ng/mL). El uso de
anticuerpos monoclonales y policlonales han sido dtiles para detectar
fitoplasmas siempre y cuando se encueniren en titulo razonable en el
hospedante (Kirkpatrick, 1997). Giménez, et al (2002) utilizaron anticuerpos
monoclonales para detectar al enanismo arbustivo (‘Maize Bushy Stunt
Phytoplasma”) y el achaparramiento (“Corn Stunt Spiroplasma”) en maiz con
buenos resultados. Por su parte Herrera y Madariaga (2003) lograron confirmar
la presencia del fifoplasma causante del amarillamiento de la vid a través del
uso de inmunoglobulinas policlonales en combinacién con el uso de membranas
de nitrocelulosa y la técnica de inmunocaptura-PCR, Chen y Chen (1998)
disefiaron anticuerpos monoclonales especificos para el enanismo del maiz
(Corn siunt spiroplasma), pero el poco conocimiento de los componentes
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antigénicos, especificidad, patogenicidad y capacidad biologica de los
spiroplasmas y fitoplasmas fueron limitantes para producir anticuerpos

directamente contra estos componentes.

Una de las desventajas de esta técnica es la especificidad de los
antisueros, ya que impide la deteccién de una misma especie de fitoplasma que
procede de dos regiones geograficas distantes, por lo que su uso para
clasificarlos a nivel de especie es limitado (Kirkpatrick, 1997). Por el contrario
Lin y Chen (1986) observaron que un mismo antisuero disefiado contra el
fitoplasma de la enfermedad X del oeste (WX-P) reconoce dos tipos de
antigenos que inducen el arrosetamiento del peral y el que provoca la escoba
de bruja del olmo.

3.6.4. Métodos Moleculares

Normalmente los fitoplasmas en las plantas afectadas se presentan en
titulos muy bajos y su distribucion en el hospedero no es uniforme; por lo que su
identificacion y clasificacion hasta hace pocos afos era dificil; pero actualmente
las técnicas moleculares han contribuido a solucionar dichos problemas. La
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una herramienta muy poderosa
ya que permite una deteccion rapida, sencilla y con un alto nivel de sensibilidad
de hasta de 1 pg/uL de acido nucleico extraido de plantas infectadas por
fitoplasmas (Levy ef al., 1994; Lorenz ef al., 1995; Bertaccini ef al., 1996; Gibb
et al, 1995). La téchica consiste basicamente en tres pasos: 1)
desnaturalizacién en la cual las hebras de DNA se separan a temperatura de
94°C, 2) alineamiento en la que los iniciadores especificos reconocen
secuencias complementarias en las cadenas de DNA en posiciones opuestas
(5'-3' y 3-5") a temperaturas variables que oscilan entre los 30 y 60°C y 3)
Extension de los iniciadores en la que la DNA polimerasa ensambla nucleodtidos

y se origina la cadena complementaria.
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Para la clasificacion de los fitoplasmas se usan frecuentemente dos
estrategias: los fragmentos de restriccion (Polimorfismo de la longitud de los
fragmentos de restriccion, RFLPs), obtenidos de fragmentos de mayor tamafno
amplificados con PCR, los cuales se digieren con diferentes enzimas de
restriccion para generar perfiles que se comparan entre los fitoplasmas en
estudio. La segunda estrategia consiste en el analisis molecular del gen 165
rDNA (Figura 5) que es un gen altamente conservado en procariontes (Barros et
al., 2002; Lee et al., 1998, Harrinson et al., 2001; Andersen, et al., 2006), este
gen se detecta mediante el uso de iniciadores especificos para su
reconocimiento. Esta técnica ha sido fundamental ya que ha permitido la
caracterizacién de diversos fitoplasmas en un sin nimero de cultivos de
importancia econdmica (Almeyda, et al., 2001; Lee et al., 2003).

La clonacién de DNA de fitoplasmas ha sido ampliamente utilizada, aqui
el DNA se somete a una serie de centrifugaciones en gradientes de densidad
de cloruro de cesio para aislar una banda rica en adeninas-timinas la cual se
clona en un plasmido y se introduce en una bacteria (Kirkpatrick, 1997), o

pueden utilizarse diferentes kit y vectores comerciales.

Actualmente se emplean otros marcadores filogenéticos basados en el
gen 23S rDNA pero también en el espacio intergénico (ITS) ubicado entre los
genes 165 -23S rRNA, ya que en esta region se encuentran algunos contrastes
evolutivos. Otras técnicas empleadas son el uso de genes que codifican para
proteinas ribosomales Yy el uso del gen fuf que codifica para el factor de
elongacion el cual esta presente como una copia simple en todos los Mollicutes
incluyendo los fitoplasmas, estos genes son muy especificos y pueden ser
secuenciados faciimente (Smart et al., 1996; Andersen et al, 20086).

La mas reciente innovacion en la deteccion de fitoplasmas es la PCR
cuantitativa en tiempo real (real time PCR), ya que es una técnica ultrasensible
(detecta cantidades muy pequefias de indéculo en la planta), completamente
mas rapida que los procedimientos de PCR anidada (nested-PCR), reduce
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cualquier error de contaminacion ya que no necesita abrirse entre la primera
ronda y Ja reaccion anidada y elimina la necesidad de analizar los productos de
reaccion por geles de electroforesis (Crosslin et al., 2006; Chavez et al., 2005).
Una ventaja de esta técnica es que cuantifica el inéculo, esto no es necesario
en fitoplasmas, aunque Chavez y colaboradores (2004) indicaron que muestras
negativas por PCR anidado fueron detectadas como positivas en tiempo real
debido a la mayor sensibilidad de ésta. Un inconveniente es el alto costo en

comparacién con la PCR tradicional.

Los RAPDs (Amplificacion inespecifica del polimorfismo de DNA) es una
técnica que utiliza pequefios iniciadores de oligonucledtidos de secuencias
aleatorias (6 a 10 nucledtidos) que usualmente tienen un contenido de GC
mayor entre 50-70%, estos iniciadores no contienen secuencias repetidas
inversas internas y se pegan a distintos sitios del genoma, la amplificacion es
exitosa solo si el sitio blanco (en donde se pegd) esta localizado en ambas
cadenas de DNA molde en polaridad opuesta y a una distancia de 50-6000
bases en promedio. Esta técnica provee marcadores dominantes, los
polimorfismos se detectan mediante la presencia o ausencia de bandas. Como
ventaja de esta técnica es que no sé precisa conocimiento previo del genoma,
se necesitan pequefias cantidades de DNA, son marcadores abundantes en el
genoma y se encuentran distribuidos al azar. Como desventajas se tiene la baja
reproducibilidad debido a las condiciones de reaccion tales como tipo de
enzima, tipo de termociclador, reactivos empieados, etc. (Valadez y Kahl, 2000;
Torres y Moreno, 2001; Weising, et al 2005).

3.7. Fitoplasmas de la papa

En la papa se han reportado varias enfermedades producidas por
fitoplasmas, tales como enrollamiento ptrpura del apice, flavescencia marginal,
escoba de brujas, filodia de la papa, punta morada de la papa y "stolbur". Se
presentan caracteristicas comunes entre estas enfermedades como son el
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rango de hospederos, sintomas, tipo de vectores (cicadelidos) y eficiencia de
transmision, por lo que se sugiere que todas son causadas por fitoplasmas
(Salazar, 1997; Almeyda et al., 2001; Munyaneza et al., 2005).

Un sintoma comin de todas estas enfermedades es la clorosis de los
foliolos, usualmente a lo largo de los margenes en las plantas infectadas. El
fitoplasma responsable del enrollamiento purpura del dpice (PTR) causa
enrollamiento de la parte basal de los foliolos de las hojas jévenes del brote y
los tubérculos de plantas afectadas usualmente son pequefios producen
brotes ahilados. El agente causal del PTW origina brotes erectos y las hojas se
enrollan hacia arriba con el progreso de la enfermedad, la pigmentacion plrpura
se produce en la base de los foliolos y los talios se marchitan debido a necrosis
del floema, el cual no permite la fluidez de agua. Plantas jovenes afectadas
producen tubérculos aéreos y engrosamiento de los nudos del tailo. Los
tubérculos producidos por las plantas infectadas pueden ser flacidos y producen
brotes ahilados cuando se rompe la dormancia.

