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Resumen

En la presente tesis se caracterizaron epidemiolégica y molecularmente, fitoplasmas
pertenecientes al grupo 16SrXIll o Mexican periwinkle virescence (MPV) presentes en
la Argentina. Se trabajé sobre los patosistemas enrojecimiento letal de la frutilla y
amarillamiento del paraiso. Desde el punto de vista epidemioldgico, en el patosistema
enrojecimiento letal de la frutilla, se determind que la proporcion (incidencia) de plantas
con enrojecimiento letal (EL) estd estadisticamente relacionados con los cultivares
implantados y el origen de los mismos (viveros).También fue posible relacionar
estadisticamente la presencia de la enfermedad EL, con la presencia de fitoplasmas, y se
demostré que esta solo puede explicar el 12.08% de los casos. A su vez se logro
identificar fitoplasmas de 3 grupos 16Sr distintos (16Srlll, 16SrVII y 16SrXIII)
asociados al EL. Dentro de estos grupos, se identificaron fitoplasmas pertenecientes a
los subgrupos 16Srlll-J, 16Srlll-X, 16SrVI1I-C previamente descritos en nuestro pais, y
el subgrupo 16SrXIlI-F, descrito por primera vez en esta tesis. El analisis de las
relaciones filogenéticas de estos subgrupos, evidenciaron un parentesco cercano con
fitoplasmas de la region Sudamericana, por lo que posiblemente estén siendo
dispersados por vectores, de manera local. Por otro lado se detect6 por primera vez la
presencia del subgrupo 16SrXIII-A en Argentina, el cual solo ha sido reportado en
paises productores de plantas madres de frutilla (USA), por lo que se presume que el
mismo ha ingresado como producto de la comercializacion entre ambas regiones.
Respecto al patosistema amarillamiento del paraiso fue posible determinar con precision
la distribucion geogréfica del fitoplasma China tree yellows ChTYXIII (16SrXIlI-C),
demostrandose la presencia del mismo solo en la regién del nordeste Argentino (Chaco,
Formosa, Misiones y norte de Corrientes).El andlisis de los genes 16SrDNA, rpLV-rpsC
y secA en distintos aislamientos geograficos del ChTYXIII permitié determinar que
dicho patdgeno presenta todas las condiciones para ser considerado como una nueva
especie de fitoplasma denominada ‘Candidatus Phytoplasma meliae’ Se generd un
antisuero policlonal especifico en contra de la proteina secA, el cual permitié localizar
al ‘Candidatus Phytoplasma meliae’ mediante inmunohistoquimica y detectarlo de
manera especifica. A su vez, se logro poner a punto un sistema de deteccion especifico
de dicho patégeno mediante PCR con cebadores generados a partir de secuencias del

gen secA. Por ultimo, se caracterizd6 molecularmente la proteina inmunodominante de
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membrana del tipo amp del ‘Candidatus Phytoplasma meliae’. Dicha proteina presenta
una region central hidrofilica y dos regiones transmembrana ubicadas en los extremos
C-terminal y N-terminal. El analisis de identidad de las distintas regiones, reveld que la
region central hidrofilica es altamente diversa, y estd sometida a una presion de
seleccion positiva. Estos resultados sugieren la participacion de dicha proteina en
mecanismos de interaccion patdégeno-hospedante.

Abstract

In this thesis a molecular and epidemiological characterization of phytoplasmas
belonging to the 16SrXI1I1 or Mexican periwinkle virescence group present in Argentina
was performed. Work was conducted on strawberry lethal redness and chinaberry
yellowing pathosystems. From an epidemiological point of view, in the pathosystem
strawberry lethal redness it was determined that both used cultivars and origin
(nurseries), are statistically related to the ratio (incidence) of plants with lethal redness
(EL). It was also possible to statistically relate the presence of EL disease, with the
presence of phytoplasma, and this can explain the 12.08% of cases only. Was also
achieved the identification of three different 16Sr phytoplasma groups (16Srlll, 16SrVII
and 16SrXIIl) associated to EL. Within these groups, subgroups 16Srlll-J, 16SrllI-X,
16SrVII-C were identified (already described in our country), and 16SrXII1-F, described
in this thesis for the first time. Phylogenetic analyzes of these subgroups show a closer
relationship with South American reported phytoplasmas, so these probably may be
dispersed by vectors locally. Also, was detected the presence, for the first time, of
16SrXI11-A subgroup in Argentina, which has been only reported in the strawberries
mother plants production countries (USA), thus it’s presumed that this phytoplasma
subgroup has been entered as a product of the commercialization between both regions.
Regarding to chinatree yellowing pathosystem, it was possible determine accurately the
geographical distribution of China tree yellows phytoplasma ChTYXIII (16SrXI11-C),
showing the presence of this pathogen only in the Argentinean Norwest region (Chaco,
Formosa, Misiones, and north of Corrientes provinces). With regard to molecular
characterization, the analyses of 16S rDNA, rpLV-rpsC and secA genes in different
geographical isolates of ChTYXIII, shows that this pathogen has all the conditions to be

Franco Fernandez
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consider as new phytoplasma specie named ‘Candidatus Phytoplasma meliae’. Also, a
specific policlonal antibody against secA protein was generated, which allowed
specifically detect and locate the ‘Candidatus Phytoplasma meliae’ by
immunohistochemistry. Moreover, it was developed a specific detection system of
‘Candidatus Phytoplasma meliac’ by PCR based in secA DNA sequence. Finally, the
iImmunodominant membrane protein amp type from ‘Candidatus Phytoplasma meliae’
was molecularly characterized. This protein has a hydrophilic central region and two
transmembrane regions located in the C-terminal and N-terminal fragments. The
identity between this regions shows that the hydrophilic central region is highly diverse
and is subjected to a positive selection pressure. These results suggest the involvement

of this protein in mechanisms of host-pathogen interaction.
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1. Caracteristicas de los fitoplasmas

Los fitoplasmas son bacterias carentes de pared celular de vida parasitica, provistos
de genomas pequefios ricos en A+T, ademas de ser miembros no helicodales de la clase
Mollicutes y responsables de enfermedades en numerosas especies vegetales (Lee et al.,
2000; Hogenhout et al., 2008; Oshima et al., 2013). Durante mucho tiempo, dado que se
carecia de métodos de diagnostico eficaces, se considerd a los virus como los agentes
causales de numerosas enfermedades del tipo amarillamiento debido a la propagacion
infecciosa, la sintomatologia y la dispersion mediada por insectos. Sin embargo, en
1967 Doi y col. (1967) pudieron demostrar la asociacion entre este tipo de
enfermedades y organismos similares a bacterias. Por observacion de cortes ultra finos
al microscopio electrénico de transmisién, descubrieron cuerpos pleomorficos carentes
de pared celular en tubos cribosos de plantas afectadas por enfermedades tipo
amarillamiento. La apariencia morfologica y ultra estructural de los microorganismos
era similar a los micoplasmas conocidos como patégenos de animales. Por ello se los
[lam6 en un principio organismos tipo micoplasmas (MLOs, mycoplasma like
organisms) y no fue sino hasta el afio 1994 que se los comenzé a llamar Fitoplasmas
(International Committee on Systematic Bacteriology Subcommittee on the Taxonomy
of Mollicutes, 1993).

1.1 Morfologia y ubicacion de los fitoplasmas en el huésped

Los fitoplasmas se caracterizan por que sus células estan delimitadas por una unica
membrana plasmatica, sin pared celular (Doi et al., 1967). En observaciones llevadas a
cabo mediante microscopia electronica se los pueden identificar como estructuras del
tipo pleomdrficas con tamafios que varian entre 200 a 800um (Figura 1.1), aunque
también se ha registrado la presencia de formas filamentosas las cuales son
especialmente abundantes durante los primeros estadios de infeccion (Lee y Davis,
1992). Ademaés, se ha demostrado en cortes seriales (Florance y Cameron, 1978)
observados con microscopio electronico de barrido (Haggis y Sinha, 1978), que los

fitoplasmas también pueden adquirir formas ramificadas.

Dentro de las plantas que actuan como hospedantes se alojan en los elementos

cribosos del floema (raramente en las células parenquimaticas) (Doi et al., 1967;
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Whitcomb y Tully, 1989), en donde se cree que se multiplican y propagan (Christensen
et al., 2005) ya que estas células son anucleadas y con poco citoplasma, lo que reduce
notablemente la resistencia al movimiento. Los fitoplasmas se transportan entre célula y
célula del floema a través de los poros de los elementos cribosos. En insectos los
fitoplasmas invaden el estdbmago, lumen del intestino, glandulas salivales y otros
organos donde se acumulan en gran numero tanto dentro como fuera de las células
(Ammar and Hogenhout, 2006).

fitoplasmas de distintas formas en el citoplasma de los elementos cribosos del floema. Barra= 200um o
1pm (tomado y modificado de Bertaccini y Duduk, 2009).

1.2 Sintomatologia ocasionada por fitoplasmas

Las plantas infectadas con fitoplasmas exhiben una serie de sintomas que sugieren
profundas modificaciones en el normal balance de hormonas y reguladores del
crecimiento. La sintomatologia asociada a fitoplasmas incluye virescencia (desarrollo de
flores verdes y la pérdida de los pigmentos normales de las flores), filodia (desarrollo de
piezas vegetativas en reemplazo de piezas florales), esterilidad de flores, proliferacion
de brotes auxiliares o axilares generando el sintoma denominado "escoba de bruja”,
acortamiento de entrenudos, achaparramiento o enanismo generalizado, cambios en la
coloracion de hojas y tallos, deformaciones en hojas (abarquillamiento, reduccion del
tamafo) y declinamiento generalizado, en lefiosas se produce el conocido sintoma de
"die back", generando ramas que se secan hasta terminar con la muerte completa del
arbol (Lee et al., 2000; Bertaccini, 2007; Hogenhout et al., 2008) (Figura 1.2). Dentro
de los sintomas que se producen en el interior de los tejidos afectados en las plantas
infectadas se puede observar deposicion de calosa en las placas cribosas, decoloracion y
colapso de los elementos cribosos y células acompafantes, produccion abundante de

elementos cribosos de menor tamafio por hiperactividad cambial, también se puede

Franco Fernandez



Capitulo |

observar decoloracion de laticiferos como ocurre en la enfermedad ‘papaya dieback’

(Braun y Sinclair, 1978; Siddique et al., 1998).

>

J
y G

Figura 1.2: Diversas sintomatologias ocasionadas por fitoplasmas. A: filodia en frutilla (Fragaria x ananassa) en
donde se observa claramente la formacion de estructuras vegetativas sobre las piezas florales, B: amarillamiento y
acortamiento de entrenudos en paraiso (Melia azedarach), C: virescencia en vinca (Catharanthus roseus), D: “tristeza
del ajo” (Allium sativum) donde se observa un cambio en la coloracién normal de la hoja (enrojecimiento) y un aspecto
de declinamiento generalizado, E: “enrojecimiento letal de la frutilla” caracterizado por el acartuchamiento y
enrojecimiento de la cara abaxial de las hojas maduras y F: “amarillamiento del duraznero” (Prunus persica)
caracterizado por el acortamiento de entrenudos y la disminucién en el tamafio de las hojas. La iméagenes son propiedad
del grupo de trabajo de fitoplasmas (IPAVE-CIAP).

Dado que el dafio producido por esta clase de sintomatologia puede ocasionar
pérdidas econdémicas, el conocimiento de los mecanismos asociados a estos resulta
fundamental. Se conoce que los fitoplasmas secretan al citoplasma del hospedante
(planta/insecto) proteinas llamadas efectoras, las cuales cumplen el rol de aumentar la
capacidad de colonizacion y proliferacién de estos patdgenos en tejidos del huésped
(Sugio et al., 2011a). En fitoplasmas han sido bien estudiadas dos de estas proteinas
efectoras, SAP11 y TENGU, las cuales son secretadas via sistema sec al citoplasma de
las células de los elementos cribosos para luego dirigirse al nicleo de las mismas. Para
el caso de la proteina SAP11, se ha demostrado en Arabidopsis que desestabiliza
factores de transcripcion del tipo Il (TCPs Il) los cuales estan relacionados con la
regulacion de las ramificaciones del tallo y el desarrollo de hojas. Plantas de
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Arabidopsis que expresaron de manera transgenica la proteina SAP11 desarrollaron una
sintomatologia consistente con la ocasionada por el fitoplasma AY-WB (Aster Yellows
Witches broom), del cual se aislé la SAP11 (Sugio et al., 2011b). El fitoplasma AY-WB
presenta otra proteina efectora denominada SAP54, la cual induce la formacion de
estructuras vegetativas sobre las piezas florales las cuales se asemejan a los sintomas
caracteristicos de filodia ocasionada por dicho fitoplasma promoviendo esta
sintomatologia una mayor colonizacion de insectos vectores sobre la planta afectada
(MacLean et al., 2014). Para el caso del fitoplasma OY-M (Onion Yellows) se ha
caracterizado la proteina efectora llamada TENGU, que induce en plantas transgénicas,
enanismo Yy "escoba de bruja”, ocasionado el mismo fenotipo que las plantas infectadas
por el fitoplasma anteriormente mencionado (Hoshi et al., 2009; Sugawara et al., 2013).

1.3 Mecanismos de transmision de los fitoplasmas

En la naturaleza su propagacion se da mediada por la intervencién de insectos
vectores que se alimentan de la savia en el floema de plantas afectadas (Christensen et
al., 2005; Hogenhout et al., 2008), la accion de plantas epifitas o la propagacién
vegetativa (Lee et al., 1992). Entre los mecanismos de propagacion mediadas por el
hombre podemos mencionar los injertos con material infectado, asi como la
manipulacion de las plantas epifitas o de la propagacion vegetativa (Bertaccini y Duduk,
2009)

1.3.1 Transmision mediada por insectos

Los insectos vectores de fitoplasmas son del Orden Hemiptera, principalmente
especies de la Familia Cicadellidae, conocidos vulgarmente como ‘“chicharritas” o
“leathoppers”, y también aunque en menor medida las familias Cicadellidae,
Fulgoroidea, Delphacidae, Derbidae, Flatidae, Psyllidae, Pentatomidae y Tingidae son
transmisoras de fitoplasmas (Weintraub y Beanland , 2006). Los insectos adquieren los
fitoplasmas cuando se alimentan de plantas infectadas. Una vez en el tracto digestivo,
penetran en las células del intestino donde logran multiplicarse. Estudios realizados con
espiroplasmas sugieren que la principal via de infeccion de las células de insectos es a
través de la endocitocis (Fletcher et al., 1998). Para lograr infeccion, los

microorganismos necesitan proteinas de membrana (adhesinas) que medien la adhesion
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a la membrana plasmatica de las células del hospedante. Al igual que otros Mollicutes,
es posible que los fitoplasmas utilicen este mecanismo de infeccion. Dentro de las
vesiculas endociticas, los fitoplasmas se multiplican y posteriormente son liberados en
la hemolinfa del hospedante. Una vez libres, logran alcanzar altas concentraciones e
invaden diferentes d6rganos del insecto. Se han detectado fitoplasmas en tubos de
Malpighi, cuerpos grasos, ganglio cerebral y organos reproductivos de los insectos
infectados (Weintraub y Beanland, 2006).

Para que un insecto pueda transmitir fitoplasmas, los patdgenos deben invadir las
glandulas salivales y ser liberados junto con la saliva durante la alimentacion. Si bien
ésta es la principal via de diseminacion mediada por insectos, se ha demostrado que la
transmision transovarica puede ocurrir. Aunque son escasos los registros, se demostro
infeccion en huevos de hembras infectadas que pueden dar lugar a ninfas y adultos
infectivos (Kawakita et al., 2000; Hanboonsong et al., 2002; Tedeschi et al., 2006).

1.3.2 Otros mecanismos de transmisién y de propagacion

Un mecanismo comunmente empleado en la trasmision experimental de fitoplasmas,
es el empleo de la planta holoparasita Cuscuta sp. la cual forma un puente de conexién
vascular entre la planta infectada y la planta receptora (Birschwilks et al., 2006). Esta
clase de propagacion es una de las maneras mas comunes de mantener y propagar
fitoplasmas con fines de investigacion superando la barrera de las especies. De esta
manera se puede transmitir el patégeno desde el hospedante natural hacia el hospedante
experimental que se desee usar (Pribylova and Josef Spak, 2013). Dentro de los
hospedantes experimentales utilizados para mantener fitoplasmas se encuentra la planta
de vinca (Catharanthus roseus), la cual desarrolla sintomas caracteristicos ante la
presencia de dichos patdgenos. Este hospedante experimental se puede reproducir
mediante esquejes, obteniéndose material genéticamente homogéneo facilitando la
comparacion de la sintomatologia desarrollada por fitoplasmas distintos (Davis and Lee,
1991)

Otra préactica ampliamente dinfundida para la propagacion de fitoplasmas es la del
injerto, la cual permite transmitir y diseminar el patdgeno desde una planta enferma

hacia una sana mediante la conexién entre los tejidos vasculares, sin intermediacion o

Franco Fernandez

10



Capitulo |

necesidad de insectos vectores (Bertaccini, 2007). Estas practicas también son usadas
para la trasmision y propagacion de fitoplasmas en condiciones controladas en la
experimentacion, sobre todo en las especies del tipo lefiosas, aunque en algunas

herbaceas, tales como vinca, también es empleado (Hodgetts et al., 2013)

En lo que se refiere a la propagacion mediada por semillas hay estudios que han
demostrado presencia de fitoplasmas en los embriones de semillas de cocotero tanto por
PCR como por microscopia (Cordova et al., 2003). Otros estudios han podido demostrar
la presencia de fitoplasmas en plantas de tomate provenientes de semillas de plantas
infectadas (Calari et al., 2011), pero no son concluyentes y se necesitan mas
investigaciones para explicar los mecanismos mediante los cuales seria posible este tipo

de trasmision.

1.4 Filogenia y taxonomia en fitoplasmas

De acuerdo con la taxonomia actual, la clase Mollicutes, a la cual pertenecen los
fitoplasmas, esta incluida dentro del Phylum Firmicutes Dominio Bacteria (Ludwig y
Klenk, 2010). Las principales caracteristicas que diferencian a los Mollicutes de las
bacterias Gram Positivas son su reducido tamafio (0,2-0,8 um), ausencia de pared
celular, genomas pequefios (entre 580- 2,200kb) y bajo contenido G+C (entre 23-41 %)
(Hogenhout et al., 2008). Estudios llevados a cabo sobre la secuencia del gen 16S rDNA
en Mollicutes y otros procariotas provistos de pared celular indicaron que los primeros
provienen de un ancestro Gram positivo del tipo Clostridium, del linaje de los
lactobacilos (Woese et al., 1980). Los diferentes miembros de la clase Mollicutes
poseen caracteristicas propias con diferentes estilos de vida, que comprenden desde
aquellos que viven como parasitos en animales vertebrados incluyendo humanos,
organismos de vida libre, parasitos obligados anaerdbicos de animales, parasitos de
insectos y de otros artrépodos, y los fitoplasmas que son endoparasitos obligados que
alternan entre los insectos vectores y las plantas hospedantes (Zhao et al., 2015). Dentro
de la clase Mollicutes existen 4 cuatro oOrdenes bien definidos Mycoplasmatales
(Freundt, 1955; Edward y Freundt, 1967; Tully et al.,, 1993), Acholeplasmatales
(Freundt et al.,, 1984), Anaeroplasmatales (Robinson y Freundt, 1987) vy
Entomoplasmatales (Tully et al., 1993) (Tabla 1.1).
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Tabla 1.1: Principales caracteristicas y taxomia de los clados que conforman a los Mollicutes (Modificado de Razin et
al, 1998, Razin 2001 y Zhao et al., 2015). En gris se destaca el clado de los fitoplasmas. Tamano del genoma: rango
conocido menor-mayor; Mol%G/C: proporcion de Guanina + Citosina.

Clasificacion Tamario del Mol% Requerimientos ~ Habitad Propiedades
genoma (kb) G/C de colesterol caracteristicas
Orden I: Mycoplasmatales
Familia I: Mycoplasmataceae
Genero I: Mycoplasma 580-1,350 23-40 SI Parasito de Parasitos de
humanos y superficie
animales
Genero II: Ureplasma 760-1,170 27-30 SI Parasito de Ureasa positivos
humanos y
animales
Orden II:
Entomoplasmatales
Familia I:
Entomoplasmataceae
Genero I: Entomoplasma 790-1,140 27-29 SI Habitantes del  no helicoidales, sin
estomago de movilidad
artrépodos y
algunas plantas
Genero II: Mesoplasma 870-1,100 27-30 SI Habitantes del
estomago de
artrépodos y
algunas plantas
Familiall:Spiroplasmataceae
Genero I: Spiroplasma 780-2,220 24-31 SI Habitantes del Filamentos
estomago de helicoidales y
artrépodos y moviles
algunas plantas
Orden III:Acholeplasmatales
Familia I:
Acholeplasmataceae
Genero I: Acholeplasma 1,500-1,650 29-34 NO Animales, Saprofiticos
algunas plantas
e Insectos
Candidatus Phytoplasma 580-1,350 23-29 SI Endosimbionte No cultivados mn
obligado de VItro
plantas e
msectos
Orden IV:
Anaeroplasmatales
Familia I:
Anaeroplasmataceae
Genero I: Asteroplasma 1,500-1,600 29-34 SI Rumen Anaerobios
bovino/ovino sensibles al oxigeno
Genero Il: Asteroleplasma 1,5 40 NO Rumen Anaerobios
bovino/ovino sensibles al oxigeno
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Mycoplasmatales
hominis group

Mycoplasmatales
pncumoniac group

Anaeroplasmatales

Entomoplasmatales Acholeplasmatales
and Mycoplasmatales

mycoides group

Phytoplasmas

0.02 Asteroplasma anaerobium

Figura 1.3: Relaciones filogenéticas de los distintos grupos de Mollicutes inferidas a partir del analisis del gen
16S rDNA. Las distancias evolutivas del &rbol se calcularon empleando el método de Maximum-likelihood. El
soporte estadistico del arbol se realiz6 mediante bootstrap (1000 réplicas). Los taxas empleados en la
reconstruccién filogenética incluyen todas las especies validadas de la clase Mollicutes y las cepas de referencia
de todos los ‘Ca. Phytoplasma’ descritos hasta el momento (tomado y modificado de Zhao et al., 2015).

De acuerdo con el analisis de la secuencia del gen 16S rDNA, los fitoplasmas
constituyen un clado monofilético dentro de la clase Mollicutes, bien diferenciados de
los Mycoplasmas y Spiroplasmas, mas relacionados con los Acholeplasmas (Lim y
Sears, 1989, Zhao et al., 2015) (Figura 1.3). Dadas las diferencias encontradas tanto en
el estilo de vida, en los caracteres morfoldgicos, en los hospedantes y la filogenia
basada en la secuencia de distintos genes, en el afio 1993 se propuso que los organismos
denominados Mycoplasma Like Organism (MLO's) sean llamados Fitoplasmas
(International Committee on Systematic Bacteriology Subcommittee on the Taxonomy
of Mollicutes, 1993).

A diferencia de los organismos con reproduccion sexual, en los procariotas resulta
dificil establecer el concepto de especie. Sin embargo, existe consenso entre los
taxénomos en la utilizacion de las secuencias genomicas Yy las relaciones filogenéticas
como base para la taxonomia de bacterias. Cuando no se cuenta con las secuencias
gendémicas completas, la definicion de especie bacteriana incluye a aquellas cepas con
homologia de por lo menos el 70% en su ADN (Wayne et al., 1987). En el caso de los

fitoplasmas, la imposibilidad de cultivarlos en forma axénica dificulta la determinacién
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de homologia entre sus genomas. Hasta la fecha, el gen 16S rDNA evolutivamente
conservado ha sido el marcador filogenético mas potente en la resolucion taxondémica de
procariotas, y la filogenia derivada del andlisis de dicho gen constituye la columna

vertebral de la sistematica en procariotas (Ludwig y Klenk, 2010).

Al igual que en otros procariotas, el gen 16S rDNA esta altamente conservado dentro
del clado de los fitoplasmas y contiene informacion util para la diferenciacion de las
distintas cepas (Rossell6-Mora y Amann, 2001). El establecimiento de un esquema de
clasificacion basado en la secuencia y los perfiles de RFLP del gen 16S rDNA (Lee et
al., 1993; Gundersen et al., 1994), con periddicas actualizaciones (Zhao et al., 2009a,
Nejat et al., 2013), han proporcionado marcadores moleculares fiables tanto para la
deteccidén como para la identificacion de una amplia gama de fitoplasmas en un sistema
de grupos y subgrupos, donde cada grupo contiene una especie de fitoplasma distinta y
cada subgrupo contiene cepas de fitoplasmas con idéntico o casi idéntico perfil RFLP.
La disponibilidad de dicho esquema ha estimulado y ampliado las investigaciones en
fitoplasmas durante los Gltimos 20 afios y, como consecuencia, nuevos linajes han sido
descubiertos y caracterizados en distintas regiones del mundo (Zhao et al., 2009a).
Empleando este sistema de clasificacién ya se han delineado al menos 32 grupos 16Sr
de fitoplasmas y méas de 100 subgrupos (Wei et al., 2007; Zhao et al., 2009a; Nejat et
al., 2013).

Segln el criterio recomendado por el Comité Internacional de Sistematica de
Bacterias (ICSB, 1997), los fitoplasmas deben ser considerados a nivel de género
(Phytoplasma) y por lo menos cada grupo 16Sr representar una potencial especie.
También se debe tener en cuenta que para la clasificacion de bacterias no cultivables

corresponde aplicar la categoria provisional de Candidatus (ICSB, 1995).

La descripcion de un nuevo “Candidatus (Ca.) Phytoplasma” deberd estar
fundamentada en la secuencia Unica del gen 16S rDNA que pertenecera a la cepa de
referencia. En general, de acuerdo con las reglas sugeridas por el IRPCM (2004) un
nuevo “Ca. Phytoplasma” debe referenciarse a una tnica secuencia del gen 16S rDNA,
mayor a 1200pb la cual debe presentar menos del 97,5% de similitud respecto de todos

los Ca. Phytoplasma descritos previamente. En el caso que la similitud sea mayor al
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97,5% seran considerados nuevos “Ca. Phytoplasma” aquellos que claramente

representen una poblacion ecolégica separada (hospedante,

vector,

ubicacion

geografica, etc). El gen 16Sr DNA del nuevo “Ca. Phytoplasma” deberd poseer al

menos una regioén Unica ademds de la secuencia caracteristica de fitoplasmas: 5°-
CAAGAYBATKATGTKTAGGCYGGDCT-3’ (IRPCM, 2004). Bajo este criterio, se
han descrito en todo el planeta, 37 “Ca. Phytoplasma especies” que estan ocasionando

enfermedades con diversos grados de importancia en numerosas especies vegetales

(Tabvla 1.2).

Tabla 1.2: Listado de ‘Candidatus Phytoplasma especies’ descritos hasta el momento

‘Ca

. Phytoplasma especie’

Enfermedad asociada

Grupo/subgrupo 16Sr

Referencia

‘Ca
‘Ca
‘Ca
‘Ca
‘Ca
‘Ca
‘Ca

‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.
‘Ca.

‘Ca

‘Ca.

sud.
‘Ca
‘Ca
‘Ca
‘Ca

. Phytoplasma asteris’

. Phytoplasma aurantifolia’
. Phytoplasma pruni’

. Phytoplasma ulmi’

. Phytoplasma ziziphi’

. Phytoplasma rubi’

. Phytoplasma trifolii’
Phytoplasma fraxini’
Phytoplasma phoenicium’
Phytoplasma mali’
Phytoplasma pyr1’
Phytoplasma spartii’
Phytoplasma prunorum’
Phytoplasma oryzae’
Phytoplasma solant’
Phytoplasma solant’
Phytoplasma australiense’
Phytoplasma japonicum’
Phytoplasma fragariae’
Phytoplasma cynodonts’
Phytoplasma castaneae’
Phytoplasma brasiliense’
Phytoplasma graminis’
Phytoplasma caricae’
Phytoplasma americanum’
Phytoplasma rhamni’
Phytoplasma pini’
Phytoplasma palmicola’
Phytoplasma omanense’
Phytoplasma tamaricis’
Phytoplasma costaricanum’
. Phytoplasma malaysianum’
Phytoplasma
americanum’

. Phytoplasma allocasuarine’
. Phytoplasma lycopersict’

. Phytoplasma convolvuli’

. Phytoplasma balanitae’

Amarillamiento del aster
Escoba de bruja de la lima
X-disease en durazneros
Amarillamiento del olmo
Escoba de bruja de ziziphi
Enanismo en Rubus sp.
Proliferacion del trébol
Amarillamiento del fresno
Enfermedad letal del almendro
Proliferacion del manzano
Declinamiento del peral
Escoba de bruja en Spratium
Amarillamiento en frutales de carozo
Amarillamiento enanisante del arroz
Sindrome de madera negra en vid
Madera negra de la vid
Amarillamiento de la vid
Filodia de la hortensia
Amarillamiento de la frutilla
Hoja blanca de la bermuda grass
Escoba de bruja del castano
Escoba de bruja del Hibiscus
Amarillamiento de gramineas
Fitoplasmosis en papaya
Punta morada de la papa
Escoba de bruja del espino
Fitoplasmosis en Prnus sp.
Amarillamiento letal del cocotero
Escoba de bruja del sen de Oman
Escoba de bruja del tamarindo
Enanismo de la soja
Virescencia y filodia en Vinca
Proliferacion en maracuya

Amarillamiento de la allocasuarina
Hoja de perejil en tomate
Amarillamiento de la correhuela
Escoba de bruja de la balanita

16Sr1-B
16Sr1I-B
16SrIII-A
16SrV-B
16SrV-B
16SrV-D
16SrVI-A
16SrVII-A
16SrIX-D
16S5rX-A
165rX-C
16SrX-D
16SrX-F
16SrXI-A
16SrXII-A
16SrXII-A
16SrXI11-B
16SrXI11-D
16SrXII-E
16SrXIV-A
16SrXIX-A
16SrXV-A
16SrXVI-A
16SrXVII-A
16SrXVIII-A
16SrXX-A
16SrXXI-A
16SrXXII-A
16SrXXIX-A
16SrXXX-A
16SrXXXI-A
16SrXXXII
16SVI-I

ND
ND
ND
ND

Lee et al., 2004a
Zreik et al., 1995
Davis et al., 2013
Lee et al., 2004b

Jung et al., 2003b

Malembic-Maher et al., 2011
Hiruki y Wang, 2004
Griffiths et al., 1999

Verdin et al., 2003
Seemiiller y Schneider, 2004
Seemiiller y Schneider, 2004
Marcone et al., 2004a
Seemiiller y Schneider, 2004

Jung et al., 2003a

Quaglino et al., 2013
Qualigno et al., 2013
Davis et al., 1997
Sawayanagi et al., 1999
Valiunas et al., 2006
Marcone et al., 2004b

Jun et al., 2002

Montano et al., 2001
Arocha et al., 2005
Arocha et al., 2005
Lee et al., 2006
Marcone et al., 2004a
Schneider et al., 2005
Harrison et al., 2014
Al-Saady et al., 2008
Zhao et al., 2009b
Lee etal., 2011

Nejat et al., 2013
Davis et al., 2012

Marcone et al., 2004a
Arocha et al., 2007
Martini et al., 2012
Win et al., 2012

15

Franco Fernandez



Capitulo |

Si bien, el analisis de los patrones PCR-RFLP del gen 16S rDNA ha sido una
herramienta ampliamente utilizada en la identificacion de grupos/subgrupos de
fitoplasmas, el secuenciamiento y los analisis in silico de las mismas (Wei et al., 2007)
ha demostrado que existen diferencias en las secuencias de aislamientos pertenecientes
al mismo subgrupo que no pueden ser identificadas mediante el esquema tradicional de
PCR-RFLP del gen 16Sr. Para suplir estas falencias se han explorado otras regiones
gendmicas mas variables. Entre los genes analizados se encuentran: el gen tuf que
codifica para el factor de elongacién Tu (Contaldo et al., 2015), genes rp de proteinas
ribosomales (Martini et al., 2007, Lee et al., 2010) y la region espaciadora 16S-23S del
operon de ARN ribosomal (Hodgetts et al., 2008). Para conseguir una mejor
identificacion de cepas estrechamente relacionadas, mas recientemente se analizaron
genes relacionados con el mantenimiento, metabolismo y sistemas de translocacién de
proteinas, como los genes secY, secA, map y uvrB-degV (Arnaud et al., 2007; Hodgetts
et al., 2008).

1.5 El genoma de los fitoplasmas

El andlisis comparativo de los genomas secuenciados hasta el momento, demostré
diversidad en el tamafio de los genomas, en su composicién, rutas metabdlicas y nimero
de repeticiones. Gracias a los avances logrados en el campo de la tecnologia y
metodologia de secuenciacion, se ha podido secuenciar el genoma completo (o
incompleto, drafts) de numerosos fitoplasmas lo que ha resultado en una profundizacion
del conocimiento en la gendmica en esta clase de patdgenos. Hasta el momento, se ha
logrado secuenciar de manera completa el genoma de 5 fitoplasmas, 1) “Ca.
Phytoplasma asteris” aislamiento OY-M (Oshima et al., 2004); ii) “Ca. Phytoplasma
asteris” aislamiento AY-WB (Bai et al., 2006), iii) “Ca. Phytoplasma australiense”
aislamiento Rp-A (Tran-Nguyen et al., 2008), iv) “Ca. Phytoplasma australiense”
aislamiento NZB11s (Andersen et al., 2013) y v) “Ca. Phytoplasma mali” aislamiento
AT (Kube et al., 2008) (Tabla 1.3). Se han secuenciado de manera incompleta los
genomas de los fitoplasmas Peanut WB (Chung et al., 2013), “Ca. Phytoplasma solani”
(Mitrovic et al., 2014), “Ca. Phytoplasma asteris” aislamiento OY-V (Kakizawa et al.,
2014), Wheat blue dwarf phytoplasma (Chen et al., 2014) y 4 aislamientos de

fitoplasmas pertenecientes al grupo 16Srlll (Saccardo et al., 2012).
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Tabla 1.3: Principales caracteristicas de los genomas de fitoplasmas secuenciados de manera completa
hasta el momento y de A. laidlawii cercanamente emparentada (tomado de Kube et al., 2012).

Aislamiento Ca. asteris Ca. asterts  Ca. australiense Rp- Ca. mali Acholeplasma
OY-M AY-WB A AT laidlawi PG-8A

Organizacién del circular circular Circular lineal circular
cromosoma
Tamano del cromosoma 853,092 706,569 879,959 601,943 1,496,992
Contenido G+C (%) 27.76 26.89 927.42 21.39 31.93
Contenido G+C (%)-ORF" 29.09 28.54 98.72 99.58 32.23
Genes codificantes 752 776 684 481 1,380
Regiones codificantes (%) 73.1 73.7 64.1 76.3 90.7
Tamano promedio  de 829 776 825 955 984

regiones codificantes

Proteinas-regiones 0.881 0.949 0.777 0.799 0.921
codificantes/kb

Operones rRNA 2 2 2 2 2
tRNAs 32 31 35 32 34
plasmidos 2 4 1 0 -
Acceso GenBank AP006628  CP000061 AM422018 CU469464 CP000896.1

El genoma de los fitoplasmas ha sido sometido a una rapida evolucion, como
consecuencia de un ciclo de vida que alterna entre las plantas hospedantes y los insectos
vectores. Esto requiere adaptaciones a un rango amplio de ambientes, que incluyen el
floema de las plantas hospedantes, el lumen del estomago, hemolinfa, saliva y 6rganos
del insecto vector (Hogenhout et al., 2008). El analisis de los genomas secuenciados ha
demostrado una reduccion en el nimero de genes implicados en rutas metabdlicas
béasicas. Los fitoplasmas carecen de vias metabélicas funcionales para el metabolismo
de azUcares, genes implicados en la sintesis de novo de aminoacidos, &cidos grasos y
nucleotidos (Oshima et al., 2013). Lo que mas sorprende, sin embargo, es la ausencia de
genes del sistema de transportadores PTS (para la importacion de azucares esenciales en
la glucolisis), ausencia del gen de la proteina FtsZ (tipo tubulina, esencial para la
division celular) y genes de ATP sintasas tipo F, involucradas en la generacion del
potencial de membrana para la sintesis de ATP (Christensen et al., 2005). La ausencia
de la mayoria de los genes relacionados con la sintesis de nucleotidos indicaria que,
probablemente, los fitoplasmas no los sintetizan y los absorben desde su ambiente

(Oshima et al., 2013). Como contraparte a la ausencia de numerosos genes asociados a
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metabolismo y sintesis, los fitoplasmas poseen numerosos genes que codifican para
sistemas de transporte. Ante la carencia de genes considerados como esenciales para los
organismos, se sugirio una evolucion reductiva como consecuencia de la vida de

parasito intracelular en un ambiente rico en nutrientes (Oshima et al., 2002; 2004).

A pesar de su tamafio reducido, el genoma de los fitoplasmas contiene un nimero
substancial de genes en multiples copias (Oshima et al., 2004; Bai et al., 2006;
Jomantiene y Davis, 2006; Jomantiene et al., 2007, Arashida et al., 2008; Tran-Nguyen
et al.,, 2008). La mayoria de estos genes dispuestos en multiples copias, estan
organizados en clusters denominados potencial mobile units (PMUs) (Bai et al., 2006) o
sequence-variable mosaics (SVMs; Jomantiene and Davis, 2006; Jomantiene et al.,
2007; Wei et al., 2008). En el genoma del fitoplasma AY-WB se ha identificado la
presencia de un PMUs (PMU1) el cual presenta un tamafio de 20kb y estd compuesto
por 21 marcos abiertos de lectura (Bai et al., 2006) relacionados con la replicacion del
ADN (ssh, dnaB y dnaG), la recombinacién (himA), factores de transcripcion (sigF),
genes codificantes de proteina de membrana y proteinas de secrecion. Si bien se conoce
poco acerca de cdmo funcionan estos PMUSs, se cree que cumplirian un rol fundamental
en los mecanismos de adaptacion a las plantas hospedantes y a los insectos vectores
(Bai et al., 2006, Oshima et al., 2013).

Por otro lado, la presencia de ADN extracromosomal (plasmidos) ha sido detectada
en los fitoplasmas “Ca. Phytoplasma asteris” AY-WB/OY-M pero no en “Ca.
Phytoplasma mali”. Todos los plasmidos contienen genes relacionados con la
amplificacion por circulo rodante y genes que codifican proteinas con destino a
membrana (Bai et al., 2006). En el fitoplasma OY-M, se ha demostrado que el plasmido
aislado a partir de una linea no transmisible de dicho fitoplasma carece de dos ORFs
que si estan presentes en las lineas transmisibles (wild-type), sugiriendo que los
plasmidos portan proteinas vinculadas con la transmisibilidad y la especificidad al

hospedante (Nishigawa et al., 2002a).

En el fitoplasma “Ca. Phytoplasma asteris” OY, se han identificado genes que
codifican para las proteinas secA, secY y seckE, las cuales son componentes esenciales

del sistema de secrecidn del tipo sec en bacterias (Economu, 1999). Estas proteinas
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fueron identificadas (Kakizawa et al., 2001, 2004) y se ha demostrado la expresion de la
proteina secA en plantas infectadas (Kakizawa et al., 2001, Wei et al., 2004). Estos
genes también han sido identificados en el genoma de otros fitoplasmas (Bai et al.,
2006, Kube et al., 2008, Tran-Nuguyen et al., 2008, Andersen et al., 2013) y el gen que
codifica la proteina SecY ha sido clonado de diversas razas de fitoplasmas (Lee et al.,
2006, 2010).

1.6 Mecanismos de interaccion fitoplasma-hospedante: proteinas inmunodominantes de
membrana

Se ha corroborado gque un grupo especifico de proteinas de membrana, a las que se
las conoce como proteinas inmunodominantes de membrana (immunodominant
membrane proteins: IDPs), constituyen la mayor porcién del total de proteinas de la

membrana celular en la mayoria de los fitoplasmas (Shen y Lin, 1993).

Estudios de inmunomarcacién con oro en microscopia electrénica han demostrado
que las IDPs estan localizadas en el exterior de la superficie celular (Milne et al., 1995).
Dado que los fitoplasmas no tienen pared celular, sus proteinas de membrana se
encuentran en contacto directo con el citoplasma de las células hospedantes, y es por
ello que son excelentes candidatas para cumplir roles en la interaccion con sus
hospedantes. Los genes que codifican dichas proteinas han podido ser aislados y
secuenciados en numerosos fitoplasmas (Berg et al., 1999, Blomquist et al., 2001,
Barbara et al., 2002, Morton et al., 2003, Kakizawa et al., 2004, 2006b, Galetto et al.,
2008, Fabre et al., 2011, Neriya et al., 2011).

Estas IDPs estan clasificadas en tres tipos: i) immunodominant membrane protein
(Imp), ii) immunodominant membrane protein A (IdpA) vy iii) antigenic membrane
protein (Amp). Estas IDPs no son ortologas entre ellas, no muestran similitud
aminoacidica y estan localizadas en distintas partes del genoma (Barbara et al., 2002;
Kakizawa et al., 2006b; Arashida et al., 2008). Todas las IDPs poseen una region central
hidrofilica (expuesta al citoplasma de la célula hospedante), aunque la organizacién de
las regiones hidrofilica y transmebrana son variables (Kakizawa et al., 2006b). La IDP
tipo Imp esta anclada a membrana solamente por una region transmembrana N-terminal,

el tipo IdpA presenta dos regiones transmembrana en los extremos N-terminal y C-
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terminal, por su parte la IDP tipo amp, presenta también dos regiones transmembrana
pero el extremo N-terminal esta clivado por lo que esta proteina estd anclada a la
membrana solo por su extremo C-terminal (Barbara et al., 2002, Kakizawa et al., 2006b)
(Figura 1.4).

(a) Type 1: Imp Type 2: ldpA i Type 3: Amp
me  dnaD  imp piﬂG dnaX pA  SerdtRNA | GroEL amp nadE
“lu/ \ " \ ‘ m:/l
(b) SPWB-Imp (172 aa) WX-IdpA (2870a) | QY-W-Amp (233 aa)
N_23aa C N/ 208a Haa C N 238 2388 C
19 aa 130 aa , Baa 222 0a 6sa |, Boa 17183 7308
(c) A Sl :
Host cell - . . .~ T :
cytoplasm e - RO - - 53
: i
Membrane . -
3 :
| - ~ s S
1 B
- i y JJ G : J SED
Phytoplasma | N \'—) —J) Jc
cyloplasm : Cc : N

Figura 1.4: Grupos de proteinas inmunodominantes de membrana (IDPs) presentes en fitoplasmas. (a):
organizacion de los genes que rodean a los 3 tipos de IDPS; (b): representacion esquematica del producto
de translocacion putativo para cada proteina IDP, en azul las regiones transmembrana, en rosa las
regiones hidrofilicas expuestas, la region transmembrana N-terminal en la proteina Amp presenta un sitio
de clivaje (triangulo negro) (c): estructura hipotética de las regiones transmembrana de los tres tipos de
IDP, N: region N-terminal, C: region C-terminal tomado de Hogenhout et al., 2008)

Se ha demostrado que el gen codificante para la proteina Imp esta presente en el
genoma de los fitoplasmas Western X (grupo 16Srlll) (Liefting y Kirkpatrick, 2003) y
OY (grupo 16Srl) (Kakizawa et al., 2009) ademéas de la IDPs IdpA y Amp,
respectivamente. La similitud de las secuencias para Imp es baja entre diferentes
fitoplasmas, sin embargo los genes que la rodean muestran una arquitectura conservada
(Kakizawa et al., 2009). En contraste, la proteina IdpA (IDP del fitoplasma Western X),
no ha sido identificada en el genoma de otros fitoplasmas (Oshima et al., 2004; Bai et
al., 2006; Kube et al., 2012; Tran-Nuguyen et al., 2008; Chen et al., 2014; Kakizawa et
al., 2014; Mitrovic et al., 2014). Tampoco ha podido ser registrada la presencia de la

proteina amp en el genoma completamente secuenciado del fitoplasma “Ca.
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Phytoplasma mali” (Kube et al., 2008). Estas observaciones implicarian que la IDP del
tipo imp se trata de la proteina ancestral, mientras que las proteinas IDPs tipo IdpA o
amp , fueron aumentando sus niveles de expresion en disintos grupos filogenéticos de

fitoplasmas (Kakizawa et al., 2009).

Los genes que se encuentran flanqueando las IDPs, tanto codificantes como no
codificantes, son méas conservados (presentan menor variabilidad en su secuencia) que
las propias IDPs, lo que sugiere que estas proteinas, las IDPs, estarian sometidas a una
alta presion de seleccién (Kakizawa et al., 2004, 2006b, 2009). Se ha demostrado
también que los dominios extracelulares hidrofilicos de las IDPs son més divergentes
que los dominios transmembrana o el péptido sefial, lo que implica que las interacciones
fitoplasma-hospedante estarian promoviendo la variabilidad en dichas proteinas
(Barbara et al., 2002, Kakizawa et al., 2004). Estudios recientes han demostrado que la
IDP tipo amp esta sometida a una presion de seleccién positiva, lo que quiere decir que
las substituciones a las que se ve sujeta representan una ventaja sobre la aptitud
bioldgica (fitness) del organismo y que juega un rol importante en lo que ha interaccion

fitoplasma-hospedante se refiere (Kakizawa et al., 20064, b).

En cuanto a la funcién especifica de estas proteinas, se ha demostrado que la proteina
amp interacciona con el complejo de microfilamentos en determinados insectos. Se ha
podido localizar al fitoplasma OY en los microfilamentos de las células musculares que
rodean al tracto digestivo medio y a su vez que la proteina amp forma un complejo con
las proteinas de insectos como actina, miosina de cadena pesada y miosina de cadena
ligera, tanto in vivo como in vitro (Suzuki et al., 2006).Este complejo amp-
microfilamentos, esta correlacionado con la capacidad de transmitir el fitoplasma QY,
es decir los insectos capaces de transmitir al fitoplasma OY son aquellos en los que se
demostré una interaccion del tipo fisica amp-microfilamentos (Suzuki et al., 2006).
También se ha demostrado que la proteina amp interacciona con las subunidades o y B
de la ATP sintetasa, y que esta interaccion se correlaciona con la transmisibilidad del
fitoplasma por su insecto vector (Galetto et al., 2011). Por su parte, se ha demostrado
que la proteina imp del fitoplasma “Ca. Phytoplasma mali” interacciona fisicamente con

las actinas de plantas tanto in vivo como in vitro, y se hipotetiza que esta union estaria
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relacionada con mecanismos de movilidad dentro de la célula por parte del fitoplasma
(Boonrod et al., 2012).

Estudios previos han demostrado que las interacciones bacterias-hospedantes
promueven la variabilidad de las proteinas de membrana de bacterias (Deitsch et al.,
1997). En el caso de la proteina de membrana OspC del patégeno Borrelia burgdoferi,
bacteria que ocasiona la enfermedad de Lyme en humanos, es una proteina de adhesion
que cumple un rol importante en la infeccion la cual ha co-evolucionado con el
hospedante y quizas ha necesitado cambiar positivamente para poder adaptarse a nuevos
hospedantes (Wilske et al., 1996). Basados en este y otros ejemplos no mencionados
aqui, este mecanismo podria ser extrapolado a los fitoplasmas, y sugerir que la presion
selectiva ha surgido como un mecanismo para su adaptacion, con el objetivo de evitar el
sistema inmune del insecto 0 como un mecanismo utilizado para el anclaje a proteinas
del hospedante, lo cual es un aspecto importante en la infeccion ocasionada por
numerosos patdgenos (Andrews y Gobojori, 2004)

1.7 Deteccion de fitoplasmas

La correcta deteccién e identificacion de los diferentes fitoplasmas en cultivos de
importancia econdmica es de gran importancia, ya que determinan las pautas de manejo
aplicables a cada patosistema para intentar disminuir el impacto. Antes del desarrollo de
las técnicas seroldgicas y de biologia molecular para la deteccion de fitoplasmas, esta se
basaba principalmente en la identificacion de los sintomas y la confirmaciéon de la
presencia de cuerpos pleomorficos en el floema mediante microscopia electronica.
Ademas de la dificultad de analizar numerosas muestras y la necesidad de contar con un
equipamiento costoso, llevaba a determinaciones erroneas y poco consistentes debido a
gue los sintomas pueden ser idénticos y tratarse de fitoplasmas diversos (Lee et al.,
2000). Las técnicas de deteccidn basadas en la reaccion de la cadena de la polimerasa
(PCR) que comenzaron a desarrollarse durante la década del 80, resultan hoy la
herramienta mas empleada tanto en la deteccion como para la identificacion de estos
patdgenos (Lee et al., 1992; Lee et al., 2000; Nejat y Vadamalai, 2013). Tanto para el
diagnostico como para el analisis de la filogenia, el gen 16S rDNA y la regién

espaciadora 16S-23S rDNA han sido las mas empleadas ya que son regiones aptas para

Franco Fernandez

22



Capitulo |

la generacién de primers universales que permiten la hibridacion en la mayor cantidad

de fitoplasmas posibles.

RE RE
5’—[ 165 rDNA ]—[ t]SL\'A]—[ 23S rDNA ]—3’

Pl 1830pb P7
R16F2n 1245pb RI16R2
ﬁ ------------ -e
fus 890 3

Figura 1.5: Representacion grafica del operon 16S-23S rDNA, mostrando la posicién de algunos
de los juegos de primers universales mas cominmente usados en la deteccién e identificacion de
fitoplasma. Cada flecha constituye un primer (y el lugar aproximado de hibridacién con el ADN
molde), y la linea punteada representa el producto amplificado. Los graficos no estén a escala. RE:
region espaciadora.

El operon rRNA en bacterias esta conformado por el gen 16S rDNA seguido por una
region espaciadora (RE) y el gen 23S rDNA, habiendo 2 copias del mismo en el
genoma de fitoplasmas (Hodgetts et al., 2008) (Figura 1.5). Este genes universalmente
utilizado para establecer las relaciones filogenéticas en todo el Dominio Bacterias. El
empleo tanto de primers universales (aptos para la amplificacién en todas las
especies/grupos de fitoplasmas) como especificos (propios de una especie o de grupo/s)
han permitido una répida y eficiente deteccién, identificacion y clasificacion de
fitoplasmas en numerosas especies vegetales. Sin embargo, la concentracién del
patdgeno en los distintos tejidos es notablemente desigual, tal como se ha demostrado
en el caso de algunas especies lefiosas 0 con presencia de latex (Constable et al., 2003),
lo cual sumado a que muchos vegetales contienen compuestos que inhiben la actividad
de la enzima polimerasa, conduce a la obtencién de falsos negativos. Dadas estas
condiciones, se requieren de métodos que permitan la deteccion de trazas minimas de
ADN fitoplasmico y la obtencion de ADN libre de inhibidores. En la actualidad, se han
desarrollado técnicas de PCR en tiempo real (qQPCR), PCR anidado o PCR mudiltiple, las
cuales han mejorado notablemente la deteccion e identificacién de esta clase de
patdgenos aun en concentraciones minimas o en presencia de inhibidores (Baric y
Dalla-Via, 2004; Christensen et al., 2004; Hodgetts et al., 2008).
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1.8 Importancia fitosanitaria de los fitoplasmas

Los fitoplasmas han sido asociados con enfermedades en mas de 1000 especies
vegetales que abarcan desde cultivos de importancia alimenticia (industriales,
hortalizas, frutas), plantas ornamentales, hasta arboles maderables y de sombra entre
otros (Bertaccini, 2007). La lista de enfermedades causadas por fitoplasmas continua
creciendo, ya sea por enfermedades emergentes, o por enfermedades cuya etiologia
permanecia desconocida han sido identificadas como causadas por fitoplasmas en afios
recientes (Bertacini y Duduk, 2009). Entre las enfermedades causadas por fitoplasmas
mas conocidas a nivel mundial estan el amarillamiento letal del cocotero “Lethal
Yellowing”, el cual esta asociado a mas de 35 especies de palmas en América (McCoy
et al., 1983; Harrison et al., 1994), la cual ha destruido millones de ejemplares poniendo
en peligro la economia de regiones productoras del Caribe y la supervivencia de algunas
especies de palmera (Strauss, 2009). En Europa la flavescencia dorada en vid,
ocasionada por el fitoplasma FD es la enfermedad méas importante en la vid en el
continente europeo ocasionando cuantiosas pérdidas. Esta plaga cuarentenaria tiene un
altisimo impacto en la produccion vitivinicola de Italia, Espafia, Francia, Suiza,
Portugal, Austria, Serbia, Croacia, Eslovenia, y Hungria (FSA Panel on Plant Health,
2014). Otro ejemplo son los fitoplasmas asociados al grupos aster yellows los cuales
ocasionan cuantiosas pérdidas en la produccion horticola (lechuga, zanahoria, apio entre
otros) tanto en América del norte como en Europa (Lee et al, 2000). En el Libano, las
plantaciones de almendro (Prunus amygdalus), se ven severamente afectadas por el
“Ca. Phytoplasma phoenicium” el cual se caracteriza por una Severa escoba de bruja,
pérdida de hojas y frutos seguido por muerte. En solo unos pocos afios se han perdido
méas de 200000 arboles en plena produccion (Verdin et al., 2003). ElI complejo de
fitoplasmas del grupo Apple proliferation (16SrX group) comprendido por los
fitoplasmas Apple proliferation, European Stone Fruit y Pear Decline ocasionan severas
pérdidas en frutales europeos (Seemiller y Schneider, 2004). Todas estas enfermedades
y muchas otras que no se mencionan aqui, constituyen verdaderas limitantes de la
produccion afectando notablemente los rendimientos, y es por ello que en algunos casos
se han declarado como plagas cuarentenarias limitando, entre otras cosas, la libre

comercializacion de productos bioldgicos entre paises.
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1.9 Enfermedades causadas por fitoplasmas en Argentina

Hasta el momento en Argentina se han detectado fitoplasmas asociados a 4 grupos
16Sr: i) grupo 16Srl (aster yellows), ii) grupo 16Srlll (X-disease), iii) grupo 16SrVII
(ash yellows) y iv) grupo 16SrXIll (Mexican Periwinkle Virescence). Se han
contabilizado mas de 20 especies vegetales afectadas, entre las que se cuentan algunas
de importancia econdémica tales como el ajo (Allium sativum), paraiso (Melia
azedarach), frutilla (Fragaria x ananassa), duraznero (Prunus persicae), girasol
(Helianthus annuus), tomate (Solanum lycopersicum) y alfalfa (Medicago sativa), asi

como también numerosas especies nativas, malezas y ornamentales (Conci et al., 2014).

La mayor cantidad y la mas amplia distribucion se dio en aislamientos pertenecientes
al grupo 16Sr Il (X-disease), el cual fue registrado afectando especies herbaceas
lefiosas, nativas asi como también ornamentales, en las que la sintomatologia estuvo
principalmente dominada por una reduccion del tamafio de las hojas, escoba de bruja y
acortamiento de entrenudos. De acuerdo al sistema de clasificacion de fitoplasmas
basado en el andlisis de los patrones PCR-RFLP (gen 16S rDNA), en Argentina los
aislamientos del grupo 16Srlll pertenecen en su mayoria a los subgrupos -B y —J
(Galdeano et al., 2004, Fernandez et al., 2013a, Guzman et al., 2014) y a dos nuevos
subgrupos exclusivos de nuestro pais, recientemente identificados -W y —X (Galdeano
et al., 2013). En lo que se refiere al grupo 16Srl (aster yellows), se han identificado los
subgrupos —B y —S afectando vinca (Catharanthus roseus), maiz (Zea mays), zanahoria
(Daucus carota) y manzanilla (Matricaria chamomilla) (Torres et al., 2004, 2011). Para
el caso del grupo 16SrVI1I (Ash yellows) los fitoplasmas han sido detectados en especies
herbaceas tales como la alfalfa (Conci et al.,, 2005), Artemisia annua y Coniza
bonariensis (Meneguzzi et al., 2008) o frutilla (Fernandez et al., 2013b) en las que se
distinguen dos subgrupos —B y —C, los cuales son exclusivos del cono sur americano.
Por altimo, el grupo 16SrXIIl ha sido registrado en paraiso (Arneodo et al., 2005, 2007)
y frutilla (Fernandez et al., 2008a,b) identificandose el subgrupo —C en paraiso y uno

aun por definir en frutilla.

En lo que a epidemiologia se refiere, se han estudiado con mayor profundidad los

patosistemas alfalfa-fitoplasma Argentinean alfalfa witches’ broom (ArAWB) (Conci et

Franco Fernandez




Capitulo |

al., 2005) y el patosistema ajo-fitoplasma Garlic Decline (Galdeano et al., 2004, 2009).
El fitoplasma de alfalfa denominado ArAWB pertenece al grupo 16SrV1I-C, el cual solo
ha sido registrado en alfalfa en Argentina y en frutilla ocasionando filodia (Fernandez et
al., 2013b). Se han identificado mas de 30 especies de leafhoppers asociados al cultivo y
en 3 de ellos se ha detectado la presencia del ArAWB, constituyendo asi potenciales

vectores de la enfermedad (Meneguzzi, 2009).

En todas las regiones de Argentina donde se produce ajo, la enfermedad conocida
como tristeza de ajo ha sido asociada a la presencia de un fitoplasma denominado
Garlic decline phytoplsma (GDIII), perteneciente al subgrupo 16Srlll-J (Conci et al.,
1998, Galdeano et al., 2004). Estudios de la entomofauna en el cultivo revelaron la
presencia de numerosas especies de Cicadellidos, y se pudo detectar al fitoplasma GDIII
en al menos 1 especie a la que se considera potencialmente vector (Catalano et al.,
2008). Los estudios epidemioldgicos han revelado que la enfermedad ocurre en todas
las areas productoras del pais con una alta prevalencia y baja incidencia (Galdeano et
al., 2009).

El mejoramiento de las técnicas de deteccion, permite establecer constantemente la
presencia de nuevos fitoplasmas y estudiar otros patosistemas en nuestro pais.
Recientemente se ha detectado la presencia de un fitoplasma del subgrupo 16SrllI-B
asociado al cultivo de duraznero en las regiones productoras del noroeste de nuestro
pais, ocasionado arboles con un marcado acortamiento de entrenudos, enrojecimiento y
acartuchamiento de hojas, necrosis, 1o que provoca disminucién en el rendimiento
(Fernandez et al., 2013a). Se han iniciado las tareas para continuar con el estudio de
dicho patosistema focalizandose en la identificacion de los insectos vectores. Como
puede observarse, la correcta identificacion de los patdgenos y el conocimiento de su
diversidad no solo constituyen el primer paso, sino que es una herramienta vital que
permite tomar decisiones de manejo acertadas. Ademas de una identificacion precisa del
patdgeno y del sistema, es necesario establecer los grados de parentesco que presentan
respecto a otros fitoplasmas presentes en la region y en el mundo, mediante estudios de
caracterizacion molecular y filogenia, para que de ese modo se pueda inferir el origen

de la enfermedad y los posibles manejos de la misma.
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1.10 Fitoplasmas del grupo 16SrXIlI (Mexican Periwinkle Virescence), caracteristicas e
importancia en la region

El grupo 16SrXIIl o Mexican periwinkle virescence group (MPV) comprende
fitoplasmas que afectan a distintas especies vegetales, descritos Unicamente para el
continente Americano, y que se diferencian claramente del resto de los grupos de
fitoplasmas. El fitoplasma Mexican periwinkle virescence (MPV), que da nombre al
grupo y es la cepa de referencia del subgrupo 16SrXIlI-A, fue descrito por primera vez
afectando plantas de vinca en México (Gundersen et al., 1994) y con posterioridad en
plantas de tomate en la peninsula de baja California (Holguin-Pefia et al., 2007). En el
GenBank (NCBI) se encuentran depositadas las secuencias relacionadas con el
fitoplasma Mexican potatoe purple top, también del subgrupo 16SrXII1-A, en distintos
hospedantes experimentales como tomate (Solanum lycopersicum) (JN087519),
pimiento (Capsicum annuum) (JQ745314) y papa (Solanum tuberosum) (JN087521),
los cuales han sido infectados empleando como vector al insecto Bactericera cockerelli
(Sulc) (Hemiptera: Psyllidae). El fitoplasma STRAWB1 ha sido citado afectando frutillas
en la region de Florida (USA) con sintomatologia de enanismo y disminucion del
tamano floral (Jomantiene et al., 1998). Dadas las diferencias encontradas en el patron
RFLP con respecto al MPV, el fitoplasma STRAWB1 fue asignado como un nuevo
subgrupo, 16SrXI11-B. El subgrupo 16SrXIII-C fue descrito por primera vez en paraisos
afectados con amarillamiento en distintas localidades de Bolivia (Harrison et al., 2003)
siendo el fitoplasma Chinaberry yellows (CbY1) la cepa de referencia para el subgrupo.
Fitoplasmas del mismo subgrupo fueron detectados y caracterizados posteriormente
afectando paraisos tanto en Paraguay como en Argentina (Arneodo et al., 2005, 2007).
En Argentina, dicho fitoplasma es conocido como China tree yellows (ChTYXIII) y
tiene una distribucién que se restringe principalmente a la region Noreste (NEA) con
algunos casos aislados en Tucuman (Arneodo et al., 2007). En México se detectd la
presencia de un fitoplasma asociado a la enfermedad de punta morada de la papa
relacionada al grupo MPV. Las diferencias encontradas en los perfiles PCR-RFLP del
gen 16S rDNA determinaron que dicho patdégeno constituye el nuevo subgrupo,
16SrXI1I-D (Santos-Cervates et al., 2010). Por su parte el subgrupo 16SrXIII-E esta
representado por el fitoplasma Papaya Apical Curl Necrosis (PACN), el cual ha sido

descrito afectando papaya (Carica papaya) en las regiones productoras de Brasil (Melo

Franco Fernandez




Capitulo |

et al., 2013). En dicho pais, también se ha descrito la presencia de fitoplasmas asociados
al grupo 16SrXIIl en brocoli (Brassica oleracea) ocasionado enanismo, aunque la
clasificacion definitiva no ha sido aun propuesta (Eckstein et al., 2014).

En Argentina, ademas del fitoplasma asociado a paraiso, se han descrito fitoplasmas
del grupo 16SrXIII afectando el cultivo de frutilla (Fragaria x ananassa). Estudios
previos han demostrado que la enfermedad conocida como enrojecimiento letal de la
frutilla, estaria asociada a un fitoplasma del grupo MPV, denominado Strawberry Red
Leaf (StrawRL), segun lo indican sus patrones PCR-RFLP del gen 16S rDNA
(Fernandez et al., 2008a,b). Las diferencias halladas en estos patrones respecto a los
demas subgrupos hacen presumir que se trata de un nuevo subgrupo aun no descrito.
Tanto el fitoplasma detectado en paraiso, como el detectado en frutilla no han sido
reportados en ninguna otra region de modo que se puede suponer que son propios de

Sudamérica.

Precisamente en Sudamérica la presencia de fitoplasmas con caracteristicas unicas ha
sido ampliamente demostrada, ya que se han reportado grupos/subgrupos y especies de
fitoplasmas que no han sido descritos en ninguna otra parte del mundo (Montano et al.,
2000, Harrison et al., 2003, Galdeano et al., 2004, Conci et al., 2005, Meneguzzi et al.,
2008, Davis et al., 2012, Fernandez et al., 2013b, Galdeano et al., 2013, Guzmén et al.,
2014). Se hipotetiza que los fitoplasmas en Sudamérica han evolucionado
divergentemente respecto al resto de los fitoplasmas como consecuencia de un
aislamiento geogréfico (Montano et al., 2001).EI estudio de los fitoplasmas de la region
contribuye a un adecuado entendimiento del funcionamiento de los patosistemas y por
ende a la toma de decisiones acertadas a la hora del manejo. En Sudamérica son pocos
los grupos de investigacion dedicados al estudio de Mollicutes fitopatdgenos, por lo que
el estudio de estos patdgenos (Fitoplasmas) permitiran también conocer con mayor
precision las relaciones filogenéticas establecidas entre cada uno de ellos, y comprender
cuales han sido los caminos evolutivos que han seguido de manera particular y general
este grupo de patogenos completando el “mapa” evolutivo de estos patdgenos en el

planeta.
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Dadas las particularidades propias del grupo 16SrXIIl, asi como la falta de
conocimiento que se tiene respecto de los fitoplasmas asociados a dicho grupo presentes
en Argentina, se consider6 de suma importancia el estudio de estos patdgenos asociados
al enrojecimiento letal de la frutilla (EL) y al amarillamiento del paraiso, abordando no
solo el punto de vista epidemioldgico, sino también el molecular, a fin de tener un

conocimiento global de ambos patosistemas.

Para un mejor entendimiento las hipotesis, los objetivos generales y especificos, se
dividiran en aquellas relacionadas con aspectos epidemioldgicos y aspectos

moleculares.

2. Hipotesis
2.1 Referidas a la caracterizacion epidemioldgica

Hipotesis 1: La enfermedad conocida como enrojecimiento letal de la frutilla (Fragaria
X ananassa), cuyo agente etiol6logico es un fitoplasma perteneciente al grupo 16SrXII|
(Strawberry Red Leaf), afecta lotes de produccion de Lules (Tucuman) con una
incidencia y prevalencia que depende los cultivares implantados y el origen de los

mMismos.

Hipotesis 2: El fitoplasma China tree yellows, el cual es uno de los agentes etioldgico
de la enfermedad conocida como amarillamiento del paraiso (Melia azedarach), tiene
en Argentina una distribucion restringida al noreste de nuestro pais aun cuando el

hospedante esta presente en otras regiones con condiciones similares.

2.2 Referidas a la caracterizacién molecular

Hipotesis 3: Los fitoplasmas Strawberry Red Leaf y China tree yellows presentan
distribucion exclusivamente sudamericana. Debido al aislamiento geografico,
presentaran relaciones filogenéticas mas cercanas con fitoplasmas del grupo 16SrXIlII
presentes en la region que con fitoplasmas del mismo grupo, pero de ubicacion
geografica distinta, lo que puede ser evidenciado mediante el analisis de la secuencia de

regiones gendmicas conservadas.
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Hipotesis 4: Las proteinas inmunodominantes de membrana del fitoplasma China tree
yellows, posee una secuencia y estructura diferente respecto de fitoplasmas con una
ubicacién geogréfica distinta y distinto grupo 16Sr. A su vez, dado que el dominio
extracelular de estas proteinas esta relacionado con mecanismos de interaccion
patdgeno-hospedante especificos, la variabilidad de la secuencia en esta region sera

mayor que en otras regiones.

3. Objetivos generales

3.1 Referidos a la caracterizacion epidemioldgica

Objetivo general 1: Caracterizar los patosistemas enrojecimiento letal de la frutilla-
fitoplasmas y amarillamiento del paraiso-fitoplasmas, en distintas regiones de
Argentina haciendo énfasis en la importancia y la distribucion geogréfica,

respectivamente.

3.2 Referidos a la caracterizacién molecular

Objetivo general 2: Caracterizar desde el punto de vista molecular fitoplasmas del
grupo 16SrXIII presentes en Argentina, asociados con los patosistemas enrojecimiento
letal de la frutilla y amarillamiento del paraiso, con énfasis en regiones genodmicas
involucradas con mecanismos de interaccion patdgeno-hospedante y regiones

gendmicas conservadas.

4. Objetivos especificos

4.1 Referidos a la caracterizacion epidemioldgica

Objetivo especifico 1: Determinar la presencia e identidad de fitoplasmas asociados a
la enfermedad enrojecimiento letal de la frutilla. Evaluar la importancia de los mismos
en funcion a su prevalencia e incidencia en lotes productivos de la region de Lules

(Tucuman).

Objetivo especifico 2: Determinar la presencia e identidad de fitoplasmas asociados a
la enfermedad amarillamiento del paraiso y estudiar la distribucion geogréafica del
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fitoplasma China tree yellows, el cual es uno de los agentes etioldgicos asociado a la

enfermedad amarillamiento del paraiso, en Argentina.

Objetivo especifico 3: Producir un reactivo de diagnostico, basado en la produccion de
antisueros con proteinas recombinantes en contra de la proteina secA, tanto para la

deteccion como para la inmunolocalizacion en tejidos infectados.

4.2 Referidos a la caracterizacién molecular

Objetivo especifico 4: Determinar la variabilidad intra e interespecifica en regiones
gendémicas conservadas de distintos aislamientos geograficos de los fitoplasmas
Strawberry Red Leaf y China tree yellows, y realizar estudios filogenéticos utilizando

las mismas.

Objetivo especifico 5: Determinar el tipo, secuencia y estructura de la/las proteinas
inmunodominantes de membrana presentes en el fitoplasma China tree yellows,
establecer estudios comparativos con las de otros fitoplasmas, y determinar la
variabilidad existente tanto en los dominios transmembrana como en los dominios

extracelulares de las mismas.
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Caracterizacion epidemiologica de fitoplasmas asociados al
cultivo de la frutilla (Fragaria x ananassa D.)
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1. Introduccidn

Argentina es uno de los pocos paises del hemisferio sur que presenta condiciones
climaticas propicias para la produccion de plantines de frutilla de alta calidad.
Alrededor de 100 millones de plantines son producidos anualmente en viveros de
Argentina tanto para el mercado doméstico como para el extranjero (Kirschbaum et al.,
2012). En lo que se refiere a la produccion de frutilla, los volumenes exportados por
Argentina durante el 2013 alcanzaron las 4.242 toneladas (INDEC), en forma de fruto
congelado, siendo los principales destinos EEUU (48% de la produccion total) y Brasil
(43%). En nuestro pais las areas de produccién de frutilla estan ubicadas en un amplio
rango de latitudes (24°S a 42°S), principalmente en las provincias de Tucuman, Santa
Fe, Corrientes y Buenos Aires (Kirschbaum et al., 2000). Segun datos de la FAO
durante el 2013 se cultivaron alrededor de 1000ha de frutilla en la Argentina, donde la
participacion de Tucuman fue de 340ha principalmente ubicadas en la localidad de
Lules (Informe INTA, 2014). En lo que a exportacion de fruta se refiere, esta provincia
aportd 1.542 toneladas (36% del total) por un valor cercano a los U$S 3.1 millones
(Reporte Agroindustrial, 2014). En nuestro pais, la produccion de frutilla se basa
tipicamente en plantas frescas sin hojas y frigo (plantines arrancados en invierno y
conservados en camara frigorifica). La demanda de plantines de frutilla se estima en 50
millones anuales. El mercado argentino cuenta con viveros comerciales tanto para suplir
la demanda interna como para la exportacion. Los viveros se localizan en las localidades
de Trevelin, Esquel y EI Maitén (provincia de Chubut), en los Antiguos (Santa Cruz),
Plottier (Neuquen) y en Tafi del Valle (Tucuman). Los plantines importados provienen
de Estados Unidos y Europa (especialmente como plantas "frigo™). La produccion
argentina de frutillas recurre primariamente a variedades obtenidas por la Universidad
de California, aunque la oferta de materiales desarrollados por la Universidad de Florida
y empresas espafiolas se ha incrementado notoriamente en los Ultimos afios. Los
cultivares mas utilizados son Camarosa, Chandler, Sweet Charlie y Tudla Milsei. Entre
otras de menor importancia, se menciona Oso Grande, Selva, Seascape, Pajaro, Heidi y
Rosalinda (Molina et al., 2007).

De las distintas enfermedades que pueden afectar al cultivo de la frutilla, los

patdgenos cuya ubicacion se encuentra restringida al floema, entre los que se mencionan
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a los fitoplasmas (Harrison et al., 1997; Jomantiene et al., 1998, 1999, 2001;Padovan et
al., 2000; Fernandez et al., 2013) han sido reportados en todas las areas productoras del
mundo ocasionando diversas enfermedades (Mass, 1998).Los sistemas para el
diagnostico de fitoplasmas se basan principalmente en el empleo de técnicas de biologia
molecular, siendo la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) la mas ampliamente
difundida (Lee et al., 2000; Nejat y Vadamalai, 2013). En frutilla, al igual que en otros
berries, la presencia de metabolitos secundarios tales como polifenoles, taninos y
polisacéridos suelen inhibir la reaccion de la enzima polimerasa en las reacciones de
PCR (Porebski et al., 1997).Es por ello que contar con ADN de calidad (ausente de
inhibidores), es el primer paso en el desarrollo de un sistema para el diagndstico preciso

de estos patdgenos en frutilla.

Dado que en muchos casos la concentracion de fitoplasmas en los tejidos infectados
no solo es baja, sino irregularmente distribuida en la planta, la deteccion mediante PCR
directo suele ser deficiente y generar la presencia de falsos negativos (PCR negativos en
muestras infectadas). Para mejorar la certeza del PCR directo en la deteccion de
fitoplasmas, se utiliza una segunda ronda de amplificacion o PCR anidado en donde se
emplea un segundo par de cebadores que hibridan por dentro de la region amplificada
en la primera ronda (PCR directo), los cuales generan asi un fragmento de menor
tamafio. En el caso de los fitoplasmas, esta técnica es ampliamente usada (Lee et al.,
1998a), y se ha demostrado que el PCR anidado es entre 10-100 veces mas sensitivo
que el PCR directo (Berg et al., 1999).

Debido a que hasta el momento no se han podido cultivar in vitro a los fitoplasmas,
el esquema de clasificacion de los mismos se basa en el analisis de los patrones de
restriccibn o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) de un fragmento
interno del gen 16S rDNA amplificado mediante PCR (Lee et al., 1998a). En este
esquema, se emplea un fragmento interno de 1.241pb (~1.2kb) del gen 16S rDNA
amplificado con un juego de cebadores universales para fitoplasmas (Lee et al., 1993),
el cual es sometido a la digestion con 17 nucleasas (Lee et al., 1998a). En la actualidad,
el andlisis de los patrones de restriccion, ya sea por los métodos convencionales o
mediante el analisis in silico (softwares especificos que determinan los patrones RFLP

mediante el analisis de la secuencia del gen 16Sr DNA), ha permitido distinguir unos 33
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grupos 16Sr y mas de 120 subgrupos (Zhao et al., 2009a). Con respecto a la frutilla y en
base al esquema de clasificacion propuesto, actualmente se conocen al menos 6 grupos
16Sr de fitoplasmas que afectan dicho cultivo (16Srl, 16Srlll, 16SrVI, 16SrVIlI,
16SrXI1 y 16SrXIIl) (Harrison et al., 1997; Jomantiene et al., 1998, 1999, 2001;
Padovan et al., 2000; Valiunas et al., 2006; Fernandez et al., 2013b).

En Argentina, la enfermedad conocida como Enrojecimiento Letal (EL) comenzé a
detectarse en los afios 2005-2006 asociada a plantas de frutilla en diversos lotes de la
region de Lules (Tucuman). Las plantas enfermas exhiben una sintomatologia que se
caracteriza por una marcada disminucion en el tamafio de la planta o achaparramiento,
hojas maduras abarquilladas con su cara adaxial de color rojizo, hojas jovenes
emergentes disminuidas en tamafio y con amarillamiento hacia el borde de la Iamina,
seguido por la pérdida y deformacion de flores y frutos, necrosis y por dltimo la muerte
de la planta. Durante el afio 2007, se analizaron muestras de frutilla con dicha
sintomatologia provenientes de Lules determinandose la presencia de un fitoplasma
asociado a las mismas. El andlisis de los patrones PCR-RFLP y la secuencia del gen
16S rDNA, determinaron que se trataba de un fitoplasma perteneciente al grupo
16SrXII1, aunque diferencias en los patrones de varias enzimas presuponian que se
trataba de un nuevo subgrupo aun no descrito (Fernandez et al., 2008a, b). Hasta el
momento de la realizacion de este trabajo de tesis se desconoce cual es el grado de
afectacion que presenta dicho cultivo (incidencia/prevalencia) y cual es la relacion entre
la presencia de fitoplasmas y la presencia de la enfermedad. Por otra parte se desconoce
si en realidad se trata de un solo fitoplasma o si existen mas especies involucradas.
Dada esta falta de conocimiento en estos aspectos referidos al patosistema fitoplasma-
frutilla se propone como objetivo del presente capitulo:

e Objetivo especifico 1: Determinar la presencia e identidad de fitoplasmas asociados
a la enfermedad enrojecimiento letal de la frutilla. Evaluar la importancia de los
mismos en funcion a su prevalencia e incidencia en lotes productivos de la region de

Lules (Tucuman).
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2. Materiales y métodos

e Puesta a punto de un sistema de diagnostico de fitoplasmas en frutilla mediante
PCR del gen 16S rDNA

2.1 Recoleccion de material sintomatico a campo

Con la finalidad de disponer de indculos en invernadero y poner a punto un sistema
de diagnostico de fitoplasmas en frutilla, se recolectaron ejemplares con sintomatologia
de Enrojecimiento Letal en lotes productivos de Lules (Tucuméan), Bella Vista
(Corrientes) y durante los afios 2009-2010. Los ejemplares fueron trasplantados en
invernadero bajo condiciones controladas de temperatura y humedad. Porciones de

peciolo y nervadura central se mantuvieron a -20°C para su posterior uso.

2.2 Ensayos de transmision experimental mediante Cuscuta subinclusa y mediante

injerto del foliolo medio

Con la finalidad de obtener y mantener in6culos viables de los fitoplasmas en
estudio, asi como evaluar la sintomatologia ocasionada en hospedantes alternativos, se
realizaron ensayos de transmision controlada. Para la transmision del patégeno a vinca
(Catharanthus roseus) se utilizd el holoparasito Cuscuta subinclusa, para trnasmitir
fitoplsmas desde una planta infectada hacia una planta sana. Para la transmisién se
colocaron pequefias porciones de C. subinclusa (3-5 cm de largo), mantenidas en
ejemplares sanos, sobre el peciolo de ejemplares de frutilla con sintomatologia
sospechosa de fitoplasmas. Una vez que el holoparasitose adhirié sobre la planta de
frutilla, se colocaron plantas de vinca en cercanias de estas y se permite la adhesion del
mismo, generando asi un puente que conecta ambas plantas. Se evalud el desarrollo de
la sintomatologia en periodos de 15 dias aproximadamente y se corroboro la presencia
de fitoplasmas mediante PCR.

Para la transmision a ejemplares de frutillas indicadoras Fragaria vesca UC5
(Frazier, 1974) se empleo la técnica de injerto del peciolo medio. Para ello se tomo el
peciolo medio de planta de frutilla sintomatica y se injertd sobre la misma posicion
(peciolo medio previamente extraido) de F. vesca UC5. El injerto se mantuvo adherido

mediante Parafilm® y se lo conservo en camara himeda durante 7 dias. Se evalud la
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presencia de sintomatologia emergente y se evallo la presencia de fitoplasmas mediante
PCR.