El causante de la escoba de brujas (WB) produce una detencién severa
del crecimiento de las plantas debido al acortamiento de los entrenudos, y
también induce clorosis marginal de los foliolos. Las plantas no producen
tubérculos o solo algunos pequefios con brotes ahilados. El fitoplasma
responsable de la filodia de la papa (PP) causa achatamiento de los tallos y el
desarrollo de hojas cloréticas con foliolos pequefios, las flores pueden proliferar
y producir brotes vegetativos. También se pueden producir tubérculos aéreos.
Las plantas afectadas por "stolbur" muestran clorosis y enrollamiento de los
foliolos tipo cuchara. Las plantas generalmente se secan y marchitan. L.os.
tubérculos son blandos y pueden desarrollar brotes delgados y ahilados
(Salazar, 1997; Crosslin ef al,, 2006; Munyaneza et al 2005).

3.8. Punta Morada

La “punta morada” de la papa como enfermedad se menciondé por
primera vez en México por Cervantes y Rubio en 1963. Cadena la report6 en
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1974, en los estados de México, Puebla, Hidalgo y Tlaxcala, causando fuertes
reducciones de rendimiento y calidad del tubérculo de la papa que en
frecuentes casos llegd a ser hasta del 95 %. Los sintomas mencionados se
caracterizan por una brotacién anormal de falios en tubérculos y la coloracion
morada en las hojas apicales, asociado con una coloracion oscura de la pulpa,
lo cual desmerita drasticamente su calidad (Cadena, 1974; Cadena ef al.,
2003). El agente causal es un fitoplasma que ha sido asociado al grupo | del
Wester aster yellow. Estudios recientes concluyeron que los sintomas de Punta
Morada y Brote de Hilo son causados por diferentes fitoplasmas, basandose en
el andlisis de la secuencia del gen 16S ribosomal, que al ser comparadas con
ofras secuencias de este grupo de patégenos en el banco de datos, fue posible
asociar a la "punta morada” con el Wester aster yellows del Grupo |, y a "bola
de hilo" con fitoplasmas del Grupo I, de la clasificacion infemacional de
fitoplasmas (Leyva et al., 2002; Leyva y Martinez, 2003). En México hasta esos
afios, no existian estudios sobre el agente causal y el vector de esta
enfermedad, s6lo por sintomatologia, se le relacionaba con la “punta morada”
reportada en EU (Almeyda, et al., 2001).

El sindrome punta morada ocupa el primer lugar en importancia en
México, es transmitida por insectos del orden Homéptera (chicharritas) y
Psilidos como Bactericera cockerefli (Figura 2) que se presenta en las
principales zonas productoras de papa de México (Bujanos et al., 2004, Rubio
ef al., 2003). En conjunto estos agentes reducen el rendimiento (30 a 95%), la
calidad comercial y la utilizacién del tubérculo como semilla. Los sintomas en
follaje son disminucion en el crecimiento (Figura 3 A y B), enrollamiento apical y
coloracién purptirea en los foliolos (Figura 3 C y D), mientras que los tubérculos
presentan diversos grados de pardeamiento en la parte interna, asi como
brotacién anormal (Figura 3 E y F), la cual al sembrarse producen plantas
débiles o no brotan (Almeyda, 2001, Cadena ef al., 2003; Crosslin ef al., 2008).

En forma artificial sélo puede ser transmitida por injerto. La enfermedad

es endémica en las zonas aridas y semiaridas que se encuentran generalmente
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a alturas superiores a los mil metros sobre el nivel del mar. Las poblaciones
iniciales adquieren el fitoplasma en hospedantes silvestres y puede entonces
ser transmitido a la descendencia en forma transovarica. El insecto necesita
para poder adquirir el fitoplasma, perfodos de alimentacion en el floema de las
plantas enfermas de cuando menos una hora. Tanto los adultos (Figura 2 B)
como las ninfas (Figura 2 C) son capaces de adquirir el patogeno, éste no se
pierde durante la muda. Una vez adquirido lo retiene durante toda la vida atil
como vector. El fitoplasma tiene la capacidad de multiplicarse tanto en las
células del insecto (tejido graso y glandulas salivales) como en las células de
los tejidos vasculares de la planta (floema). A partir de los puntos de infeccion el
fitoplasma se distribuye en la planta via los tejidos del floema pudiendo legar
hasta los tubérculos (Salazar, 2002; Cadena ef al., 2003; Almeyda et al., 2001;
Leyva et al., 2002)

Las investigaciones sobre el papel de B. cockerelli en la transmisién de
este fitoplasma determinaron que el insecto puede transmitirlo en un tiempo de
15 minutos después de su adquisicion y es la forma de transmisiéon mas
eficiente, ya que este no se transmiti6 mecanicamente, por contacto, o por
semilla (L6pez, 2002; Garzén, 2002).

Dada la importancia del problema, es indispensable buscar variedades
de papa resistentes, aunque los reportes sefialan que sélo las especies
silvestres exhiben esta caracteristica, pero desafortunadamente no tienen valor
comercial {Cadena, 19983).
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Figura 2. Morfologia y ciclo de vida del psilido Bactericera cockerelli. A,
huevecillos amarillos, alargados con un pedicelo claro. B, ninfas de diferentes

instares. C, adulto desarrollado, alado y D, ciclo de vida,
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Figura 3. Sintomatologia observada en papa. A y B, achaparramiento y falta de
desarrollo de la planta en general. C y D, pigmentacién parpura en las hojas
apicales, D enrollamiento de foliolos. E, brotes delgados, ahilados y F,
pardeamiento interno del tubérculo. G y H, enrollamiento de foliolos.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. A) Deteccion y caracterizacion de fitoplasmas, con marcadores de
DNA, asociados a la punta morada presente en clones de papa
4.1.1. Material Vegetal

Durante el ciclo de cultivo del 2005 se colectaron follaje y tubérculos
(Figura 4 A y B) de plantas de papa aparentemente sanas, enfermas (Figura 4
H) y aquellos clones que no manifestaron sintomas y/o presentaron cierta
folerancia al fitoplasma (en la apariencia), en el campo experimental del
PICTIPAPA en el Valle de Toluca (Figura 4 C-G; Cuadro 3)
Se realizé la induccién de brotes en los tubérculos que no presentaron esta
estructura, colocandolos por 10 min en solucion de acido giberélico 10 ppm y se

incubaron en oscuridad a temperatura de 28 °C hasta la brotacion.

Cuadro 3. Clones de papa que mostraron cierta tolerancia a la punta morada
en el campo experimental del PICTIPAPA.

Clave clon  Clave en geles  Aiio Pracedencia Fenotipo a Progenitores
PICTIPAPA utilizada en fitoplasma
USDA investigacion

LB 9-21 Clon 9 2° USDA/ARS Asintomatico

LB 4-36 Clon 8 2° PROSSER Asintomatico

LB 11-10 Clon7 2° WA, USA Asintomatico

LB 89 Clon 12 2° Asintomatico

LB 27-25 Clon 18 2° Asintomatico
A02327-8 Clon 10 2° USDAJARS Asintomdtico AG7011-2LB X A026893-3
AQ02327-6 Clon 4 2° ABERDEEN,  Asintomatico A87011-2LB X A096893-3
A02327-68 Clon 6 2° 10 USA Asintomatico AO7011-2LB X AD96893-3
A00419-88 Clon 2 2° Asintomatico A96764-19 X Stirling
AD0418-40  Clon 13 2°  USDA/ARS Asintomatico ABB764-19 X Stirling
A00418-73 Clon 15 2°  ABERDEEN,  Asintomatico A96764-19 X Stirling
A02499-46  Clon 14 4° [0 USA Asintomatico BO767-2 X Lugovskoy
A00499-38  Clon 11 4° Asintomatico Bol 575045 X Pl 583331
AQ0535-2 Clon 3 3° USDA/ARS Asintomatico 77-69-43 X A96764-19
A02 4971 Clon 1 9°  ABERDEEN,  Asintomatico BO767-2 X A096 B93-3
AD2 497-51 Clon 5 2° 10 USA Asintomatico BO767-2 X AD96 893-3
A01 23762 Clon 16 3° Asintomatico AD506-2 X AD96 893-3
AO1 237-14 Clon 17 3°  Campo Asintomatico A9505-2 X A096 893-3
Alfa Testigo + expetimental  Sintomatico
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Figura 4. Muestras tomadas en el campo experimental. A, tubérculo con brote
ahilado. B, muestras etiquetados. C-G, apariencia de clones en el campo y H

muestra enferma usada como testigo positivo.
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4.1.2. Extracciéon de DNA

Para la extraccion de DNA del material vegetal se consider6 follaje
(Figura 6 A) y brotes, se utiliz6 el método de Neal Stewart Jr & Laura Evia, 1993
con algunas modificaciones que se sefialan mas adelante, s& maceraroh en un
mortero estéril y congelado 0.3 g de tejido desinfectado (Figura 6 B) al cual se
le adicioné nitrégeno liquido (Figura 8 C). Una vez pulverizada la muestra se
coloco en un tubo eppendorf que contenia 700 pL del amortiguador de
extraccion (bromuro de cetildimetiletilamonio 2%, polivinilpirrolidona 2%, NaCl
1.42 M, EDTA 20 mM, Tris-HCL pH 8 10 mM y 2-B-mercaptoetanol 0.4%) Figura
6 D. Se homogenizé e incub6 a 65°C durante 10 minutos en bafio maria,
posteriormente se adicionaron 600 uL de cloroformo:alcohol-isoamilico (24:1).

Las fases se separaron por centrifugacién a 5000 xg por 10 minutos
(Figura 6 E); se transfirié el sobrenadante a un tubo limpio y se adicioné enzima
ribonucleasa A 100 ug/mL (ROTH) incubandose 30 min a 37°C en un horno de
temperatura controlada (LAB LINE). Se adiciond 700 L de isopropanol frio y se
dej6é en reposo durante 1 hora a -20°C (Figura 6 F), después se centrifugd a
12,000 xg durante 20 min, se decanté el sobrenadante y se adicionaron 500 L
etanol al 70% para lavar la pastilla, centrifugandose nuevamente a la misma
velocidad durante 10 min. Se decant6 el sobrenadante y se resuspendié la
pastilla en 50 uL de agua HPLC estéril.

Para la extraccion de DNA se uso acido ascorbico 5 mM, metabisulfito de
sodio al 1% y RNAasa 100 pg/mL.

La calidad y cantidad de DNA obtenido se determind en un
espectrofotometro (Lambda Bio 12 Perkin Elmer) a lecturas de 260 y 280 nm
(Figura 6 G) ademas se verifico la integridad del DNA a través de cargar 4 |L
de DNA en cada poso de geles de agarosa al 0.8% (Figura 6 H), dejandose
correr aproximadamente una hora a 90 volts, tefiidos posteriormente con

bromuro de etidio 0.5 yg/mL, visualizandose en una lampara de luz ultravioleta.
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4.1.3. PCR-directa

Con la finalidad de detectar presencia de fitoplasmas en las muestras
seleccionadas se utilizaron los iniciadores P1/ P7, R16F2/P7, R16F2/Ayint y
P3/P7 (Cuadro 4). Las condiciones para la PCR fueron: 100 ng/ uL DNA de las
muestras, 20 picomoles de cada iniciador, 200 uM de dNTP's, 2mM de MgCly,
1X de buffer Taq y 1U de enzima Taq polimerasa (Promega) (Figura 6 J),
ajustandose a un volumen final de 25 pl con agua libre de nucleasas esteril.

Los testigos fueron DNA de hoja de papa sana variedad alfa como testigo
negativo y DNA de palma de coco infectado con Amarillamiento Letal
proporcionado por el Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria, SAGARPA
como testigo positivo.

Las muestras se amplificaron en un termociclador automatico (GeneAmp
PCR System 9700 Applied Biosystems) con el siguiente programa: un ciclo de
temperatura inicial de desnaturalizacion 94°C durante 2 min; seguido de 35
ciclos de temperatura de desnaturalizacién de 94°C durante 1 min, temperatura
de alineamiento de 56 °C durante 2 min, temperatura de polimerizacion de 72°C
durante 3 min, con un ciclo final de temperatura de extension de 72°C durante 7
minutos (Figura 6 1). Ademas se probaron 2 temperaturas de alineamiento
adicionales: 54 y 60°C.

Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en geles de
agarosa 1.2% (Figura 6 K) a un voltaje de 90 volts durante 40 minutos,
transcurrido ese tiempo fueron tefiidos en solucion de bromuro de etidio 0.5
ug/mL y se fotedocumentaron en un equipo KODAK Digital Science (Figura 6
L). Se uso un marcador de peso molecular de 1kb (Fermentas) para poder

comparar las bandas obtenidas.

4.1.4. PCR-anidada

A partir de los productos de la primera amplificacion se realizo la PCR
anidada, para esto los productos obtenidos de la PCR directa se diluyeron 1:10
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y 1:30 con agua libre de nucleasas, pero ademas se ufilizaron también sin diluir
como DNA molde para la segunda amplificacion con las condiciones
anteriormente descritas para la PCR-directa, sélo que utilizando los pares de
iniciadores R16mF2/RIBMR1, R16F2/R16R2 y R16F2n/R16R2 (Cuadro 4) con
volumen final de 25 pL. El programa de termociclaje fue una temperatura inicial
de 94°C durante 2 min y 35 ciclos adicionales con el siguiente programa: 1 min
de desnaturalizacién a 94°C; 1 min de alineamiento a 56°C; 1 min y 30
segundos de polimerizacién a 72 °C, posteriormente una fase de extension final

a 72°C durante 7 minutos.

Los productos se observaron en geles de agarosa 1.2% a una corriente
de 90 volts durante 40 minutos y fueron tefiidos bajo las mismas condiciones

antes sefialadas.

Cuadro 4. Iniciadores utilizados en la PCR directa y PCR anidada, ubicacion en
los genes 163, 23S rRNA y la Regién intergénica (R1).

Iniciador Ubicacion Secuencia de nucleétidos Referencia
P1* 165 5. AAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG GAT-3' Deng y Hikuri,
P7* 238 5-CGT CCT TCA TCG GCT CTT-3 1991

 P3* 168 5- GGA TGG ATC ACC TCC TT-3' Smart et al., 1996
RI16 F2 ** 16S 5-ACG ACT GCT GCT AAG ACT GG-3' Smart et al., 1996
R16 R2 ** 168 5. TGA CGG GCG GTG TGT ACA AAC CCC G-3'  Smart ef al., 1996
Ayint *** RI 5'- TAC AAT TTG CAA GCA AGT TAC-3' Leo et al., 1998
R16F2n * 168  5'- GAA ACG ACT AAG ACT GG-3’ Smart et al., 1998
R2* 1685 5-TGA CGG GCG GTG TGT ACACCC G Lee et al,, 1993
RABmME2** 168 5~ CAT GCA AGT CGA ACG GA-3' Lee et al., 1993
R16mMR1** 168 5'- CTT AAC CCC AAT CAT CGA C-3' Lee et al,, 1998

Lee et al,, 1998

* Iniciadores sintetizados en Sigma Co.
# \niciadores sintetizados por Invitrogen
e+ |niciadores sintetizados por Gibco BRL
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Figura 5. Representacion esquematica de la ubicacion de los iniciadores
empleados en los genes 165y 23S que codifican para el RNA ribosomal y el

espacio intergénico.

Cuadro 5. Pares de bases esperadas por cada una de las combinaciones de

los iniciadores empleados.

COMBINACION TIPO DE AMPLIFICACION PM DEL FRAGMENTO ESPERADO
DE INICIADORES

P1/P7 PCR directa 1800 pb
P3/P7 PCR directa 350 pb
R16F2/P7 PCR directa 1200 pb
R16F2/Ayint PCR directa 900 pb
RIBMF2/R16mR1 PCR anidada 1400 pb
RIM6F2/R16R2 PCR anidada 1200 pb
R16F2n/R16R2 PCR anidada 1200 pb
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4.2. Digestién con Enzimas de Restriccion

Para caracterizar con RFLP los fragmentos de los fitoplasmas detectados
con el par de inciadores R16F2n/R16R2, en los distintos clones de papa, se
digirié el fragmento de 1200 pb obtenido en la PCR anidada con las siguientes
enzimas: Alu | ([Promega), Eco Rl (Promega), Kpn | (Boehringer Mannheim),

'Hinf | (Promega), Tru 9 (Promega), Tag | (Boehringer Mannheim) conforme' a
las especificaciones del proveedor. La concentracion de DNA gue se utilizo fue

de 1000 ng en un volumen final de reaccién de 20 ul.