2.3 Extraccion de ADN total

Para la puesta a punto de un sistema de extraccion de ADN, se ensayaron diferentes
variaciones del protocolo de Doyle y Doyle (1990) con el objetivo de minimizar la
presencia de compuestos inhibidores de la PCR. En este ensayo se utilizaron 10 plantas
(n=10) de frutilla Fragaria x ananassa Duch. cv. Camarosa del mismo estado
fenoldgico y se probaron 4 tratamientos: 1) Protocolo Doyle y Doyle (Control), y tres
modificaciones del control (modificacion 1, 2 y 3). En el protocolo control se molieron
0,5 g de tejido con la ayuda de aire liquido, de los cuales se colocaron aproximadamente
50 mg en un tubo y se agreg6 500 pl de buffer CTAB (2% CTAB; 0,2% 2-
mercaptoetanol; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 100 mM Tris-HCI pH 8,00). Después de
incubar durante 30 min a 65 °C en bafio térmico, se hizo una extraccion con 1 vol. de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1 v/v), centrifugando a 10.000 rpm por 10 min a 4
°C. Se extrajo el sobrenadante y se precipitd con 0,7 vol. de isopropanol centrifugando a
12.000 rpm por 30 min. Se secé el pellet y resuspendié en 100 pl de H,Omq (H,O ultra
pura, MILI-Q®). Se comprob6 la calidad del ADN extraido y la cantidad, mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1%/buffer TAE1X (40mM Tris-HCI, 20mM Acido
Acético y ImM EDTA), los cuales fueron tefiidos con bromuro de etidio (10mg/ml) y
visualizados bajo transiluminador UV. En la modificacion 1 se realizé un doble lavado
con cloroformo: alcohol isoamilico (24:1 v/v), en la modificacion 2 se realizd también
un doble lavado con cloroformo: alcohol isoamilico (24:1 v/v) y se agreg6 PVPP
(Polyvinilpolypirrolidona, Sigma) en la muestra fresca, mientras que en la modificacién
3 se repitio el doble lavado, el agregado de PVPP, se sumd una incubacion al
sobrenadante del segundo lavado con NaCl 2M vy la precipitacion final se realizo con
AcNa 3M (10%) y 2 volumenes de etanol helado. Otra posibilidad es mediante la
dilucion de la muestra, aprovechando la gran sensibilidad de la técnica de PCR, de
manera que se diluyan los componentes inhibitorios y que la cantidad de ADN blanco
sea suficiente para la amplificacion. EI ADN obtenido en cada uno de los
procedimientos de extraccion mencionados se los probo en tres diluciones (1/1; Y2 y ¥a)
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para establecer cual podria ser la concentracion adecuada entre inhibidores y ADN

blanco.

Por otro lado, para evaluar el mejor tejido para realizar la extracciébn con menor
cantidad de inhibidores en la PCR se trabajo con 36 plantas recolectadas a campo a las
cuales se realizd extraccion mediante Doyle y Doyle (1990) clasico sin modificaciones,

a partir de caliz, hoja completa y peciolo més nervadura central.

En ambos ensayos, tanto aquel en el que se probd el mejor protocolo de extraccion
como aquel en el que se ensayé el mejor tejido, se evaluo la presencia de compuestos
inhibidores mediante el uso de primers universales de fitoplasmas tal como se describe
en 2.4.

2.4 Determinacion de la calidad del ADN: prueba de inhibicion

La prueba de inhibicion permite determinar si existen compuestos en la muestra que
inhiben la actividad de la polimerasa. En esta prueba, se utiliza como molde el ADN de
la muestra a evaluar en combinacion con ADN de una muestra positiva para fitoplasma
que no presente inhibicion (previamente evaluado). De esta forma, las reacciones que
amplifiquen fragmentos del tamafio deseado y con la misma intensidad que el control
positivo (ADN sin inhibicion), se considera que no presentan inhibicion mientras
aquellas reacciones en donde no haya habido amplificacion, o esta fuese de menor
intensidad que la del control, serdn consideradas muestras con inhibicion. Este
procedimiento se empled para evaluar tejidos y protocolos de extraccién para emplear

en la deteccion de fitoplasmas en frutilla mediante PCR, en forma masiva.

Para las pruebas de inhibicion las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando

los primers P1/P7 (universales para fitoplasmas), bajo las condiciones descritas en 2.5.

2.5 Deteccion de fitoplasmas mediante PCR en plantas de frutilla con sintomatologia de
EL (Enrojecimiento Letal): condiciones y primers empleados

Todas las muestras de ADN fueron evaluadas mediante PCR directo/anidado, (Figura
2.1). Se emplearon dos juegos de primers: P1/P7 para PCR directo (1.8kb; gen 16S
rDNA, region espaciadora 16S-23S y extremo 5’ del gen 23S rDNA) (Deng y Hiruki
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1991; Schneider et al. 1995) y R16F2n/R16R2 para la segunda ronda en el PCR anidado
(porcidn interna del gen 16S rDNA) (Lee et al., 1993) (Tabla 2.1).

5 —[ 16S Pt - RNA-Le 238 3

Pl P7

PCR directo 1.8kb

F2 R2

PCR nested 1,2kb

Figura 2.1: Esquema representativo del operon rRNA vy los sitios de hibridacion de primers
universales para fitoplasmas y sus respectivos productos de amplificacién. 16S: gen 16s rDNA,
t-RNA-Ile: region que codifica al RNAt de la isoleucina, 23S: gen 23S rDNA. P1/P7: sitio de
hibridacion del juego de cebadores empleados en las reacciones de PCR directo (amplificacion
1.8kb) y F2/R2: sitio de hibridacion del juego de cebadores internos (PCR nested/anidado)
(amplificacion 1.2kb).

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 40uL conteniendo 1U de
GoTag® DNA polymerase (Promega, USA), 0.4uM de cada primer, 100uM de dNTP’s
y 7.5mM de MgClI, tanto para las reacciones de PCR directo como las de PCR nested.
Las condiciones empleadas para el juego de primers P1/P7 (PCR directo) fueron: 35
ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos (3 minutos para el primer ciclo),
hibridacion a 55°C por 1 minuto y extension a 72°C por 2 minutos (5 minutos para la
extension final). Como control positivo se emplearon 50ng de ADN del fitoplasma
Argentinean Catharanthus Litle Leaf ACLL (Torres et al., 2011), el cual se mantiene
mediante injertos en plantas de vinca. Como controles negativos se emplearon por un
lado ADN de frutilla asintomatica (para determinar si existen amplificaciones a partir de
ADN del hospedante) y tubos sin ADN (para determinar la existencia de contaminacién

en los componentes de la PCR, sobre todo en la técnica de PCR anidado).

Por su parte, para el juego de cebadores R16F2n/R16R2 (PCR anidado) se empled
como ADN molde 1pl de una dilucion 1:25 del producto amplificado con los primers
P1/P7. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: 35 ciclos de desnaturalizacion a
94°C por 2 minutos (3 minutos para el primer ciclo), hibridacion a 54°C por 1 minuto y

extension a 72°C por 2 minutos (5 minutos para la extension final). Como control
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positivo, se emplearon 50ng de ADN del fitoplasma ACLL (Torres et al., 2011), el cual
se mantiene mediante injertos en plantas de vinca. Como controles negativos se empled
1ul de una dilucion 1:25 a partir del producto amplificado con los primers P1/P7 de
frutilla asintomatica y de tubos sin ADN.

Tabla 2.1: Listado de primers empleados en la deteccion de fitoplasmas en frutilla.

cebador Secuencia referencia
P1 5’-AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3>  Deng y Hiruki, 1991
P7 5’-CGTCCTTCATCGGCTCTT-3’ Schneider et al., 1995
R16F2n 5’-GAAACGACTGCTAAGACTGG-3’ Leeetal., 1993
R16R2 5’-CGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3’ Lee etal., 1993

2.6 ldentificacion preliminar de fitoplasmas mediante PCR-RFLP

Las muestras positivas por PCR anidado fueron analizadas mediante PCR-RFLP. El
producto amplificado con los primers R16F2n/R16R2 (1240pb) fue digerido con la
endonucleasa Msel (NEB, USA) la cual genera patrones que permiten diferenciar de
manera preliminar los 4 grupos 16Sr que hasta el momento han sido registrados en la
Argentina. Cada reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 20ul conteniendo 100-
200 ng de producto de PCR, 5U de la enzima Msel, NEBuffer 2 1X y H20mq hasta
completar el volumen. Posteriormente las reacciones se incubaron a 37°C durante 4
horas. Los patrones RFLP se resolvieron en geles de agarosa 1.5% (Biodynamics SRL,
Argentina) + 0.5% agarosa Metaphor (BioWittaker Molecular Applications, UK) o en
geles de poliacrilamida al 8%. Las muestras con patron Msel tipico del grupo 16SrXIlI,
fueron analizadas con otras enzimas de restriccion propuestas por Lee y col. (1998a).
Aquellas muestras cuyo patrén Msel no coincidieron con el del grupo 16SrXIlIl, fueron
analizadas de manera separada, empleando distintas enzimas de restriccion (Lee et al.,
1998).

e Analisis de la incidencia y prevalencia de la enfermedad de Enrojecimiento

Letal (EL) y su relacion con la presencia de fitoplasmas
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2.7 Muestreos en lotes de produccion de frutilla en Lules (Tucumaén)

Durante los afios 2010, 2011 y 2012 se realizaron muestreos contabilizando un total
de 61 lotes, los que en conjunto abarcaron una superficie aproximada de 96 hectareas.
Los muestreos se realizaron en la region productiva de Lules (Tucuman), entre los
meses agosto-octubre, periodo en el que se registra la mayor cantidad de plantas con
sintomatologia de Enrojecimiento Letal (EL) (Figura 2.2).

Figura 2.2: Muestreo de prospeccion del Enrojecimiento Letal de la frutilla.
A: ubicacion de la Localidad de Lules dentro de la provincia de Tucuman; B:
imagen satelital en donde se muestra con detalle la zona correspondiente al
sitio  de muestreo (imagen tomada desde el google maps,
www.google.com.ar/maps)

La contabilizacion y la recoleccion de muestras con sintomatologia de EL se realizé
sobre transectas constituidas por 100 plantas. En cada lote, los surcos de siembra fueron
numerados y se eligieron aquellos en donde se dispusieron las transectas (entre 3-5
transectas por lote) mediante tablas de numeros al azar. En cada una de estas se
contabilizo el nimero de plantas con sintomatologia de EL, tomandose muestras de cada
una de ellas para ser analizadas mediante PCR anidado (siguiendo las condiciones
propuestas en 2.5). También se analizaron plantas que presentaron otro sintoma,
presumible de ser causado por fitoplasmas. Los lotes fueron diferenciados en funcion al
cultivar implantado y en cada uno de ellos, se registré la superficie (ha) y el origen de
los plantines (viveros). Fuera del muestreo, se recolectaron ejemplares sintomaticos los

que también fueron analizados por PCRn (Figura 2.3).
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Figura 2.3: Esquema representativo del mecanismo de muestreo para la enfermedad del Enrojecimiento
Letal de la frutilla. En cada lote se registr6 el cultivar, origen y superficie. Los camellones de cada lote
fueron numerados y se eligieron aquellos en donde se dispondrian las transecta por tabla de nimeros al
azar s. En cada transecta, constituida por 100 plantas, se contabilizaron las plantas con sintoma EL y se
tomd muestra de cada una de ellas para su analisis en laboratorio mediante PCRn.

2.8 Andlisis estadistico

2.8.1 Relacion entre la Incidencia y Prevalencia de la enfermedad EL respecto al

cultivar y al origen de los plantines.

En cada lote se registraron datos acerca de la procedencia de los plantines (viveros de
origen) y cultivares implantados, con el objetivo de determinar si existe algin grado de
relacién entre estas variables y la proporcién entre plantas con sintoma de EL y plantas
sanas respecto al numero total de plantas analizadas (Incidencia). Dado que las variables
cultivar y origen son del tipo nominal (variables categorizadas sin ordenamiento
natural) se las analizé estadisticamente mediante tablas de contingencia para poner a
prueba la hipotesis (hg) de igualdad de proporciones (proporcion de plantas EL segun
origen 0 segun cultivar). Se establecid el numero total de plantas analizadas (N),
namero total de plantas con sintomatologia de EL (nEL) y nimero total de plantas nEL
positivas para fitoplasmas mediante PCR (nEL PCR +) para cada una de las
combinaciones cultivar x origen, es decir cada lote representado por un cultivar y un
origen (Anexo, tabla 1). Para el anélisis estadistico, se contemplaron solo aquellos
cultivares y origenes que hubieran presentado ejemplares con sintomatologia de EL.
Tanto para los distintos cultivares analizados como para los origenes, se establecieron
las frecuencias de cada uno de ellos respecto al numero de plantas con EL (nEL) y

namero de plantas asintomaticas (noEL) (tablas 2.7/2.9 respectivamente) Para el anélisis
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se utilizo el software InfoStat (version 2014) a partir del cual se obtuvieron los valores
de los estadisticos Chi-cuadrado (Pearson) y el valor de probabilidad asociado (p) para
poner a prueba la hg. En caso de rechazo de la hy (p< 0.05) (las proporciones son
estadisticamente diferentes), se procedié con el calculo de odd ratios (©) entre
variedades u origenes en tablas 2x2, comparando de a dos variedades u origenes por
vez. El valor de O representa la chance de que una variedad u origen dado presente una
planta con sintoma, o con fitoplasmas, respecto de otra variedad u origen. EI mismo
procedimiento estadistico se empled para la prevalencia, es decir la relacion entre el
ndmero de lotes con al menos una planta sintoméatica o enferma con fitoplasmas
respecto al numero total de lotes analizados y las variables de clasificacion (cultivar y

origen).

2.8.2 Relacion entre la proporcion entre plantas infectadas con fitoplasmas y presencia

del sintoma EL.

Con el fin de determinar si la presencia de fitoplasmas esta correlacionada
estadisticamente con el desarrollo de sintomatologia EL se llevd a cabo un analisis
estadistico de tablas de contingencia. En este andlisis se tuvo en cuenta la proporcion de
plantas con sintomatologia EL y el resultado del PCR anidado. Por su parte también se
evalu6 la proporcion de plantas enfermeras con fitoplasmas en plantas de frutilla
asintomaticas que fueron recolectadas a los largo de los muestreos y las cuales fueron
analizadas también mediante PCR anidado a igual que las plantas EL. Teniendo en
cuenta que las variables analizadas también son del tipo nominales (presencia/
ausencia del sintoma; PCR positiva/PCR negativa) se utiliz6 un analisis estadistico
de tablas de contingencia 2x2. En estas tablas de contingencia se obtuvieron las
frecuencias para cada una de las combinaciones posibles (presencia/ausencia
sintoma x PCR positivo/PCR negativo). Mediante el software InfoStat (version 2014)
se calcularon el estadistico Chi-cuadrado (pearson) y el valor de probabilidad (p)
asociado para poner a prueba la hy (de igualdad de proporciones).
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3. Resultados

3.1 Recoleccion de material sintomatico a campo

Durante los afios 2009 y 2010 se muestrearon 27 lotes de produccion de frutilla en
las localidades de Bella Vista (Corrientes) y Lules (Tucuman). Se lograron recolectar 41
ejemplares de frutilla con sintomatologia tipica de EL (Tabla 2.5). La sintomatologia
encontrada a campo se caracterizé por la presencia de un notable achaparramiento de la
planta, acompafiado por un abarquillamiento y enrojecimiento de la cara abaxial en
hojas maduras, amarillamiento en los extremos de las hojas jovenes, en algunos casos

deformacion en flores y frutos y por ultimo necrosis y muerte de la planta (Figura 2.4).

Figura 2.4: Plantas de frutilla a campo mostrando sintomatologia EL. A: planta mostrando sintomas de
achaparramiento y enrojecimiento de hojas maduras; B: comparacion entre una planta con tipico
sintoma EL y planta sana, C: planta con marcado achaparramiento en comparacién con sus pares
asintomaticos y D: detalle del amarillamiento encontrado en el borde de las hojas jovenes.
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Tabla 2.2: Ejemplares de frutilla con sintomatologia de EL recolectados a campo periodo 2009-2010.

Sintoma Procedencia N° muestras recolectadas
EL Lules (Tucuman) 29
EL Bella Vista (Corrientes) 12
Total 41

3.2 Ensayos de trasmision experimental

Se realizaron 14 ensayos de transmision por Cuscuta subinclusa a vinca y 21 de
foliolos medios a Fragaria vesca UC5 (Figura 2.5). En ninguno de los dos casos se
logré transmitir fitoplasmas a dichas especies. Estos resultados estarian relacionados
con una baja concentracion de fitoplasmas en los ejemplares de frutilla analizados y con
la rpida muerte de los mismos, lo que otorga un tiempo acotado para llevar a cabo la
transmision, que por otra parte es poco eficiente debido al injerto interespecifico y
pondria de manifiesto la escasa afinidad que tiene C. subinclusa para parasitar plantas
de frutilla.

frutilla' enferma

Figura 2.5: Ensayos de transmision mediante Cuscuta subinclusa (A) y por injerto de foliolo
medio a Fragaria vesca (B).

3.3 Extraccién de ADN total y prueba de inhibicién

Se realizaron extracciones de ADN total de planta de acuerdo a lo propuesto en la
metodologia. Cada muestra fue sometida a una prueba de inhibicién y se comprob6 cual
es el protocolo que menor cantidad de compuestos inhibidores de la polimerasa presenta
(Tabla 2.3). Los resultados demuestran que la modificacion 2 (agregado de PVPP en la
molienda de la muestra + doble pasaje por alcohol:isoamilico 24:1) es la que menor

proporcion de inhibicion presenta. De un total de 10 muestras analizadas, en cada una
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de las 3 diluciones (n=30) solo 8 (8/30) resultaron con inhibicién. La proporcion mas
elevada coincide con ADN puro sin diluir. En la dilucion % la inhibicién en las 10
muestras analizadas desaparece. Esta modificacion fue entonces la implementada a la

hora de analizar las muestras de frutilla en los estudios epidemioldgicos.

Tabla 2.3: Proporcién de muestras PCR positivas sobre los 10 ejemplares analizados para cada método de
extraccion y cada dilucién de ADN empleado. En cada tubo de reaccion se agregé 1ul de ADN problema de
frutilla y 1ul de ADN de vinca infectada para establecer el grado de inhibicién en cada muestra.*: dilucion de
ADN en H,Omgq.

Dilucién ADN*  Doyle & Doyle Modificacion 1 Modificacion 2 Modificacion 3

11 0%/10° 4/10 5/10 3/10
1:2 3/10 6/10 7/10 6/10
1:4 5/10 7/10 10/10 7/10
total 8/30 17/30 22/30 16/30

A su vez el tejido con menor cantidad de inhibicion sobre la PCR fue el peciolo +
nervadura central (Tabla 2.4). En este caso, se analizaron 36 muestras de frutilla
provenientes de campo en el mismo estado fenoldgico. De las 36 muestras analizadas
solo 4 presentaron inhibicién (11%), mientras que para el tejido hoja fueron 15 (42%) y
para el tejido caliz fueron 13 (36%). El tejido peciolo + nervadura central fue entonces

el elegido para el andlisis de las muestras de frutilla en los estudios de epidemiologia.

Tabla 2.4: Proporcion de muestras PCR positivas sobre los
36 ejemplares para los tejidos analizados (céliz, hoja y
peciolo méas nervadura central). En cada tubo de reaccién se
agregd 1ul de ADN problema de frutilla y 1ul de ADN de
vinca infectada para establecer el grado de inhibicion en
cada muestra.

Dilucion Caliz Hoja peciolo + nervadura

11 23/36  21/36 32/36

3.4 Deteccion de fitoplasmas en plantas con sintomatologia EL (Enrojecimiento Letal)
mediante PCR nested

Se extrajo el ADN a partir del peciolo + nervadura central de las 41 muestras
recolectadas, siguiendo el protocolo modificado de extraccion N° 2. De las 41 muestras

analizadas, ninguna amplificO bandas del tamafio esperado mediante PCR directo,
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mientras que para PCRn 8 resultaron positivas (19,51%). No se observo la presencia de
inhibicién en las muestras, y no se registraron amplificaciones en ninguno de los

controles negativos.

3.5 Identificacion preliminar de fitoplasmas mediante PCR-RFLP

A partir del producto amplificado con los primers R16F2n/R16R2 (1240pb), las 8
muestras con sintomatologia de EL PCRn (+) fueron sometidas a la digestion con la
enzima Msel. De las 8 muestras analizadas 3 resultaron con el patron Msel perteneciente
al grupo 16Srlll, todas provenientes de Lules. De las 5 restantes, provenientes de Bella
Vista, 2 muestras se correspondieron al grupo 16SrVIIl y 3 al grupo 16SrXIIl (Tabla
2.5). Los patrones Msel caracteristicos de cada uno de los grupos descritos se muestran

en la figura 2.6.

Tabla 2.5: Identificacion preliminar de los distintos aislamientos PCRn positivos para fitoplasmas segln el patron
PCR-RFLP con la enzima Msel. EL-Tc: aislamientos enrojecimiento letal Lules, EL-BV: aislamientos enrojecimiento
letal Bella Vista, N°: nimero total de ejemplares analizados, PCRn(+): nimero de ejemplares positivos para PCR
nested. Msel: grupo 16Sr segun patron de restriccion con la enzima Msel del producto amplificado con los primers
R16F2n/R16R2

Localidad Sintoma  N° PCRn (+) Msel Identificacion de los aislamientos
Lules EL 29 3 16Srlil EL-Tc2;EL-Tc3; EL-Tc4
Bella Vista EL 12 3 16SrXIll EL-BV1; EL-BV2;EI-BV-5

2 16SrVII EL-BV3;EL-BV6

Figura 2.6: Patron RFLP del producto amplificado
con los primers R16F2n/R16R2 (1240pb) y digerido
con la enzima Msel. Se observan los patrones
diferenciales de 4 grupos 16Sr. I111I: fitoplasma
ChTDIII (grupol6Srlll), XI11: patron del fitoplasma
ChTYXIII (grupo 16SrXIl), 1: patron del fitoplasma
ACLL (grupo 16Srl) y VII: patron del fitoplasma
ArAWB (grupo 16SrVI1I).
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Para analizar con mayor detalle cada uno de los aislamientos se los separ6 segun el
patron PCR-RFLP de la enzima Msel, y se obtuvieron los patrones con otras enzimas

que permiten discriminar con mayor precision dentro de cada grupo 16Sr particular.

e Aislamientos relacionados al grupo 16SrXIlI

Se eligieron los aislamientos EL-BV1 y EL-BV2 como representativos del grupo

16SrXI11 (segun enzima Msel) y se analizaron los patrones RFLP con las enzimas Kpnl,
Haelll, Hpall, BstUI (Figura 2.7), Alul y Rsal (Figura 2.8) (NEB, USA) siguiendo las
condiciones previamente establecidas (Materiales y métodos 2.5).

— Apnl — — Tladll — — Ipall — — BsUl —
M 1 2 3 . 12 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 M

Figura 2.7: Patrones RFLP del producto de amplificacion con los primers R16F2n/R16R2 del

aislamiento EL-BV1 (4) y las cepas de referencia de los subgrupos 16SrXIlI-A (MPV)(1),

16SrXI1-C (ChTYXII) (2) y 16SrXII (StrawRL) (3) empleando las enzimas Kpnl, Haelll,

Hpall y BstUIl. M: marcador de peso molecular 100pb DNA ladder (NEB): 100, 200, 300, 400,

500, 517, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 y 1517pb.

Estas enzimas generan un patron Unico que permite diferenciar subgrupos 16SrXIlI-
Ay 16SrXIII-C. Como cepas de referencia se emplearon los fitoplasmas Mexican
periwinkle virescece-MPV (16SrXII1-A), China tree yellows-ChTYXIII (16SrXIII-C) y
por ultimo el fitoplasma Strawberry Red Leaf-StrawRL (16SrXI1l) subgrupo sin definir
asociado al sintoma de EL previamente descrito (Fernandez et al., 2008a, b). Los
patrones de los dos aislamientos analizados (EL-BV1/BV2) fueron idénticos y es por
ello que se muestra solo uno en los geles (Figura 2.6). El patrén RFLP para los dos
aislamientos analizados fue 100% identico con el del fitoplasma StrawRL. Las
similitudes a nivel de los patrones RFLP entre EL-BV1/EL-BV2 y el fitoplasma

StrawRL, estarian indicando que todos ellos constituyen aislamientos de un mismo
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fitoplasma. Para entender con mayor profundidad la relacion entre los aislamientos EL-
BV1/EL-BV2 y el fitoplasma StrawRL, se secuencio una porcion interna del gen 16S
rDNA en ambos aislamientos y se resecuenciaron los aislamientos del fitoplasma
StrawRL-Tcl y StrawRL-Tc7 (ambos de Lules, Tucuméan). Los resultados de dicho

analisis se muestran en el Capitulo V.

Al

M 1 2 3 I 1 2 3 I M
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Figura 2.8: Patrones RFLP del producto de amplificacion
con los primers R16F2n/R16R2 del aislamiento StrawRL-
BV1 (4) y las cepas de referencia de los subgrupos 16SrXII1-
A (MPV)(1), 16SrXIlI-C (ChTYXII) (2) y 16SrXIIl
(StrawRL) (3) empleando las enzimas Alul y Rsal. M:
marcador de peso molecular 100pb DNA ladder (NEB)

¢ Aislamientos relacionados al grupo16Srlli

Para los aislamientos con patron Msel tipo grupo 16Srlll (o grupo X-disease) se
realizaron digestiones del producto de PCR con la enzima Hhal (NEB, USA), la cual
permite diferenciar los subgrupos 16SrllI-B y 16Srlll-J, ambos detectados previamente
en Argentina. Se siguieron las condiciones de restriccion previamente establecidas
(Materiales y meétodos 2.5). Los patrones de los 3 aislamientos analizados con dicha
enzima coinciden con los del subgrupo 16Srlll-B (Figura 2.9). Para completar su
clasificacion se procedié con el analisis de la secuencia del gen 16S rDNA de dos

aislamientos EL-Tc2 y EL-Tc4, lo cual se desarrollara en el Capitulo V.
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Figura 2.8: Patrones RFLP del producto de amplificacién con los primers
R16F2n/R16R2 de los aislamientos EL-Tc2, EL-Tc3 y EL-Tc4 y los fitoplasmas
GDIII (16Srll1-J) y ChTDIII (111-B) con la enzima Hhal. M= marcador de peso
molecular 100pb DNA ladder (NEB).

e Aislamientos relacionados al grupo 16SrVI1I

Se compararon los patrones RFLP del aislamiento EL-BV3 respecto de los
fitoplasmas Argentinean alfalfa witches’ broom (ArAWB, 16SrVII-C) (Conci et al.,
2005) y Argentinean strawberry phyllody (ASP, 16SrVI1I-C) (Fernandez et al., 2013b)
empleando las enzimas Alul, Msel, Hinfl y Hhal (NEB, USA) tal como se mencionara
anteriormente (Materiales y métodos 2.5). Estas enzimas permiten caracterizar al
subgrupo 16SrVII-C, (Figura 2.9) y separarlo de los subgrupos 16SrVII-A y 16SrVI1I-B.
Los patrones observados fueron idénticos para las enzimas ensayadas por lo que se
deduce que el aislamiento EL-BV3 pertenece al subgrupo 16SrV1I-C. Para completar su
clasificacion se procedié con la secuenciacion del gen 16S rDNA segun se describe en

el Capitulo V.
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Figura 2.9: Patrones RFLP del producto de amplificacion con los primers
R16F2n/R16R2 del aislamiento EL-BV3 (2) y los fitoplasmas ArAWB
(16SrVIIC) y ASP (VII-C) (1) con las enzimas Alul, Msel, Hinfl y Hhal. M=
marcador de peso molecular 100pb DNA ladder (NEB).

3.6 Andlisis de la incidencia y prevalencia de la enfermedad EL en lotes productivos de
Lules

3.6.1 Principales estadisticas de los muestreos

De manera visual se evaluaron 25000 plantas de las cuales 66 presentaron la
sintomatologia tipica de EL (0.264%) y solo 6 de estas (9.09%) resultaron positivas para
fitoplasmas al ser evaluadas mediante PCR. En cuanto a la Incidencia de la enfermedad
los valores registrados fueron bajos, siendo estos de 0,004%, 0,004% y 0,001% para las
campanas 2010, 2011 y 2012, respectivamente. Por su parte los valores de Prevalencia
de la enfermedad fueron de 40, 56 y 25% para los afios 2010, 2011 y 2012,
respectivamente. Los principales estadisticos se resumen en la tabla 2.6.

Tabla 2.6: Principales estadisticas obtenidas en los muestreos de la region productiva de Lules durante las campafias
2010, 2011 y 2012. n°L: namero de lotes registrados; sup.: superficie aproximada total muestreada; N°: namero total de
plantas inspeccionadas visualmente; n°EL: nimero total de plantas con sintomatologia EL, n® EL PCR (+): nimero de
plantas EL positivas para fitoplasmas mediante PCR; IEL: Incidencia enrojecimiento letal, PEL: prevalencia
enrojecimiento letal, P(+): proporcion de plantas EL PCR positivas y IF: incidencia fitoplasmas.

Afio n°L sup. N° n°EL n°EL PCR (+) IEL PEL P(+) IF
2010 10 30 ha. 3500 14 3 4e-3 40%  21.42% 8.57e-4
2011 27 31 ha. 10900 39 2 4e-3 55.56% 5.13%  1.83e-4
2012 24 35 ha. 10600 13 1 le-3 25% 7.69%  9.43e-5
total 61 96 ha. 25000 66 6 - - - -
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3.6.2 Relacion entre la Incidencia y los cultivares y origenes

El valor de Chi-cuadrado (Pearson) estimado fue de 30.44 (p<0.001, gl=6), por lo
que se rechaza la hy de igualdad de proporciones entre las distintas variedades, es decir
que dependiendo del cultivar existen diferencias estadisticamente significativas en la

proporcién de plantas EL.

Tabla 2.7: Frecuencia de plantas EL y noEL
(asintométicas) para cada una de los cultivares analizados
(camparias 2010, 2011 y 2012).

Cultivares EL noEL Total
Albian 3 1647 1650
Camarosa 44 7806 7850
Camarosa superpremium 8 2742 2750
Camino Real 3 4747 4750
Festival 3 1697 1700
Fortuna 3 1297 1300
San Andreas 2 1798 1800
Total 66 21734 21800

Una vez determinado entonces que existen diferencias significativas en la proporcion
de plantas EL y plantas noEL respecto a los cultivares, se procedié con el calculo de los
odd ratios (O) para determinar cudles de estos cultivares presentan mayores chances de
presentar la enfermedad (tabla 2.8). En el calculo de los odd rattios se trabaja de a dos
cultivares (en este caso) por vez y se genera un cociente entre ellos (por ej: chance de
tener plantas EL del cultivar A/ chances de tener plantas EL del cultivar B). El valor
resultante de dicho cociente puede ser © >1 si el cultivar A tiene mayores chances de
presentar plantas que el cultivar B, © =1 si tienen las mismas chances, o © <1 si el
cultivar B es el que tiene mayores chances. A su vez, para que el valor de O tenga
validez primero debera tener un limite superior (LS 95%) y un limite inferior (L1 95%),
es decir un intervalo de confianza que no contemple el valor 1. En segundo lugar el
valor de probabilidad asociado (p) deberd ser menor a 0,05. Teniendo en cuenta todo
esto se determin6 que de los cultivares analizados, Camarosa es el que mayor chance
con significancia estadistica tiene de presentar plantas enfermas. Respecto al cultivar
Albion, Camarosa presenta 3,125 veces mas chances (p=0,0463), respecto al cultivar
Camino Real presenta 8,92 veces méas chances (p< 0,0001), con el cultivar Festival 3.19

mas chances (p= 0,042) y por ultimo con el cultivar San Andreas unas 5.07 veces mas
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chances (p=0,0125) de presentar plantas EL. No se observaron valores de odd ratios con
significancia estadistica cuando se compar6é Camarosa respecto de los cultivares Fortuna
y Camarosa superpremium. Por otro lado, el cultivar Camarosa superpremium presento
4,62 veces méas chances respecto del cultivar Camino Real (p=0,0130). Para el resto de

las comparaciones no se obtuvieron valores con significancia estadistica.

Tabla 2.8: Valores de proporcion entre chances de cada cultivar de presentar plantas con sintomatologia EL. O:
proporcion (odd ratio) entre cultivares estimado; LI: Limite inferior del intervalo de confianza para el valor ©
(0=0.05), LS: Limite superior del intervalo de confianza para el valor © (0=0.05); p: valor de probabilidad
asociado. En gris los valores de odd ratio con significancia estadistica (*).

Comparaciones (3} LI (95%) LS (95%) p

Albion vs Camarosa 0,32 0,11 0,96 0,0463 *
Albion vs Camarosa sup. 0,62 0,18 2,17 0,483
Albion vs Camino Real 2,88 0,65 12,7 0,1748
Albion vs Festival 1,03 0,23 4,54 0,9708
Albion vs Fortuna 1,27 0,18 3,47 0,7695
Albion vs San Andreas 1,64 0,32 8,31 0,5855
Camarosa vs Camarosa sup. 1,93 0,93 4,03 0,0816
Camarosa vs Camino Real 8,92 3 26,49 <0,0001 *
Camarosa vs Festival 3,19 1,07 9,48 0,0402 *
Camarosa vs Fortuna 2,44 0,82 7,25 0,1235
Camarosa vs San Andreas 5,07 1,42 18,13 0,0125 *
Camarosa sup. Vs Camino Real 4,62 1,33 16,04 0,0130 *
Camarosa sup. Vs Festival 1,65 0,47 5,74 0,4551
Camarosa sup. Vs Fortuna 1,26 0,26 4,39 0,7314
Camarosa sup. Vs Fortuna 2,62 0,64 10,76 0,2054
Camino real vs Festival 0,36 0,08 1,57 0,1885
Camino real vs Fortuna 0,27 0,06 1,2 0,0889
Camino real vs San Andreas 0,57 0,11 2,88 0,5305
Festival vs Fortuna 0,76 0,17 3,37 0,7415
Festival vs San Andreas 1,59 0,31 8,07 0,6089
Fortuna vs San Andreas 2,08 0,41 10,56 0,4126

En relacion a los distintos origenes se establecieron también las frecuencias de cada
uno de ellos respecto al nimero de plantas EL (nEL) y nimero de plantas asintomaticas
(noEL) (tabla 2.9). El valor de Chi-cuadrado (Pearson) estimado fue de 31.11 (p<0,001,
gl=6) por lo que se rechaza la hO de igualdad de proporciones de plantas EL entre los

distintos origenes.
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Tabla 2.9: Frecuencia de plantas EL y noEL
(asintomaticas) para cada una de los viveros analizados
(campafias 2010, 2011 y 2012).

Origen EL noEL Total
Vivero Don Antonio 21 3479 1650
Vivero La Loma 4 4796 7850
Vivero M. Fernandez 7 2243 2750
Vivero N. del Sel 16 5684 4750
Vivero Patagonia 11 2089 1700
Vivero Vallejo 4 3996 1300
Vivero Viansa 3 2397 1800
Total 66 24684 24750

Comparando los distintos origenes, se observa que el vivero Don Antonio presenta
7,24 veces mas chances de tener plantas EL respecto del vivero La Loma (p< 0,0001),
2,14 veces méas chances respecto del vivero N. del Sel (p=0,0188), 6,03 veces mas
chances respecto del vivero Vallejo (p=0,0002), y por ltimo 4.82 veces mas chances
respecto del vivero Viansa (p=0,049). El vivero Don Antonio es entonces aquel que
mayores chances de presentar plantas EL tiene, ya que de las 6 comparaciones posibles,
siempre ha tenido méas chances que el resto de los origenes (valores de ©>1) y con
diferencias estadisticamente significativas en 4 de estas comparaciones. Por otro lado, el
vivero La Loma es el que en proporcién menor chances de presentar plantas EL tiene
(valores de © < 1), encontrandose diferencias significativas respecto a los viveros M.
Fernandez (p=0,0239), N. del Sel (p=0,0209) y Patagonia (p=0,0003) con odd ratios
estimados de 0,27; 0,1 y 0,05 respectivamente. El vivero Patagonia es también otro de
los que mayores chances de presentar plantas EL tiene, con valores de © < 1 en casi
todas las comparaciones (menos con Vivero Don Antonio), pero solo se ha encontrado
significancia estadistica cuando fue comparado con las variedades Vallejo y Viansa, con
valores de © de 5,26 y 4,21 y valores de p asociados de 0,0015 y 0,0165

respectivamente.
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Tabla 2.10: Valores de proporcion entre chances de cada vivero de presentar plantas con sintomatologia EL. ©:
proporcién (odd ratio) entre cultivares estimado; LI: Limite inferior del intervalo de confianza para el valor ©
(0=0.05), LS: Limite superior del intervalo de confianza para el valor © (0=0.05); p: valor de probabilidad asociado.
En gris los valores de odd ratio con significancia estadistica (*).

Comparaciones o L1 (95%) LS (95%) p
Don Antonio vs La Loma 7,24 2,62 20,01 <0,0001 *
Don Antonio vs M. Fernandez 1,93 0,84 4,45 0,1246
Don Antonio vs N. del Sel 2,14 1,13 4,08 0,0188 *
Don Antonio vs Patagonia 1,15 0,56 2,35 0,7142
Don Antonio vs Vallejo 6,03 2,18 16,67 0,0002 *
Don Antonio vs Vianza 4,82 1,56 14,94 0,049 *
La Loma vs M. Fernandez 0,27 0,08 0,86 0,0239 *
La Loma vs N. del Sel 0,3 0,1 0,84 0,0209 *
La Loma vs Patagonia 0,16 0,05 0,47 0,0003 *
La Loma vs Vianza 0,83 0,23 3,08 0,7962
La Loma vs Vallejo 0,67 0,16 2,7 0,5928
M. Fernandez vs N. del Sel 1,11 0,47 2,63 0,8201
M. Fernandez vs Patagonia 0,59 0,24 1,49 0,2748
M. Fernandez vs Vallejo 3,12 0,97 10,04 0,056
M. Fernandez vs Vianza 2,49 0,7 8,88 0,171
N. del Sel vs Patagonia 0,53 0,23 1,14 0,1049
N. del Sel vs Vallejo 2,81 0,99 7,98 0,0534
N. del Sel vs Vianza 2,25 0,71 7,13 0,1859
Patagonia vs Vallejo 5,26 1,77 15,66 0,0015 *
Patagonia vs Vianza 4,21 1,27 13,94 0,0165 *
Vallejo vs Vianza 0,8 0,2 3,24 0,7696

3.6.3Relacidnentre la Prevalencia de la enfermedad EL y el cultivar y origen

Se analiz6 también la proporcion entre la cantidad de lotes con al menos 1 planta con
sintomatologia EL/lotes sin plantas EL para aquellos cultivares y viveros que hayan
presentado al menos 1 lote con plantas EL. Para el caso de los cultivares (tabla 2.11) no
se observaron diferencias significativas (Chi cuadrado pearson= 6,41; p=0,2685) entre
ninguno de ellos respecto a la proporcion de lotes con al menos 1 planta EL. Dado esto
no se rechaza la hy de igualdad de proporciones y se establece que no hay influencia de
los cultivares en la proporcién de lotes con al menos 1 planta EL. Por otro lado, cuando
se analizaron los distintos viveros (tabla 2.12), no se observaron diferencias
significativas (Chi cuadrado pearson= 11,04, p=0,0871), por lo que no existe evidencia
suficiente para rechazar la hy de igualdad de proporciones y se establece que no hay

diferencias entre los distintos viveros en cuanto a la cantidad de lotes con plantas EL.
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Tabla 2.11: Frecuencia de plantas lotes con plantas EL y noEL (asintomaticas) para
cada una de los cultivares analizados (camparfias 2010, 2011 y 2012).

Cultivar n° Lotescon EL  n° Lotessin EL  Total
Albion 1 3 4
Camarosa 9 2 11
Camarosa superpremium 4 2 6
Camino Real 3 6 9
Festival 2 1 3
Fortuna 2 1 3
San Andreas 1 2 3
Total 22 17 39

Tabla 2.12: Frecuencia de lotes con plantas EL y noEL (asintomaticas) para
cada uno de los viveros analizados (campafias 2010, 2011 y 2012).

Vivero n° Lotescon EL n°Lotessin EL  Total
Vivero Don Antonio 6 2 8
Vivero La Loma 2 6 8
Vivero M. Fernandez 3 0 3
Vivero N. del Sel 4 7 11
Vivero Patagonia 2 3 5
Vivero Vallejo 2 8 10
Vivero Vianza 2 4 6
Total 21 30 51

3.6.4 Relacion entre la proporcién de plantas infectadas con fitoplasmas y presencia del
sintoma

Se evaluaron mediante PCR anidado un total de 182 plantas de frutilla, de las cuales
50 eran asintomaticas, y 132 presentaban sintomatologia EL (66 correspondientes al
muestreo propiamente dicho y 66 obtenidas fuera del muestreo). En ninguna de las 50
muestras noEL analizadas se obtuvieron reacciones de PCR anidado positivas para
fitoplasmas. Dentro de las muestras con sintomatologia EL 6 muestras que resultaron
positivas por PCR de las 66 analizadas correspondientes al muestreo propiamente dicho
como fue desarollado en el punto 3.6.1., mientras que 11 de las 66 muestras obtenidas
fuera del muestreo resultaron PCR anidado positivas, por lo que solo 17 de 132
muestras analizadas con sintomatologia EL resultaron positivas por PCR anidado. El
andlisis estadistico llevado a cabo mediante tablas de contingencia determind que hay
evidencias para rechazar la ho de igualdad de proporciones entre las muestras
sintomaticas y asintomaticas respecto a la cantidad de plantas PCR anidado positivas

para fitoplasmas (Chi cuadrado 7.10, p=0.0077). De este modo se puede decir que existe
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relacion entre la sintomatologia y la proporcion de plantas PCR anidado positivas para

fitoplasmas.

Tabla 2.13: Frecuencia de plantas con sintoma EL y plantas asintomaticas noEL, y
la presencia de fitoplasmas PCRn(+): muestras positivas mediante PCR nested,
PCR(-) muestras negativas mediante PCR

Sintoma PCRn (+) PCRn (-) Total

Plantas EL 17 115 132

Plantas noEL 0 50 50

Total 17 165 182
4. Discusion

En el presente capitulo se logro determinar la presencia de fitoplasmas asociados a la
enfermedad de Enrojecimiento Letal (EL) de la frutilla en lotes productivos de
Argentina. El primer desafio enfrentado fue ajustar los procedimientos de extraccion en
especies tan recalcitrantes como la frutilla para la generacion de un sistema de
diagndstico rapido, eficiente y especifico. En frutilla, al igual que en otros berries, la
presencia de metabolitos secundarios tales como polifenoles, taninos y polisacaridos
inhiben la reaccion de la enzima tag-polimerasa en las reacciones de PCR (Porebski et
al., 1997), por lo tanto se ensayaron diversos protocolos de extraccion de ADN con el
fin de disminuir el impacto de dichos compuestos en las reacciones de amplificacion.
De las 3 modificaciones respecto del protocolo estandar (CTAB comun) (Doyle and
Doyle, 1990) utilizado para la extraccion, la menor proporcién de ADN con capacidad
de inhibicion fue obtenida en aquella en la que se emple6 PVPP y doble lavado con
cloroformo: isoamilico (24:1). El PVPP tiene capacidad de unirse a los polifenoles por
lo que colabora en la remocion de los mismos en las extracciones de ADN (Porebski et
al., 1997, Barra et al, 2012). Por otro lado, de los 3 tejidos evaluados para realizar la
extraccion, se comprob6 que el peciolo-nervadura central de las hojas es el que menor
proporcién de inhibicion presenta y por ello el que fue empleado en las extracciones.
Esto puede deberse ya que se ha demostrado que en la lamina de las hojas de frutilla la
concentracion de taninos, polifenoles y polisacaridos aumenta (Porebski et al., 1997,
Nunes et al., 2011). De esta manera se consiguieron establecer las condiciones 6ptimas
para la obtencion de ADN de frutilla reduciendo significativamente la presencia de

compuestos inhibidores.
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Posteriormente se extrajo el ADN a partir de las muestras de frutillas con
sintomatologia de EL recolectadas en Bella Vista (Corrientes) y Lules (Tucuman). El
analisis de los patrones PCR-RFLP del gen 16S rDNA revel6 la presencia de al menos 3
grupos de fitoplasmas asociados a la misma (grupos 16SrXIlIl, , 111 'y VII). Para el caso
de los aislamientos EL-BV-1 y EL-BV-2 (Bella Vista), los patrones RFLP resultaron
idénticos a los de los aislamientos ELTc-1 y ELTc-7 previamente descritos afectando
frutilla en Lules (Ferndndez et al., 2008a, b) y de los cuales se creen conformarian un
nuevo subgrupo adn no descrito dentro del grupo 16SrXIIl. En la actualidad se ha
demostrado que tanto los aislamientos EL-Tcl, EL-Tc7 como los aislamientos EL-BV1
y EL-BV2, son aislamientos geograficos de un mismo fitoplasma, el Strawberry Red
Leaf (StrawRL) y que juntos conforman un nuevo subgrupo descrito por primera vez en
el mundo, 16SrXIII-F (Fernandez et al., 2015). Los anélisis a nivel de la secuencia del
gen 16S rDNA que permitieron completar esta clasificacion se desarrollan con mayor
detalle en el Capitulo V. Por su parte los aislamientos EL-Tc2, EL-Tc3 y EL-Tc4
(Lules) presentaron patrones RFLP que los relacionan con el de los fitoplasmas de
subgrupos 16SrllI-B. El subgrupo 16SrllI-B es conjuntamente con el subgrupo 16SrllI-
J, el mas frecuente y distribuido en nuestro pais, habiéndose registrado su presencia en
paraiso (Melia azederach), tomate (Solanum lycopersicum), lagafia de perro
(Caesalpinia gilliesii) y vinca (Catharanthus roseus) entre otros (Galdeano et al., 2004,
2013). En Tucuman, se ha registrado la presencia del subgrupo 16SrllI-B tanto en
paraiso como en tomate (Galdeano et a., 2013), por lo que es posible suponer que las
plantas de frutilla hayan sido infectadas a campo mediante insectos vectores presentes

en el mismo.

El aislamiento EL-BV3 present6 patrones RFLP idénticos al de los fitoplasmas
ArAWB y ASP, ambos del subgrupo 16SrVII-C, el cual es un grupo 16Sr descrito
exclusivamente en el cono sur americano, y que ha sido detectado en alfalfa (Conci et
al., 2005) y en frutilla (Fernandez et al., 2013b) ocasionando escoba de bruja y filodia,
respectivamente. Estos resultados demuestran que la sintomatologia denominada
Enrojecimiento Letal de la frutilla en Argentina esta asociada a la presencia de mas de
un fitoplasma .En frutilla ya se ha reportado la etiologia diversa causando

enfermedades, demostrandose la presencia de multiples fitoplasmas (Harrison et al.,
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1997, Jomantiene et al., 1998, 2001, Fernandez et al., 2013b). Esta situacion también se
ha presentado en la enfermedad conocida como enanismo del broccoli (broccoli stunt)
la cual ha sido reportada en Brasil y en la que se han logrado identificar tres fitoplasmas
distintos (Eckstein et al., 2014). En Serbia, el amarillamiento de la vid (grapevine
yellows) se lo ha podido asociar a la presencia de al menos 3 fitoplasmas distintos
(Duduk et al., 2004), mientras que en Italia multiples fitoplasmas han sido detectados en
relacién el declinamiento en diversos frutales (Lee et al., 1995). Para cada fitoplasma el
rango de plantas hospedantes esta determinado en gran parte por el nimero de especies
de insectos vectores en cada region y por el comportamiento alimenticio de los mismos
(mono-, oligo o polifagos) (Lee et al., 1998b). De manera experimental, algunos
fitoplasmas pueden ser transmitidos por un vector polifago a un gran rango de
hospedantes (Golino et al., 1989, McCoy et al., 1989, Weintraub y Beanland, 2006). Tal
es el caso de los fitoplasmas American aster yellows (16Srl-A, -B), los cuales son
transmitidos por el vector polifago Macrosteles fascifrons (Familia Cicadellidae) a 191
especies de plantas pertenecientes a 42 familias (Golino et al., 1989). Por otro lado, cada
especie de planta tiene la potencialidad de albergar mas de un tipo de fitoplasma. La
planta de vinca (Catharanthus roseus), cominmente usada como reservorio
experimental de fitoplasmas, tiene la capacidad de albergar la mayoria de los
fitoplasmas conocidos (Lee et al., 1998b). Sin embargo, en la naturaleza la capacidad de
una especie vegetal dada de albergar uno o mas tipos de fitoplasmas no es
completamente dependiente de la susceptibilidad de la planta a la infeccion por
fitoplasmas, sino mas bien del rol que cumple el insecto vector. La distribucién
geografica de los insectos vectores y sus preferencias alimentarias son los dos factores
mas importantes que determinan cuando una especie dada de planta sera infectada por
un solo o multiples fitoplasmas (Lee et a., 1998b). En el caso particular de la frutilla,
resulta conocido que es un hospedante excepcional puesto que tiene la capacidad de
albergar diversos grupos de fitoplasmas. Se han descrito al menos 6 grupos 16Sr de
fitoplasmas (16Srl, 16Srlll, 16SrVI, 16SrVII, 16SrXIl y 16SrXIll) afectando a la
frutilla en distintas partes del mundo (Harrison et al., 1997; Jomantiene et al., 1998,
1999, 2001; Padovan et al., 2000; Fernandez et al., 2013b; 2015). En el presente
capitulo se han descrito fitoplasmas de al menos 3 grupos 16Sr (16Srlll, 16SrVIl y

16SrXIIl) asociados a la enfermedad del Enrojecimiento letal de la frutilla. Estos
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resultados estarian refutando nuestra hipétesis, ya que el fitoplasmas StrawRL no seria

el unico agente etiologico asociado a la enfermedad EL.

Por otrol lado, para demostrar la correcta identidad de cada uno de los
fitoplasmas asociados a EL es necesario contar con la secuencia de al menos el gen 16S
rDNA, evaluar los patrones RFLP in silico y las relaciones filogenéticas. El andlisis de
la secuencia del gen 16S rDNA de estos y otros fitoplasmas se desarrolla
extensivamente en el capitulo V, y se completa asi la clasificacion, ademas de establecer
si se trata de patdgenos ya presentes en la region o de otras areas productoras. Si bien en
el presente capitulo no se profundiza sobre el analisis filogenético de los fitoplasmas
identificados que son fundamentales para comprobar diferentes hipotesis, con los datos
aqui generados se puede plantear o bien que las plantas de frutilla son infectadas por
vectores in situ o hipotetizar que los aislamientos descritos presentan mayor relacién
con otros identificados en otras regiones y asi demostrar que el mecanismo de
dispersion estaria relacionado con la importacion de plantas madres infectadas desde el
exterior. En funcién de los resultados obtenidos en el Capitulo 4 podremos acercarnos a
la hipétesis correcta.

Por otro lado, durante los afios 2010, 2011 y 2012 en lotes productivos de la
region de Lules (Tucuman) se realizaron muestreos sistematicos con el fin de establecer
las relaciones existentes entre los distintos cultivares implantados y el origen (viveros)
de los mismos con la proporcién de plantas con Enrojecimiento Letal y la proporcion de
lotes afectados por la misma. Se establecio la relacion existente entre la presencia de la
enfermedad y la presencia de fitoplasmas. Aunque hay que destacar que solo el 12.08%
de las muestras EL resultaron infectadas con fitoplasmas, por lo que se presume que
dicha sintomatologia estaria ocasionada no solamente por la presencia de fitoplasmas
sino ademas podrian estar implicados otros factores bidticos y abioticos, que no han
sido registrados en este andlisis. Esta clase de analisis resulta de vital importancia para
la toma de decisiones en el manejo de esta clase de enfermedades, puesto que
determinar que cultivares se ven mas o menos afectados permiten elegir cuales son los
genotipos con los que se deberia trabajar, o bien determinar si existen determinados

origenes (viveros) cuyos plantines tienen mayor proporcion de plantas enfermas y con
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ello mejorar las practicas realizadas en cada una de ellos o los controles en el proceso de

importacion del material.

Los resultados demostraron que existe relacion entre la proporcion de plantas
con sintomatologia EL vy el cultivar implantado, asi como también con el origen (vivero)
de los plantines. Se ha demostrado que para el caso de la frutilla existen cultivares que
se comportan de manera diferencial a la presencia de un mismo fitoplasma. Estudios
realizados en otras regiones productoras han demostrado que de 6 cultivares de
Fragaria chiloensis ensayados algunos mostraron una alta susceptibilidad (Cultivares:
Sparkle, Redcoat, y Redchief) al fitoplasma Clover phydolly, mientras que otros
demostraron tener una resistencia relativa a la enfermedad (Cultivares: Kentville, Nova
Scotia y Vibrant) (Chiykowski y Craig, 1975). Otros estudios han demostrado que
Camarosa es el cultivar mas suceptible a la infeccion causada por los patdgenos
Fusarium oxysporum y Macrophomina phaseolina cuando fue comparado su
rendimiento respecto de los cultivares Albion, Aromas, Camino Real, Festival, Gaviota
y Selva (Fang et al., 2012). Este mismo estudio ha demostrado tambien que el Cultivar
Camino Real es el que mayor resistencia presento a los patégenos ensayados y como
consecuencia de ello mayor rendimiento (tanto a campo como experimetalmente) ha
logrado. En nuestro caso el cv. Camarosa es el que ha mostrado ser siempre el que
mayor proporcion de plantas con EL presenta, ya que los valores de odd ratio (chances
de presentar plantas con EL respecto de otro cultivar) siempre fueron mayores a
uno.Caso contrario para el cv. Camino Real, puesto que los valores de odd ratio siempre
fueron menor a 1.Si bien se tratan de patogenos distintos, se demuestra la importancia
de estudiar el comportamiento de distintos cultivares frente a las distintas enfermedades.
Esto permite la identificacion de resistencia antes de el desarrollo o implementacion de
nuevos cultivares, con el fin de eliminar o reduccién la propagacion de los patdgenos

sobre todo en los viveros (Mackenzie et al., 2006).

En este trabajo se demuestra que el sintoma de EL tiene diversas causas, y que
solo una pequefia porcion puede ser explicada por la presencia de fitoplasmas en plantas
sintomaticas. La baja incidencia y la relativamente alta prevalencia de la presencia de
fitoplasmas, podrian indicar que las infecciones son producidas localmente por insectos

probablemente escasos, con baja eficiencia de transmisién o que no prefieren a la
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frutilla para su alimentacion. Otro aspecto a considerar, es la evaluacion de patdgenos
sistémicos en las plantas madres de los pocos viveros que las multiplican y que proveen
a todas las areas productoras del pais e incluso el exterior. La posibilidad de implantar
material asintomético infectado bajo condiciones climaticas predisponentes o
poblaciones de insectos diferentes, podrian modificar los parametros de dispersion de

estos patdgenos, con las consecuencias epidemiologicas que podria traer aparejado.
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Caracterizacion epidemiologica del fitoplasma China tree
yellows (16SrXI111-C): Analisis de su distribucion en Argentina
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1. Introduccidn

El arbol de paraiso (Melia azedarach L., familia Meliaceae) es una especie nativa del
sudeste asiatico introducida hacia finales del siglo XIX en Sudamérica con fines tanto
ornamentales como forestales. En nuestro pais crecen dos variedades del paraiso: i) var.
gigantea, la cual es utilizada como fuente de madera para la fabricacion de muebles y
laminados, y ii) var. Umbraculifera empleada en el arbolado puablico y como
ornamental (Galdeano et al., 2004). La importancia forestal del paraiso radica en la
calidad de su madera, semejante a la de los cedros de la flora nativa de Misiones y a su
corto turno de aprovechamiento, obteniéndose a los 12 a 14 afios material con aptitudes
tecnoldgicas que lo hacen apto para su comercializacion. Se cultiva en Buenos Aires,
Mendoza, Salta, Jujuy, Santiago del Estero, Chaco, Formosa, Corrientes y Misiones. Su
rapido crecimiento y rusticidad han justificado su utilizacion, entre las que se cuentan la
elaboracion de terciados, muebles, escritorios, machimbres, trabajos de ebanisteria,
puertas, ventanas, etc (Agostini et al., 2005). Ademéas del aprovechamiento de su
madera, esta especie se caracteriza también por poseer numerosos compuestos con
propiedades farmacol6gicas muy diversas (antiulceroso, antibacteriano, hepatoprotector,
antioxidante, anti-fertilidad, antihelmintico, antipirético, actividades anti-parasitarias,
citotoxicos entre otros) (Rupa et al., 2014). A pesar de todas estas caracteristicas
favorables, esta especie se utiliza cada vez con menor frecuencia en programas
forestales. Esta disminucion en la superficie cultivada, es en gran parte debida a la
ocurrencia de una enfermedad producida por un fitoplasma conocida como
declinamiento o amarillamiento del paraiso (Vazques et al., 1983). La sintomatologia
caracteristica de dicha enfermedad comienza con amarillamiento internerval en las hojas
y totalizando luego toda la lamina foliar. Con el tiempo, se van haciendo visibles ramas
amarillentas aisladas que contrastan con el color verde del resto del follaje. En las
mismas ramas se presenta un acortamiento de entrenudos, hojas amarillentas,
acartuchadas, notablemente méas pequefias que las normales. Las ramas afectadas
culminan secandose, mientras que el resto de arbol conserva un aspecto sano (Figura
3.1). Progresivamente, esta secuencia de sintomas se sucede en el resto de las ramas
acarreando la muerte del arbol en el transcurso de 2-3 afios. Vazquez y col. (1983)
fueron los primeros en reportar la presencia de un fitoplasma (en aquel momento

denominado organismo similar a mycoplasma, MLO) en Argentina mediante
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microscopia electrénica, serologia y reversion de sintomas aplicando inyecciones
deoxitetraciclina. Con un enfoque metodoldgico similiar, se registro luego, la presencia
de fitoplasmas en paises limitrofes como Paraguay (Matsuoka et al., 1986) y Brasil
(Mufoz et al., 1987). La presencia de fitoplasmas asociada a la enfermedad de
declinamiento de paraiso fue posteriormente comprobada mediante PCR empleando
cebadores universales (Gomez et al., 1996) aunque la identidad del mismo permanecia

sin resolverse.

Figura 3.1: Ejemplares de paraiso mostrando la tipica sintomatologia de declinamiento. A: planta
sintomatica (izq.) vs planta asintomatica (der.), B: planta de paraiso mostrando distintos sintomas
como amarillamiento, acortamiento de entrenudos y pérdida de hojas. Se visualiza también en la
misma planta porciones con ausencia total de sintomas, C, D y F: diferentes grados de amarillamiento

La generacion de un antisuero policonal a partir de extractos vegetales
provenientes de paraisos con sintomatologia de declinamiento (Gomez et al., 1996)
permitié demostrar la presencia de fitoplasmas en otras especies tales como el Cedro
rojo Australiano (Toona ciliata, familia Meliaceae) o en plantas de ajo (Allium sativum
L.) asociados con la enfermedad conocida como tristeza del ajo, presente en todas las

regiones productoras de ajo en Argentina (Conci et al., 1998). La caracterizacion
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mediante PCR-RFLP del fitoplasma asociado a la tristeza del ajo y del fitoplasma
asociado al decaimiento del paraiso fueron relacionados con el grupo X-disease
(16Srlll) (Conci et al., 1998). Mas adelante Harrison y col. (2003) determinaron la
existencia de dos fitoplasmas asociados a la presencia de amarillamiento y disminucién
del tamafio foliar acompafiado por muerte progresiva en arboles de paraiso en Bolivia.
En dicho trabajo, el analisis de los patrones PCR-RFLP del gen 16S rDNA, determind
que uno de estos fitoplasmas pertenece al grupo 16Srlll, subgrupo-J, sin embargo
nuevos andlisis han determinado que en realidad se trata del subgrupo 16SrllI-B (Pérez-
Ldpez et al., 2015). Por su parte el otro fitoplasmas fue clasificado como miembro del
grupo 16SrXI11 subgrupo 16SrXIII-C, siendo ese el primer reporte de un fitoplasma del
grupo 16SrXIIl presente en Sudamérica. En Argentina, Galdeano y col. (2004)
realizaron la caracterizacion molecular del fitoplasma asociado al declinamiento del
paraiso. En este trabajo, sustentado por el analisis de los patrones PCR-RFLP del gen
16S rDNA vy el andlisis filogenético de la misma secuencia, se concluye que dicho
patdgeno, al cual se lo denomin6é China tree decline (ChTDIII), pertenece al grupo
16Srll1, subgrupo-B al igual que el descrito por Harrison y col. (2003) (reeclasificacion
propuesta por Pérez-Lépez et al., 2015). Posteriormente se registro la presencia de otro
fitoplasma, asociado a la sintomatologia de declinamiento y amarillamiento del paraiso,
principalmente en la region del nordeste y Tucuman en Paraguay y Argentina (Arneodo
et al., 2005; 2007, respectivamente). El analisis de los patrones PCR-RFLP y secuencia
del gen 16S rDNA, asi como la amplificacion mediante cebadores especificos,
determind que dicho fitoplasma pertenece al grupo/subgrupo 16SrXI1I-C (Arneodo et
al., 2005; 2007), al igual que el fitoplasma previamente caracterizado por Harrison y
col. (2003). El fitoplasma caracterizado recibié el nombre de China tree yellows
(ChTYXII) y constituy6 asi la primera cita del grupo 16SrXIIl en Argentina (Arneodo
et al., 2007). Este ultimo trabajo demuestra ademas, que existen diferencias en la
distribucion de los fitoplasmas ChTYXIII y ChTDIIlI dentro de la Argentina.La
presencia de infecciones mixtas fue demostrada mediante la amplificacion por PCR
empleando primers especificos de los grupos 16Srlll y 16SrXIIl (Arneodo et al., 2007).
La sintomatologia ocasioanda por ambos fitoplasmas es indistibguible, y no se ha
obervado cambios en el patrén de la misma en infecciones mixtas (Harrison et al.,

2003;Arneodo et al., 2007). Si se tiene en cuenta las zonas en donde la presencia de
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infecciones mixtas se ha registrado, el fitoplasmas mas prevalente es el ChTYXIII
(16SrXI111-C) (Arneodo et al., 2007).

El fitoplasma ChTDIII (16SrllI-B) cuenta con una amplia distribcion a lo largo de
todo el territorio Argentino (Arneodo et al., 2007), abarcando tambien otros paises
como Bolivia (Harrison et al., 2003), Paraguay (Arneodo et alk., 2005) y Brasil (Duarte
et al., 2009). Esta amplia distribucién resulta acorde si se tiene en cuenta la gran
variedad de especies vegetales en donde se ha reportado dicho subgrupo (Pérez-L6pez
et al., 2015), asi como tambien la presencia de potenciales vectores en la region
(Eckstein et al., 2014).

Por su parte, el fitoplasmas ChTYXIII (16SrXI11-C), objeto de estudio en esta tesis,
tiene una distribucion que comprende las provincias del noroeste Argentino (Misiones,
Corrientes, Chaco, y Formosa) con algunas detecciones esporadicas en infecciones
mixtas en Tucuman (Arneodo et al., 2007). La incidencia de este fitoplasmas
notablemente mayor en Misiones (Arneodo et al., 2007), la cual constituye en la
actualidad la provincia de mayor produccion de madera (5 millones de tn) de nuestro
pais (Sector Forestal- Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2013). Esta
provincia, contribuyo con una produccion de 10.000 tn de produccion de madera de
paraiso para el afio 2013 (Sector Forestal- Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca,
2013) siendo la Unica provincia con registros de produccion de esta especie. Si bien se
desconocen las causas de la distribucion tan marcada del fitoplasmas ChTYXIII, se
presume que su dispersidn hacia otras zonas podria estar sujeta a la accion de insectos
vectores 0 bien por las actividades humanas (Arneodo et al., 2007). En relacién a esto
ultimo, existe evidencia que indica que plantines de paraiso provenientes de la zona de
Misiones, han sido transportados hacia otras zonas de nuestro pais con fines forestales
(Gaillard de Benitez et al., 2002). Si bien se cuenta con informacion acerca de la
distribucion de este patdgeno, no se conoce con precision los limites geogréaficos de la
misma. Teniendo en cuenta que el hospedante (Melia azedarach L.) tiene una
distribucion continua, contar con esta informacion es relevante desde el punto de vista
del conocimiento del patosistema, porque permitird abordar nuevos estudios y
relacionar dicha distribucion con factores tales como la presencia de insectos vectores,

transporte de ejemplares entre regiones, variables del tipo ambientales, entre otras.
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Dado lo anteriormente expuesto se propone el siguiente objetivo especifico:

Objetivo especifico 2: Determinar la presencia e identidad de fitoplasmas asociados a
la enfermedad amarillamiento del paraiso y estudiar la distribucion geogréafica del
fitoplasma China tree yellows, el cual es uno de los agentes etioldgicos asociado a la

enfermedad amarillamiento del paraiso, en Argentina.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Recoleccion de muestras de paraiso (Melia azedarach L.) con sintomatologia de

declinamiento

Durante los meses de diciembre-enero y febrero, donde la expresion de los sintomas
es mayor, de los afios 2011-2012 y 2013, se recolectaron muestras de paraisos
sintométicos en 67 puntos de muestreos abarcando 10 provincias (Cordoba, Tucuman,
Jujuy, Mendoza, Santa Fe, Corrientes, Entre Rios, Chaco, Formosa y Misiones). Cada
uno de los puntos de muestreo fueron georefenciados (GPS, Garmin) con la finalidad de
obtener un mapa detallado de la distribucion de la enfermedad. Los ejemplares
recolectados presentaban sintomatologia tipica de declinamiento, con presencia de
amarillamiento en hojas ya sea en sectores parciales del &rbol o en la totalidad del
mismo, disminucién del tamafio de las hojas, acortamiento de entrenudos y en algunos
casos pérdida total o parcial de hojas. De cada arbol se recolectaron ramas y hojas
sintomaéticas, las cuales se conservaron en condiciones de humedad y temperatura
adecuadas hasta su posterior procesamiento. En los muestreos también se recolectaron
ramas y hojas asintomaticas para su empleo como control. Dado que el arbol de paraiso
estd asociado con zonas urbanas y periurbanas, los muestreos se realizaron o bien en el
arbolado publico o sobre ejemplares a la vera de la ruta, en cercania a lugares poblados.
A su vez se recolectaron muestras provenientes de localidades en donde no ha sido
registrada la presencia del fitoplasma ChTYXIII (Arneodo et al., 2007) para determinar

si su distribucién se ha ido ampliando en el transcurso del tiempo.

2.2 Deteccion de fitoplasmas en muestras sintomaticas de paraiso mediante PCR del gen
16Sr DNA

Para la obtencion de ADN, se procedié con el protocolo establecido por Doyle y
Doyle (1990) sin modificaciones (detalles en Capitulo Il, Materiales y métodos 2.5),
dado que para el paraiso no hay registro de presencia de compuestos inhibidores de la
polimerasa (Harrison et al., 2003, Galdeano et al., 2004, Arneodo et al., 2005,2007). Las
extracciones se llevaron a cabo a partir de porciones de peciolo y la nervadura central de
hojas sintomaticas. Tanto la cantidad, como la calidad del ADN, se evaluaron mediante

electroforesis en geles de agarosa al 1%/TAE 1X, tefiidos con bromuro de etidio y
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visualizados bajo luz UV. La presencia de fitoplasmas fue evaluada mediante PCR
directo empleando el juego de primers R16F2/R16R2 (Lee et al., 1993), los cuales
amplifican un fragmento de 1.2kb del gen 16S rDNA, de acuerdo a lo establecido en el

Capitulo 1.

2.3 ldentificacion de los diferentes fitoplasmas mediante PCR-RFLP del gen 16S rDNA

Con la finalidad de poder diferenciar aquellas muestras infectadas con el fitoplasma
China tree yellows (ChTYXIII, grupo 16SrXIlI-C) de las afectadas con China tree
decline (ChTDIII, grupo 16SrllI-B), se evalud el patrén RFLP generado por la digestion
con la enzima Msel del producto amplificado con los primers R16F2/R16R2 (1.2kb).
Esta enzima genera dos patrones de restriccion claramente distintos entre los
fitoplasmas ChTYXIIl y ChTDIII. Cada reaccion estuvo compuesta por 100-200ng de
producto de PCR, 5U de Msel (NEB, USA), 2ul de NEBuffer 11 10X y H,Omq hasta
completar un volumen final de 20pl y se incubaron a 37°C durante 4 horas. Los patrones
de restriccion se evaluaron en geles de agarosa 1.5% (Biodynamics SRL, Argentina) +
0.5% agarosa Metaphor (BioWittaker Molecular Applications, UK) en buffer TBE
0.5X, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados en transiluminador UV. Como
patrones de referencia se emplearon dos aislamientos, uno del fitoplasma ChTYXIII y
otro del ChTDIII, previamente caracterizados. Los resultados de identificacion se
emplearon en la generacion de mapas donde se mostraron cada uno de los puntos en

donde se registré la presencia de uno u otro fitoplasma.

2.4 Ensayos de transmision a ejemplares de paraiso sano y vinca sana en condiciones

controladas

2.4.1 Transmision del fitoplasma ChTYXIII mediante injerto de pua a paraiso sano

Con la finalidad de obtener un inoculo viable del fitoplasma ChTYXIII en
invernadero, se realizaron injertos de pla sobre paraisos sanos a partir de material
infectado (definidos mediante PCR y PCR-RFLP) proveniente de las localidades de
Montecarlo, Posadas y Cerro Azul (provincia de Misiones). Los paraisos sanos se
obtuvieron a partir de semillas botanicas (de una misma planta madre) y se germinaron

en invernadero bajo condiciones controladas de humedad y temperatura, aislados de la
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presencia de insectos mediante el empleo de malla antiafidos dispuestos para tal fin. De
las muestras infectadas se tomaron porciones de tallo sintomaticos jovenes de entre 5-10
cm los cuales fueron injertados en paraisos sanos, de entre 3-5 meses de edad. Sobre
cada ejemplar sano se realizaron entre 1-3 injertos, y para favorecer la adhesion de los
mismos fueron sellados con Parafilm® y mantenidos en cdmara humeda durante 10
dias. Posteriormente se evalu6é el desarrollo de la sintomatologia emergente y se
control6 la presencia de fitoplasmas mediante PCR con los primers universales P1/P7 y
R16F2n/R16R2 segun las condiciones descritas en el Capitulo Il. Para confirmar la
identidad del fitoplasmas se analizaron los patrones PCR-RFLP con las enzimas Msel,
Hpall, Kpnl y Haelll (NEB, USA) siguiendo las condiciones descritas en 2.3.

2.4.2 Transmision del fitoplasma ChTY XIII mediante Cuscuta subinclusa a vinca sana

Para transmitir el fitoplasma ChTYXIIl desde paraiso infectado a vinca
(Catharanthus roseus) se empleé el epifito Cuscuta subinclusa. Para ello, porciones de
entre 3-5 cm del epifito crecido sobre plantas sanas de vinca fueron colocados sobre
brotes jovenes y sintomaticos de los paraisos infectados logrados en el punto anterior.
Una vez adherido a este ultimo, se acercaron ejemplares de vinca sana (provenientes de
lineas isogénicas) para que se adhieran a esta. Tanto para la deteccion como en la

identificacion, se procedio segun lo descripto en el punto anterior.

3. Resultados

3.1 Recoleccion de muestras de paraiso (Melia azedarach L.) con sintomatologia de

declinamiento en distintas regiones de la Argentina

Durante todo el muestreo se recolectaron 362 muestras, focalizandose la recoleccion
en zonas donde el fitoplasmas ChTYXIII habia sido registrado con anterioridad y zonas
limitrofes a estas. La mayor densidad de puntos de muestreo se realizé en la zona
noreste de la provincia de Santa Fe, norte y este de la provincia de Corrientes y sur de la
provincia de Misiones con el objetivo de determinar con precision el limite sur de la
distribucion del fitoplasma ChTYXIII (Figura 3.2).
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Figura 3.2: Mapa de la region Argentina en donde se muestran los distintos puntos de
recoleccion de muestras de paraiso sintomatico a lo largo de los afios 2010, 2011 y 2012.

3.2 Deteccidn e identificacion del fitoplasma ChTY XIII mediante PCR y PCR-RFLP

De un total de 362 muestras analizadas, 314 resultaron positivas (86.74%) por PCR
cuando se empled el juego de primers universal R16F2n/R16R2. En los controles
negativos no se observaron amplificaciones.De los 314 ejemplares PCR positivos, las
muestras con patrén Msel caracteristico del grupol6Srlll representaron el 84.71%
(266/314), mientras que el 15.29% restante (38/314) presentd un patron Msel
caracteristico del grupo16SrXIII (Tabla 3.1). No se observaron infecciones mixtas, dado

gue en ninguno de los casos se obtuvieron patrones RFLP combinados.
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Tabla 3.1: Infecciones causadas por los fitoplasmas ChTYXIII 'y ChTDIII en cada una de las provincias muestreadas. P.M: puntos
de muestreo en los que se recolecto material en cada provincia; N°: nimero total de muestras sintomaticas recolectadas, PCR (+):
nimero de muestras sintomaticas PCR positivas para fitoplasmas mediante PCR y Msel ChTYXIHI/ChTDIII: ndmero de
muestras positivas con patrén Msel para los fitoplasmas ChTYXIIl y ChTDIII.

Provincia P.M. N° PCR (+) Msel ChTYXIII Msel ChTDIII
Cordoba 1 10 10 0 10
Jujuy 1 7 7 0 7
Mendoza 1 15 15 0 15
Santa Fé 20 65 46 0 46
Entre Rios 7 20 18 0 18
Corrientes 9 60 56 8 48
Chaco 3 37 27 16 11
Misiones 23 89 85 21 64
Formosa 1 10 1 1 0
Tucuman 1 49 49 0 49
Total 67 362 314 38 266

3.3 Anélisis de los patrones de distribucion

Se determind la presencia de los dos fitoplasmas en estudio para cada una de los
puntos de muestreo previamente georeferenciados. Este andlisis demostr6 una marcada
diferencia en la distribucion de los fitoplasmas ChTDIII y ChTYXIII, siendo el primero
el que mas ampliamente se halla distribuido a lo largo de los puntos de muestreo. De un
total de 61 puntos en donde se registro la presencia de fitoplasmas, el ChTDIII fue
detectado en 60, con excepcion de Formosa, mientras que el fitoplasma ChTYXIII solo
fue detectado en 13 puntos (Figura 3.3). Focalizando el andlisis en la distribucion del
fitoplasma ChTYXIII, observamos que la misma se ve restringida principalmente a la
provincia de Misiones, norte y este de la provincia de Corrientes, centro de la provincia
del Chaco y en la provincia de Formosa, de la que s6lo se cuenta con un punto de
muestreo (Ciudad de Formosa) y en la cual se registrd la presencia de un ejemplar
infectado con el fitoplasma ChTYXIII. El punto mas austral en el que se registro la
presencia del ChTYXIIl fue en la localidad de Yapeyu (suroeste de Corrientes)
(29° 28’ 0" Latitud Sur), atun cuando por debajo de dicha latitud se siguid registrando la
presencia de la enfermedad pero solamente asociada al ChTDIII. Por encima de dicha
latitud (29° 280" Sur) pero hacia oeste, mas precisamente la region Norte de la
provincia de Santa Fe, no se registré en ningin caso la presencia del fitoplasma
ChTYXIII, pero si la del fitoplasma ChTDIII.
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Figura 3.3: Puntos de muestro en donde fue detectada la presencia de los fitoplasmas
ChTDIII (violeta) y ChTYXIII (rojo) a lo largo de todas las regiones abarcadas con este
analisis.

Capitulo III

Franco Fernandez

74



Capitulo III

0 100 200

kilometers

Figura 3.4: Distribucion del fitoplasma ChTYXIII, basada en los estudios realizados
en esta tesis y los datos aportados por el trabajo de Arneodo y col. (2007).

Por ultimo, se compararon los datos obtenidos en el presente trabajo con aquellos
obtenidos por Arneodo y col. (2007), en el que se analiz6 la distribucién de los
fitoplasmas ChTDIIlI y ChTYXIII. Si bien se observa correspondencia en los datos de
dicho trabajo con los resultados de esta tesis, en nuestro trabajo no ha sido posible
identificar muestras con infecciones mixtas y tampoco ha sido posible registrar la
presencia del ChTYXIII en la provincia de Tucuman, como se registro en el trabajo
mencionado. Para tener una idea mas acabada acerca de la distribucion del fitoplasma
ChTYXIII se han incorporado los datos aportados por el trabajo de Arneodo y col.
(2007) seleccionandose los sitios en donde se hall6 la presencia del fitoplasma
ChTYXIIl'y se elabor6 un mapa final con todos estos datos en conjunto (Figura 3.4).

3.4 Ensayos de transmision a ejemplares de paraiso y vinca sana en condiciones de

invernadero
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3.4.1 Transmision del fitoplasma ChTY XI1I mediante injerto de pla a paraiso sano y

descripcion de la sintomatologia

A partir de material infectado proveniente de las localidades de Montecarlo, Posadas
y Cerro Azul, donde se demostroé la presencia del ChTYXIII se realizaron un total de 45
injertos de pUa sobre paraisos sanos principalmente en los meses de diciembre-enero-

febrero (Figura 3.5), que es donde se observan la mayor cantidad de sintomas.

Figura 3.5: Detalle de los injertos realizados a partir de material infectado con el
fitoplasma ChTYXIII. A: primera fase del injerto en donde se observa la adhesion de la
pla infectada a la planta sana mediante el uso de nylon y pinzas especiales; B: segunda
etapa donde la pua injertada comienza a unirsea la planta sana y ya existe comunicacion
con el sistema de conduccion y C: etapa final donde el injerto estd completamente unido
a la planta, se observa callo cicatrizal y crecimiento del mismo.

De un total de 45 ejemplares injertados, 1 resultd positivo para fitoplasmas a los 8
meses de injertado con material proveniente de Montecarlo (Misiones). El analisis de
los patrones PCR-RFLP demostro la presencia del fitoplasma ChTYXIII en el ejemplar
analizado. A partir de este se realizaron nuevos injertos sobre paraisos sanos y se logro
transmitir el patdgeno a otros ejemplares. Respecto a la sintomatologia encontrada en
los paraisos infectados en invernadero, se observa en primera instancia un acortamiento
de entrenudos, principalmente en la zona apical (Figura 3.6). Este sintoma se ve
acompafiado por un amarillamiento en las hojas que se inicia desde sus extremos y
avanza hacia la nervadura la cual suele conservar la pigmentacion verde caracteristica
(Figura 3.7). Por Jultimo, se observa pérdida de las hojas, las cuales caen
tempranamente, con una diferencia de hasta dos meses respecto de los ejemplares sanos.
Hasta el momento no se ha registrado presencia de necrosis y por lo general las ramas
infectadas vuelven a generar hojas en el ciclo siguiente.
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Figura 3.6: Paraisos infectados con el fitoplasma ChTYXIII a partir de injertos de puas,
exhibiendo sintomatologia de acortamiento de entrenudos y superbrotamiento. A:
comparacion entre un paraiso sano (PS) y paraiso enfermo (PE) donde se observa un
marcado acortamiento de entrenudos en la zona apical, se remarca la zona en donde se
realiz el injerto (i); B: detalle del superbrotamiento en la zona apical y C: detalle del
superbrotamiento en el injerto.

'
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Figura 3.7: Sintomatologia tipica en hoja de paraiso
infectada con el fitoplasma ChTYXIIl. S: hoja
asintomatica; E: hoja enferma donde se nota un
amarillamiento que avanza desde los extremos distales
de la hoia hacia el centro.
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3.4.2 Transmision del fitoplasma ChTYXIII mediante Cuscuta subinclusa a vinca

Mediante el holoparasitoC. subinclusa se logr6 transmitir el fitoplasma ChTY XIII,
obtenido en el paso anterior, a un ejemplar de vinca. Se logré comprobar la presencia
del fitoplasma ChTYXIIl en 2 ejemplares sintomaticos. La sintomatologia que
desarrollan los ejemplares de vinca infectados, comienza con un amarillamiento
(clorosis) que progresa en las hojas de las zonas cercanas al injerto y que luego se
generaliza hacia el resto de la planta (Figura 3.8A y 3.8B). Este amarillamiento, al igual
que en paraiso, progresa desde el extremos de las hojas hacia el centro (Figura 3.8E).
Mas adelante, se observa una marcada disminucion del tamafio de las hojas nuevas
(Figura 3.8E) y acortamiento de entrenudos (Figura 3.8D) y una disminucion en la

produccion de flores. Por dltimo la planta se vuelve completamente clorética y muere.