El producto de digestién se visualizé en geles de acrilamida al 6%,
teRidos con nitrato de plata para lo cual se siguié el siguiente procedimiento: se
sumergié el gel durante 8 minutos en solucién fijadora (etanol 10%, acido
acético 1%), se enjuagé con agua destilada estéril y se coloco en solucion de
tincion (nitrato de plata 0.2%) durante 5 minutos; posteriormente se coloco en
solucién reveladora (hidréxido de sodio al 3%) y se afiadieron 500 uL de
formaldehido por cada 500 mL de solucion, se mantuvo en agitacion hasta la
presencia de bandas, una vez concluido esto se colocé en una solucion para
detener la reaccion (EDTA 3%, TBE 5x) (Sambrook, et al., 1989). En los geles
se incluyeron los marcadores de peso molecular de 50 pb (Promega), 100 pb
(Fermentas) y 1 kb (Fermentas) con la finalidad de estimar el peso molecular de
los fragmentos de digestién obtenidos.

Con los patrones de restriccion se elaboré una matriz de datos
considerando la presencia de bandas como 1y la ausencia como 0. El analisis
de disimilaridad se realizé utilizando el andlisis factorial por correspondencias
simple (Rohif, 2002) Se emplearon matrices de similaridad, generadas con el
coeficiente de Jaccard (Sneth and Sokal, 1973) para llevar a cabo el analisis de
agrupamiento usando el (UPGMA) con el programa NTSYSpc2.2, indicando con
dendrogramas la similaridad estimada entre las especies utilizadas.
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Figura 6. Etapas del método empleado desde la extraccién de ADN seguido de

la amplificacion y visualizacién de los productos amplificados en geles de

agarosa y acrilamida, asi como su respectiva interpretacion.
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4.3. B) Genotipificacion de plantas de papas tolerantes y susceptibles a
fitoplasmas asociados.
4.3.1. Material vegetal

Durante el ciclo de cultivo del 2005 se colectd follaje de plantas de papa
aparentemente sanas, plantas enfermas que correspondieron a aquellas con
claros sintomas de punta morada y aquellos clones que no manifestaron
sintomas pero que coincidieron en tiempo y espacio con plantas enfermas o
sintomaticas, en el campo experimental dei PICTIPAPA en el Valle de Toluca,
ademas se consideraron algunas plantas asintomaticas en Amecameca
(Cuadro 6) como testigos negatives con el fin de ampliar la probabilidad de
tener plantas sanas.
Cuadro No. 6. Clones de papa que mostraron cierta tolerancia a la punta
morada en el campo experimental del PICTIPAPA.

Clave clon Clave en geles Procedencia Progenitores
LB 9-21 Clon 13 USDA/ARS
LB 4-36 Clon 16 PROSSER WA,
LB 11-10 Clon 15 USA
LB 99 Clon 14
A02327-6 Clon 10 USDA/ARS A97011-2LB X A096893-3
A02327-5 Clon 4 ABERDEEN, 10 A97011-2LB X A096893-3
A02327-66 Clon & USA A97011-2LB X A096893-3
A00419-40 Clon 8 A96764-19 X Stirling
A00419-68 Clon 2 USDA/ARS A96764-19 X Stirling
A00419-73 Clon 11 ABERDEEN, I0 A96764-19 X Stirling
A02499-46 Clon 12 USA B0767-2 X Lugovskoy
A00499-38 Clon @ Bol 575045 X P|583331
A00535-2 Clon 1 USDA/ARS 77-69-44 X A96764-19
A02 497-1 Clon7 ABERDEEN, {0 B0767-2 X A096 893-3
A02 497-51 Clon 5 USA B0767-2 X A096 893-3
AQ1 237-62 Clon 3 A9505-2 X A096 893-3
Testigo + positivo PICTIPAPA
Testigos - Negativo 1- 8 AMECAMECA
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4.3.2. Extraccion de DNA

Para la extraccion de DNA del material vegetal que consistié en follaje y
brotes se utilizé el método de Neal Stewart Jr & Laura Evia (1993) con algunas
modificaciones en el buffer de extraccién, el cual se suplemento con
metabisulfito de sodio al 1% y acido ascérbico 20 mM. De cada muestra se
maceraron en un mortero estéril y congelado 0.3 g de tejido desinfectado, al
cual se le adiciond nitrégeno liquido. Una vez pulverizada la muestra, ésta se
coloco en un tubo eppendorf que contenia el amortiguador de extraccion
(bromuro de cetildimetiletiamonio 2%, polivinilpirrolidona 2%, NaCl 1.42 M,
EDTA 20 mM, Tris-HCL pH 8 10 mM y 2-B-mercaptoetanol 0.4%), se
homogenizé e incubé a una temperatura de 65°C durante 10 minutos en un
bafio matia, posteriormente se adicionaron 600 L de cloroformo:alcohol-

isoamilico (24:1).

Las fases se separaron por centrifugacién a 5000 xg por 10 minutos; se
transfirié el sobrenadante a un tubo limpio y se adiciono enzima ribonucleasa A
100 pg/ml (ROTH) incubandose 30 min a 37°C en un horno de temperatura
controlada (LAB LINE). Se adicion6 700 pL de isopropanol frioc y se dejo en
reposo durante 1 h a -20°C, despues se centrifugé a 12,000 xg durante 20 min,
se decanté el sobrenadante y se adicionaron 500 L etanol al 70% para lavar la
pastilla, centrifugandose nuevamente a la misma velocidad durante 10 min. Se
decanté el sobrenadante y se resuspendio la pastilla en 50 pL de agua para
PCR estéril.

4.3.3. PCR-RAPDS

Para realizar la amplificacién inespecifica del polimorfismo de DNA
(RAPDs), se usaron algunos iniciadores de tres series (serie C, G, K ROTHY}.
seleccionando finalmente: Serie C (iniciador C-09, iniciador C-12); Serie G
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(iniciador G-02, iniciador G-10) y la serie K (iniciador K-17), la secuencia de
pases de los iniciadores se describe en el cuadro 7.

Para la reaccion se utilizaron 20 pMoles de iniciador, 100 ng de DNA y el
Kit Tag PCR Core (Quiagen, Germany) usando 1.5 Unidades de la enzima Tag
polimerasa, 200uM de dNTPs, 25 mM de MgCL,, amortiguador para enzima a
una concentracion 1X y 5 pL de solucion Q; todo ello se lievo a un volumen final
de reaccién de 25 JL. Se adiciond una gota de aceite mineral estéril a cada uno
de los tubos y se colocaron en un termociclador (9700 Perkin Elmer) con el
siguiente programa: 1 ciclo a 94°C durante 1 minuto; seguido de 35 ciclos de
04°C de temperatura de desnaturalizacién durante 30 segundos, 40°C de
alineamiento durante 30 segundos y 72°C de temperatura de extension durante
1 minuto 30 segundos; por Ultimo una extensién final de un ciclo de 72°C

durante 2 minutos 30 segundos.

Se visualizaron los productos de amplificacion en geles de agarosa al
1.2% tefidos con bromuro de etidio (0.5ug/mL) en un transilumidador UV y en
geles al 8% de arcrilamida (29:1 Acrilamida: bisacrilamida) tefiidos con nitrato
de plata para lo cual se sigui6 el siguiente procedimiento: se sumergi6 el gel
durante 8 minutos en solucién fijadora (etanol 10%, acido acético 1%), se
enjuag6 con agua destilada estéril y se colocd en solucion de tincion (nitrato de
plata 0.2%) durante 5 minutos, posteriormente se colocd en solucion reveladora
(hidréxido de sodio al 3%) y se afiadieron 500 L. de formaldehido por cada 500
mL de solucion, se mantuvo en agitacion hasta la aparicion de bandas, una vez
concluido esto se coloco en una solucién para detener la reaccion (EDTA 3%,
TBE 5x) (Sambrook, et al., 1989).

33



Cuadro 7. Iniciadores utilizados para RAPDs y su secuencia.