Figura 3.8: Plantas de vinca infectadas con el fitoplasma ChTY XIII mostrando diversos sintomas.
A: planta sana (izg.) planta infectada en los primeros estadios (centro) planta infectada en estadio
mas avanzado (der.), B: planta sana vs planta infectada con marcado amarillamiento, C: injerto de
pla de vinca infectada sobre tallo de vinca sana, D: tallo sano vs tallo infectado mostrando
acortamiento de entrenudos, sobrebrotamiento y hojas cloréticas, y E: hoja sana vs hojas infectadas
con distintos grados de clorosis y disminucion de tamafio.
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4. Discusiones

En el presente capitulo se ha aportado mas evidencia acerca de la distribucion de los
fitoplasmas ChTDIII y ChTYXIII en Argentina. Nuestros resultados muestran que de
los dos fitoplasmas asociados al declinamiento del paraiso, el ChTDIII es el que méas
ampliamente se encuentra distribuido a lo largo del territorio nacional. Este patron de
distribucion no resulta extrafio si se tienen en cuenta que los fitoplasmas pertenecientes
al grupo 16Srlll o X-disease son los més comunmente hallados en Sudamérica
(Montano et al., 2000; Galdeano et al., 2004; Mello et al., 2006, 2011;Fiore et al., 2007,
Davis et al., 2012; Galdeano et al., 2013, Peréz-Lopez et al., 2015). Por su parte el
subgrupo 16Srlll-B, no solo ha sido hallado asociado al declinamiento del paraiso sino
que ademas ha sido reportado afectando otras especies tales como duraznero Prunus
persicae (Fernandez et al., 2013a), tomate Solanum lycopersicum, vinca Catharanthus
roseus L., lagafia de perro Caesalpinia gilliesii (Galdeano et al., 2013), y la hierba
Leonurus sibiricus (Flores y Bedendo, 2013), entre otras. Podria presumirse, entonces,
que el hecho de la presencia de fitoplasmas del subgrupo 16SrllI-B en varios
hospedantes podria estar ocasionado por la presencia de un insecto vector polifago de
amplia distribucion en Sudamérica o bien la presencia de varios insectos vectores.
Siguiendo esta Ultima hipoétesis, estudios recientes en Brasil han demostrado la
presencia de fitoplasmas pertenecientes al grupo 16Srlll en cinco especies de
Cicadellidos (Eckstein et al., 2014), los cuales podrian ser considerados como

potenciales vectores.

Respecto del fitoplasma ChTYXIII, los datos aportados por el presente trabajo
sumados a los aportados en trabajos anteriores (Arneodo et al., 2007) han demostrado
que la distribucion en la Argentina esta claramente asociada a la zona noroeste. Tanto la
zona norte de Corrientes como la zona sur y centro de la provincia de Misiones, fueron
las que mayor cantidad de ejemplares infectados con el fitoplasma ChTYXIII
presentaron. En las provincias de Chaco y Formosa, de las que se tienen 3 y 1 punto de
muestreo respectivamente, también ha sido posible registrar la presencia del fitoplasma.
Los resultados de este trabajo han permitido también conocer con mayor precision los
limites de la distribucion hacia el sur del fitoplasmas ChTY XIII. El punto mas austral en

donde la presencia de dicho fitoplasmas fue registrado fue la localidad de Yapeyu
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(sureste de Corrientes, 29° 28’ 0” Latitud Sur). Por debajo de dicha latitud se han
seguido registrando la presencia de paraisos sintomaticos e infectados con fitoplasmas,
pero todos ellos con el ChTDIII. Por encima de esta latitud, pero hacia el oeste
(provincia Santa Fe), no hemos detectado al fitoplasma ChTYXIII pero si al ChTDIII. A
modo de hipotesis podemos especular que dicho patron de distribucion podria estar
sujeto a la distribucion de lo/s insectos vector/es de dicho fitoplasma, y seria por ello
que a pesar de existir la disponibilidad de hospedante por fuera de esa zona, dado que
no existen insectos vectores el fitoplasma ChTYXIII no se encuentra presente. Para el
caso del fitoplasma ChTDIII serian otros los insectos vectores intervinientes, los cuales
podrian tener un rango de distribucion mayor y es por ello que su distribucién es mas
amplia. El hecho de haberse registrado la presencia de este fitoplasma en otras regiones
por fuera de su distribucién natural, por ej. Tucuman (Arneodo et al., 2007), podria
deberse al comercio y traslado de plantines infectados provenientes de la provincia de
Misiones hacia esas zonas, ya que existen casos en los que se ha registrado dicho

comercio (Gaillard de Benitez et al., 2002).

En este trabajo también se ha conseguido mantener un inoculo viable del
fitoplasma 16SrXIIl en invernadero tanto en plantas de paraiso, como en plantas de
vinca. La sintomatologia encontrada en los paraisos infectados se caracteriza por la
presencia de un marcado acortamiento de entrenudos en la zona apical, clorosis y
disminucion del tamafio de hojas y superbrotamiento de brotes laterales en algunos
casos. Esta sintomatologia descrita en invernadero se corresponde con aquella registrada
en las infecciones naturales (Harrison et al., 2003, Arneodo et al., 2005, 2007, Duarte et
al., 2009). Sin embargo seria necesario trabajar con ejemplares mas adultos para tener
una mejor idea del desarrollo sintomatologico de la enfermedad.Por su parte en vinca, la
sintomatologia se desarrolla en primera instancia como una clorosis que avanza desde la
zona cercana al injerto para luego propagarse hacia el resto de la plata. La
sintomatologia progresa manifestando un acortamiento en los entrenudos y disminucién
del tamario foliar, acompafiado por una clorosis generalizada que culmina con la muerte
de la planta. Si bien se trata de otro hospedante, tanto en paraiso como en vinca se

observaron patrones comunes tanto en el acortamiento de entrenudos como en la
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clorosis. Respecto a esta ultima, ambos hospedantes manifestaron un progreso de dicha

clorosis desde los extremos de la ldmina hacia el interior.

La puesta a punto de este sistema de propoagacion del fitoplasmas ChTYXIII
resulta de vital importancia, ya que nos permite contar con material fresco para realizar
otra clase de estudios (gendmicas, seroldgicos), asic como tambien evaluar aspectos

fisiologicos, de expresion diferencial de genes o cinetica de la infeccion, entre otros.
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Capitulo IV

Inmunolocalizacion del fitoplasma China tree yellows
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1. Introduccidn

En las bacterias existen al menos cinco sistemas de exportacion de proteinas, no
homologos entre si, que les permiten no solo la construccion de sus membranas sino que
ademaés participan en la secrecion de toxinas, adhesinas y enzimas hidroliticas. De estos
cinco sistemas solo uno, el sistema sec (de secrecion), es esencial para la viabilidad de
las células (Economou, 1999) (Figura 4.1). Este sistema o "translocon sec” se encuentra
conservado en todos los dominios de la vida (Bacteria, Archaea y Eukarya). En
Bacteria, el sistema sec, estd conformado en primera instancia por 3 proteinas que
conforman un canal conductor denominado complejo SecYEG, compuesto por las
proteinas SecY, SeckE y SecG (Driessen y Nouwen, 2008; Du Plessis et al., 2011).
Otras proteinas que participan en funciones auxiliares son, la proteina SecB (Driessen,
2001; Driessen y Nouwen, 2008) y el complejo de proteinas de membrana denominado
SecDFYajC (Duong y Wickner, 1997).

/ \ GTP gon Cytoplasm
PF;“\F. ke f cM
SPase

YidC
l (vaiC)

Periplasm

Figura 4.1: Esquema de direccionamiento de proteinas al translocén sec. El translocon sec
bacteriano es un complejo de proteinas inserto en membrana citoplasmatica (CM), que comprende un
dominio motor periférico o proteina SecA (verde), el canal proteico conductor SecYEG (naranja) y las
proteinas accesorias SecDF (yajC) (rosa) y YidC (rojo). SPasa es una peptidasa unida a la membrana
gue escinde la secuencia sefial de las preproteinas en la cara periplasmica de la membrana. (a) las
proteinas de secrecion (amarillo) son dirigidas al translocon sec después de la traduccion, en funcion de
su secuencia sefial, que es reconocida directamente por secA, el dominio motor de la translocasa Sec, o
con la ayuda de la chaperona molecular SecB (azul). (b) proteinas de membrana y algunas preproteinas
co-traduccionalmente dirigidas al translocon sec (c) algunas proteinas de membrana se insertan en la
membrana citoplasmatica a través YidC (tomado de Driessen y Nouwen, 2008)
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Un componente central del sistema de translocacion sec es la proteina secA, la cual
funciona como el motor energético en la translocacion de proteinas y de los dominios
hidrofilicos de las proteinas de membrana a través de la misma (Du Plessis et al., 2011).
La proteina secA, es fundamental en la secrecion bacteriana, ya que no solo provee la
union fisica en la mayoria de los componentes de la reaccion, sino que ademas
administra el mecanismo de conversion de energia necesario para la comunicacion entre
las subunidades del sistema y el trabajo de translocacion. A su vez, esta proteina es
Unica de bacterias y organelas ya que en los organismos eucariotas el translocon emplea
una ATP-asa distinta (Economou, 1999).

En trabajos llevados a cabo en el “Candidatus phytoplasma asteris” (cepa OY-M), se
ha logrado identificar a los genes que codifican las proteinas SecA, SecY y SecE
(componentes principales del translocdn sec), se ha demostrado la expresion de la
proteina secA en tejidos infectados (Kakizawa et al., 2001, 2004), y se ha comprobado
la funcionalidad de dicho sistema (Kakizawa et al., 2004). Por otro lado, el gen que
codifica la proteina secY ha sido clonado y analizado en numerosos fitoplasmas (Lee et
al., 2010). Estos resultados han demostrado la funcionalidad del sistema sec en
fitoplasmas, por lo que proteinas tales como adhesinas, proteasas, enzimas hidroliticas y
proteinas efectoras pueden estar siendo transportadas directamente desde el citoplasma
de los fitoplasmas hacia la superficie de la célula o hacia el citoplasma de las células
hospedantes via translocon sec (Sugio et al., 2011b).

Dada la imposibilidad del cultivo in vitro, sumado al bajo titulo y la distribucion
desigual en los tejidos que infectan, la deteccion de los fitoplasmas ha sido dificultosa
(Kirkpatrick et al, 1987, Lee et al., 2000). Sin embargo, durante la década del 80, el
desarrollo de pruebas moleculares tales como los anticuerpos mono y policlonales, las
pruebas de hibridacion de ADN vy el desarrollo de la técnica de PCR ha permitido un
gran avance en el diagndstico, la caracterizacion y el estudio de la diversidad de estos
patogenos (Lee et al., 2000).

El primer antisuero en contra de fitoplasmas fue generado en 1974, empleandose
como inmundgeno una preparacion de fitoplasmas parcialmente purificada (Sinha y

Chiykowski, 1974). Desde alli, preparaciones enriquecidas o parcialmente enriquecidas
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con fitoplasmas han sido empleadas para la generacion de anticuerpos mono y
policlonales en contra de numerosas cepas de fitoplasmas como por ejemplo, aster
yellows (Errampalli y Fletcher, 1989), clover phyllody (Garnier et al., 1990), grapevine
flavescence dorée (Bodoun-Padieu et a., 1989) y maize bush stunt (Cheng y Jiang,
1988) entre otros. En Argentina, Gomez y col. (1996) generaron un anticuerpo
policlonal en contra del fitoplasma agente causal del declinamiento del paraiso (China
tree decline, 16SrllI-B). En este trabajo se emple6 como inmundgeno, preparaciones
enriquecidas del fitoplasma generadas a partir de la purificacion en gradientes de
percoll. El antisuero policlonal generado fue capaz de discriminar entre planta enferma
y sana e incluso reconocer otros fitoplasmas presentes en ajo (Allium sativum),
durazneros (Prunus persica) y tona (Tona cilliata) (Gomez et al., 1996). Estas
estrategias sin embargo presentan algunas limitaciones tales como la escasa reaccion en
tejidos con bajo titulo del patégeno, la baja especificidad e incluso reaccion cruzada

contra proteinas de planta (Kakizawa et al., 2001).

Para suplir estas deficiencias una estrategia ampliamente utilizada en la produccion
de anticuerpos en contra de fitoplasmas, consiste en el clonado y expresion de proteinas
de fitoplasmas en sistemas bacterianos (E. coli), la posterior purificacién de la proteina
recombinante, y por ultimo la inmunizacion a conejos (Kakizawa et al., 2001). Esta
estrategia ha sido utilizada exitosamente en el desarrollo de anticuerpos en contra de
proteinas inmunodominantes de membrana de numerosos fitoplasmas (Barbara et al.,
2002; Kakizawa et al., 2006a; Galleto et al., 2008; Arashida et al., 2008; Kakizawa et
al., 2009; Fabre et al., 2011; Boonrod et al., 2012; Siampour et al., 2012; Shahryari et
al., 2013).

La proteina secA de bacterias presenta valores de homologia bajos respecto a la
encontrada en cloroplastos (Wei et al., 2004) y ademas posee motivos altamente
conservados entre un gran numero de especies bacterianas (Kakisawa et al., 2001). En
estudios previos se ha generado un anticuerpo en contra de la proteina secA, basados en
la tecnologia de proteina recombinante (Kakizawa et al., 2001), el cual fue capaz de
reconocer fitoplasmas de distintos origenes filogenéticos en tejidos de planta infectados
mediante inmunohistoquimica (Wei et al., 2004). A su vez, un estudio reciente ha

evaluado la generacion de anticuerpos monoclonales en contra de la proteina secA para

Franco Fernandez




Capitulo IV

su empleo como herramienta de diagnostico mediante la técnica de ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay), con resultados negativos, sugiriendo que la proteina
secA no se esta expresando en niveles altos en el tejido infectado y por ello no seria una
proteina adecuada para la deteccion rutinaria de fitoplasmas, aunque si para la
inmunolocalizacion de estos patdgenos en estudios experimentales o tejido especificos
(Hodgetts et al., 2014). Otros estudios, demostraron que la utilizacion en conjunto del
suero generado en contra de la proteina secA (Kakizawa et al., 2001) y otros método de
tincion (aniline blue, DAPI), resultd beneficioso para comprender mecanismos
histopatoldgicos de la enfermedad causadas por el fitoplasma onion yellows OY
(Oshima et al., 2001).

Contar con un anticuerpo capaz de reconocer de manera altamente sensitiva y de
resolucion fina, resultaria una herramienta robusta y de gran utilidad principalmente
para el estudio de la localizacion del patdgeno en los tejidos infectados. Dados los
aspectos anteriormente mencionados, se ha seleccionado la proteina secA del fitoplasma
ChTYXIII para la generacion de un anticuerpo policlonal.

Dado lo anteriormente expuesto se propone el siguiente objetivo especifico:

Obijetivo especifico 3: Producir un reactivo de diagndéstico, basado en la produccion de
antisueros con proteinas recombinantes en contra de la proteina secA, tanto para la

deteccidén como para la inmunolocalizacién en tejidos infectados.
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2. Materiales y métodos

2.1 Amplificacion del segmento interno del gen de la proteina secA

Para la amplificacion de un segmento interno del gen que codifica la proteina
secA se empled el juego de primers secAFwl/secARv1 (Hodgetts et al., 2008). Este
juego de primers, amplifican un fragmento de 840pb aproximadamente, el cual contiene
a su vez el fragmento de 0.5kb descrito anteriormente por Kakizawa y col. (2001).Este
segmento de 840pb fue elegido ya codifica a un péptido (putativo) de ~32kDa el cual
presenta dentro de toda la secuencia aminoacidica de la proteina secA, los valores de
antigenicidad mas altos.Se emple6 ADN total de paraiso infectado con el fitoplasma
ChTYXIIIl (aislamiento Montecarlo, Misiones) mantenido en invernadero. Las
reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 40ul, conteniendo 0.4uM de cada
primer, 100uM de dNTPs, 1U de GoTaq® polymerase (Promega, USA) y buffer 5X

siguiendo las condiciones propuestas por Hoghetts y col. (2008).

2.2 Clonado del fragmento amplificado en el vector pBluescript SK (I1) +

El producto amplificado de 840pb se purificé mediante columnas illustra Microspin
S-400 HR (GE, UK) de acuerdo a las condiciones del fabricante. EI fragmento
purificado fue tratado con el enzima Klenow (NEB, USA) para generar extremos del
tipo romo. Luego, el fragmento tratado se clond en el sitio Smal del plasmido
pBluescript SK (1) + mediante el uso del kit comercial Quick Ligation™ Kit (NEB,
USA) de acuerdo a las condiciones del fabricante. Por ultimo, células E.coli
competentes DH5a se transformaron con el producto de ligacion. La seleccion de
bacterias transformadas se hizo por resistencia a ampicilina (gen de resistencia presente
en el vector PBLuescript SK (Il) +. La identificacion de colonias portadoras de
plasmidos recombinantes se hizo por el método de a-complementacion del gen de la -
galactosidasa (lacZ). Las bacterias transformadas se sembraron en cajas de Petri con
medio LB (Luria Bertani) sélido + 0,1 mg/ml de ampicilina + 0,4 mg/ml de IPTG
(isopropiltiol-p-D-galactosido) + 40 pg/ml de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-f-D-
galactésido) y se incubaron en estufa a 37°C durante 16 h. Se seleccionaron las colonias
de color blanco y se confirmd la presencia de los plasmidos recombinantes por PCR de

colonia empleando cebadores pUC/M13-fwd y pUC/M13-rev los cuales presentan sitios
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de hibridacion por fuera del sitio de clonado en el plasmido. Otro de los controles
realizados fue la liberacidn del inserto mediante la enzima de restriccion Pvull (NEB,
USA) a partir del ADN del plasmido purificado. Se seleccionaron 2 clones para su

secuenciacion desde ambos extremos, lo cual fue llevado a cabo por Macrogen, Corea.

2.3 Andlisis de la secuencia

Las secuencias de los clones se ensamblaron mediante el software SegMan
(DNAstar), y la secuencia final resultante se compar6 con otras depositadas en banco de
datos (NCBI) utilizando BLASTn. Posteriormente, se determind el marco abierto de
lectura del fragmento interno de la secuencia de la proteina secA (840pb) mediante el

software ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). Una vez

determinado el ORF (secA-ORF), la secuencia de aminoacidos correspondiente fue
analizada mediante el software DNAstar (propiedades fisicoquimicas elementales y
perfiles de antigenicidad), ademés otros anélisis como la ubicacion subcelular putativa
(PSORT prediction program, http://psort.hgc.jp) o hidrofobicidad (SOSUI program;

http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosuiy) analisis de dominios conservados (Conserved

Domains Database, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) .

2.4 Expresion de la proteina recombinante en un sistema procariota
2.4.1 Clonado en fase del ORF-secA en el vector de expresion pET-30 a (+)

El ORF-secA del plasmido pBluescript Il (SK+) fue liberado mediante la digestion
con las enzimas EcoRI y Notl (NEB, USA). El fragmento liberado fue purificado
cortando en un gel de agarosa al 1% la banda del tamafio correspondiente, utilizando un
kit comercial (QIAGEN, Alemania) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El
fragmento purificado se clono en fase en el vector de expresion pET-30 a (+) (Novagen,
USA), el cual fue previamente digerido con las mismas enzimas. Una vez clonado el
ORF-secA en el vector de expresion, se transformaron células competentes de E. coli
DHS5a, se seleccionaron colonias mediante PCR de colonia utilizando primers
especificos y por liberacion del inserto con las enzimas EcoRI1 y Notl, demostrando la
presencia e insercion correcta de la secuencia. Estos resultados tambiéen fueron

corroborados mediante secuenciacion de los plasmidos recombinantes.

Franco Fernandez

88


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html
http://psort.hgc.jp/
http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosuiy

Capitulo IV

2.4.2 Expresion del ORF-secA en E. coli BL21 (DE3)

Para proceder con la expresion del ORF-secA, se transformaron células de E. coli
BL21 (DE3) competentes, con los plasmidos recombinantes obtenidos en el paso
anterior, siguiendo procedimientos ya establecidos (Sambrook et al., 1989).
Posteriormente, se seleccionaron colonias transformantes mediante PCR de colonia
utilizando primers especificos y mediante restriccion con enzimas. La expresion de la
proteina recombinante secA (~38kDa= 32kDa proteina original + 6 kDa residuo His-
Tag), se llevé a cabo a partir de clones transformantes incubados en medio liquido LB
con 1mM de IPTG, aireacion y agitacion continua (~150 rpm) a 25°C durante 1, 3,6 y
16 horas. La produccion de proteina recombinante se evalué mediante PAGE-SDS al
12% tefiidos con Azul Brillante de Coomassie. Como control se emplearon células E.

coli BL21 (DE3) transformadas con el plasmido pET 30a (+) sin modificar.

2.5 Purificacion de la proteina recombinante
2.5.1 Ruptura de los cuerpos de inclusion

Una vez comprobada la produccién de la proteina recombinante se procedio a la
purificacion de la misma con la finalidad de sensibilizar conejos para la generacion del
antisuero policlonal. Debido a que durante su produccién la proteina recombinante
forma cuerpos de inclusion, se evaluaron 4 protocolos para lograr la ruptura de dichos

cuerpos. Estos protocolos se detallan a continuacion:

Protocolo 1: Se seleccion6 un clon recombinante expresante del ORF-secA y se indujo
la produccién de la proteina recombinante en 15ml de medio LB liquido + 1mM de
IPTG durante 16 horas a 37°C y 150 rpm. Los 15 ml de cultivo fueron luego trasvasados
a un tubo esteriles de polipropileno 50ml, los cuales fueron centrifugados a 3000rpm
durante 5 minutos. El sobrenadante se descartd y el pellet fue disuelto en 1 ml de
tampon de lisis (50mM Tris-HCI pH 8, 1mM EDTA pH 8 y 100mM NacCl).
Posteriormente se adiciond un inhibidor de proteasas PMSF (Phenylmethylsulfonyl
Fluoride, SIGMA, USA) en una concentracion de 1mM para evitar la degradacion de
las proteinas purificadas, 0,24 mg/ml de lizosima (Sigma, USA) y se incub6 a T°
ambiente durante 1 hora. En el siguiente paso se agregaron 8 mg de Acido Deoxicélico
(SIGMA, USA) vy se incubd 20 minutos a T° ambiente. Luego se adicion6 200U de
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DNAsa y se incubd 30 minutos a T° ambiente. EI homogenizado fue centrifugado a
12000 rpm durante 15 minutos y se recuperé el sobrenadante (SN1). El pellet obtenido
se resuspendié en 1ml de tampdn de lavado (50mM Tris-HCI pH 8, 10mM EDTA pH 8
y 100mM NacCl) y se tomo una alicuota (P1). Posteriormente se centrifugd a 12000 rpm
durante 15 minutos y se recupero el sobrenadante (SN1). El pellet generado en esta
etapa se resuspendio en 1ml tampdn lisis mas SDS 1% final (P2), en agitacion lenta
durante 3 horas, se centrifugd a 12000 rpm durante 15 minutos recuperandose el
sobrenadante (SN2). Por ultimo el pellet obtenido se resuspendi6 en 1ml de tampdn lisis

y se tom6 una alicuota del mismo (P3).

Protocolo 2: el pellet P1 se resuspendio en buffer lisis mas Triton X-100 0,5 %
Protocolo 3: el pellet P1 se resuspendio en buffer lisis mas Nonidet P-40 0,5 %
Protocolo 4: el pellet P1 se resuspendio en buffer lisis mas SDS 1%

Los resultados de cada uno de los protocolos fueron analizados en geles SDS-

PAGE 12% tenidos con azul brillante de Coomasie.

2.5.2 Purificacion de la proteina recombinante mediante electroelucion

La electroelucion consiste en la extraccion de la fraccion correspondiente a la
proteina recombinante secA a partir de geles SDS-PAGE al 12%. La banda
correspondiente a la proteina (~38kDa) fue seccionada del gel e incluida dentro de
membranas de dialisis (SIGMA, USA) con 0.5 ml de buffer Tris-Glicina 0.5X.
Posteriormente las membranas fueron cerradas herméticamente y sometidas a un campo
eléctrico constante de 100 voltios durante una hora en cuba de electroforesis horizontal
con buffer Tris-Glicina 0.5X. La proteina recombinante eluida se recuperd en el buffer
dentro de la membrana y se evalud la calidad y tamafio de la proteina purificada
mediante geles SDS-PAGE al 12%. Su concentracion se midié mediante la técnica de
Lowry (Lowry et al., 1951). Este procedimiento fue repetido en varias oportunidades
con la finalidad de obtener proteina recombinante suficiente para realizar los ensayos de

inoculacion a conejos y posteriores analisis del suero.
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2.6 Sensibilizacion de conejos con la proteina recombinante secA purificada

Para la generacion de un suero policlonal especifico contra la proteina secA (As-
secA) de fitoplasma, se inocularon conejos californianos de aproximadamente 3 meses
de edad con proteina recombinante purificada. Previo a la 1° sensibilizacion se realizo la
extraccion del suero denominado preinmune (SP) para establecer, mediante la técnica de
Western Blot, la existencia de reaccion inespecifica contra de proteina total de planta
sana de paraiso, frutilla, vinca y alfalfa. Se eligieron estas especies de plantas ya que son
hospedantes de los fitoplasmas con los que cominmente se trabaja en este laboratorio.
De un grupo inicial de 4 conejos se descartaron 3 por presentar una fuerte reaccion
contra proteinas normales de la planta, principalmente contra alfalfa. EI conejo que
presentd menor reaccion contra proteina de planta fue el seleccionado para realizar las
inmunizaciones, las cuales consistieron en primera instancia de dos inyecciones
intradérmicas de 150 ug de proteina secA purificada con igual cantidad de adyuvante
completo de Freund (Sigma, USA). A los 15 dias se hizo la primera sangria (S1),
separando el suero por temperatura y centrifugacién diferencial. Tanto este suero como
los posteriores fueron almacenados a -20C° en glicerol estéril 50% para evitar su
congelamiento. Transcurridos 10 dias desde la S1 se procedid con la segunda
inoculacién que consistio de dos inyecciones intramusculares de 150 ug de proteina en
cada una con adyuvante medio de Freund. Las sangrias S2 y S3 se recolectaron a los 10
y 20 dias posteriores a la 2da sensibilizacion respectivamente. La 3ra sensibilizacion se
Ilevd a cabo conjuntamente con la sangria S3, procediéndose del mismo modo que en la
segunda inoculacién. Posteriormente se recolectaron las sangrias S4, S5, S6 y S7 a los
7, 15, 30 y 40 dias respectivamente. A los 15 dias posteriores a la S7 se procedi6 con la
ultima inyeccion que consistio en una sola aplicacion de 100ug de proteina via
intravenosa; recolectandose las sangrias S8 y S9 a los 7 y 15 dias posteriores,

respectivamente (Figura 4.2).

1* SENSIBILIZACION 2 SE| IZACION r IZACION £ SENSIBILIZACION
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Figura 4.2: Esquema cronolégico en donde se indican cada una de las sensibilizaciones (flechas

superiores) y cada una de las sangrias (flechas inferiores).
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2.7 Prueba de la sensibilidad y especificidad de los sueros obtenidos

Se comprobo la sensibilidad y especificidad del suero obtenido mediante la técnica
de PTA-ELISA (Plated Trapped Antigen-ELISA) en contra de la proteina recombinante
secA purificada y lisado bacteriano (E. coli BL21 transformadas con pET 30 (a) wild
type). Para cada una de las sangrias (S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8 y S9) se contrastaron
10 diluciones seriadas de suero (1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:8000, 1:16000, 1:32000,
1:64000, 1:128000, 1:256000 y 1:512000) y dos concentraciones de proteina (S) y de
lisado bacteriano (B): 50 ng y 500 ng. La lectura de las placas se llevé a cabo en los
tiempos: 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 60 minutos, 90 minutos, 120 minutos y

16 horas (toda la noche).

2.8 Evaluacion del suero frente tejido de planta mediante NC-ELISA

La reactividad del suero fue evaluada tanto frente a proteina total de planta infectada
con el fitoplasma ChTYXIII (aislamiento Montecarlo), en vinca y paraiso (indculos
mantenidos en invernadero) como frente a proteina total de planta sana. El tejido vegetal
se molié en buffer de extraccion (TBS 1X, DIECA (Diethyldithio-Carbamic Acid,
Sigma) 0.01% p/v; EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid, Sigma) 0.01 % p/v) en una
relacién peso/volumen 1/5(1g/5ml). A partir de este se realizaron dos diluciones
seriadas 1/10 y 1/20 con el mismo buffer. Como controles de reaccién se emplearon
proteina recombinante secA purificada (50ng) y lisado bacteriano (50ng). Las
membranas NC (Pure Nitrocelulose Membrane 0.45um) (Bio-Rad, USA) se sembraron
con 100uL de las extracciones y se bloquearon durante 16 horas a temperatura ambiente
en buffer de bloqueo TBS1X (50 mM Tris-Cl, pH 7.6; 150 mM NaCl) + leche
descremada 5% + Triton® X-100 (Promega, USA) 2%. Posteriormente las membranas
se lavaron 3veces durante 3 minutos en buffer TBS1X + Tween-20 (0.05% v/v) y luego
se incubaron con el suero policlonal (anticuerpo primario), el cual fue utilizado en dos
diluciones (1/1000 y 1/2000), durante 2 horas a temperatura ambiente. Luego, se
lavaron tal cual fue mencionado anteriormente y fueron incubadas con el anticuerpo
secundario (anti 1gG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina) el cual fue utilizado en
una dilucién 1:3000, durante 1 hora a temperatura ambiente. Por ultimo, las membranas

fueron lavadas nuevamente y reveladas en tampon sustrato (NBT (Nitrotetrazolium
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Blue chloride, Sigma) 0.05 % p/v, BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate

disodium, Sigma) 0.015% p/v) y se evalud la reaccion colorimétrica a través del tiempo.

2.9 Evaluacion del suero mediante Inmunohistoquimica

La técnica inmunohiostoquimica permite determinar si el suero policlonal en contra
de la proteina secA es capaz de reconocer de manera diferencial la presencia de dicha
proteina en tejidos vegetales infectados. Esta técnica requeire, en primera instancia, la
generacion de cortes ultrafinos del tejido vegetal, los cuales se logran con las técnicas
clasicas de inclusién en parafinas y el empleo de micr6tomos. Una vez conseguidos
estos cortes, se exponen los tejidos vegetales primero al anticuerpo 1° (anticuerpo
especifico en contra de la proteina diana). Luego para revelar la ubicacion
(inmunolocalizacion) de la proteina de interés, se emplea un anticuerpo 2° (anti IgG,
fosfatasa alcalina). La unién especifica proteina diana-anticuerpo 1°-anticuerpo 2° se
revela colorimétricamente por la accion de la fosfatasa alcalina en contacto con sustrato
(NBT-BCIP), generando una coloracion del tipo azul-violeta la cual se deposita
especificamente sobre la porcion del tejido correspondiente pudiéndose observadar sin
dificultades en el microscopio éptico. A continuacion se detallan cada uno de los pasos
en el procedimiento empleado:

2.9.1 Cortes histoldgicos
2.9.1.1 Fijacion de los tejidos vegetales

Porciones de tallo, nervadura central y peciolo de 5 plantas de paraiso y 4 plantas de
vinca, ambas infectadas con el fitoplasma ChTYXIIl y mantenidas en invernadero, mas
sus respectivos controles sanos, se fijaron en buffer de fijacion de Paraformaldehido 4%
p/v disuelto en buffer fosfato de sodio 0.1M pH 7.5 (20mM NaH2PO4, 76mM
Na2HPO4) durante al menos 48 horas.

2.9.1.2 Deshidratacién de las muestras

Previo a la inclusién se deshidrataron las muestras mediante una serie creciente de
etanol (50, 70, 80, 96 y 100%). Posteriormente, las muestras fueron clarificadas en una
mezcla de etanol 100%: xilol en proporciones 3:1, 1:1 y 1:3 durante 3 horas en cada

una, dejandolas 24 horas en xilol 100%.

Franco Fernandez

93



Capitulo IV

2.9.1.3 Infiltracion de las muestras

Para lograr la infiltracion de la parafina en el interior de las muestras, se las paso del
xilol al 100% a una mezcla de parafina fundida y xilol en proporciones 1:3, 1:1y 3:1
durante 2 horas en cada una, manteniendo temperatura constante de 55-60°C.
Posteriormente se las dejé en parafina pura fundida durante 24 horas a 55-60°C. Por
ultimo se montaron las muestras en cajas de papel (4x4x4 cm) y se formaron panes que

seran empleados en las etapas siguientes.

2.9.1.4 Montaje y seccionamiento de las muestras

Los panes de parafina fueron montados en tacos de madera mediante calor. Para el
seccionamiento de las muestras se empled un micrétomo manual rotativo (Accu-Cut®
SRM™ 200, Sakura). Los tacos se montaron en el micrétomo y se realizaron cortes
seriados de 10um. Las tiras de cortes se montaron sobre portaobjetos con una gota de
agua por debajo y mediante calor fueron adheridos al mismo. Para completar la
adhesion y eliminar restos de agua los preparados fueron incubados durante 48 horas a
37 grados.

2.9.2 Inmunolocalizacion de fitoplasmas en cortes histolégicos de tejidos enfermos y
sanos utilizando el suero policlonal anti secA

2.9.2.1 Desparafinado y rehidratacion de la muestra

Una vez fijado el material al portaobjetos las muestras fueron rehidratadas en xilol
100%, y luego en una serie decreciente de etanol (100, 97, 80, 70 y 50%) con una

duracion de 5 minutos en cada serie realizadas a temperatura ambiente.

2.9.2.2 Blogueo e Incubacion con anticuerpo primario

El bloqueo de los preparados se realizo sumergiendo los mismos en buffer de
bloqueo PBS1X (120 mM NaCl, 7 mM Na2HPO4, 3 mMNaH2PO4, and 2.7 mM KCI)
+ 5% leche descremada durante 1 hora a T° ambiente. Posteriormente al blogueo, los
preparados se incubaron durante 16 horas a 4°C con el anticuerpo anti secA (dilucion
1:1000) en buffer de bloqueo. Después del bloqueo fueron lavados con PBS + Tween-
20 (Promega, USA) al 1.05% durante 20 minutos.
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2.9.2.3 Incubacidn con anticuerpo secundario anti-conejo

Los preparados se incubaron con el anticuerpo secundario (Anti-Rabbit 1IgG Alkaline
phosphatase antibody- produced in goat BioRad, USA) dilucion 1:1000 en buffer de
bloqueo durante 1 hora a T° ambiente. Luego, estos se lavaron con TBS + Tween-20 al
1.05% durante 20 minutos y con buffer AP (100 mMNaCl, 50 mM MgClI2, and 100
mM Tris-HCI, pH 9.5) se hicieron 2 lavados de 3 minutos cada uno.

2.9.2.4 Coloracién de los preparados

Los preparados fueron coloreados sumergiéndolos en solucion de tefiido (0.34mg/mi
de NBT y 0.175 mg/ml de BCIP diluidos en buffer AP) durante 15-30 minutos
deteniendose la reaccion con buffer TE pH 7.5 (10mM Tris, ImM EDTA). En las
porciones de tejido donde hubiese habido union especifica del anticuerpo 1° (anti-secA)
y luego del secundario marcado con fosfatasa alcalina, deberia observarse una

coloracion azul-violeta.

2.9.2.4 Montaje de los preparados

Una vez coloreada la muestra se la volvio a deshidratar mediante el uso de una serie
creciente de etanol (50-70-80-97-100%), luego xilol 100% y por Gltimo se adiciond
cuidadosamente una gota de balsamo de Canada sintético (Biopack, Argentina) sobre el
cubreobjetos. Los preparados se incubaron a 37°C por 48 horas para favorecer el secado
del balsamo.

2.9.2.5 Visualizacion de los preparados y captura de imagenes

La primera visualizacion de los preparados se realizd en microscopio optico (Zeiss,
Alemania) a 3.2X, 10X y 40X. Se compararon las imagenes de los cortes de plantas
sanas Y los cortes de plantas enfermas para identificar patrones de tincion diferencial
sobre el floema. La captura de imégenes se hizo en microscopio confocal (Nikon

Eclipse Ti) a 10X, 20X y 40X, empleando el mismo en campo claro.

2.9.3 Tincion doble de los preparados con safranina/fast Green

Dado que los fitoplasmas tiene una ubicacion restringida al floema (elementos

cribosos), poder identificar estructuras floematicas en los diversos tejidos analizados
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resulta de vital importancia ya que distinguiendo a estos podemos determinar si la
reaccion de nuestro suero se correlaciona con el habitat comdn de estos patogenos. Es
por ello que se eligié una técnica de tincion rapida y sencilla para realizar coloraciones a
los preparados, las cuales tifien de manera diferencial el floema. Mientras que la
safranina permite visualizar en rojo ndcleo y estructuras lignificadas (xilema), el fast-
green tifie de celeste verdoso los tejidos con paredes no lignificadas y el citoplasma
(floema, entre otros). De esta manera la doble coloracién podra permitir distinguir las

estructuras floematicas del resto de las estructuras.

2.9.3.1 Desparafinado e hidratacion

Los preparados obtenidos en 2.6.1.4 se desparafinaron en solucién de xilol 100%
durante 2 horas a temperatura ambiente. Se los hidrato en etanol 100% Yy etanol 97%

durante 10 minutos en cada uno a temperatura ambiente.

2.9.3.2 Tincion doble

Luego de la hidratacion se colocaron los preparados en safranina al 1% durante 3-4
horas, se lavaron luego con alcohol 97% e inmediatamente se los tifio con fast-green
durante 1 minuto a temperatura ambiente. Por Gltimo, se lavaron los preparados en
alcohol 100% durante 5 minutos y se montaron al igual que para inmunohistoquimica.
Para la visualizacién y la toma de imégenes se procedié de la misma manera que para la

técnica de inmunohistoguimica

3. Resultados

3.1 Clonado y secuenciacion de un fragmento de 840pb de la proteina secA

Se logr6 amplificar un fragmento de 840pb a partir de ADN total de paraiso
infectado con el fitoplasma ChTYXIII (aislamiento Montecarlo). No se observaron
amplificaciones en ninguno de los controles negativos de reaccion. El fragmento fue
clonado exitosamente en el vector pBluescript SK Il (+) y se secuenciaron dos clones
clon transformante desde ambos extremos (M13-fwd/M13-rev). Se obtuvo una
secuencia final de 831pb, la cual fue comparada con otras secuencias depositadas en
banco de datos (NCBI) mediante BLASTn con los pardmetros pre-establecido. El

mayor valor de similitud (95%, e-value = 0) se encontré con la secuencia del gen SecA
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del fitoplasma MPV (grupo 16SrXIII-A) (EU168753), seguido por la secuencia de dos
fitoplasmas del grupo 16SrXIl, el Strawberry lethal yellows phytoplasma (85%, e-value
= 0) (CP002548) y el “Candidatus Phytoplasma australiense” (85%, e-value = 0)
(AM42201). El anélisis filogenético de la secuencia parcial del gen secA para el

fitoplasma China tree yellows se realizo en el capitulo VI.

3.2 Analisis de la secuencia

Se determind que el marco abierto de lectura del fragmento clonado de la proteina
secA (831pb) se corresponde con el 3er nucleétido de la cadena complementaria (-3
frame). La secuencia aminoacidica resultante consta de 276aa con un peso molecular
estimado de 31,63 kDa. Dicha secuencia presenta un valor de hidrofobicidad promedio
de -0,3670 (valores negativos indican menor hidrofobicidad es decir que dichos
residuos de aa tienen una mayor afinidad por el H,O) (SOSUI program) y localizacién
subcelular citopldsmica con un valor de score=9,97 (se consideran valores de score
fiables los mayores a 7,5) asignada por el programa PSORTb v 3.0 (Yu et al., 2010).
Este bajo valor de hidrofobicidad guarda relacion con el perfil antigénico arrojado por el
programa Protean (DNASTAR ver. 4.0) (Figura 4.3) en el que gran parte de la
secuencia presenta altos indices de antigenicidad. Estos resultados demuestran a priori
que la regién elegida es un buen candidato para la inmunodeteccion especifica del
fitoplasma ChTYXIII.