Iniciador Serie Secuencia
C-09 C ROTH 5-CTC ACC GTC C-3
C-12 C ROTH 5'- TGT CAT CCC C-%
G-02 G ROTH 5'-GGC ACT GAG G-3
G-12 G ROTH 5-AGG GCC GTC T-3
K-17 K ROTH 5-CCC AGC TGT G-3'

4.3.4 Analisis de datos

El patrén de bandas generado en los geles de acrilamida se codifico
otorgandole el valor de 1 a la presencia de banda y 0 a la ausencia de banda,
con esos datos se construy6 la matriz binaria por cada uno de los iniciadores

empleados y una matriz binaria total abarcando todos los iniciadores utilizados.

Una vez obtenida la matriz binaria se elaboré un dendrograma, basado
en los resultados obtenidos de los RAPD; para lo cual, los datos fueron
sometidos a un analisis multivariado de taxonomia numérica mediante la
técnica del analisis factorial por correspondencia simple (Rohlf, 2002). El
objetivo primario de este tipo de analisis fue agrupar las bandas obtenidas en
un grupo pequefio de variables sin perder su variabilidad original (Johnson,
2000). El interés de los andlisis multivariados es encontrar relaciones entre las
variables respuestas y las unidades experimentales. Para el caso de nuestra
investigacién, este analisis se realizé utilizando el coeficiente de similitud
Jaccard (Sneth and Sokal, 1973) para generar una matriz de similitud. Los
agrupamientos se realizaron usando el Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic  (UPGMA) con el programa NTSYSpc2.2, indicando con
dendrogramas la similaridad estimada entre los clones de papa estudiados.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

51. A) Deteccién y caracterizacion de fitoplasmas, con marcadores de

DNA, asociados a la punta morada presente en clones de papa.

5.1.1. Extraccion de ADN

Con las modificaciones al amortiguador de extraccion vy el uso de
RNAasa se observé una mejor calidad de DNA reflejandose en bandas
compactas y definidas en la mayotia de las muestras (Figura 7 B} analizadas en
geles de agarosa (0.8%), en contraste con el protocolo de extraccion sin
modificar (Figura 7 A). El incremento en la calidad se debi6 a que al adicionar
una sal mas (metabisulfito de sodio) se ayuda a la disociacion de las proteinas
nucleares y polisacaridos durante la precipitacion con alcohol; por su parte el
acido ascorbico actlo como -agente reductor, ambos casos respaldan lo
sefialado por Weising et al. (2005) en donde explican que al aumentar una sal
se incrementa la disociacién de histonas, especificamente y que el acido
ascorbico es un agente reductor que inhibe los procesos de oxidacion, los

cuales interfieren directa o indirectamente en el deterioro del ADN.

Figura 7. Calidad de DNA extraido de follaj visualizo en els de aarosa al

0.8%. A: método original y B: con las modificaciones realizadas.

5.1.2. Analisis por PCR directa

La deteccién de fitoplasmas de manera directa con los iniciadores P1/P7
(Cuadro No. 8) no mostré ningun dato, ya que no se detectd o no se visualizd
ningn fragmento. En lo que se refiere al par de iniciadores R16F2/P7 (Figura 8)
se logré amplificar un fragmento de 1,400 pb que corresponde al gen 163 rDNA
casi completo reportado por Lee et al. (1993), pero no se obtuvo en todas las
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muestras de follaje, solamente en las muestras 1, 3, 5 9, 10, 12, 13-19 y 20
(testigo positivo de coco con ALC); pero también en las mismas muestras se
detectaron otras amplificaciones que se consideran como “inespecificas” y que
consistieron en una banda muy marcada de 900 pb y otra de 750 pb, las cuales
no se corrigieron con las diferentes temperaturas de alineamiento que se
evaluaron (54°C, 56°C y 60°C). Considerando la distribucién de las bandas
inespecificas y la posicién de las mismas en el gel, las muestras 17, 19 y 20 se
distinguen del resto porque se presentan solo dos fragmentos bien definidos, el
esperado y ofro de menor tamafio a diferencia de las otras muestras que
presentaron mas bandas inespecificas de pesos moleculares distintos. Esta
situacion refiere Almeyda (2001) que se puede deber a dos razones, la primera
que el par de iniciadores pueden ser inestable por la alta ocurrencia de dimeros
ocasionando la formacién de horquillas en el DNA y la segunda a que los
iniciadores se pueden alinear a muiltiples sitios en el gen 168 rDNA y en la
region intergénica entre los genes 16S y 23S de los fitoplasmas, indicando su
posible inespecificidad. Cabe destacar que en las muestras de brote no se
detecté amplificacién alguna en ninguna de las reacciones de PCR realizadas a
excepcion del control positivo (ALC).

Figura 8. Fragmentos amplificados con R16F2/P7 de 1400 pb (flecha). Carriles
1,3,5,9, 10,12, 13 al 19 muestras positivas a fitoplasmas de clones de papa.
Carriles 2, 4 al 8, 11, 13: muestras negativas de clones de papa. Carril 20:
testigo positivo de coco con ALC y Carriles N: testigos negativos de papa sana

alfa. M: marcador de peso molecular 1kb (Fermentas).
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Con el par de iniciadores P3/P7 que reconocen a la region intergénica
(Figura 5) se logro la amplificacion de un fragmento de aproximadamente 350
pb en todas las muestras de follaje (Figura 9). Este par de iniciadores
reconocen la region intergénica entre los genes 16S y 235 rDNA, Smart ef al.,
(1996) sefialan que no obstante de ser una regién muy conservada para los
fitoplasmas, presenta también una gran variabilidad, lo que ha sido utilizado
para la separacion de grupos, tal es el caso de la frutilla Aroria. Se verifico que

la reaccion fuera correcta con los testigos positivo y negativo.

Figura 9. Fragmentos amplificados con P3/P7 de 350 pb (flecha). Carriles 1 al
19: muestras de follaje de clones de papa. Carril 20: testigo positivo de coco
con ALC y carril N: testigo negativo de papa sana alfa. M: marcador de peso

molecular 1kb (Fermentas).

Con el par de iniciadores R16F2/Ayint (Figura 10) se logrd la
amplificacion de un fragmento de aproximadamente 900 pb en once muestras,
observandose bandas inespecificas de menor peso molecular. Cabe mencionar
que el fragmento del testigo positivo fue de menor tamafio con respecto a las
muestras de papa, esto puede deberse a que probablemente en el espacio
intergénico es donde se finca 1a diferencia en tamafio entre los fitoplasmas que
afectan papa y el que infecta al coco.

Smart et al. (1996) sefialan que con el par de iniciadores P1lAy|nt se
detectan fitoplasmas correspondientes al grupo del amariliamiento del aster
mediante un fragmento de 1500 pb, pero se optd por sustituir P1 por R16F2, ya
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que éste fue un iniciador que en todas las combinaciones empleadas en esta
investigacion siempre presentd amplificacién, por ello es mas pequefio el
fragmento amplificado. Las muestras 1, 3, 9, 16, 17, 18, 19 presentaron solo el
fragmento esperado, mientras que la muestra 10 y 12 otro fragmento adicional
de aproximadamente 700 pb. Por su parte las muestras 14 y 15 presentaron
mayor numero de bandas inespecificas siendo evidente, por la intensidad de 1a
banda, la mayor concentracion de DNA la banda de 700 pb en la muestra 15

Figura 10. Fragmentos amplificados con R16F2/Ayint de aproximadamente 900
pb. (flecha) Carriles 1, 3,9, 10, 12, 14 al 19: muestras positivas a fitoplasmas de
clones de papa. Carriles 2, 4 al 8, 11, 13: muestras negativas de clones de
papa. Carril 20: control positivo de coco con ALC y Carriles N: controles

negativos de papa sana alfa. M: marcador de peso molecular 1kb (Fermentas).

5.1.3. Analisis por PCR-anidada

Para realizar la PCR-anidada se utilizaron los productos amplificados por
PCR directa de P1/P7, ya que son iniciadores que bordean todo el gen 168
(DNA hasta el inicio del gen 23S rDNA. Estos iniciadores han sido empleados
en diversos trabajos como base para PCR anidado; Crosslin et al. (2006) los
empled de esta manera para detectar PPT (Punta morada) en plantas de papa,

aunque en esta investigacion no se observé ningun fragmento amplificado, se
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usaron como base para una dilucion 1:30 del productoe amplificado, ya que fue

la que dio mejores resultados para usarse en la PCR- anidada.