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
(N1 1

L L L L L
L R

I B Atgent e - Jamegon-Jiof

Figura 4.3: Perfil antigénico generado a partir del programa Protean del ORF-secA,
los picos por encima de 0 representan porciones con mayor capacidad antigénica.

Por otro lado, empleando el sitio para la busqueda de dominios conservados del
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) se logré identificar 2
dominios conservados (Figura 4.4), i) DEAD-like helicases superfamily domain
(residuos 1 a 116) (en azul) (e-value = 2.81e-04), relacionado con el transporte de una

amplia variedad de compuestos tales como azucares, iones, péptidos y moléculas
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organicas complejas. Dentro de este dominio se detectd un sitio de union a ATP
(residuos GEGKT, posicion 4-8) y un sitio putativo de union a Mg** (residuos DEVD,
posicién 110-113). Por otra parte, el 2do dominio conservado ii) SecA preprotein
cross-linking domain (residuos 135-240) (en rosa) (evalue = 4.59e-5) estaria

relacionado con la unién a pre-proteinas.

3.3 Expresion de la proteina recombinante en un sistema procariota
3.3.1 Clonado en fase en el vector de expresion pET 30 a (+)

El ORF-secA fue liberado de pBluescript SK 1l (+) mediante doble digestion con
las enzimas EcoRI-Notl, fue clonado en fase en el plasmido pET 30 a (+) y se logro
transformar cepas de E. coli DH5 a. Se seleccionaron 3 clones transformantes
(secA-C1, secA-C2 y secA-C3), los cuales fueron evaluados mediante PCR de
colonia y por liberacién de inserto. Se purifico el ADN plasmidico de cada uno de
estos clones transformantes seleccionados mediante columnas (QIAGEN,
Alemania) y se mantuvieron a -20°C hasta su posterior utilizacion para la
transformacion de E. coli BL21 (DE3).Cada clon fue secuenciado desde uno de sus

extremos (M13Fw) y se comprob0 la presencia del ORF secA.

3.3.2 Expresion del ORF secA en E. coli BL21 (DE3)

Se logr6 producir la proteina recombinante (ORF-secA, ~38kDa) en los 3 clones
evaluados y en todos los tiempos ensayados (1, 3, 6 y 16 horas). No se observé la
produccidn de proteinas de tamafio similar en los controles del vector de expresion pET
30a (+) original (con y sin induccion) ni en los clones pET 30a (+ (ORF-secA) sin

inducir (Figura 4.5).
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Figura 4.5: Induccién de la expresion de la proteina secA en E. coli BL21 (DE3). SDS-PAGE 12% tefiido con Azul
Brillante de Coomasie. pET30a (+)= plasmido vacio sin inducir (s/lI) e inducido (1-3-6-16 hs); ORF-secA (~38kDa)=
plasmido expresante de la proteina recombinante sin inducir (s/l) e inducido (1-3-6-16 hs) Y M=marcador de peso
molecular pretefiido (250, 130, 95, 72, 55, 36, 28 kDa; Fermentas, Lituania). La flecha indica la proteina recombinante del
tamario esperado (~38 kDa) expresada diferencialmente en cada uno de los tiempos empleados.

3.4 Purificacion de la proteina recombinante: solubilizacion de cuerpos de inclusion y

purificacion mediante electroelucion

De los 4 protocolos ensayados, el n°2, el cual incluye la utilizacion de Triton X-100
en la resuspension del pellet 1 (P1), es el que mejores resultados di6 en lo que a
solubilizacion de cuerpos de inclusion se refiere. Este protocolo fue el que menor
cantidad de proteinas espurias presentd en el sobrenadante 3 (SN3) (Figura 4.6) respecto
de los demas protocoles ensayados y fue seleccionado para la solubilizacion de la
proteina recombinante. Esta se purificd a partir de geles SDS-PAGE al 12% mediante
electroelucion. Se realizaron 15 electroeluciones con un rendimiento promedio de
250ug/ul de proteina recombinante secA y 15mg en total. La proteina recombinante

purificada se alicuotd y conservod a -20°C.

1 2 3
-" e -
Figura 4.6: SDS-PAGE 12% tefiido con Azul
Brillante de Coomasie. 1: Sobrenadante 3 (SN3) de la
induccién cruda sin tratamiento, 2: Sobrenadante 3

(SN3) obtenido mediante protocolo 2, 3: Proteina
secA purificada a partir de electroelucion de gel.
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3.5 Sensibilizacidn de conejos con la proteina recombinante secA purificada

Se lograron recolectar aproximadamente 10ml de suero en cada una de las sangrias,
los cuales fueron mantenidos a -20°C con 50% de glicerol estéril. El anélisis de cada
una de las sangrias mostré que los sueros con mejor comportamiento frente a la proteina
recombinante son S6, S7, S8 y S9 tanto para la concentracion de 50ng como para la de
500ng (proteina recombinante secA y lisado bacteriano). Estos mostraron fuerte
reactividad frente a la proteina purificada y no asi frente a lisado bacteriano (control

negativo), como se puede observar en la Figura 4.7.
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=#=—55 50ng
—@—56 50ng
e 5 7 500G

15

=58 50ng
59 50ng
—#—B1 50ng
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0,5 B4 50ng
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Figura 4.7: Comportamiento de las distintas sangrias frente a la proteina purificada (S
50ng) y lisado bacteriano (B 50ng) mediante la técnica PTA-ELISA para el tiempo 60
minutos. En el eje X se encuentran las distintas diluciones de los sueros empleadas (1=
1:1000, 2=1:2000, 3=1:4000,4= 1:8000,5=1:16000, 6=1:32000, 7=1:64000,
8=1:128000, 9=1:256000 y 10=1:5012000) y en el eje Y los valores de absorbancia
obtenidos.

Cuando el suero se utiliza en altas concentraciones (1:1000-1:8000) el registro de
absorbancia generado por estos sueros (A= 2,3 a 1,0) frente a la proteina secA
purificada, fue de 10 a 200 veces mayor al valor adoptado contra la proteina de bacteria
utilizada como control negativo, en la misma concentracién y en el mismo tiempo de
reaccion. Se observo una excelente separacion entre los valores de absorbancia para
proteina purificada y bacteria hasta la dilucion 1:16000. Esto demuestra que el suero

generado presenta alta especificidad para la proteina secA, aunque el titulo es
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relativamente bajo, ya que a diluciones mayores del suero, pierde capacidad reactiva
frente a la proteina y no muestra un rango de discriminacion adecuado con el control

sano. Para los siguientes ensayos se emple0 el suero S7.

3.6 Evaluacion del suero S7 mediante NC-ELISA contra tejido de planta infectado

Tanto en vinca como en paraiso infectados se observaron reacciones colorimétricas
muy suaves que no permitieron diferenciar tejido sano de tejido enfermo, en ninguna de
las condiciones ensayadas (dilucién tejido planta/dilucion de suero), mientras que
existié una intensa reaccioén contra proteina recombinante purificada, utilizada como
control. Con la finalidad de intentar discriminar entre planta sana e infectada y mejorar
la intensidad relativa de reaccién se intentd eliminar la reactividad frente a proteinas de
planta sana. Se procedi6 entonces a la adsorcidn del suero contra proteinas normales de
planta. En este procedimiento se incubd el suero S7 crudo frente a proteina total de
planta sana en buffer antisuero (TBS1X, leche descremada 2%) en una dilucion 1/1000
durante 16 horas a 4°C. Se centrifugdé a 5000rpm durante 5 minutos y se recupero el
sobrenadante. Para evaluar el efecto de la adsorcion el mismo tejido enfermo volvié a
evaluarse pero con suero sin adsorver. No se observaron reacciones colorimétricas
diferenciales entre planta enferma vs planta sana, tanto para el suero adsorbido como
para el suero s/adsorber. Estos resultados estarian demostrando que la proteina secA se
encuentra en baja concentracién en plantas infectadas, por lo tanto no es adecuado su
empleo contra las proteinas SecAs en sistemas de diagnostico masivo tales como
ELISA, PTA-ELISA, NC-ELISA, entre otros.

3.7 Evaluacion de la reactividad del suero S7 mediante inmunohistoquimica

3.7.1 Inmunolocalizacion de la proteina secA en cortes histoldgicos de paraiso infectado
con el fitoplasma ChTYXIII

Se trabajé con paraisos propagados por semilla botanica en invernadero e infectados
mediante injertos de puas. Antes de realizar los cortes a cada porcion de tejido se
constatd la presencia de fitoplasmas mediante PCR (primers R16F2/R16R2). Se
emplearon 3 plantas de paraiso infectadas con el fitoplasma ChTYXIIl y dos plantas

sanas. Mediante la tincion doble con safranina-fast green se determind la localizacién
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del tejido floematico y mediante inmunohistoquimica, utilizando el suero secA, la

presencia de fitoplasmas en el mismo.

Se eligié tallo joven, ya que no presenta crecimiento secundario lo que facilita
notablemente los procesos de inclusion, corte y tincion, y presenta proporcionalmente
mayor cantidad de tejido floematico respecto a nervadura central de hoja. Mediante la
técnica de doble tincién se logré determinar la ubicacion del floema (Figura 4.8A y
4.8B) dado que se tifie de color verde-violeta por presentar paredes no lignificadas. Esta
coloracion difiere claramente de la presentada por el xilema, ya que este por presentar
paredes lignificadas, se tifie de una coloracién roja intensa. De esta forma se identific
al tejido floeméatico que se ubica inmediatamente por fuera del xilema formando un

anillo y que se diferencia del parénquima por presentar una coloracién mas suave.

Una vez identificado el floema se procedio con la inmunolocalizacion de la proteina
del fitoplasma mediante el uso del suero anti secA (S7). En la figura 4.8C se observa
que en el tallo infectado la coloracién azul-violeta se ubica diferencialmente sobre el
floema y no sobre otro tejido. Por su parte en el tallo sano se visualizan puntos
coloreados que responden a reacciones inespecificas o deposicion del sustrato sobre
esas zonas por artificio de la técnica, destacandose que la coloracion en el tallo sano es

de mucha menor intensidad que en el tallo infectado.

Franco Fernandez

102



Capitulo IV

Paraiso infectado Paraiso sano

Figura 4.8: Doble coloracion safranina/fast-green y deteccién inmunohistoquimica de la proteina
secA en cortes de tallo joven de planta de paraiso enferma con el fitoplasma ChTYXIII; aumento
10X. Ay C: corte transversal por tallo joven de paraiso infectado con el fitoplasma ChTYXIII, tefiido
con doble coloracion (A) e inmunolocalizacion de la proteina secA (C); B y D: corte de tallo joven de
paraiso sano, tefiido con doble coloracion (B) e inmunolocalizacion proteina secA (D). La coloracion
azul-violeta indica de la ubicacidn de la proteina secA en C. Barra de escala = 50um; X: xilema, F:
floema y M: médula.

En una magnificacion de 40X se observa con mayor detalle la coloracion azul-violeta
sobre el tejido floematico (figura 4.9C). Estos resultados estarian demostrando que el
antisuero policlonal anti-secA de fitoplasmas, reconoce de manera diferencial la
proteina del patdgeno en tallo de paraisos infectados y constituye una herramienta til
para realizar estudios de localizacion en tejidos de las plantas huésped, o insectos

vectores.
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Figura 4.9: Doble coloracién safranina/fast-green y deteccion inmunohistoquimica de
la proteina secA en cortes de tallo joven de planta de paraiso enferma con el fitoplasma
ChTYXIII; aumento 40X. Ay C: corte transversal por tallo joven de paraiso infectado
con el fitoplasma ChTYXIII, tefiido con doble coloracion (A) e inmunolocalizacién de
la proteina secA (C); B y D: corte de tallo joven de paraiso sano, tefiido con doble
coloracién (B) e inmunolocalizacién proteina secA (D). La coloracién azul-violeta
indica de la ubicacidn de la proteina secA en C. Barra de escala = 20pum; X: xilema, F:
floema y M: médula.

3.7.2 Inmunolocalizacidon de la proteina secA en cortes histologicos de vinca infectada
con el fitoplasma ChTY XIII

Se trabajo con ejemplares de vinca infectados con el fitoplasma ChTYXIII
propagados en invernadero mediante injertos. Antes de realizar los cortes a cada porcion
de tejido evaluada se controlé por PCR para garantizar la presencia de infeccién
(primers R16F2/R16R2). En este ensayo se emplearon 4 plantas de vinca infectadas y
dos sanas. Se obtuvieron los cortes siguiendo el protocolo mencionado en la
metodologia y se evalu6 mediante la tincién doble con safranina/fast-green la
localizacion del tejido floematico y la presencia de fitoplasmas en el mismo mediante

inmunohistoquimica utilizando el suero anti Sec-A.
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Vinca mfectada Vinca sana

Figura 4.10: Doble coloracion safranina/fast-green y deteccion inmunohistoquimica de

la proteina secA en cortes de tallo joven de planta vinca enferma con el fitoplasma

ChTYXIII; aumento 10X. Ay C: corte transversal por tallo joven de vinca enferma con

el fitoplasma ChTYXIII, tefiida con doble coloracién (A) e inmunolocalizacion de la

proteina secA (C); B y D: corte de tallo joven de vinca sana, tefiida con doble

coloraciéon (B) e inmunolocalizacién proteina secA (D). La coloracién azul-violeta

indica de la ubicacion de la proteina secA en C. Barra de escala A-B= 100um/C-

D=50um; X: xilema, F: floema y M: médula.

Los resultados obtenidos mediante la tincion doble con safranina/fast-green
permitieron reconocer las estructuras floematicas en el tallo de vinca. En este caso el
floema esta formado por pequefios grupos de células (coloracidon verde-violeta) que
forman islas (no contiguas) inmediatamente en los bordes externos e internos del
xilema. El xilema claramente se distingue por la presencia de células de paredes
lignificadas tefiidas de rojo formando un anillo continuo por fuera de la médula. No se
observaron cambios estructurales entre los tallos enfermos y los sanos. Sin embargo, en
el tallo enfermo por fuera del floema se detectaron células parenquimaticas con
engrosamiento en sus paredes, posiblemente por acumulacion de celulosa (coloracion
verdosa-celeste) las cuales puedes estar relacionada con la presencia de latex en los
elementos de conduccidn, ya que vinca se caracteriza por producir esta clase de

compuestos (Figura 4.10A y 4.10B).
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Vinca enferma Vinca sana

Figura 4.11: Doble coloracién safranina/fast-green y deteccion inmunohistoquimica de la
proteina secA en cortes de tallo joven de planta vinca enferma con el fitoplasma ChTYXIII;
aumento 40X. A y C: corte transversal por tallo joven de vinca enferma con el fitoplasma
ChTYXIII, tefiida con doble coloracion (A) e inmunolocalizacion de la proteina secA (C); By
D: corte de tallo joven de vinca sana, tefiida con doble coloracién (B) e inmunolocalizacion
proteina secA (D). La coloracidn azul-violeta indica de la ubicacion de la proteina secA en C.
Barra de escala A-B = 10um/C-D=20um; X: xilema, F: floema y M: médula.

Respecto a la inmunomarcacion de la proteina secA, se demostré que en tallos
enfermos la misma se correspondia con la ubicacion especifica del floema, mientras
que en tallos sanos existe alguna marcacion inespecifica de escasa intensidad. A
diferencia de lo detectado en paraiso, la intensidad de la coloracion dada por la
marcacion de la proteina secA en vinca resulta algo menor, quizd debido a la
distribucion discontinua del tejido floematico o bien a que en esta especie hospedante
el titulo de fitoplasmas es menor (Figura 4.10). En las imagenes tomadas con
magnificacion 40X se observa con mayor detalle la coloracion azul-violeta de la
proteina secA en los grupos de células floematicas y no en otros tejidos (Figura 4.11
C).
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4. Discusion

En el presente Capitulo se detalla como se logrd inducir, en un sistema
bacteriano, un fragmento interno de la proteina secA del fitoplasma China tree
yellows (16SrXI111-C). Luego de ser purificada, la proteina recombinante producida
(~38kDa) fue empleada en la inmunizacion de conejos para la obtencion un
antisuero policlonal, el cual fue capaz de reconocer, mediante inmunohistoguimica,
de manera especifica la proteina secA del fitoplasma ChTYXIII en tejidos de paraiso
y vinca infectados. En este trabajo, tanto en paraiso (hospedante natural) como en
vinca (hospedante experimental), las sefiales (coloracion especifica) han sido
siempre registradas en el floema de los ejemplares infectados y no en los sanos .Esta
localizacion especifica de las sefiales colorimétricas, se corresponden con el habitat
natural de los fitoplasmas en la planta (Christensen et al., 2005) y demuestran la
especificad del suero en el reconocimiento del fitoplasma ChTYXIII.ElI empleo de
sueros generados en contra de la proteina secA, sumados al sistema de deteccion
mediado por la fosfatasa alcalina ha demostrado presentar gran sensibilidad,
resolucion fina, bajos niveles de reaccion inespecifica y estabilidad en la reaccién
(Kakizawa et al., 2001). En vinca, la intensidad de la coloracién siempre fue menor,
esto quizas pueda deberse a la presencia de un menor titulo de fitoplasmas en el
tejido ya que se trata de un hospedante experimental, o bien por la degradacion de
las proteinas de fitoplasmas como parte de una respuesta de defensa de la planta, lo
cual ya ha sido sugerido con anterioridad (Wei et al., 2004). Wei y col. (2004)
emplearon un anticuerpo en contra de la proteina secA del fitoplasma OY-M (grupo
16Srl) (Kakisawa et al., 2001), que permitié reconocer no solo a este Gltimo sino
ademas a fitoplasmas de los grupos 16Srlll (X-disease group), 16SrV (EIm yellows
group) y 16SrXI (Rice yellow dwarf group). En nuestro caso particular no se ha
enfrentado el suero anti secA contra otros fitoplasmas de distinto subgrupo 16Sr, sin
embargo podemos esperamos que se comporte de modo similar que el generado por
Kakizawa y col. (2001), dado que fue generado en contra de la misma region. Dada
la naturaleza conservada de la secuencia aminoacidica de la proteina secA, este
antisuero podria ser una herramienta muy Util para estudios sobre dinamica de

infeccion y es posible emplear el mismo en la inmunolocalizacion de fitoplasmas de

Franco Fernandez

107



Capitulo IV

otros grupos 16Sr, presentes en nuestro pais infectando innumerables especies

nativas y cultivos de importancia econémica.

En este trabajo también se evalud la capacidad del suero para detectar
fitoplasmas mediante la técnica de NC-ELISA en plantas infectadas. Nuestros
resultados demostraron que no pudo diferenciarse entre el tejido sano y el enfermo,
ya sea en paraiso como en vinca, ya que las reacciones colorimétricas siempre
fueron homogéneas y con valores extremadamente bajos. Esto quizés pueda deberse
al hecho de que la proteina secA se expresa en niveles muy bajos como para permitir
diferenciar tejido sano del enfermo con un suero policlonal. Hodgetts y col. (2014)
desarrollaron una serie de anticuerpos monoclonales en contra de la misma region de
la proteina secA del fitoplasma Cape St. Paul Wilt Disease (grupo 16SrXXIl). Los
anticuerpos monoclonales generados fueron evaluados en primera instancia
mediante Western Blot lograndose detectar bandas especificas de la proteina secA
en material infectado, mientras que cuando se empled la técnica de PTA-ELISA no
pudieron diferenciar entre el material sano del enfermo. Los autores sugieren que la
falla en la deteccion mediante PTA-ELISA puede deberse al hecho de que la
proteina secA no se expresa en niveles suficientes para ser detectada o bien porque
esta sufre cambios del tipo conformacional que afectan la capacidad de

reconocimiento del suero por la misma.

El antisuero generado resultd ser una herramienta muy 0til para estudios de
localizacion del patégeno, lo cual permitiria no solo la deteccion del fitoplasma
ChTYXIII en otros hospedantes aun no descubiertos, sino también realizar estudios
acerca de la ubicacion del fitoplasma ChTYXIII en diferentes estadios de infeccion.
Ademas permitird comprender de mejor manera los cambios histoldgicos producidos
por el patdgeno. Por otra parte se podrian iniciar estudios de localizacion del
patdgeno en insectos para establecer que tejidos funcionan como barreras y que en
definitiva pueden determinar la capacidad de ser vectores de cada grupo de

fitoplasmas.
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Capitulo V

Caracterizacion molecular de fitoplasmas asociados al
patosistema EL de frutilla en Argentina
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1. Introduccidn

Argentina es uno de los pocos paises del hemisferio sur con condiciones climaticas
favorables para la produccion de plantines de frutilla (Fragaria x ananassa Duch.) de
alta calidad. Las areas de produccion de frutilla en nuestro pais ocupan un amplio rango
de latitudes (24°S - 42°S), siendo las principales provincias productoras Tucuman, Santa
Fe, Buenos Aires y Corrientes (Kirschbaum et al., 2000). Anualmente se producen
alrededor de 100 millones de plantines frescos y conservados en frio, tanto para el
mercado interno como el externo (Kirschbaum et al., 2012). Segun datos de la FAO
durante el 2013 se cultivaron alrededor de 1000ha de frutilla en la Argentina, donde la
participacion de Tucuman fue de 340ha principalmente ubicadas en la localidad de
Lules (Informe INTA, 2014). En lo que a exportacion de fruta se refiere, esta provincia
aportd 1.542 toneladas (36% del total) por un valor cercano a los U$S 3.1 millones
(Reporte Agroindustrial, 2014). La demanda interna de plantines de frutilla se ve
suplida mediante la produccién de viveros ubicados en localidades de la region sur de
nuestro pais, tales como Trevelin, Esquel y EI Maitén (Chubut), en los Antiguos (Santa
Cruz), Plottier (Neuguén), y como excepcion de los viveros ubicados en Tafi del Valle
(Tucuman). Los viveros de nuestro pais importan plantas madres, principalmente de
Estados Unidos y Espafia (como plantas frigo) las cuales son reproducidas
agamicamente mediante estolones. Por Gltimo los plantines se comercializan a los
productores en funcion a la demanda y las condiciones de cultivo de cada zona (Molina
et al.,, 2007). Dado que las frutillas se propagan vegetativamente (reproduccién
agamica) estan sujetas a la infeccidn y propagacion de diversos tipos de patdgenos entre
los que se cuentan virus, de los que se conocen al menos 20 especies distintas afectando
este cultivo (Martin y Tzanetakis, 2006). En lo que se refiere a bacterias, aquellas de
ubicacion restringida al floema, tales como el “Candidatus Phlomobacter fragariae” y
los fitoplasmas, han sido reportados en todo el mundo afectando a la frutilla (Mass et
al., 1998). El “Ca. Phlomobacter fragariac” es una de los agentes causales de la clorosis
marginal de la frutilla, la cual ha ocasionado cuantiosas pérdidas en los cultivos de
Francia (Danet et al., 2003). Por otro lado, se conoce muy bien que la planta de frutilla
sirve como hospedante natural de diversos grupos de fitoplasmas filogenéticamente
distintos (16Srl, 16Srlll, 16SrVI, 16SrVIl, 16SrXIl and 16SrXIIl) (Harrison et al.,
1997; Jomantiene et al., 1998, 1999, 2001; Padovan et al., 2000; Fernandez et al.,
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2013b). Las plantas de frutilla afectadas por estos patogenos exhiben sintomas tales
como virescencia, filodia en flores y frutos, enanismo, superbrotamiento, cambios de

coloracion en hojas, deformacion en flores y frutos.

En Argentina, Fernandez y col. (2008a,b) describieron la presencia de fitoplasmas
afectando lotes de frutilla en la region de Lules (Tucuman) por primera vez. La
enfermedad conocida como enrojecimiento letal (EL) (anteriormente denominada
“plantas mariconas”) se manifiesta con un achaparramiento generalizado de la planta,
presencia de hojas maduras acartuchadas y enrojecimento en su cara abaxial, hojas
jévenes con disminucion de tamafio y coloracion amarillenta hacia los bordes,
deformacion en flores y frutos y necrosis seguida de muerte. El andlisis de los patrones
PCR-RFLP (gen 16S rDNA) del fitoplasma asociado permitié clasificarlo como
miembro del grupo 16SrXIIl (Mexican periwinkle virescence group), y debido a sus
diferencias como posible nuevo subgrupo. En el Capitulo 1l de la presente tesis, se
describe la deteccion y caracterizacion de fitoplasmas asociados a la enfermedad de
enrojecimiento letal mediante PCR y PCR-RFLP del gen 16S rDNA. En dicho
Capitulo, se demostro6 a través del andlisis de los patrones PCR-RFLP la presencia de
fitoplasmas del grupo 16SrXIIl, 16Srlll y 16SrVI1I asociados a la misma sintomatologia.
Dada esta situacion y con el fin de establecer con precision la clasificacién de los
fitoplasmas asociados al EL en frutilla, asi como establecer las relaciones filogenéticas
existentes entre ellos y con los demaés fitoplasmas citados en el pais y la region, se llevo

a cabo la caracterizacion molecular de los fitoplasmas detectados.

Teniendo en cuenta que Argentina importa plantas madres que luego son
multiplicadas bajo condiciones controladas, conocer la identidad y las relaciones
filogenéticas de los fitoplasmas identificados con otros que afectan el cultivo, permitira
tener una idea mas acabada del origen de los mismos y de cédmo se comporta el
patosistema en nuestra region. De esta manera, si los fitoplasmas hallados presentan una
relacién mas cercana con especies descritas para la region, se podria hipotetizar sobre la
presencia de posibles vectores que diseminan la enfermedad. Pero si los fitoplasmas
identificados presentaran relaciones mas estrechas con fitoplasmas de otras regiones, y

en especial de regiones desde donde son originarias las plantas madre, entonces
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podriamos inferir que la infeccion no se adquiere de manera local sino que estaria

ingresando conjuntamente con el material importado.
Dado lo anteriormente expuesto se propone el siguiente objetivo especifico:

Objetivo especifico 4: Determinar la variabilidad intra e interespecifica en regiones
gendmicas conservadas de distintos aislamientos geograficos de los fitoplasmas
Strawberry Red Leaf y China tree yellows, y realizar estudios filogenéticos utilizando

las mismas.
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2. Materiales y métodos
2.1 Obtencion de aislamientos

Los aislamientos elegidos para la caracterizacion molecular del gen 16Sr DNA se

obtuvieron a partir de dos fuentes:

Muestreo A: Muestras obtenidas en los muestreos preliminares (campafias 2009-2010):
Durante los afios 2009 y 2010 se muestrearon lotes de produccion de frutilla en las
localidades de Bella Vista (Pcia. Corrientes) y Lules (Pcia. Tucuman). Se recolectaron
muestras (hojas y peciolos) con sintomatologia de EL, los cuales fueron mantenidos a -
20°C hasta su empleo. A su vez, se recolectaron plantas completas, las cuales fueron
trasplantadas en invernadero y mantenidas en condiciones controladas de temperatura
(25-30°C) y humedad, para su empleo no solo en la caracterizacién molecular del
patdégeno asociado sino también para la realizacion de ensayos de transmision. La
deteccidn y caracterizacion de los fitoplasmas se llevé a cabo mediante PCR y PCR-

RFLP segun se describe en el Capitulo II.

Muestreo B: Muestras de frutilla PCR nested (PCRn) positivas (primers F2nR2)
obtenidas en los muestreos de incidencia y prevalencia (Capitulo 11), llevados a cabo en
la localidad de Lules (Tucuman) (campafias 2010-2011-2012). EI ADN total extraido de

estas muestras se conservo a -20°C hasta su posterior utilizacion.

2.3 Clonado y secuenciacion del gen 16Sr DNA
2.3.1 Ligacion y transformacion

Se seleccionaron 10 aislamientos (ADN de 10 plantas PCRn positivas, provenientes
de los muestreos A y B) para el clonado y la secuenciacion de una regién parcial del gen
16Sr DNA. El producto de 1.2kb amplificado mediante la PCRn fue purificado
utilizando columnas de IllustraMicrospin S-400 HR (GE, UK) de acuerdo a las
condiciones del proveedor. Los productos purificados se evaluaron por electroforesis en
gel de agarosa 1% con solucion tampon TAE, tefiido con bromuro de etidio y se
observaron a través de luz UV. Para la ligacion se empled el kit comercial pGEM T-

Easy system (Promega, USA) siguiendo las condiciones propuestas por el fabricante.
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Los insertos fueron ligados al vector en una relacion 3 (inserto):1 (plasmido)
(60ng:50ng), e incubados durante 16 horas con 1U de T4 DNA Ligase a 4°C.

En la transformacion se emplearon 50pl de células competentes de E. coli DH5a y 5-
7ul del producto de ligacion. Se llevo a cabo mediante shock térmico a 42°C durante
90” siguiendo protocolos previamente establecidos (Sambrook et al., 1989). La
recuperacion de las bacterias se realiz6 en medio LB liquido (500pl) durante 45 minutos
a 37°C y agitacién continua (150rpm).

2.3.2 Seleccidn de colonias transformantes

La seleccion de bacterias transformadas se constato por resistencia a ampicilina (gen
de resistencia presente en el vector pPGEM T-Easy). La identificacion de las colonias
portadoras de plasmidos recombinantes se hizo por el método de a-complementacion
del gen de la B-galactosidasa (lacZ). El cultivo bacteriano se sembr6 en cajas de Petri
con medio LB solido (1.5 % de agar) + 0,1 mg/ml de ampicilina + 0,4 mg/ml de IPTG
(isopropiltiol-p-D-galactésido) + 40 pg/ml de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-
galactosido), se incubaron en estufa a 37°C durante 16 h. Se seleccionaron las colonias
de color blanco y se confirmd la presencia del inserto clonado por PCR directo de
colonia empleando los cebadores pUC/M13-fwd y pUC/M13-rev los cuales presentan
sitios de hibridacién por fuera del sitio de clonado. Otro de los controles realizado fue la
liberacion del inserto mediante el uso de la enzima de restriccién EcoRl (NEB, USA) a
partir del ADN del plasmido purificado, por la presencia de sitios de cortes a cada lado
del linker de clonado Para cada uno de los aislamientos analizados se seleccionaron 3
clones transformantes para su secuenciacion. Para la purificacion del DNA plasmidico
se emplearon dos tipos de columnas, las columnas QIAGEN-tip® 20 (Qiagen, USA) y
las columnas NucleoSpin®Plasmid (MACHEREY-NAGEL, Germany) siguiendo las

condiciones de los fabricantes.

2.3.3 Ensamblaje de las secuencias

El ADN plasmidico correspondiente a ada uno de los tres clones purificados fue
secuenciado desde ambos extremos empleando los primers universales T7 y SP6. Las

secuenciaciones se realizaron en la Unidad de Gendmica dependiente del Instituto de
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Biotecnologia (CICVYA-INTA, Argentina) y en Macrogen (Korea). ElI ensamblaje de
lassecuencias se realizé empleando el software SegqMan (DNASTAR vers. 8, Lasergene

software) y se realizaron ajustes manuales cuando fue necesario.
2.4 Anélisis de las secuencias

2.4.1 Analisis de los patrones RFLP putativos y clasificacion en grupos 16Sr

Se calcularon los coeficientes de similitud (F) derivados de los RFLPs basados en el
andlisis de los sitios de restriccion putativos en las secuencias de 1,2 kb del ADNr 16S
(limitadas por los sitios de hibridacion de los oligonucledtidos R16F2n y R16R2)

mediante la herramienta iPhyclassifier (http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/cqi-

bin/resource/iphyclassifier.cgi) (Zhao et al., 2009) disponible online. Este programa

permite calcular el coeficiente de similitud RFLP o F siguiendo lo establecido por Nei y
Li (1979), siendo F= 2Nxy/ (Nx+Ny) donde x e y son cepas de dos fitoplasmas dados,
Nx, Ny son el numero de fragmentos resultantes de la digestion con las 17 enzimas
antes mencionadas en la cepa x y la cepa y respectivamente, y Nxy es el nimero de
fragmentos compartidos entre ambas cepas (Figura 5.1). Anteriormente se reconocia la
presencia de nuevos subgrupos, dentro de un grupo 16Sr dado, si entre entre estos
existia diferencias entre los patrones RFLP en al menos 1 enzima (Lee et al., 1998).
Mas adelante, con el desarrollo de software especificos destinados a la comparacion in
silico de los patrones RFLP, se lograron establecer los valores de referencia para el
coeficiente de similitud (F) para la diferenciacion de los distintos subgrupos (Wei et al.,
2007). De esta forma, los miembros de un mismo subgrupo presentaran valores de F >
0.97 (0.98 y 0.99 son considerados variantes del subgrupo). Es por ello que cada nuevo
subgrupo es reconocido si este presenta valores de F < 0.97 respecto de la secuencias de
refrencias de los subgrupos descritos para un grupo 16Sr particular (Wei et al., 2007).
Este criterio de clasificacion fue empleado a la hora de determinar la pertenencia a los

distintos subgrupos 16Sr de los aislamientos analizados.
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Generacién de patrones RFLP virtuales | g | Comparacién de patrones ) | calculo de Coeficientes

Patrén RFLP colectivo fitoplasma_X

2Nxy

||- _ ="  =F(coeficiente
Nx+Ny  similitud RFLP)

Patrén RFLP colectivo fitoplasma_Y

Figura 5.1: Esquema en el que se muestra el funcionamiento general del programa
iPhyclassifier otorgar la clasificacion 16Sr. El primer lugar al ingresar la secuencia
(fragmento del gen 16Sr, primers R16F2n/R16R2) la misma es digerida putativamente por
las 17 enzimas propuestas en el sistema de clasificacion (Lee et al., 1998) generando un
patron RFLP colectivo. En segundo lugar, se compara los patrones generados con cada una
de las enzimas, con los patrones de las secuencias depositadas en el banco de datos o
aquellas ingresadas manualmente. Por ultimo se procede con el calculo del valor F
(coeficiente de similitud RFLP) de acuerdo a la formula general.

Este programa ademas, cuenta con un banco de datos de secuencias de referencias
para la gran parte de los subgrupos 16Sr descritos hasta el momento, aunque también
permite incluir en el andlisis secuencias que no estén presentes en dicho banco. A su
vez se analizaron los patrones RFLP putativos de geles in silico para las enzimas que

generan patrones diferenciales.

2.4.2 Andlisis de la identidad nucleotidica

Se calculd la identidad nucletotidica de las secuencias del gen 16S ARNr de los
fitoplasmas asociados al enrojecimiento letal de la frutilla. Se realizaron alineamientos
maultiples por el método exhaustivo ClustalW con el programa MegAlign (DNASTAR
vers. 8, Lasergene software). Los fitoplasmas incluidos en cada analisis dependieron de
la clasificacion generada a partir de los resultados de los patrones RFLP putativos y de
las secuencias disponibles en el banco de datos GenBank.

2.4.3 Analisis filogenético

Para la construccion del arbol filogenético se emplearon las secuencias de los

aislamientos secuenciados en esta tesis (10), secuencias de todos los “Candidatus
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Phytoplasma species” descritos hasta el momento, y secuencias de miembros
representativos de los grupos 16SrXIII, 16Srlll y 16SrVII dependiendo del caso. La
seleccion de las secuencias se basé en la clasificacion preliminar generada mediante
PCR-RFLP in silico descrita en 2.4.1. Las secuencias fueron alineadas mediante
CLUSTAL W empleando el software MEGAG6 (Tamura et al., 2013). Se limpiaron los
extremos de los alineamientos, para garantizar cobertura total a lo largo del mismo, en
cada una de las secuencias. Se determin6 el mejor modelo de sustitucion nucleotidica,
analizando los alineamientos mediante el software jModelTest 2.1.6 (Darriba et al.,
2012). Una vez seleccionado este, y sus respectivos parametros, se construyeron los
arboles filogenéticos empleando el método de Maximum-Likelihood utilizando el

software disponible online PhyML 3.0 (http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/) (Guidon

et al., 2010). Para otorgarle soporte estadistico a los clados generados se realizé un
remuestreo mediante un bootstrap no paramétrico con 1000 réplicas. Los arboles

resultantes fueron editados con el programa MEGA version 6.

3. Resultados

3.1 Aislamientos secuenciados

Se logré secuenciar de manera exitosa el gen 16Sr DNA en los 10 aislamientos
seleccionados de fitoplasmas asociados con la sintomatologia de Enrojecimeinto Letal
(EL) en plantas de frutilla; 7 de ellos provenientes de la region de Lules y 3 de la region
de Bella Vista (Tabla 5.1). Ademaés de un aislamiento con sintoma de filodia, tipico de

fitoplasmosis obtenido en la localidad de Bella Vista (ASP).
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Tabla 5.1: Aislamientos secuenciados, de fitoplasmas asociados al sintoma de EL en frutilla. a:
aislamientos previamente caracterizados y resecuenciados en esta tesis; b: fitoplasma Argentinean
Strawberry PhyllodyASP. Los aislamientos estan clasificados de acuerdo al patrén de PCR-RFLP mostrados
por la digestién con la enzima Mse I.

Aislamiento Sintoma Procedencia/Muestreo Patrén Msel
EL-Tc2 Enrojecimiento letal Lules (Tucuman) /muestreo-A Grupo 16Srlll
EL-Tc4 Enrojecimiento letal Lules (Tucumén)/muestreo-A Grupo 16Srlll
EL-Tc12 Enrojecimiento letal Lules (Tucumén)/muestreo-B Grupo 16SrXIII
EL-Tc32 Enrojecimiento letal Lules (Tucuman)/muestreo-B Grupo 16SrXIII
EL-Tc40 Enrojecimiento letal Lules (Tucuman)/ muestreo-B Grupo 16SrXIII
EL-Tc53 Enrojecimiento letal Lules (Tucuman)/ muestreo-B Grupo 16Srlll
EL-Tc75 Enrojecimiento letal Lules (Tucuman)/ muestreo-B Grupo 16Srlll
EL-BV1 Enrojecimiento letal Bella Vista (Corrientes)/muestreo-A  Grupo 16SrXIlII
EL-BV2 Enrojecimiento letal Bella Vista (Corrientes)/muestreo-A  Grupo 16SrXIlII
EL-BV3 Enrojecimiento letal Bella Vista (Corrientes)/muestreo-A  Grupo 16SrVII
EL-Tc1? Enrojecimiento letal Lules (Tucuman) Grupo 16SrXII1
EL-Tc7? Enrojecimiento letal Lules (Tucuman) Grupo 16SrXIII

ASPP Filodia Bella Vista (Corrientes)/muestreo-A  Grupo 16SrVII

3.2 Analisis de las secuencias

Dado que los aislamientos pertenecen a distintos grupos 16Sr (segun el patrén

RFLP de la enzima Msel), se considerd conveniente analizar a los distintos aislamientos

en funcion de esta clasificacion, de modo que los aislamientos EL-Tcl, EL-Tc7, EL-
Tcl2, EL-Tc32, EL-Tc40, EL-BV1 y EL-BV2 han sido comparados y analizados con
representantes del grupo 16SrXIII. Por su parte los aislamientos EL-Tc2, EL-Tc4, EL-

Tc53 y EL-Tc75 fueron comparados y analizados con aquellos miembros pertenecientes

al grupo 16Srlll, mientras que los aislamientos EL-BV3 y ASP fueron comparados y

analizados con representantes del grupo 16SrVII. El listado de secuencias empleadas

para cada caso se detalla en Anexo (Tabla 2).

3.2.1 Fitoplasmas asociados al grupo 16SrXIlI

e |dentidad nucleotidica
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En funcion a los valores de similitud hallados podemos dividir a los aislamientos

16SrXI11 en dos grupos:

1) comprendido por los aislamientos EL-Tcl1, EL-Tc7, EL-BV1 y EL-BV2, cuyos
valores de identidad entre ellos vario entre 99.45-100%, mientras que respecto de los
fitoplasmas del grupo 16SrXIIl los mayores valores de identidad (98.46-99.41%) se
dieron con los fitoplasmas SFPBr2/SFPBr3, los cuales han sido detectados en el cultivo
de frutilla en Brasil (ver Anexo Tabla 4).

i) comprendido por los aislamientos EL-Tcl2, EL-Tc32 y EL-Tc40, que
presentaron valores de identidad entre ellos de 99.52-99.76%, mientras que respecto a
los fitoplasmas del grupo 16SrXIIl los mayores valores de identidad (99.42-99.50%) se

dieron con el fitoplasma MPV (ver Anexo Tabla 4).

Los valores de indetidad nucleotidica entre los grupos i y ii varid entre 97.58 y
98.32% (ver Anexo Tabla 3)

e Analisis de los patrones RFLP in silico

Se calcularon los valores de F (indice de similitud RFLP) para cada uno de los
aislamientos comparandolos con la secuencia de referencia de cada uno de los
subgrupos del grupo 16SrXIIl (Tabla 5.2). Los aislamientos del grupo i) (EL-Tcl, EL-
Tc7, EL-BV1y EL-BV2) presentaron in silico un patron idéntico (F=1) entre ellos para
cada una de las 17 enzimas ensayadas, el cual se correspondié con los patrones
observados en laboratorio. Respecto de la comparacion con el fitoplasma patrén de cada
uno de los sub-grupos del grupo 16SrXIll, el perfil de RFLP de mayor similitud a
dichos aislamientos es el del fitoplasma MPV (Mexican periwinkle virescence)
(16SrXI1I-A) con un valor de F=0.89. Este valor estaria indicando que dichos
aislamientos pertenecerian al grupo 16SrXIIl, pero a un nuevo subgrupo, ya que como
se describiera con anterioridad el valor de F es menor a 0,97, por lo que se los propone
tentativamente como integrantes del nuevo subgrupo 16SrXIII-F. Se identificaron 4
enzimas de restriccion (Kpnl, Alul, Rsal y Haelll) cuyo patron difiere claramente con el
de todos los subgrupos del grupo 16SrXIIl hasta el momento descritos (Figura 5.2).

Cuando se comparo el patron caracteristico de este nuevo subgrupo respecto de los
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patrones de los fitoplasmas SFP-Br02 y SFP-Br03 (descritos en frutilla en Brasil) los
valores de F encontrados fueron 0.94 y 1, respectivamente. Estos valores estarian
indicando que el aislamiento SFP-Br02se trataria de un nuevo subgrupo, mientras que el
aislamiento SFP-Br03 perteneceria al nuevo subgrupo descrito en esta tesis,
conjuntamente con los aislamientos EL-Tc1, EL-Tc7, EL-BV1 y EL-BV2. Respecto a
al grupo ii, los aislamientos EL-Tc12 y EL-Tc32 pertenecen al subgrupo 16SrXIII-A, ya
que el aislamiento EL-Tc12 es 100% identico en el patron RFLP (F=1), mientras que el
aislamiento EL-Tc32 presenta un patron diferencial con la enzima Alul por lo que da un
valor de F=0.98 respecto del fitoplasma MPV. Por su parte el aislamiento EL-Tc40
muestra diferencias en dos enzimas, Alul y Hpall (Figura 5.3) y un valor de F=0.95
respecto del subgrupo 16SrXIII-A, por lo que presenta un patron RFLP distinto al de
todos los subgrupos descritos hasta el momento del grupo 16SrXIIl, pudiendo ser

considerado tentativamente como un nuevo subgrupo.

La clasificacion propuesta para estos aislamientos, se correlaciona con los resultados
obtenidos en el analisis de la identidad nucleotidica. Los aislamientos EL-Tc1, EL-Tc7,
EL-BV1 y EL-BV2 presentaron los mayores valores de indetidad respecto a los
fitoplasmas SFP-Br02/SFP-Br03, mientras que los aislamientos EL-Tc12, ET-Tc32 y
EL-Tc40 presentaron los mayores valores de identidad respecto al subgrupo 16SrXIIl-
A.

Tabla 5.2: indices de similitud (F) de cada uno de los aislamientos de fitoplasmas asociados al
enrojecimiento letal en frutilla y la cepa de referencia de cada uno de los subgrupos del grupo
16SrXIIl. 1: fitoplasma MPV (AF248960); 2: fitoplasma STRAWB1 (U96614); 3: fitoplasma
CbY1 (AF495882); 4: fitoplasma SINPV (FJ914647) y 5: fitoplasma PACN-Br01 (JX893519).

Aislamiento/cepa  16SrXIII  16SrXIII-  16SrXIHI-  16SrXIH-  16SrXIlI-
referencia Al B? c? D* E°
EL-Tcl 0.89 0.82 0.70 0.82 0.82
EL -Tc7 0.89 0.82 0.70 0.82 0.82
EL -BV1 0.89 0.82 0.70 0.82 0.82
EL -BV2 0.89 0.82 0.70 0.82 0.82
EL - Tc12 1.00 0.93 0.81 0.93 0.92
EL -Tc32 0.98 0.91 0.79 0.91 0.90
EL -Tc40 0.95 0.88 0.76 0.88 0.87
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Figura 5.2: Patrones RFLP in silico generados a partir de la secuencia parcial del gen 16S
(1.2kb, primers R16F2n/R16R2), se muestran los patrones generados por las 4 enzimas que
generan un patrén diferencial del nuevo subgrupo XIlI-F. 16SrXIlI-A: fitoplasma MPV
(AF248960); 16SrXIlI-B: fitoplasma STRAWB1 (U96614); 16SrXIII-C: fitoplasma CbY1
(AF495882); 16SrXIII-D: fitoplasma SINPV (FJ914647) y 16SrXIlI-E: fitoplasma PACN-
Br01 (JX893519), MW: marcador de peso molecular: ®174-Haelll. Las flechas indican el
patrén del nuevo subgrupo 16SrXIII-F.
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Figura 5.3: Patrones RFLP in silico generados a partir de la secuencia
parcial del gen 16S (1.2kb, primers R16F2n/R16R2) de los aislamientos
relacionados al subgrupo 16SrXII-A. 16SrXIlI-A: fitoplasma MPV
(AF248960), MW: marcador de peso molecular: ®174-Haelll.
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3.2.2 Fitoplasmas asociados al grupo 16Srlll
e Analisis de la identidad nucleotidica

Los valores de identidad hallados entre los aislamientos EL-Tc2, EL-Tc4, EL-Tc53 y
EL-Tc75 variaron entre 97.35% y 98.39% (ver tabla Anexo 5).Los aislamientos EL-Tc2
y EL-Tc4 mostraron los mayores valores de similitud con los fitoplasmas TomRed y
CucVir (entre 98.60 y 99.20%) ambos del subgrupo 16Srlll-J, los cuales fueron
detectados en Argentina afectado tomate (Solanum lycopersicum) y zapallito (Curcubita
maxima), respectivamente (Galdeano et al., 2013). Por su parte los aislamientos EL-
Tch53 y EL-Tc75 mostraron tener mayor similitud (entre 99.28 y 99.44%) con los
fitoplasmas ConWB-A/ConWB-B (16Srl11-X) y HetLL (16Srll11-W) los cuales han sido
detectados en Argentina afectando rama negra (Conyza bonaeriensis) y romerillo
(Heterothalamu salienus), respectivamente (Galdeano et al., 2013) (ver tabla Anexo
Tabla 5).

e Analisis de los patrones RFLP in silico

El aislamiento EL-Tc4, presentd un valor de F=0.98 respecto a la cepa de referencia
para el subgrupo 16Srlll-J, encontrandose diferencias en el patron generado por la
enzima Hinfl (Figura 5.4). Este resultado demuestra entonces que dicho aislamiento se
trata de una variante del subgrupo 16Srlll-J. Por su parte el aislamiento EL-Tc2,
presento un patron RFLP diferente de todos los grupos/subgrupos 16Sr descritos hasta
el momento. El patrén al que mas se le asemeja es el del subgrupo 16Srlll-J, con un
valor de F=0.95, diferenciandose de este por los perfiles de las enzimas Msel y Taql
(Figura 5.4). Dado esto, el aislamiento EL-Tc4 seria un nuevo subgrupo dentro del

16srlll, aun no descrito.

Por otro lado, los aislamientos EL-Tc53 y EL-Tc75 presenbtaron un patrén RFLP
diferentes de todos los grupos/subgrupos 16Sr descritos hasta el momento. El patron
que mas se les asemeja es el del subgrupo 16Srlll-X, con un valor de F=0.97. El
aislamiento EL-Tc53 se diferencia de la cepa patrén 16Srlli-J, por el perfil de la enzima
Rsal, mientras que el aislamiento EL-Tc75 por el de la enzima Bfal, siendo estas dos

enzimas las que diferencian entre si también, a estos dos aislamientos (Figura 5.4). Estre
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estos dos aislamientos se hallo un valor de F=0.94. Dados estos resultados, los
aislamientos EL-Tc53 y EL-Tc75 serian considerados tentativamente comodos nuevos

subgrupo aun no descritos, dentro del grupo 16SrllI.

La clasificacion generada a partir de el andlisis in silico de los patrones RFLP
demostraron ser consistentes con los valores de identidad nucleotidica calculados. Para
el caso de los aislamientos EL-Tc4 (16Srlll-J) y EL-Tc2 (tentativamente nuevo
subgrupo 16Srlll), mostraron los mayores valores de identidad con representantes del
subgrupo 16Srlll-J. Por su parte, los aislamientos EL-Tc53 y EL-Tc75 (ambos
considerados tentativamente como nuevos subgrupos), mostraron los mayores valores
de similitud con fitoplasmas representativos del grupo 16Srlll-X, con el que ademas
presentan las mayores similitudes en cuanto a su patrén RFLP.

T 7 i
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73] 0] 7]
(] 2] @
— - -

Figura 5.4: Patrones RFLP in silico generados a partir
de la secuencia parcial del gen 16S (1.2kb, primers
R16F2n/R16R2) de los aislamientos relacionados al
subgrupol6Srlll-J. Se muestran los patrones generados
por las enzimas Hinfl, Msel y Taql. 16Srlll-J: patron
RFLP del aislamiento Garlic decline, EL-Tc2/EL-Tc4:
aislamientos EL. MW: marcador de peso molecular:
®174-Haelll.
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Figura 5.4: Patrones RFLP in silico generados a partir
de la secuencia parcial del gen 16S (1.2kb, primers
R16F2n/R16R2) de los aislamientos relacionados al
subgrupol6SrllI-X. Se muestran los patrones generados
por las enzimas Rsal y Bfal. 16Srll1-X: patron RFLP del
aislamiento Conyza witches’ broom, EL-TC53/EL-Tc75:
aislamientos EL. MW: marcador de peso molecular:
®174-Haelll.

Tabla 5.3: indices de similitud (F) de cada uno de los aislamientos de fitoplasmas
asociados al enrojecimiento letal en frutilla y la cepa de referencia de algunos subgrupos
del grupo 16Srlll.1: fitoplasma China tree decline ChTDIII (AY081817), 2: fitoplasma
Garlic decline GDIII (AY081816), 3: fitoplasma Conyza witches’ broom ConWB-A
(KC412026) y 4. fitoplasma Heterothalamus little leaf HetLL (KC412029).

Alslamiento/ cepa joe 1 BT 165r111-2 16SFIIIXE 16SrITT-WA
de referencia

EL-Tc53 0.96 0.93 0.97 0.94
EL-Tc75 0.94 0.91 0.97 0.94
EL-Tc2 0.92 0.95 0.88 0.85
EL-Tc4 0.95 0.98 0.92 0.89

3.2.3 Fitoplasmas asociados al grupo 16SrVII
e Analisis de la identidad nucleotidica

Se calcularon los porcentajes de identidad nucleotidica de la secuencia del
aislamiento EL-BV3 con aquellos fitoplasmas caracteristicos del grupo 16SrVII (ver
Anexo Tabla 6). Los mayores porcentajes de similitud se dieron con las secuencias de
los fitoplasmas ArAWB (99.68%), ASP (99.20%) ambos pertenecientes al subgrupo
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16SrVII-C, y previamente descritos en Argentina afectando alfalfa (Medicago sativa) y

frutilla, respectivamente (Conci et al., 2005, Ferandez et al., 2013b).

e Analisis de los patrones RFLP in silico

El aislamiento EL-BV3 presentd un patron RFLP diferente de todos los
grupos/subgrupos 16Sr descritos hasta el momento. El patron que mas se les asemeja es
el del subgrupo 16SrVII-C, con un valor de F=0.97. Solo se encontré una diferencia en
el patron con la enzima Hinfl (Figura 5.6) respecto de la secuencia patrén del subgrupo
16SrVII-C, mientras que para el resto de las enzimas los patrones fueron idénticos.
Estos resultados demuestran que el aislamiento EL-BV3 seria tentativamente un nuevo

subgrupo dentro del sgrupo 16SrVII.

EL analisis de los patrones RFLP in silico resultd ser congruente con los valores de
identidad nucletotidica hallados, ya que em ambos casos el ailamiento EL-BV3 fue

cercanamente relacionado con fitoplasmas del subgrupo 16SrVI11-C

T
e
=
=
=
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-

Figura 5.6: Patrones RFLP in silico generados a partir de la secuencia parcial del gen 16S
(1.2kb, primers R16F2n/R16R2) del aislamiento EL-BV3 vy fitoplasmas del grupo
16SrVIIL.16SrVII-A:  fitoplasma AshY1l (AF092209), 16SrVII-B: fitoplasma ArtwWBI
(DQ9Y89178) y 16SrVII-C: fitoplasma ArAWB (AY147038). MW: marcador de peso molecular:
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3.3 Anélisis filogenético

El alineamiento multiple incluyé 92 secuencias (42 Ca. Phytoplasmas; 17
fitoplasmas del grupo 16SrXIIl, 18 fitoplasmas del grupo 16Srlll, 10 fitoplasmas del
grupo 16SrVII y los 10 aislamientos analizados) (ver tabla Anexa 2) y un total de 1255
sitios analizados, en cada secuencia. Se determind mediante el uso del software
jModelTest que el mejor modelo de sustitucion posible (de un total de 56) es el
GTR+I+G (p-inv=0.2690; gama shape=0.4930). En el arbol final obtenido (Figura 5.6)
se observa una correspondencia con los resultados previos tanto de identidad

nucleotidica como de andlisis de patrones RFLP putativos.

Queda en evidencia la diversidad de fitoplasmas hallados puesto que desde el punto de
vista de sus relaciones filogenéticas estos ocupan clados diversos dentro de los distintos
subgrupos de fitoplasmas. Respecto a los aislamientos relacionados al grupo 16SrXIIlI,
estos fueron agrupados dentro del mismo pero asociados de manera diferencial. Los
aislamientos EL-Tc12, EL-Tc32 y EI-Tc40, fueron agrupados dentro de un mismo clado
conjuntamente con fitoplasmas del subgrupo 16SrXIII-A (Figura 5.7). Estos resultados
se condicen con lo hallado tanto en los valores de identidad nucleotidica como en los
analsis de los patrones RFLP, para los aislamientos EL-Tc12 y EL-Tc32 (ambos del
subgrupo 16SrXIII-A). A su vez, el aislamiento EL-Tc40, el cual habia mostrado un
valor de F=0.95 respecto del subgrupo 16SrXIII-A, fue también agrupado
conjuntamente en este mismo clado. Lo que estaria indicando que dicho aislamiento

podria ser considerado como parte del subgrupo 16SrXI1I-A.
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Figura 5.6: Arbol filogenético construido a partir de la secuencia parcial (1.2kb) del gen 16S rDNA mediante el
método de Maximum-Likelihood. Se empled la secuencia de los 35 “Ca. Phytoplama sp” descritos hasta el
momento, 17 fitoplasmas del grupo 16SrXIIl, 18 de fitoplasmas del grupo 16Srlll, 10 del grupo 16SrVII y
Acholeplasma palmae como extragrupo. Cada nodo presenta el valor de bootstrap (1000 réplicas). EI nimero de
acceso al GenBank de cada secuencia se describe en el Anexo (Tabla 2). En negrita las secuencias descritas en esta
tesis.
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Por su parte los aislamientos EL-Tcl, EL-Tc7, EL-BV1 y EL-BV2 fueron asociados
conjuntamente con la secuencia de los fitoplasmas SFP-Br2/SFP-Br3, aunque formando
un clado separado (Figura 5.7). Estos resultados indican que los aislamientos EL-Tc1,
El-Tc7, EL-BV1 y EL-BV2 asi com tambien los aislamientos SFP-Br2/SFP-Br3,
conforman un nuevo subgrupo (16SrXIlI-F) sustentado no solo por la diferencia en los
patrones RFLP, sino también por sus relaciones filogenéticas con el resto de los

miembros del grupo 16SrXIII.
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Figura 5.7: Detalle del arbol filogenético completo en donde se muestra con mayor detalle
los agrupamientos generados en las secuencias de fitoplasmas asociados al grupo 16SrXIII.
Las ramas con una resolucion menor al 50% de bootstrap fueron colapsadas. En negrita las
secuencias descritas en esta tesis.

Los aislamientos relacionados con fitoplasmas 16Srlll, fueron agrupados dentro del
mismo clado (Figura 5.8). Por su parte, aislamientos EL-Tc2 y EL-Tc4 fueron
vinculados mas estrechamente con fitoplasmas del subgrupo 16Srlll-J. Para el caso del
aislamiento EL-Tc4, esto resulta congruente con los resultados obtenidos a partir del
analisis de los patrones RFLP, puesto que este ultimo lo asigna como una variante del
subgrupo 16Srlll-J. Por otro lado, el aislamiento EL-Tc2, el cual no pertenece al
subgrupo 16Srlll-J por sus patrones RFLP (F=0.95), mostro una clara afiliacion a los

miembros de dicho subgrupo (Figura 5.8).
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Por su parte, los aislamientos EL-Tc53 y EL-Tc75 se agruparon en un clado
particular conjuntamente con los fitoplasmas ConWB-A, ConWB-B (ambos del
subgrupo 16Srll1-X) y HetLL (subgrupo 16SrllI1-W), aunque mas cercanos a este Ultimo
(Figura 5.8). Este resultado no coincide con el analisis de los patrones RFLP, ya que por
esa técnica los aislamientos EL-Tc53 y EL-Tc75 mostrarian estar asociados al subgrupo
16Srlll-X.
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HetLL 16SdI-W
] #1e —': EL-Tc75 165X
ConWB-B 16Srlll-X
{ ConWB-A 165rlll-X
CFSDY29 165rIl-L

Pass\WB-Brd 163rlll-V
CatLL 165rlI-B

s [——— EBO1-Br01 165l
L CaesLL 165MI-B

_ s —— CHTD 1658
= L TomLL 16SMIB

ChWBIIl 16Srlll-J

s —— ELTe2 165rl11)
L SunPhy3 165l

ES = — BellVir 165l
CucVir 165rll1-J

—2“: EL-Tcd 165r1l-J

SunPhy6 165lll-J

—— GDIIl 16SlI-J
wl TomRed 165l

41

Figura 5.8: Detalle del arbol filogenético completo en donde se muestra con mayor detalle los
agrupamientos generados en las secuencias de fitoplasmas asociados al grupo 16Srlll. Las
ramas con una resolucion menor al 50% de bootstrap fueron colapsadas. En negrita las
secuencias descritas en esta tesis.

Por dltimo, el aislamiento EL-BV3 se agrupd con los fitoplasmas del grupo
16SrVII. Dentro de este, formo un clado con los fitoplasmas ASP, ArAWB y CrSP,
todos pertenecientes al subgrupo 16SrVI11-C soportado por un valor de bootstrap de 992
(Figura 5.9). En este caso cada uno de los clados generados en el analisis filogenético
permite diferenciar cada uno de los subgrupos dentro del grupo 16SrVII.Estos
resultados se corresponden con los datos aportados por el analsis de la identidad
nucleotidica y los analsis de RFLP in silico, en los que el aislamiento EL-BV3 se

relacionaba mas estrechamente con los miembros del subgrupo 16SrVII-C.
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Cr3P-Br01 165rVI-C
ArAWEB 165VII-C

= EL-BV3 16SrVII-C
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Figura 5.9: Detalle del arbol filogenético completo en donde se muestra con mayor detalle los
agrupamientos generados en las secuencias de fitoplasmas asociados al grupo 16Srlll. Las ramas con
una resolucién menor al 50% de bootstrap fueron colapsadas. En negrita las secuencias descritas en
esta tesis.

4. Discusion

En el presente capitulo se logrd caracterizar molecularmente e inferir las relaciones
filogenéticas de fitoplasmas asociados a la enfermedad de enrojecimiento letal de la
frutilla en lotes productivos de localidades de Tucuman y Corrientes en Argentina. Dada
la imposibilidad de cultivar fitoplasmas in vitro, el empleo de marcadores moleculares
ha sido una de las herramientas mas utilizadas para su estudio (Kirkpatrick y Smart,
1995). El gen de la subunidad ribosomal 16S rDNA sigue siendo el marcador mas
poderoso para la resolucion taxondmica de los organismos procariotas y la filogenia
derivada del analisis de dicho gen sigue constituyendo la columna vertebral de la
sistematica en esta clase de organismos (Ludwig y Klenk, 2010). Basados en el analisis
de los patrones RFLP del gen 16S rDNA generado a partir de 17 enzimas de restriccion,
Lee y col. (1998a) construyeron un sistema de clasificacion general para fitoplasmas.
Més de 30 grupos 16Sr basados sobre la base de los patrones RFLP reales o in silico
(Zhao et al., 2009a) han sido descriptos. Basandonos en estos criterios, los fitoplasmas
analizados en este capitulo han podido asociarse con 3 grupos 16Sr distintos: i) grupo
16SrXIIl (aislamientos EI-Tcl, EL-7, EL-Tcl12, EI-Tc32, EL-Tc40, EI-BV1 y EL-
BV?2); ii) grupo 16Srlll (aislamientos EL-Tc2, EL-Tc4, EL-Tc153 y EI-Tc75) vy iii)
grupo 16SrVII (aislamiento EL-BV3).
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Si se tiene en cuenta el valor del coeficiente de similitud RFLP (F), el aislamiento
EL-BV3 (Bella Vista, Corrientes) debiera ser considerado como un nuevo subgrupo
dentro del grupo 16SrVII, puesto que difiere en el patron de la enzima Hinfl (F=0.95)
respecto del patron para el subgrupo 16SrVII-C. Sin embargo, tanto por similitud
nucleotidica como por agrupamiento filogenético, este aislamiento debiera ser
considerado dentro del subgrupo 16SrVI1I-C.En Argentina se ha reportado la presencia
de dos fitoplasmas asociados a este subgrupo, el Argentinenan alfalfa aitches’broom
ArAWB (Conci et al., 2005) el cual ocasiona sintomas de escoba de bruja, proliferacion
de brotes, disminucion del tamafio de hojas, clorosis, achaparramiento generalizado y
aborto de flores en alfalfa y el fitoplasma Argentinean Strawberry Phyllody ASP
(Fernandez et al., 2013b) que ocasiona filodia en plantas de frutilla. En Brasil se ha
confirmado también la presencia de un fitoplasma del subgrupo 16SrV1I-C asociado al
sintoma de proliferacion de brotes en la especie Crotalaria juncea (Flores et al., 2013).
El grupo 16SrVII (ash yellows) ha sido descrito solo en el continente americano y
filogenéticamente esta diferenciado en 3 clados que se corresponden con los subgrupos
16SrVII-A, VII-B y VII-C. El subgrupo VII-A se lo ha registrado siempre asociado con
plantas lefiosas tanto en Ameérica del norte (Griffiths et al., 1999) como en América del
Sur (Filgueira et al., 2004; Fiore et al., 2007). Por su parte los subgrupos VII-B y VII-C
solo han sido reportados afectando especies herbaceas y con un rango de distribucion
restringido al cono sur americano (Barros et al., 2002; Conci et al., 2005; Meneguzzi et
al., 2008; Fernandez et al., 2013b; Montano et al., 2011 ;Flores et al., 2013). Es por todo
esto que consideramos que el aislamiento EL-BV3: debe ser considerado como una
variable del subgrupo 16SrVII-C, ya que no solo fue estrechamente relacionado con
dicho subgrupo, sino que ademéas comparte un rango de distribucion con el resto de
fitoplasmas del mismo. La asignacion de un fitoplasma a un subgrupo dado, aun con
valores de F menores a 0.97 (por debajo de la linea de corte para subgrupo), ya ha sido
reportada previamente por Galdeano y col. (2013). En dicho trabajo, se asigno al
subgrupo 16SrllI-J al fitoplasma Cucurbita virescence (F=0.97 respecto a la cepa patrén
del subgrupo 16Srlll-J) sustentado dicha asignacion en las relaciones filogenéticas tanto
del gen 16S como de los genes rpLV-rpsC (galdeano et al., 2013). Si bien la presencia
de fitoplasmas del grupo 16SrVII-C ya han sido reportados en frutilla (Fernandez et al.,

2013b) la sintomatologia descrita en cada caso no ha sido la misma, ya que para el
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fitoplasma ASP el sintoma mas caracteristico fue la presencia de filodia, mientras que
para el aislamiento caracterizado en el presente capitulo fue de enrojecimiento letal. El
fitoplasma ASP solo fue registrado en el cv. Camino Real mientras que el aislamiento
EL-BV3 fue registrado en cv. Camarosa. Estos resultados podrian sugerir una respuesta
diferencial a la presencia de un mismo patdgeno en funcién del genotipo que sirve de
hospedante.Diferencias entre distintos cultivares de Vitis vinifera en términos de
intensidad y frecuencia de sintomas, ha sido reportado cuando se han enfrentado estos a

la infeccidn por un mismo fitoplasmaa (Jaraush et al., 2013).

Los aislamientos EL-Tc2, EL-Tc4, EL-Tc53 y EL-Tc75, mostraron pertenecer al
grupo 16Srlll (X-disease) ya sea por la indetidad nucleotidica, los patrones RFLP y la
filogenia. Los aislamientos EL-Tc2 y EL-Tc4 presentaron una relacion més cercana a
los fitoplasmas del subgrupo 16Srlll-J (F=0.95 para EL-Tc2, F=0.98 para EL-Tc4,
respecto de la secuencia referencia) y el analisis filogenético agrupé a estos dos
aislamientos, dentro del mismo clado, con fitoplasmas del subgrupo 16Srlll-J descritos
para nuestra region. Por su parte por patrones de RFLP los aislamientos EI-Tc53 y EL-
Tc75 presentaron una relacion mas estrecha con los fitoplasmas del subgrupo 16Sril1-X
(F=0.97). Sin embargo segun la filogenia estos aislamientos fueron mas asociados al
fitoplasma HetLL (subgrupo 16Srlll-W) que a los fitoplasmas ConWB-A/ConWB-B
(subgrupo 16Srll1-X), aunque todos forman un clado particular separado del resto de los
fitoplasmas del grupo X-disease. Se conoce que el grupo 16Srlll o X-disease es uno de
los mas numerosos no solo por la cantidad de aislamientos y subgrupos, sino por el
amplio rango de hospedantes que presenta y la frecuencia de aparicion. Hasta la fecha
se han descrito 23 subgrupos dentro del grupo 16Srlll (Zhao et al., 2009a; Mello et al.,
2011; Galdeano et al., 2013) dentro de los cuales los subgrupos 111-B, I11-J, 111-X y 11I-
W han sido registrados en el continente Sudamericano y los Gltimos tres de manera
exclusiva en esta region. En Argentina se han descrito diversas especies de hospedantes
vegetales para fitoplasmas del subgrupo 16SrllI-B, entre ellos paraiso (Galdeano et al.,
2004), tomate, lagafia de perro Caesalpinia gilliesii, vinca (Galdeano et al., 2013) o
duraznero (Fernandez et al., 2013a), sin embargo ninguno de los aislamientos
caracterizados en este capitulo pertenecen a este subgrupo. Por su parte, fitoplasmas del

subgrupo 16Srlll-J han sido descritos afectando ajo (Galdeano et al., 2004), tomate,
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coqueta (Bellis perenis), zapallito (Galdeano et al., 2013), remolacha azucarera y girasol
(Guzman et al., 2014). Dos nuevos subgrupos, 16Srlll-X y 16Srlll-W, han sido
reportados afectando Conyza bonariensis y Heterothalamus alienus, respectivamente
(Galdenao et al., 2013). Los aislamientos descritos en esta tesis y asociados al grupo
16Srlll, estan cercanamente relacionados con los subgrupos 16Srlll-J, 16Srlll-X vy
16Srl11-W, lo que sugiere que la infeccidn podria darse de manera local mediada por la
accion de insectos vectores, con poca eficiencia juzgando el bajo porcentaje de plantas

que aparecen infectadas con fitoplasmas de este grupo (para mas detalle ver Capitulo

).

Estudios recientes han reportado la presencia de potenciales insectos vectores
especificos del grupo 16Srlll en Brasil los cuales podrian estar involucrados en la
transmision del fitoplasmas de dicho grupo al cultivo de brdcoli (Eckstein et al., 2014).
Por su parte en Argentina, se han identificado las especies de Cicadellidos Agalliana
ensigera y Paratanus exitiosus como potenciales vectores del fitoplasma Garlic decline
phytoplasma, perteneciente al subgrupo 16Srlll-J, agente causal de la enfermedad de
“tristeza del ajo” (Catalano, 2011).

Por su parte EI-Tcl, EL-Tc7, EI-Tc12, EI-Tc32, EL-Tc40, EI-BV1 y EL-BV2, han
sido incluidos como miembros del grupo 16SrXIlI, pero en distintos subgrupos. Los
aislamientos EI-Tcl12, EI-Tc32 y EL-Tc40 presentaron valores de identidad en los
patrones RFLP (F) de 1, 0.98 y 0.95 respectivamente, respecto a la secuencia del
fitoplasma MPV (cepa patron subgrupo 16SrXIII-A). Segin estos valores los
aislamientos EL-Tc12 y EL-Tc32 serian miembros del subgrupo 16SrXII1-A, mientras
que el aislamiento EI-Tc40 podria pertenecer a un nuevo subgrupo ain no descrito, pero
relacionado al subgrupo 16SrXIII-A. Sin embargo, el arbol filogenético incluyé las
secuencias de estos aislamientos conjuntamente con la del fitoplasma MPV, y otros
fitoplasmas relacionados a este ultimo, por lo que seria conveniente analizar otras
regiones genomicas para obtener una clasificacion mas certera del aislamiento EL-Tc40.
Se ha reportado la utilizacion de marcadaores genéticos adicionales tales como los
genes de las proteinas ribosomales (rpLV-rpsC), el gen secY, gen tuf, gen groEL (Lee et
al., 1994, 2004a,b, 2006b, 2010; Martini et al., 2002, 2007; Schneider et al., 1997;
Mitrovic et al., 2011; Smart et al., 1996) y la region espaciadora 16S-23S para lograr
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una diferenciacion mas fina cuando el analisis particular del gen 16S no basta. El
fitoplasma MPV (cepa referencia subgrupo 16SrXIII-A) fue citado por primera vez
afectando plantas de vinca en Meéxico (Gundersen et al., 1994) y posteriormente
afectando plantas de tomate en la peninsula de baja California, México (Holguin-Pefia
et al., 2007). Si bien no existen publicaciones, en el banco de datos del NCBI se han
depositado secuencias asociadas al fitoplasma Mexican potato purple top (16SrXIII-A)
en tres hospedantes experimentales, tomate (Solanum lycopersicum) (JN087519),
pimiento (Capsicum annuum) (JQ745314) y papa (Solanum tuberosum) (JN087521), los
cuales han sido infectados empleando como vector al insecto Bactericera cockerelli
(Sulc) (Hemiptera: Psyllidae). Estudios previos han demostrado que dicho insecto es
vector del "Candidatus Liberibacter psyllaurous” (Hansen et al., 2008) y que
posiblemente esté vinculado también con la transmision de fitoplasmas en papa en la
region Sureste de Estados Unidos y México (Muyanzena et al., 2007). Los tres
aislamientos de fitoplasmas asociados al subgrupo 16SrXI1I1-A descritos en esta tesis se
han registrado en el cv. Camarosa, el cual es importado como plantin desde la region de
California (Estados Unidos) para luego ser multiplicado vegetativamente en viveros de
Argentina. Dadas estas consideraciones, sumadas al hecho de que no existe registro de
fitoplasmas del subgrupo 16SrXII1-A presentes ni en Argentina ni en Sudamérica, seria
factible entonces especular que dichos fitoplasmas hayan sido importados en las plantas
madre, las cuales luego de reproducirse agdmicamente en viveros de nuestro pais, son
trasladadas a campo y alli se evidencia la presencia de los sintomas mencionados.Esta
situacion pone de manifiesto la necesidad de mejorar las medidas para la deteccion de

esta clase de patdgenos en plantas madres provenientes de viveros del exterior.

El andlisis de los patrones RFLP, tanto in silico como en laboratorio, de los
aislamientos EL-Tcl, EL-Tc7, EL-BV1 y EL-BV2 demostr6 que pertenecen al grupo
16SrXIll, pero formando un subgrupo particular. Los estudios llevados a cabo para
inferir las relaciones filogenéticas respecto de otros fitoplasmas del mismo grupo,
demostraron que ellos conforman un clado separado del resto, conjuntamente con la
secuencia de dos aislamientos del fitoplasma Strawberry Fruit Phylllody (SFP) descrito
en Brasil, en el mismo cultivo. El analisis de los patrones de RFLP in silico demostro la

presencia de patrones diferenciales en 4 enzimas (Alul, Kpnl, Haelll y Rsal) que
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claramente diferencian a estos aislamientos del resto de los subgrupos. Hasta la fecha se
han descrito 5 subgrupos dentro del grupo 16SrXIIl, 16SrXIII-A (Lee et al., 1998a,
2000); 16SrXII-B (Jomantiene et al., 1998), 16SrXIII-C (Harrison et al., 2003),
16SrXI1I-D (Santos-Cervantes et al., 2010) y 16SrXIII-E (Melo et al., 2013). Se
propone, para el patdgeno descrito en este trabajo, la designacion de un nuevo subgrupo,
16SrXIlI-F y asignarle el nombre de Strawberry red leaf (StrawRL), comprendido por
los aislamientos StrawRL-Tcl (KJ921641) (como cepa de referencia), StrawRL-Tc7
(KJ921642), StrawRL-BV1 (KJ921643) y StrawRL-BV2 (KJ921644) (Fernandez et al.,
2015).

En sudamerica, se descrito enfermedades asociadas a la presencia de multiples
fitoplasmas, entre las que se pueden mencionar el declinamiento-amarillamiento del
paraiso (Harrison et al., 2003; Galdeano et al., 2004; Arneodo et al., 2004, 2007), el
enanismo del brocoli (Eckstein et al., 2014), la proliferacion de la santa rita
(Bougainvillea sp.) (Silva et al., 2014), o la enfermedad del calix gigante en berenjena
(Mello et al.,, 2011). La diversidad de fitoplasmas asociados a la enfermedad de
enrojecimiento letal de la frutilla es, aunque en menor escala, un reflejo de la diversidad
de fitoplasmas hallados en toda Sudameérica, aportando al concepto de que una ecologia
unica y el aislamiento geografico son las que han generado condiciones propicias para
una divergencia evolutiva de los fitoplasmas presentes en esta region respecto de
aquellos presentes en otras regiones (Montano et al., 2001, 2002), favorecida por el tipo
de multiplicacion agamica de esta especie y el movimiento continuo de material vegetal

desde diferentes origenes.

El estudio de la diversidad de fitoplasmas que afectan al cultivo de la frutilla en
Argentina resulta de fundamental importancia ya que ademas de permitir completar el
mapa de distribucién y diversidad de estos patdgenos en el cono sur americano, aporta
informacion y datos que permitiran elaborar y generar herramientas para mas y mejores

estrategias de manejo de la enfermedad
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Capitulo VI

Caracterizacion molecular de aislamientos del fitoplasma
China tree yellows (16SrXI11-C) presentes en la Argentina
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1. Introduccidn

El &rbol de paraiso (Melia azedarach) es una especie que sirve de hospedante natural
de distintas especies de fitoplasmas alrededor del mundo. Se ha registrado la presencia
de fitoplasmas asociados al “Ca. Phytoplasma asteris” (16SrI-B) en China (Qui et al.,
1998), Vietnam (Harrison et al., 2006) y Corea (Han et al., 2014). En Argentina el
primer reporte de un organismo similar a fitoplasmas asociado a la enfermedad de
declinamiento del paraiso fue realizado por Vazquez y col. (1983). Mé&s adelante se
confirmo la presencia de un fitoplasma mediante PCR y serologia, relacionadndolo con el
grupo X-disease (Gomez et al., 1996). La primera caracterizacion molecular del
fitoplasmas asociado al declinamiento del paraiso fue realizada por Galdeano y col.
(2004), en la que basados en el perfil PCR-RFLP y la secuencia del gen 16Sr DNA,
determinan que el fitoplasma asociado (China tree decline, ChTDIII) pertenece al
grupo/subgrupo 16Srlll-B. Esta determinacion posteriormente se confirma con la
caracterizacion molecular de los genes rpLV-rpsC (Galdeano et al., 2013). Fitoplasmas
del mismo subgrupo han sido registrados también afectando arboles de paraiso en Brasil
(Duarte et al., 2009). Fitoplasmas del grupo 16SrXIII-C afectando el arbol de paraiso
fueron por primera vez reportados en distintas localidades de Bolivia (Harrison et al.,
2003) y posteriormente en Paraguay (Arneodo et al., 2005) y luego en Argentina
(Arneodo et al., 2007). El fitoplasma descrito en Argentina, denominado China tree
yellows, ha sido pobremente caracterizado desde el punto de vista molecular ya que los
unicos datos con los que se cuenta corresponden al gen 16S rDNA. Para tener una
vision mas acabada es recomendable realizar estudios en otras regiones gendémicas
menos conservadas que sirvan de apoyo a la clasificacion y filogenia generada a partir
del operon rDNA. Los genes rpLv-rpsC (proteinas ribosomales) han sido empleados
conjuntamente con el gen 16S rDNA en PCR-RFLP para complementar la clasificacion
basada en el perfil de restriccion del gen 16S (Lee et al., 1998a). Los analisis
filogenéticos llevados a cabo con los genes rplV-rpsC han permitido elaborar arboles
congruentes con los construidos a partir del gen 16S rDNA, incluso han permitido
diferenciar mas cantidad de subclados dentro de un mismo grupo que con el uso del gen
16S rDNA (Martini et al., 2007). Otro gen ampliamente utilizado es el que codifica la
proteina secA, cuyas caracteristicas se detallan en el Capitulo IV. Los analisis

filogenéticos llevados a cabo con la secuencia parcial de dicho gen avalan los resultados
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obtenidos con otros genes a la vez que han mejorado la resolucion de grupos y
subgrupos (Hodgetts et al., 2008). Contar con esta clase de informacion resulta de vital
importancia, y mas aun teniendo en cuenta que cada vez son mas los trabajos que
emplean otras secuencias ademas del gen 16S rDNA, para lograr una clasificacion méas
acertada. A su vez, el empleo de otras secuencias ademas de la del gen 16S rDNA, es
una herramienta cada vez mas utilizada a la hora de describir nuevas especies de
fitoplasmas o “Candidatus Phytoplasmas especies”, ya que define con mayor precision
las caracteristicas de la nueva entidad. Teniendo en cuenta que el subgrupo 16SrXIlI-C
cumple “a priori” con las condiciones de ser considerada como una nueva especie
(“Candidatus Phytoplasma sp”) de fitoplasma, el estudio de distintas regiones
gendmicas en distintos aislamientos del fitoplasma China tree yellows constituyen una

oportunidad inmejorable para concretar una propuesta de una nueva especie.

Por otro lado, no se tiene informacion acerca de cuales podrian ser los insectos
vectores del fitoplasma ChTYXIIl ni de las proteinas que a nivel molecular
interaccionan con dichos insectos. Una aproximacion al conocimiento de dichos
mecanismos, es el estudio de regiones gendémicas del patdgeno que putativamente
estarian involucradas en la interaccidn del fitoplasma con el vector. Al igual que otros
Mollicutes como los mycoplasmas, los fitoplasmas carecen de pared celular, razén por
la cual sus proteinas de membrana estan en contacto directo con el citoplasma de las
células hospedantes y es por ello que podrian tener un rol importante en la interaccién
entre la bacteria y el hospedante (Kakizawa et al., 2006 a, b). Del total de las proteinas
de membrana de fitoplasmas, las proteinas inmunodominantes de membrana
(immunodominant membrane proteins; IDP’s), constituyen la porcion mas importante
del total de proteinas de membrana en la mayoria de los fitoplasmas (Shen y Lin, 1993).
Estas IDPs han sido clasificadas en tres grupos: i) immunodominant membrane protein
(Imp), ii) immunodominant membrane protein A (IdpA) vy iii) antigenic membrane
protein (Amp), siendo estas no ortologas entre si (Barbara et al., 2002, Kakizawa et al.,
2006a, b). Estudios previos han demostrados que las IDPs son altamente variables
dentro de un mismo tipo, sugiriendo que estas proteinas estdn sometidas a una alta
presién de seleccion (Barbara et al., 2002; Kakizawa et al., 2004; Morton et al., 2003).