Los iniciadores para la anidada fueron R16mF2/R16mR1 (Figura 11) con
los cuales se obtuvieron cuatro muestras positivas con el fragmento esperado
de 1400 pb (muestra 2, 6, 8, 10), sin embargo las muestras 1, 3, 9, 10, 12, 15-
19 presentaron un fragmento de mayor tamafio, aproximadamente 1500 pb. El
testigo positivo (ALC) amplifico el fragmento esperado de 1400 pb como lo
refieren Gundersen y Lee (1996) y la cual fue una reaccién correcta ya, que el
testigo negativo no mostré hinguna tipo de amplificacion. Nuevamente se

obtuvieron amplificaciones inespecificas en algunas muestras.

334 5678 910111213 14151617 1819 20N '

Figura 11. Fragmentos amplificados de 1400 pb (flecha) con PCR-anidada a
partir de los iniciadores R16mF2/R16mR1 (Invitrogen). Carriles 1, 3, 6, 9, 10,
12, 14 al 19: muestras positivas a fitoplasmas de clones de papa. Carriles 2, 4
al 8, 11, 13: muestras negativas de clones de papa. Carril 20: control positivo de
coco con ALC y Carril N: control negativo de papa sana alfa. M: marcador de
peso molecular 1kb (Fermentas).

Con el par de iniciadores R16F2/R16R2 (Figura 12) se obtuvo
amplificacién de un fragmento de 1200 pb en nueve muestras, siendo las
muestras marcadas con numero 15 al 19 muy tenues, por lo que no se alcanza
apreciar con claridad en la figura 9; las muestras marcadas con los nimeros 3,
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7,14, 16 al 19 coinciden con las amplificaciones realizadas con los iniciadores
utilizados en la PCR directa. Cabe sefialar que se presento la amplificacion
inespecifica de un fragmento de menor tamario. La banda del testigo positivo
fue ligeramente de mayor tamafio en comparacién con las muestras de papa,

esto coincide con las amplificaciones con otros iniciadores.

Mi2345 67891011121314151

Figura 12. Fragmentos amplificados de 1200 pb (flecha} con PCR-anidada a
partir de los iniciadores R16F2/R16R2 (Invitrogen). Cartiles 2, 3, 7,14, 16,18,
19: muestras positivas a fitopiasmas de clones de papa. Carriles 1, 4 al 6, 8 al
13, 15, 17: muestras negativas de clones de papa. Carril 20: control positivo de
coco con ALC y Carriles N: control negativo de papa sana alfa. M: marcador de

peso molecular 1kb (Fermentas).

Con el par de iniciadores R16F2n/RIBR2 (Figura 13) se logré la
amplificacion del fragmento esperado de aproximadamente 1200 pb, en la
mayoria de muestras se aprecia la banda definida y gruesa salvo en tres
muestras que aungue la banda esta presente, es tenue. Este fragmento estuvo
acompafiado por dos fragmentos bien marcados, uno ligeramente mas pequefio
y otro de alrededor de 750 pb, aunque se ampilifico en diferentes condiciones no
se logro desaparecerias, tal vez debido a lo sefialado anteriormente de la
posibilidad de inestabilidad o formacién de dimeros que no se pueden alinear
(Almeyda, ef al., 2003). Los iniciadores R16F2n/R16R2 facilitan la deteccién de
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fitoplasmas que se encuentra en bajas concentraciones, debido a que
amplifican una regién conservada del gen 16S rRNA (Lee et al., 1993), esto
queda claramente confirmado al compararlos con los resultados obtenidos con
los iniciadores R16mF2/R16mR1 y R16F2/R16R2 también utilizados para el
PCR anidado, ya que aungue se amplificaron con Ia misma dilucion a partir de

P1/P7, no dieron los mismos resultados.

Figura 13. Fragmentos amplificados de 1200 pb (flecha) con PCR-anidada a
partir de los iniciadores R16E2n/RIBR2 (Sigma). Carriles 1 al 19 muestras
positivas a fitoplasmas de clones de papa. Carril 20: testigo positivo (ALC). M:
marcador de peso molecular 1kb (Fermentas).

En general se logro la amplificacion del fragmento esperado que
corresponde a un fitoplasma con varios juegos de iniciadores, tanto en PCR
directa como en PCR anidada, siendo algunas muestras claramente positivas,
ya que se amplificaron con todos los iniciadores evaluados. En el cuadro 8 se
aprecia cuales clones son los que podemos considerar como portadores de tal
microorganismo. Cabe sefialar que en todas las amplificaciones realizadas se
presentaron bandas inespecificas de bandas de menor tamafio que
acompaiiaron al fragmento esperado en cada uno de los casos.
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Cuadro No. 8. Amplificaciones obtenidas con los diferentes iniciadores

probados

PCR Directa PCR-anidada
P1/P7 R16F2/ RIBF2/ RIBmR1/ R16F2/  RI8F2n/
Muestra 1800 P7 Ayint 350 pb RIBMR2 RIBR2 R16R2
pb 1400 pb 900 pb 1400 pb 1200 pb 1200pb

Clon1 - + + + - +
Clon2 - - -
Clon3 - + *
Clon4 - - -
Clon5 - + -
Clon6 - - -
Clon? - - -
Clon8 - - -
Clon9 -
Cloni0 -
Clon11 -
Clon12 -
Clon13 -
Clon14 -
Clon1b -
Clon16 -
Clon17 -
Clon18 -
Tesi+ p -

- +

+
4=

+
+
1
+
F + 4+ + + + + + + + +

$ + += + F+ + + + + 1
]
= + 4+ + + + + + + + + + + + + + + + + +
= & F + F + + .
] B ]
+ + + 4 + + + +

L R S

Test+c +
Test - -

+ Si se presento amplificacion del fragmento esperado.

- No se presento amplificacién del fragmento esperado.

Test + p Testigo positivo de papa planta alfa enferma con sintomas de punta
morada

Test + ¢ Testigo positivo a Amarillamiento Letal del cocotero.

Test- Testigo negativo planta de papa variedad alfa, asintomatica.

+ Muestras que amplificaron con todos los iniciadores empleados.
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Con los fragmentos amplificados de las diferentes combinaciones
de iniciadores se elaboré una matriz binaria de datos, tras realizar el analisis
estadistico correspondiente resultaron 4 grupos de fitoplasmas (A, B, C, D) con
un coeficiente de similitud de 0.70 (Figura 14). El grupo A contiene a las
muestras que resultaron positivas con el mayor niamero de iniciadores,
quedando dentro de éste los testigos positivos de papa (posp) y ALC en coco
(indicar nombre abreviado). Tanto el grupo B como C contienen las muestras
que presentaron amplificaciones con menor numero de iniciadores y por ultimo

el grupo D que sélo contiene al testigo negativo.
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clonls

— dont?
dond

cloné
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con2
B | don6
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Figura 14. Arbol que representa los grupos de fitoplasmas de acuerdo al
analisis estadistico de los fragmentos amplificados con los diferentes iniciadores
especificos, construido con el método UPGMA vy el coeficiente de similitud
Jaccard en el programa estadistico NTSYS 2.2.
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5.2. Resultados de la Digestién con Enzimas de Restriccion

Los patrones de restriccion generados fueron uniformes para casi la
mayoria de las muestras tratadas con la enzima Tru9. Todas ellas presentaron
una banda de 120 pb (figura 14) y una banda de 250 pb en la mayoria, salvo la
muestra 1 present6 una banda de mayor tamafio, de aproximadamente 310 pb

y la muestra 2 una de 260 pb en comparacion a las demas.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 M

Figura 15. Andlisis de RFLP de productos de PCR-anidada con iniciadores
R16F2n/R16R2 digeridos con Tru 9. Gel 8% acrilamida. M: Marcador de 50pb

(Promega) carriles 1 al 19: muestras de papa.

La enzima Taq | genero solo una banda de 400 pb aproximadamente, por
lo que se asume que ho hubo digestion del ADN, aunque esto se repitio

algunas veces, siempre se obtuvo lo mismo.

M 12 3 4 5 6 7 8 910 11 1213 14 15 16 17 18 19 M

400pb &

300 pb

200pb §

Figura 16. Analisis de RFLP de productos de PCR-anidada con iniciadores
R16F2n/R16R2 digeridos con Taq |. Gel 8% acrilamida. M: Marcador de 50pb
(Promega) carriles 1 al 19: muestras de papa.
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La enzima Hinf | generé tres bandas en las muestras 3, 4, 5y 7 una de
600 pb, otra de 280 pb presente en la mayoria, excepto en la muestra 8 y la
tercera banda de 320 pb también presente en la mayoria salvo en las muestras
1,8y 10.

34 56 7 8 910 11 1213 14 15 16 17 18 19 M

Figura 17. Analisis de RFLP de productos de PCR-anidada con iniciadores
RI6F2n/R16R2 digeridos con Hinf. |. Gel 8% acrilamida. M: Marcador de 50pb

(Promega) carriles 1 al 19: muestras de papa.

El patron de digestion con la enzima KpN1 fue el mismo para
todas las muestras donde se obtuvieron tres bandas; una de 550 ph que en la
figura 27 casi no se observa en las muestras 16 a 19, sin embargo, en el gel se
apreciaban claramente. La segunda banda de 270 pb aproximadamente y la

tercera de alrededor de 240 pb en todos los clones.
45 6 7 8 910 111213 14 1516 17 |

g 19 M_

Figura 18. Analisis de RFLP de productos de PCR-anidada con iniciadores
R16F2n/R16R2 digeridos con Kpn |. Gel 8% acrilamida. M: Marcador de 50pb

(Promega) carriles 1 al 19: muestras de papa.
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Con la enzima EcoR1 se presentd un patrén variado en los clones. Las
muestras correspondientes a los clones 2 y 19 presentaron un patron de
digestion similar, una banda de 500 pb y otra de 700 pb aproximadamente; los
clones 3,4,5,6,7 11,12, 14y 15 mostraron otro patrén de dos bandas; una de
780 pb aproximadamente y otra de 700 pb. Mientras que el clon 1, 8, 10 no

presentaron bandas.
ML 2 3 456 7 8 9101112 131415161718 19M

Figura 19. Analisis de RFLP de productos de PCR-anidada con iniciadores
R16F2n/R16R2 digeridos con Eco RI. Gel 8% acrilamida. M: Marcador de 50pb

(Promega) carriles 1 al 19; muestras de papa.

La digestion del DNA con la enzima Alu | originé un fragmento de 230 pb
aproximadamente en las muestras 1 al 7, 11 al 15; mientras que en la muestra

2 se observo también una banda de alrededor de 520 pb.
11 12 13 14 15 18 17 18 18 M

Figura 20. Analisis de RFLP de productos de PCR-anidada con iniciadores
R16F2n/R16R2 digeridos con Alu |. Gel 8% acrilamida. M: Marcador de 50pb
(Promega) carriles 1 al 19: muestras de papa.
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Una vez conformada la matriz binaria con todos los fragmentos de
restricciobn obtenidos en las diferentes muestras y realizado el analisis
estadistico respectivo, se obtuvo el dendrograma correspondiente, En la Figura
21 se aprecian los agrupamientos conformados, destacando cuatro grupos de
fitoplasmas presentes en los clones de papa: grupos A, B, C y D con un
coeficiente de similitud de 0.72. Estos grupos atienden tal vez a la
concentracion de fitoplasmas en la planta, ya que en las amplificaciones
realizadas todas las muestras amplificaron con al menos dos pares de
iniciadores utilizados, manteniéndose la asociacion de muestras del grupo Ay B
con respecto al A 'y C del arbol de PCR (Figura 14). Ademas cabe sefialar que
los perfiles de restriccion obtenidos a partir del gen 168, no corresponden ni
tienen afinidad con los reportados por diferentes autores para los grupos de
fitoplasmas reportados para la punta morada.

ADI237-14

AXA19-68
) Y _{ .
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LixF2s
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Figura 21. Arbol que representa los grupos de fitoplasmas de acuerdo al
analisis de los fragmentos RFLP construido con método UPGMA vy el coeficiente
de similitud Jaccard en el programa estadistico NTSYS 2.2.
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5.3. B) Genotipificacion de plantas de papas tolerantes y susceptibles a

fitoplasmas asociados del valle de Toluca, México.

5.3.1. Analisis de RAPDS

Con la finalidad de observar perfiles de DNA que permitieran diferenciar
los clones de papa en estudio, se utilizaron dos sistemas de separacion, geles
de agarosa y acrilamida. En la Figura 22 se muestran los perfiles RAPDs
separados en agarosa. Como se puede apreciar la capacidad de resolucién con
fines de diferenciacion no es la adecuada. Los mismos productos RAPDs se

separaron en geles de acrilamida al 8% (Figura 23 a 27) que mostraron la

informacion deseada.

Figura 22. Geles de agarosa 1.2%. A: iniciador C-09 ROTH, B: iniciador C-12
ROTH, C: iniciador G-02 ROTH, D: iniciador G-10 ROTH, E: iniciador K 1-7
ROTH Germany. Carriles 1 a 17: clones de papa tardios, 18 a 24: plantas de
papa sanas usadas como controles negativos y carril 25: planta de papa
enferma de punta morada. M: marcador de peso molecular 1kb (Fermentas).

48



Aln cuando la técnica RAPD ha sido criticada y desfasada por nuevas
tecnologias debido a que muchos autores mencionan que tienen bajo nivel de
reproducibilidad y que son marcadores dominantes (Torres y Moreno, 2001,
Weising, et al 2005), también ha sido de bastante utilidad porque su
implementacién es sencilla, los iniciadores que utiliza son cortos y no requieren
el conocimiento previo de secuencias especificas del ADN.

Para los propositos del presente trabajo los RAPD fueron bastante
informativos porque fueron capaces de mostrar diferencias en clones de papa
con cierto grado de relacién genética tal como se observa en los geles de
acrilamida, ademas de que en cada experimento que se realizo
independientemente durante el desarrollo de la investigacion, los resultados
siempre fueron reproducibles en las tres ocasiones que se hicieron las
reacciones y las ¢inco veces en que se corrieron las muestras en los geles, El
éxito de los resultados dependid principalmente de la calidad del DNA obtenido,
de la temperatura de alineamiento utilizada, ya que la deteccién para cada caso

fue méas especifica asi como el sistema de separacion.

Estudios similares se realizaron en ajo, que es una planta propagada
también asexualmente; lpek, ef al., (2003) compararon las técnicas AFLP,
RAPD e isoenzimas encontrando una alta concordancia entre los resultados de
AFLP y RAPD. Esta situacién se ha repetido de especies como melén, arroz y
chile; razones por las cuales, se considerd emplearla para realizar la presente

investigacion.

Con el iniciador C-09 (Figura 23) se logro apreciar un gran namero de
bandas monomorficas de aproximadamente 250 pb, 380 pb, 500 pb, 1200 pb.
Se observaron bandas polimérficas entre las bandas de 250 y 500 pb referidas
por el marcador. Asi como entre la banda de 500 y 750 pb (sefialadas con
flechas). Cabe sefialar que el carril 25 corresponde al testigo positivo y se
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observé muy diferente a simple vista de los demas carriles ya que carecio de
bandas en donde la mayoria presentaba, sélo compartié algunas monomérficas.

Con el iniciador C-12 Roth (Figura 24), se obtuvieron bandas
monomorficas de aproximadamente 500, 950, 1500, 2200 y 3000 pb. Los
polimorfismos los encontramos en su mayoria entre 250 y 1500 pb
destacandose las bandas en los carriles 4, 6, 9, 12-18 de aproximadamente 400
pb, las de 740 pb aproximadamente que no se encuentra en los carriles 1, 4, 6,
8, 9, 12, 20; y por altimo, el de 1400 pb presente en los carriles 4, 5,8, 10.

Figura 23. Iniciador C-09 ROTH, Germany. Carriles de 1 a 17: clones de papa,
18 a 24: plantas de papa sanas usadas como controles negativos y carril 25:
planta de papa enferma de punta morada. Gel de acrilamida tefiido con nitrato
de plata. M: Marcador de peso molecular 1Kb (Fermentas)

En lo que se refiere a la serie G, el perfil de bandas observado con €l
iniciador G-02 Roth (Figura 25) presento varias bandas monomorficas de
distintos pesos moleculares superiores de 1000 pb. La mayor cantidad de
polimorfismos se presentaron en bandas de menor peso molecular, sin

embargo en comparacién con los demas iniciadores hubo un menor niimero de
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bandas. Con el iniciador G-10 Roth (Figura 26) se observo un considerable
nimero de bandas, las monomérficas se presentaron entre 500 y 600 pb

aproximadamente y algunas de peso molecular mayor a 1000 pb.

Figura 24. Iniciador C-12 ROTH, Germany. Carriles de 1 a 17: clones de papa,
18 a 24: plantas de papa sanas usadas como testigos negativos y carril 25:
planta de papa enferma de punta morada. M: Marcador de peso molecular 1Kb
(Fermentas)

Por su parte de la serie K se obtuvo un buen perfil de bandas con
el iniciador K-17 (Figura 27), presentandose el mayor nimero de bandas entre
300 y 1000 pb aproximadamente, las bandas monomorficas se presentaron con
un peso molecular de 700, 800 y 1600 pb aproximadamente, mientras que los
polimorfismos fueron bandas de 350y en su mayoria entre los 700 y 1000 pb.
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Figura 25. Iniciador G-02 ROTH, Germany. Carriles de 1a 17: clones de papa,
18 a 24: plantas de papa sanas usadas como testigos negativos y carril 25:
planta de papa enferma de punta morada. M: Marcador de peso molecular 1Kb

(Fermentas)

Figura 26. Iniciador G-10 ROTH. Carriles de 1 a 17: clones de papa, 18 a 23
plantas de papa sanas usadas como testigos negativos y carril 24: planta de
papa enferma de punta morada. M: Marcador de peso molecular 1Kb

(Fermentas)
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Figura 27. Iniciador K-17 ROTH, Germany. Carriles de 1 a 17: clones de papa,
18 a 24: plantas de papa sanas usadas como testigos negativos y carril 25:
planta de papa enferma de punta morada. M: Marcador de peso molecular 1Kb

(Fermentas)

Con base en el numero de fragmentos amplificados se generé un
dendrograma (Figura 28) formandose cuatro grupos (A, B, C, D) con un
coeficiente de similitud del 0.58. El grupo A se subdividié en dos grupos
homogéneos, en uno se ubicaron los clones A02 497-1, A00499-38 y A02499-
46 que al parecer no tienen progenitores comunes con los demas pero se
detecto fitoplasma. El grupo B contiene a A00419-68, A00419-40 y al A00419-
73 también con deteccion de fitoplasma con pocos iniciadores, sin embargo
comparten progenitores. El grupo C fue heterogéneo, en él se agrupo el resto
de los clones de papa y el testigo positivo, destacando que la mayoria de las
muestras resultaron positivas a fitoplasma con un ndmero significativo de
iniciadores, excepto el clon LB 436 que amplifico con dos iniciadores para
fitoplasma, referido en el cuadro 8, el clon LB 99 que amplifico con cuatro

iniciadores se asocié estrechamente con el control positivo; cabe sefialar que
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este grupo comparte al menos un progenitor entre ellos, lo cual se puede
observar en el cuadro 8. Por Ultimo se formé el grupo D en el cual estan todas
las plantas que sitvieron como testigos negativos sin embargo se formaron dos
grupos, esto se debe a que las plantas se recolectaron de lugares diferentes
unas en el campo experimental del PICTIPAPA y otras en Amecameca, Edo. de

México.

I AZIS2
1 AXHEIS
! ARAYD 46

AND1-68

__MBM__""’_{ AD19-40
ADD419-73
ADEZ37-62

—'L AmA9751
AILT-66

ARI2TS
_{ AM327-6
C

AIRAYT-1

TI-21
——i——_—_—‘ 1B11-10

I[B436

1 Em— T
L ———TOSTITVO

neg2
— =
s
ngs

D ™6

neg?

negh
f T T T ¥ T T ' T T T ]

T T T T T T T T T
47 ns L) ORI no
Cheflicket

Figura 28. Arbol construido a partir de marcadores RAPDS con método
UPGMA coeficiente de similitud Jaccard, en el programa estadistico NTSYS.

Fl uso del coeficiente de asociacién de Jaccard elimind el considerar las
dobles ausencias como motivo de similitud lo cual conduce a errores, ya que
pueden ser ausencias no homologas, de esta manera los dendrogramas se
vieron menos afectados por bandas erraticas (Moreno, 2001). En un estudio de
especies del género Solanum diploides y morfolégicamente muy similares
Spooner, et al (1996) estimaron que 650 es el numero minimo de bandas que

se requieren para establecer relaciones genéticas precisas a nivel
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intraespecifico. Por lo que se sugiere otro tipo de estudios para asociar
marcadores genéticos a resistencia del fitoplasma ya que no se pudo delimitar
gue bandas son las que correspondian a esta caracteristica en cada uno de los

iniciadores utilizados.

Queda claro que el hecho de poder diferenciar en grupos distintos las
plantas sanas de los clones que presentan fitoplasmas es una gran ventaja, ya
que éstos a pesar de tener este patégeno eran asintomaticas, aunque se trata
de clones silvestres fueron expuestos al mismo tiempo a las mismas
condiciones ambientales con plantas que claramente presentaron sintomas de
punta morada. Los resultados sugieren la bisqueda o el uso como progenitores
de estos materiales como posibles fuentes de resistencia hacia la enfermedad,
lo que concuerda con Jansky y Rouse (2003) quienes afirman que las especies

silvestres son la fuente genes de resistencia a muitiples enfermedades.

Los datos de los resultados se sometieron a un Analisis Multivariado
mediante la técnica estadistica del Analisis Factorial por Correspondencia
Simple, permitiendo agrupar las bandas obtenidas de cada clon de papa con los
cinco iniciadores utilizados (Figura 29), lo cual facilitd ia interpretacion del
analisis tanto en forma grafica como numérica. En el cuadro 9 se observan los
valores de los clones estudiados, donde se explica s6lo el 42% de la
variabilidad entre los tres componentes principales, ya que para explicar la
variabilidad al 100% se necesitarian 24 componentes (Johnson, 2000).
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Figura 29. Representacién tridimensional del conjunto de vectores propios
para los clones de papa (A) y para las bandas obtenidas por cada uno de los

iniciadores (B), producto del andlisis factorial por correspondencia simple.
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Cuadro No. 9 Valores propios de los clones de papa basados en el analisis

factorial por correspondencia simple.

Componente Valor Varianza Varianza
Principal propio ' Explicada en (%) Acumulada en (%)
1 0.1705 19.43 19.43
2 0.1297 14.78 34.21
3 0.0734 8.36 42.57
4 0.0679 7.74 50.32
5 0.0561 6.40 56.71
6 0.0537 6.12 62.83
7 0.0435 4.96 67.79
8 0.0414 472 72.51
9 0.0377 4.30 76.81
10 0.0306 3.49 80.29
11 0.0252 2.88 83.17
12 0.0225 2.56 85.73
13 0.0192 2.19 87.92
14 0.0172 1.96 89.88
15 0.0155 1.77 91.65
16 0.0134 1.52 93.17
17 0.0125 1.42 94.59
18 0.0112 1.28 95.87
19 0.0090 1,03 96.90
20 0.0079 0.91 97.81
21 0.0061 0.70 98.50
22 0.0053 0.60 99.10
23 0.0048 0.54 99.65
24 0.0031 0.35 100.00
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VIl. CONCLUSIONES

La mayoria de los iniciadores utilizados detectaron la presencia de
fitoplasmas en casi todos los clones de papa estudiados en esta

investigacion.

El analisis estadistico de la longitud de los fragmentos amplificados con las
distintas combinaciones de iniciadores sugirieron la presencia de tres grupos

de fitoplasmas.

Con los fragmentos RFLP se conformaron cuatro grupos diferentes de
fitoplasmas a partir del analisis del gen 16S del RNAr, manteniéndose la
asociacion de muestras en al menos dos grupos de los conformados con los

fragmentos especificos para fitoplasmas.

Los marcadores RAPDs utilizados para la diferenciacion de las clones de
papa fueron capaces de separar tanto las plantas sanas como las enfermas
por fitoplasmas. Asl como la separacién en base a progenitores comunes de

los clones.
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