Los trabajos de Kakizawa y col (2006b) sugieren que la presion de seleccion fue mas
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fuerte sobre los genes amp que sobre los imp en el grupo de los AY al menos. Ello
condice con el hecho de que los genes amp son notablemente més variables (Kakizawa
et al., 2009). La acumulacion de proteina Amp en los tejidos infectados es muy superior
a Imp, lo que apoya su rol como proteina inmunodominante, sin embargo, el hecho de
que la proteina Imp haya sido detectada en numerosos grupos de fitoplasmas sostiene la
idea de que esta podria ser la proteina ancestral y luego las demas (Amp e IdpA) fueron
incrementandose en los diferentes grupos (Kakizawa et al 2009). En contraste, la
proteina IdpA (IDP del fitoplasmas Western X), no ha sido registrada en el genoma de
otros fitoplasmas (Oshima et al., 2004; Bai et al., 2006; Kuber et al., 2008; Tran-
Nuguyen et al., 2008; Mitrovic et al., 2014; Kakizawa et al., 2014; Chen et al., 2014).
Tampoco ha podido ser registrada la presencia de la proteina amp en el genoma
secuenciado del fitoplasma “Ca. Phytoplasma mali” (Kube etal., 2008). Estas
observaciones implicarian que un fitoplasma antecesor posiblemente haya tenido la
proteina imp, y subsecuentemente los fitoplasmas que evolucionaron a partire de este en
los distintos grupos 16Sr hayan aumentado la expresion de las IDPs amp o IdpA
dependiendo del caso (Kakizawa et al., 2009). Los genes ortélogos son aquellos que han
surgido como producto de la especiacion, y que como consecuencia pueden encontrarse
en diferentes especies, muy similares y generalmente cumplen la misma funcion, debido
a que se han originado en un ancestro comun (Fitch, 1970). Los tres tipos de IDP en
fitoplasmas no son ort6logas, puesto que tienen una baja identidad, estan ubicadas en
diferentes regiones del genoma y cumplen funciones distintas.

La proteina Amp es sometida a una presion de seleccion positiva, es decir que los
cambios a las que se ve sujeta representan una ventaja sobre la aptitud biologica del
organismo. La mayoria de las sustituciones en la proteina Amp se registraron en la
region central hidrofilica, sugiriendo que las sustituciones en esa porcion de dicha
proteina le ofrece al fitoplasma una ventaja jugando un rol importante en la interaccion

con su hospedante (Kakizawa et al., 20063, b).

Otros estudios han demostrado que la proteina Amp del fitoplasma OY-M, forma un
complejo con la red de microfilamentos del tracto intestinal en insectos vectores de

dicho fitoplasma. Esta formacion del complejo se da exclusivamente entre el fitoplasma
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OY-M vy los insectos que son vectores de este patdgeno, de modo que es determinante
en la transmisibilidad del patdgeno, es decir que la interaccion Amp-microfilamentos se
da de manera especifica con las proteinas de los insectos vectores (Susuki et al., 2006).
También se ha demostrado que la proteina Amp interacciona con las subunidades a y 3
de la ATP sintetasa, y que esta interaccion también se correlacionada con la
transmisibilidad del fitoplasma (Galetto et al., 2011).

Por su parte, se ha demostrado que la proteina imp del fitoplasma “Ca. Phytoplasma
mali” interacciona fisicamente con las actinas de plantas tanto in vivo como in vitro, y
se hipotetiza con que esta union estaria relacionada con mecanismos de movilidad
dentro de la célula por parte del fitoplasma (Boonrod et al., 2012). Se ha demostrado,
aungue de manera preliminar, una interaccion in vitro entre el dominio extracelular de la
imp del fitoplasma Lime witches’ broom y la proteina ATP sintetasa de algunos de sus

insectos vectores (Siampour et al., 2011).

Queda entonces en evidencia la importancia que tienen las proteinas IDPs en lo que a
interaccion fitoplasma-hospedante se refiere y fue por ello que se considero relevante la
caracterizacion de genes involucrados en los mecanismos de interaccion del fitoplasma
ChTYXIII, para dar inicio a estudios que apunten a la identificacion precisa de insectos
vectores y el conocimiento de los mecanismos mediante los cuales interactlian con estos
ultimos. A su vez el estudio de regiones gendémicas conservadas, permitiran evaluar de
manera mas precisa la clasificacion de dicho patégeno y de qué manera se relaciona

desde el punto de vista filogenético con fitoplasmas de la region.

En funcidn a lo anteriormente expuesto se proponen los siguientes objetivos especificos:

Objetivo especifico 4: Determinar la variabilidad intra e interespecifica en regiones
gendémicas conservadas de distintos aislamientos geograficos de los fitoplasmas
Strawberry Red Leaf y China tree yellows, y realizar estudios filogenéticos utilizando

las mismas.

Objetivo especifico 5: Determinar el tipo, secuencia y estructura de la/las proteinas
inmunodominantes de membrana presentes en el fitoplasma China tree yellows,

establecer estudios comparativos con las de otros fitoplasmas, y determinar la
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variabilidad existente tanto en los dominios transmembrana como en los dominios

extracelulares de las mismas.
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2. Materiales y métodos

A diferencia de la caracterizacién molecular llevada a cabo en fitoplasmas asociados
al enrojecimiento letal en frutilla, para el fitoplasma China tree yellows (ChTYXIII,
16SrXI111-C), asociado al declinamiento en paraiso, se analizaron 3 regiones gendmicas
conservadas, a saber: i) segmento parcial del gen 16Sr DNA (1.2kb) ii) genes rpLV-
rpsC(1.3kb) vy iii) regién parcial del gen secA (0.6kb), las cuales seran empleadas para
su clasificacion y evaluacion de relaciones filogenéticas. Por otra parte se caracterizo el
gen amp, de naturaleza poco conservada, cuya proteina se ha relacionado con

mecanismos de interaccion patdgeno-vector.

2.1 Obtencion de aislamientos

Tal como fuera descrito en el Capitulo I, se realizaron muestreos para la recoleccion
de material de paraiso con sintomatologia de declinamiento, en diferentes regiones de
Argentina donde el paraiso este presente como ornamental, forestal o como especie
endémica. Tanto la deteccion por PCR, como la identificacion mediante PCR-RFLP, de
aislamientos del fitoplasma ChTYXIIl se describen en Capitulo Il. Para la
caracterizacion molecular fueron seleccionados 5 aislamientos del fitoplasma ChTYXIII
recolectados en distintas regiones geogréaficas: aislamiento ChTYXIII-Mo3
(Montecarlo, Misiones), ChTYXIII-Ce3 (Cerro Azul, Misiones), ChTYXIII-RS3
(Presidencia Roque Séaenz Pefia, Chaco), ChTYXIII-1t27 (Itati, Corrientes) y
ChTYXIII-Ya4 (Yapeyu, Corrientes). Porciones de peciolo y hojas sintomaticas de cada
uno de los aislamientos, asi como el ADN total extraido mediante el método de CTAB
(Doyle y Doyle, 1990), se mantuvieron en freezer a -80°C como material de reserva o

hasta su uso.
2.2 Clonado y secuenciacion de los genes 16Sr DNA, genes rpLV-rpsC y secA

2.2.1 Amplificacion mediante PCR

Para las reacciones de PCR se emple6 como ADN molde el ADN total extraido de
los 5 aislamientos del fitoplasma ChTYXIII, y ADN total de paraiso sano como control

negativo. Para los distintos genes se emplearon las siguientes condiciones:
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Gen 16Sr DNA: Para la amplificacion del segmento parcial del gen16S rDNA
(1.2kb) se empled el juego de primers R16F2/R16R2 (Lee et al., 1993) siguiendo las

condiciones propuestas en el Capitulo Il1.

Genes rpLV-rpsC: Para la amplificacion de los genes rpLV-rpsC (1.3kb) se empled
el juego de primers rpF1l/rpR1 (Lim y Sears, 1992) siguiendo las condiciones

propuestas por los autores (ver Anexo, condiciones de PCR).

Gen secA: Para el gen secA, se tom6 como referencia la secuencia parcial de 840pb
del gen secA del fitoplasma ChTYXIII (aislamiento Montecarlo) (Capitulo 1V) y se
disefid un juego de primers especifico secA-ChTYFwl (5°-
GCTTTAAGCGGAAATCCCGTCCAT-3?) secA-ChTYRvl (5°-
AACCCCTTCCTTAGCTTCTAAGGC-3’) empleando el software Amplifix v 1.7.0

(http://crn2m.univ-mrs.fr/pub/amplifx-dist) (ver Anexo, condiciones de PCR).

Por otro lado, para comprobar la especificidad del juego de primers secA-
ChTYFwl/secA-ChTYRv1 se realizaron PCR con las condiciones descritas
anteriormente usando como molde ADN total de 103 muestras de fitoplasmas de
distintos grupos/subgrupos 16Sr (16SrXII-C, 16SrXIII-F, 16Srlll-B, 16Srlll-J,
16SrVII-C, 16SrI-B).

2.2.2 Ligacion y transformacion

El producto amplificado de cada uno de los tres genes para los 5 aislamientos
analizados fue purificado mediante columnas S-400 HR (GE, UK) de acuerdo a las
condiciones sugeridas por la empresa. Los productos purificados se ligaron al vector
pGEM T-Easy system (Promega, USA) tal como se describe en el Capitulo V. Para la
transformacion se emplearon 50ul de células competentes de E. coli DHS5a y 5-7pl del
producto de ligacion. La transformacion se llevo a cabo mediante shock térmico a 42°C
siguiendo protocolos previamente establecidos (Sambrook et al., 1989). La recuperacion
de las bacterias se realiz6 en media LB liquido (500ul) durante 45 minutos a 37°C y

agitacion continua (150rpm).
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2.2.3 Seleccién de clones transformantes

La seleccion de clones transformantes se llevo a cabos mediantes PCR de colonia
empleando primers universales que hibridan por fuera del sitio de clonado en el vector
T7-SP6 y por liberacion del inserto mediante restriccion segun lo descripto en el punto
2.3.2 del Capitulo V. Se purifico el ADN plasmidico de 3 clones positivos para los 5
aislamientos en los genes 16S rDNA, rpLV-rpsC y secA, y de 1 clon para las proteinas

inmunodominanes de membrana.

2.2.4 Ensamblaje de las secuencias

Las secuenciaciones se realizaron en la Unidad de Genomica dependiente del
Instituto de Biotecnologia (CICVYA-INTA, Argentina) y en Macrogen (Corea). El
ensamblaje de las secuencias se realizd empleando el software SeqMan (DNASTAR

vers. 8, Lasergene software) y se realizaron ajustes manuales cuando fue necesario.
2.3 Andlisis de las secuencias

2.3.1 Calculo de la similitud nucleotidica

Para el caso de la secuencia del gen 16S rDNA, se empled el software CLUSTALW?2
(http://www.ebi.ac.uk/support/support/ClustalW2) para obtener los valores de similitud

nucleotidica. En este, la secuencia de los 5 aislamientos fue comparada con la secuencia
de todos los “Candidatus Phytoplasma sp” descritos hasta la fecha, y las secuencias de

fitoplasmas del grupo 16SrXI11 disponibles en el banco de genes (NCBI).

Para el caso de las secuencias de los genes rpLV-rpsC y secA, en primer lugar se
procedio a identificar el marco abierto de lectura para cada uno de los genes mediante el

software ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/qgorf/gorf.ntml). Una vez

determinado el mismo se calcularon los indices de similitud tanto nucleotidica como
aminoacidica. La cantidad de secuencias disponibles de los genes rpLV-rpsC y secA
para fitoplasmas es menor a la del gen 16S rDNA, de modo que solo se trabajo con las
secuencias mas relacionadas al grupo 16SrXIIl que estuvieran disponibles en el banco
de genes, con la finalidad de determinar cuan diferente es el fitoplasma China tree
yellows respecto de los “Ca. Phytoplasma especies” mas cercanos y de ese modo

determinar si cumple con las caracteristicas para ser descrito como una nueva especie.
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El célculo de los valores de similitud se realiz6é de la misma manera que para el gen 16S
rDNA.

2.3.2 Patrones RFLP in silico

Para la secuencia del gen 16S rDNA (1.2kb), se obtuvieron los patrones de
restriccion con las 17 enzimas propuestas en los sistemas de clasificacion de fitoplasmas
(Lee et al., 1998) empleando la herramienta online iPhyclassifier

(http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/cqgi-bin/resource/iphyclassifier.cgi) (Zhao et al.,

2009). Los patrones obtenidos se compararon con aquellas secuencias patron de los
subgrupos 16SrXIII-A, -B, -C, -D, -E y —F y se calcularon los coeficientes de similitud
(F) de acuerdo con lo propuesto por Nei y Li (1983).

Para el andlisis de los patrones RFLP putativos de la secuencia de los genes rpLV-
rpsC (1.3kb) se utiliz6 el software pPDRAW32 version 1.1.121 (www.acaclone.com). Se

generaron los perfiles de restriccion con las 17 enzimas empleadas para el gen 16Sr
DNA, y se compararon los patrones con los de las secuencias de los fitoplasmas MPV
(16SrXI111-A) y STRAWB1 (16SrXI11-B), que son los tnicos disponibles en banco de
datos. En este caso no fue requerido el calculo de un coeficiente de similitud de los
patrones RFLP, pero si se analizd la presencia de enzimas que generen patrones

diferenciales y que con ello permitan la distincion entre los distintos subgrupos.

En el caso del gen secA dado que el fragmento amplificado es menor al que se
emplea en el andlisis de los patrones RFLP (Hodgetts et al. 2008), los patrones
generados no podrian compararse con lo de las secuencias patron y por consiguiente no

es posible llevar a cabo este analisis.

2.3.3 Analisis filogenético

El andlisis filogenético se condujo de manera independiente para cada uno de los
genes analizados, es por ello que la cantidad de secuencias empleadas en cada caso
dependid de la disponibilidad de los mismos en los bancos de datos. Para cada gen, los
alineamientos multiples se generaron empleando CLUSTALW implementado en el
software MEGA version 6 (Tamura et al.,, 2013). Se tuvo en cuenta la porcion de

secuencia en la que estuvieran representados todos los aislamientos y de ese modo
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garantizar una total cobertura a lo largo del todo el alineamiento en cada una de las
secuencias. Una vez alineadas las secuencias, se determiné el mejor modelo de
sustitucion nucleotidica, mediante el software jModelTest 2.1.6 (Darriba et al., 2011).
Una vez calculado este y sus respectivos pardmetros, se construyeron los arboles
filogenéticos empleando el método de Maximum-Likelihood con el software disponible
online PhyML 3.0 (http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/) (Guidon et al., 2010). Para

otorgarle soporte estadistico a los clados generados se realizé un remuestreo mediante
un bootstrap no paramétrico con 1000 réplicas. Los arboles resultantes fueron editados
con el programa MEGA version 6.

2.4 Caracterizacion molecular de regiones gendmicas relacionadas con mecanismos de

interaccion: proteinas inmunodominantes de membrana (IDPs)

De los tres tipos de IDPs caracterizadas en fitoplasmas, en este capitulo se trabajé
con las proteinas imp y amp. Dado que la proteina IdpA solo ha sido detectada en
fitoplasmas del grupo 16Srlll no serd tenida en cuenta en este analisis.

2.4.1 Amplificacién de un fragmento gendmico que contiene el gen que codifica la
proteina imp, mediante PCR

En las reacciones de PCR se emplearon por un lado el juego de cebadores Rnc-1 y
PssA-1 los cuales amplifican un fragmento de 5kb que contiene los genes rnc-dnaD-
imp-pyrG-PssA (Kakizawa et al., 2009); y por otro lado se disefiaron cebadores
degenerados en base a las secuencias disponibles en banco de datos de los genes dnaD
(cebador Foward) y pyrG (cebador Reverse) de los fitoplasmas “Ca. Phytoplasma
asteris” OY-M (16Srl-B), “Ca. Phytoplasma australiense” (16SrXII-B) y Strawberry
lethal yellows (16SrXII-B). Se alinearon las secuencias completas conteniendo los
genes dnaD-imp-pyrG mediante CLUSTALW en el software MEGAG Yy se identificaron
zonas conservadas propicias para la generacion de primers, que hibriden por fuera de la
secuencia del gen imp. Los primers degenerados fueron disefiados manualmente y luego
su calidad fue controlada mediante la herramienta online Oligo Analyzer 3.1

(https://www.idtdna.com/calc/analyzer).
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Para la puesta a punto del PCR se emple6 como molde ADN total de vinca infectada
con el fitoplasma ACLL (16SrlI-S) mantenido en invernadero (como control positivo de
la existencia del gen), ADN total de paraiso infectado con el fitoplasma ChTYXIII

(aislamiento Montecarlo) y sus respectivos controles sanos.
Las distintas variables ensayadas en todas las opciones combinatorias fueron:

1. Concentraciéon de ADN molde: se probaron distintas concentraciones de ADN
molde 25, 50, 75 y 100ng/reaccion.

2. Enzima polimerasa: Se probaron distintas enzimas polimerasas con distintos grados
de procesividad: Dream® Taq polymerase (Fermentas), Hi-Fi polimerase (Kapa
Biosystems) y Kapa3G (Kapa Biosystems) (altamente procesivas) y GoTag®
(Promega) y Tag DNA polymerase (Invitrogen) (procesividad normal) en

concentraciones de 1U, 1.5U y 2U por reaccion.

3. Concentracion de MgCl,: estandares para cada enzima segun especificaciones del
fabricante y 25% aumentada. Se probé aumentando la concentracion de MgCl, para
disminuir la especificidad de las polimerasas y aumentar las chances de amplificacién
de los fragmentos deseados.

4. T° annealing: Para determinar la T° optima de annealing se realizaron PCR en
gradientes en los que se probaron 6°C por encima y por debajo de la T° de annealing

putativa.

2.4.2 Amplificacion de un fragmento gendmico que contiene la proteina amp, mediante
la técnica de PCR

Para amplificar el gen que codifica la proteina amp, en los 5 aislamientos del
fitoplasmas ChTY XIII, se procedio de manera similar que para el gen imp, probandose
primers previamente citados, y primers disefiados en base a las secuencias de bancos de
datos. De los citados por la bibliografia se probaron dos juegos de primers, el juego ES-
1/nad-2 (Kakizawa et al., 2006b) y el juego Stgro-F1/PAUnadR1 (Fabre et al., 2011),

los cuales amplifican fragmentos de 3.6kb y 2.2kb, respectivamente, conteniendo los
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genes groEL-amp-nadE. El disefio de primers degenerados se llevo a cabo en base a la
secuencia de genes flanqueantes groEL (cebador forward) y nadE (primer reverse) de
los fitoplasmas “Ca. Phytoplasma asteris” OY-M (16Srl-B), “Ca. Phytoplasma
australiense” (16SrXI1-B), Strawberry lethal yellows (16SrXII-B). Para la puesta a
punto de las reacciones de PCR se procedi6 utilizando diferentes opciones combinadas

de la misma manera que se describe en 2.4.1.

2.4.3 Clonado y secuenciacion de los fragmentos amplificados

Los productos amplificados fueron clonados en el vector pGEM T-Easy system
(Promega, USA) tal cual fuera descrito con anterioridad. Cuando los fragmentos
clonados, debido a su longitud, no pudieron ser secuenciados en una sola reaccion se
empled la estrategia de primer walking para completar la secuencia. Los fragmentos
clonados de hasta 1.5kb fueron secuenciados en la Unidad Gendmica-Instituto de
Biotecnologia (C.1.C.V.y A., INTA), mientras que los fragmentos mayores a 1.5kb
fueron secuenciados en Macrogen (Corea). El ensamblaje de las secuencias se realizo
empleando el software SeqMan (DNASTAR vers. 8, Lasergene software), cuando fue

necesario las secuencias se editaron de manera manual.

2.4.4 Andlisis de las secuencias

Una vez obtenida la secuencia consenso se procedié a la determinacion de los marcos
abiertos de lectura (ORF) y asi la secuencia de residuos correspondientes a las proteinas
imp y amp. Para esto se empled la herramienta online AMIGene (Annotation of
Microbial Genes), la cual es una aplicacién que permite la identificacion de secuencias
codificantes (CDSs) en los que emplea modelos de Markov ajustados a los datos de
entrada (es decir, el gen modelo) seguido por la busqueda de genes conocidos y un
enfoque heuristico para la busqueda de las CDSs mas probables. Una vez determinadas
las CDSs para las proteinas en estudio, su secuencia aminoacidica fue analizada
mediante BLASTp (database: nr/Algorithm: protein-protein BLAST parametros por
default) con el fin de identificar secuencias homoélogas en el banco de datos. Se analizd
la presencia de dominios conservados mediante la herramienta Conserve Domain
Database del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml). Se predijo

la secuencia del péptido sefial y el sitio de escision del mismo con el programa Signal IP
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v4.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), asi como también la presencia de los

dominios transmembrana con el programa TMHMM v2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/). Los parametros fisico-quimicos de las

proteinas putativas ~ se  analizaron con el programa  ProtParam

(http://web.expasy.org/protparam/), y su posible ubicacion subcelular con el programa
PSORTb v3.0.2 (http://www.psort.org/psortb/index.html).

Una vez identificadas las distintas regiones de las IDPs secuenciadas (péptido sefial
regiones transmembrana entre otras), se calcularon los valores de identidad nucleotidica

y aminoacidica respecto de las secuencias en otras especies emparentadas.

Por ultimo se realizo un andlisis de la presion de seleccion en las proteinas IDPs
secuenciadas. Para ello, en cada codon se estimo el niumero de sustituciones sindénimas
(s) y no sinénimas (ns). Las estimaciones se llevaron a cabo mediante la reconstruccion
del estado ancenstral que tiene en cuenta el criterio de mé&xima verosimilitud, bajo los
modelos Muse-Gaunt (Muse y Gaunt, 1994) y Felsentein (Felsentein, 1981) para las
sustituciones aminoacidicas y nucleotidicas respectivamente. El test estadistico dN-dS
(dN=nUmero de sustituciones no sinénimas por sitio, dS= numero de sustituciones
sindnimas por sitio), fue empleando para la deteccion de codones sometidos a presion
de seleccidn positiva, con sus repectivos p-values. En caso de valores positivos para el
estadistico dN-dS, indican una abundancia de sustituciones no sindnimas. El valor
normalizado dN-dS fue utilizado para comparar los sets de datos de la presenter tesis
respecto de otros set de datos para IDPS. Los valores de dS y dN fueron calculados bajo
el criterio de méaxima verosimilitud empleando el paquete HyPhy implementado en el
software MEGA 6 (Tamura et al., 2013).
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3. Resultados

Genes 16Sr DNA, rpLV-rpsC y secA
3.1 Amplificacion mediante PCR

A partir del ADN extraido de los 5 aislamientos del ChTY 16SrXIII-C se logré
amplificar bandas del tamafio esperado para los genes 16S rDNA y rpLV-prsC (1.2kb y
1.3kb, respectivamente) (Figura 6.1) y para el gen secA (0.65kb) (Figura 6.2). No se
observd la presencia de bandas espurias, ni amplificacién en ninguno de los controles

negativos empleados (ADN de planta sana, mezcla de reaccion).

gen16Sr DNA —— — genes rpLV-rpsC ——
1 2 3 4 5 M + 1 2 3 4 5

M+

Figura 6.1: Producto de amplificacion de PCR para los genes 16Sr DNA (1.2kb) y rpLV-prsC
(1.3Kkb).1-5: aislamientos del fitoplasma ChTYXIII (1: ChTYXII-1t27, 2: ChTYXIII-Ya4, 3:
ChTYXIII-RS3, 4: ChTYXIII-Mo3 y 5: ChTYXIII-Ce3). +: Control positivo y M: marcador
peso molecular ® 174-Haelll 72, 118, 194, 234, 271, 281, 310, 603, 872, 1078 y 1353pb
(NEB).

gen secA
1 2 3 4 5 P+ V+ P- V-

M
o
.-
-

r"or'-'oﬁ-q—qmm‘

Figura 6.2: Productos de PCR amplificados mediante los primers especificos
seCA-ChTYFwl/secA-ChTYRv1. M1-5: aislamientos del fitoplasma ChTYXIII
(1: ChTYXII-1t27, 2: ChTYXIII-Ya4, 3: ChTYXIHI-RS3, 4: ChTYXIII-Mo3 y
5. ChTYXIII-Ce3), P(+): paraiso infectado con el fitoplasma ChTYXIII
(invernadero), V(+): vinca infectada con el fitoplasma ChTYXIII, P(-) y V(-):
paraiso y vinca sanos. M: marcador peso molecular @ 174-Haelll 72, 118, 194,
234,271, 281, 310, 603, 872, 1078 y 1353pb (NEB).
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3.2 Prueba de especificidad del juego de primers secA-ChTYFw1/secA-ChTYRv1

El analisis llevado a cabo con los primers P1/P7 demostro la presencia de fitoplasma

en todos las muestras analizados (103/103), pero cuando se empled el juego de primers

seCA-ChTYFw1/secA-ChTYRv1 solo se observaron amplificaciones del tamafio

deseado en los aislamientos del grupo/subgrupo 16SrXI11-C (Tabla 6.1).

Tabla 6.1: Especificidad del juego de primers secA-ChTYFw1/secA-ChTYRV1 frente a aislamientos de
fitoplasmas de grupos 16Sr. N°: nimero de muestras analizadas, P1/P7(+): nimero de muestras PCR
positivas con los primers universales para la deteccion de fitoplasmas; secA (+): nimero de muestras
PCR positivas con los primers especificos de la proteina secA.

Fitoplasma Grupo 16Sr Hospedante N° P1/P7 (+)  secA(+)

China tree yellows 16SrXI1I-C Paraiso (Melia azedarach) 49 49 49
China tree decline 16Srlll-B Paraiso (Melia azedarach) 26 26 0
Garlic decline 16Srlll-J Ajo (Allium sativum) 5 5 0
ACLL 16Srl-B Vinca (Catharanthus roseus) 5 5 0
ArAWB 16SrVII-C Alfalfa (Medicago sativa) 3 3 0
Strawberry phyllody 16SrVII-C Frutilla (Fragaria x ananassa) 2 2 0
Strawberry red leaf 16SrXIlI-F Frutilla (Fragaria x ananassa) 3 3 0
Argentinean peach yellows  16Srlll-B Duraznero (Prunus pérsica) 10 10 0

Total 103 103 49

3.3 Ligacion, transformacién y seleccion de clones transformantes

Se logro clonar los fragmentos amplificados de los genes 16Sr DNA, rpLv-rpsC y

secA de los 5 aislamientos del fitoplasma ChTYXIII. Por cada aislamiento y gen se

probaron 10 colonias blancas mediante PCR colonia, de las cuales 3 fueron

seleccionadas para cada aislamiento y cada gen, el ADN plasmidico purificado y

enviado a secuenciar.
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3.4 Ensamblaje de las secuencias

Se obtuvieron secuencias consensos en cada aislamiento/gen con una cobertura
promedio de 3X por cada nucleotido. En cada una de estas secuencias se eliminaron los
fragmentos correspondientes al plasmido y se verifico la presencia de la secuencia

correspondiente a los primers.

3.5 Andlisis de las secuencias de los genes 16S rDNA, rpLV-prsC y secA
3.5.1 Andlisis de similitud
Gen 16Sr DNA

El andlisis de la similitud de las secuencias del gen 16S rDNA reveld que entre los 5
aislamientos del fitoplasma ChTYXIII los valores de identidad varian entre 99.68% y
99.92%. Respecto a la secuencia de fitoplasmas del grupo 16SrXIlIl, se encontré que los
mayores valores de similitud se dieron con los fitoplasmas (Bolivia) miembros del
subgrupo 16SrXIII-C. Con el fitoplasma Chinaberry yellows (CbY1) (cepa de
referencia del subgrupo 16SrXI11-C) (Harrison et al. 2003) se registraron valores entre
99.27% y 99.51% Yy entre 99.51% y 100%, respecto de la secuencia de los aislamientos
del fitoplasma China tree yellows (ChTYXIII) ChTYXIII-4 y ChTYXIII-72, ambos
previamente descritos en Argentina (Arneodo et al., 2007).

Para la definicion de un nuevo “Ca. Phytoplasma especie” es condicion necesaria
que el valor de similitud nucleotidica no supere el 97,5% respecto de la secuencia
descrita de todos los “Ca. Phytoplasma sp.” que se hayan descrito hasta la fecha. Se
calcularon los valores de identidad nucleotidica respecto de la secuencia del gen
16SrDNA de todos los “Ca. Phytoplasma sp” descritos hasta el momento y en ningun
caso los valores de similitud hallados superaron el 97.5% (Anexo Tabla 7). Siguiendo el

criterio para el establecimiento de un nuevo ‘Ca.Phytoplasma’

Genes rpLV-rpsC

Se logro secuenciar un fragmento de 1259pb en todos los aislamientos del fitoplasma
ChTYXIII. Los porcentajes de similitud nucleotidica entre los distintos aislamientos del
fitoplasma ChTYXIII fue del 100%. Respecto de otros fitoplasmas del grupo 16SrXIll,
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los valores de identidad fue de 95.14% con el fitoplasma MPV (16SrXI11-A, EF193365)
y de 94.5-93.99% con el fitoplasma STRAWBL1 (16SrXIII-B, U96615). Es importante
mencionar que estas dos secuencias son las Unicas del grupo 16SrXIII disponibles en

banco de datos.

Dado que estos genes se traducen en proteinas, a diferencia del gen 16SrDNA, se
obtuvieron los marcos abiertos de lectura para ambos en cada una de las secuencias
(Tabla 6.2), siendo estas exactamente iguales en los 5 aislamientos del fitoplasma
ChTYXIII. Para el gen rpLV, el ORF putativo esta comprendido entre los nucleétidos
134-529 (131aa), el cual codifica a una proteina con un peso molecular estimado de
14,53 kDa. Comparado con el mismo ORF de los fitoplasmas MPV y STRAWBL,
presentan la misma longitud y pesos moleculares similares (Tabla 6.2). El valor de
identidad aminoacidica para el gen rpLV respecto del fitoplasma MPV fue de 93.89%,
repitiéndose el mismo valor para el fitoplasma STRAWBL. Para el gen rpsC, el ORF
putativo esta comprandido entre los nucledtidos 507-1258 (251aa), el cual codifica a
una proteina con un peso molecular estimado de 28.42 kDa. Comparado con el mismo
ORF de los fitoplasmas MPV y STRAWBL, presentan la misma longitud y pesos
moleculares similares (Tabla 6.2). Respecto de la secuencia aminoacidica del gen rpsC,
los valores de identidad hallados fueron de 94,42% y 96,02% respecto de la secuencia

de los fitoplasmas MPV y STRAWBL1 respectivamente.

Tabla 6.2: Marcos abiertos de lecturas (ORF) para los genes rpLV-rpsC de los aislamientos secuenciado
(se muestra solo 1 por ser todos exactamente iguales). a: marco abierto de lectura, b: cantidad de
aminodcidos, c: peso molecular putativo.

Fitoplasma rpLV-rpsC (pb) ORF rpLV ORF rpsC

ChTYXIII (16SrXI11-C) 1259 134-5292/131°/14,53 “kDa 507%-1258/251" /28.42 ¢ kDa
MPV (16SrXI11-A) 1257 132-527/131/14,46 kDa 505-1257/ 251/ 28,46 kDa
STRAWBL1 (16SXI11-B) 1279 145-540/131/14,43 kDa 518-1273/251/25.55 kDa
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Gen secA

Para el célculo de la similitud nucleotidica se eligieron secuencias disponibles en
banco de datos pertenecientes al grupo 16SrXIIl y de fitoplasmas de otros grupos 16Sr
relacionadas. Entre los distintos aislamientos del fitoplasma ChTYXIII la identidad fue
del 100%, por lo que se eligio la secuencia del aislamiento ChTYXIII-Mo3 como
secuencia de referencia para el célculo de los valores de similitud con otros fitoplasmas.
El valor méas alto de similitud fue hallado con la secuencia del fitoplasma MPV
(16SrXI11I-A) (94.26%), seguidos por los fitoplasmas “Candidatus Phytoplasma asteris”
(81.46%), “Candidatus. Phytoplasma australiense” y Strawberry Lethal Yellows
(84.33%). Respecto a la identidad aminoacidica los valores de identidad calculados
fueron de 88.24% (Ca. Phytoplasma asteris), 90.85% (Ca. Phytoplasma australiense,
SLY) y 95.42% (MPV).

3.5.2 Patrones RFLP in silico
Gen 16S rDNA

Se obtuvieron los patrones RFLP putativos con las 17 enzimas propuestas en los
sistemas de clasificacion para fitoplasmas y se calculd el valor del coeficiente de
similitud RFLP (F) con cada una de las cepas patrén (Tabla 6.4). Todos los aislamientos
en estudio del ChTYXIII presentaron el mismo patron RFLP (F=1), a excepcion del
aislamiento ChTYXIII-1t27. El aislamiento ChTY XI11-1t27 se diferencié del resto por el
patron generado por la enzima Alul (Figura 6.3), ya que en la posicion 5°-849---852-3°
presentd la secuencia AGCT (palindromo de reconocimiento de la enzima Alul),
mientras que el resto de los aislamientos presenta la secuencia AGTT, es por ello que el
valor de F fue de 0.97.Comparados con la secuenca de los fitoplasmas ChTYXIII-4 y -
72 se obtuvo un valor de F=1. Comparados con la secuencia patrén de los subgrupos
descritos para el subgrupo 16SrXIIl, se obtuvieron los mayores valores de similitud
respecto al subgrupo 16SrXI11-C (F=0.95), a excepcion del aislamiento ChTY XI11-1t27

el cual mostr6 el mayor valor (F=0.94) respecto del subgrupo 16SrXIII-A.
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Tabla 6.3: Valores del coeficiente de similitud RFLP (F) de cada uno de los aislamientos del fitoplasma
ChTYXIII respecto a la secuencia patron de cada uno de los subgrupos 16SrXIIl. 1: fitoplasma Mexican
periwinkle virescence MPV (AF248960); 2: fitoplasma STRAWB1 (U96614); 3: fitoplasma China
Berry yellows CbY1l (AF495882); 4: fitoplasma Mexican potato purple top phytoplasma SINPV
(FJ914647), 5:fitoplasma Papaya apical curl necrosis PACN-Br1(JQ792171) y 6: fitoplasma Strawberry
red leaf StrawRL-Tcl (KJ921641).

Aislamiento/subgrupo 16SrXHI-AT  16rXIN-B2  16SrXII-C? 16SrXI111-D* 16SrXIlI-E® 16SrXII-F°
ChTYXIII-Mo3 091 0.90 0.95 0.87 0.83 0.80
ChTYXIII-RS3 0.91 0.90 0.95 0.87 0.83 0.80
ChTYXIII-Ce3 0.91 0.90 0.95 0.87 0.83 0.80
ChTYXIII-Yad 091 0.90 0.95 0.87 0.83 0.80
ChTYXIII-It27 0.94 0.87 0.91 0.84 0.87 0.83

Cuando se comparan los patrones RFLP in silico de los distintos aislamientos del
fitoplasma ChTYXIII (tanto los descritos en esta tesis, como aquellos descritos en
trabajos anteriores) respecto de la secuencia del fitoplasma CbY1 (secuencia referencia
del subgrupo 16SrXIII-C), se observa que existen diferencias en el patron de corte de
las enzimas Msel y Haelll (Figura 6.3). El aislamiento ChTY XI11-1t27 presenta ademas
un patrén diferencial en el corte generado con la enzima Alul, respecto de la secuencia
del fitoplasma CbY1l (Figura 6.4). Estos resultados estarian indicando que los
aislamientos del fitoplasma ChTYXIII conformarian un nuevo subgrupo, cercanamente
emparentado al subgrupo 16SrXIII-C. Se deben entonces establecer las relaciones

filogenéticas para aseverar dicha hipotesis.

Haelll Msel

M Mo3 It27 RS3 Ce3 Yad CbYl M Mo3 It27 RS3 Ce3 Yad CbY1

Figura 6.3: Patrones RFLP in silico del
fragmento de 1.2kb (gen 16S rDNA)
digeridos con las enzimas Haelll y Msel.
Mo3, 1t27, RS3, Ce3 y Ya4: aislamientos
del ChTYXIII; CbY1: secuencia referencia
del subgrupo 16SrXII1-C. M: marcador de
peso molecular: ®174 digerido con la
enzima-Haelll.
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Alul

M Mo3 RS3 Ce3 Ya4 1t27 CbY1 MPV M

Figura 6.4: Patrones RFLP in silico del fragmento de 1.2kb (gen 16S rDNA)
digeridos con la enzima Alul. Mo3, 1t27, RS3, Ce3 y Ya4: aislamientos del
ChTYXIII; CbY1: secuencia referencia del subgrupo 16SrXIII-C; MPV:
secuencia referencia del subgrupo 16SrXIII-A; M: marcador de peso
molecular: ®174-digerido con la enzima Haelll.

Genes rplV-rpsC

Para el analisis de los patrones PCR-RFLP de la secuencia de los genes rpLV-rpsC
se empleo el software PDRAW32 (www.acaclone.com). Se compararon las secuencias
de todos los aislamientos en estudio y las de los fitoplasmas MPV (16SrXIII-A) y
STRAWB1 (16SrXI1I1-B). Después de analizar los patrones generados con las 17
enzimas propuestas para el gen 16S rDNA, se demostrd que 5 enzimas (BstUI, Haelll,
Hhal, Msel y Taql) generan un patrén Gnico para cada uno de los subgrupos 16SrXIll
(Figura 6.5), 4 enzimas (Alul, Hinfl, Hpall y Rsal) muestran un patrén unico en al
menos 1 de los subgrupos, mientras que las 8 restantes (BamHI, Bfal, EcoRlI, Hpal,
Kpnl, Dral, Sau3Al y Sspl) no exhiben diferencias. Todos los aislamientos del
fitoplasma ChTYXIIl presentaron el mismo patron RFLP para las 17 enzimas

ensayadas.
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BstUI Haelll

0
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Figura 6.5: Patrones RFLP in silico de la secuencia completa de los genes rpLV-rpsC
digerido con las enzimas de restriccién que permiten diferenciar los fitoplasmas ChTYXIII
(16SrX111-C) (aislamiento ChTYXIII-Mo3, en representacion del resto) (C), MPV
(16SrXI111-A) (A) y STRAWBL (16SrXI111-B) (B). M= marcador de peso molecular.

3.5.3 Anélisis filogenético

Gen 16S rDNA

El arbol filogenético generado agrupé a la secuencia de los distintos aislamientos del
fitoplasma ChTYXIII dentro de un mismo clado conjuntamente con las secuencias de
los fitoplasmas del grupo 16SrXIII (boot=921) (Figura 6.6). Dentro de este clado, las
secuencias del fitoplasma ChTYXIII formaron un grupo particular conjuntamente con
las secuencias de los fitoplasmas CbY1, ChTYXIIl-4 y ChTYXIII-72 (boot=961),
claramente separado del resto de las secuencias del grupo 16SrXIIl. Este agrupamiento
resulta congruente con los resultados obtenidos mediante el analisis de la similitud de la
secuencia y de los patrones RFLP in silico. Si bien los aislamientos del fitoplasma
ChTYXIII descritos en esta tesis, asi como los descritos en trabajos previos (ChTYXIII-
4y -72), presentan un valor de F=0.95, lo que segun los sistemas de clasificacién
actuales determinaria que se trata de un nuevo subgrupo, el hecho de mostrar una
relacion filogenética estrecha, afectar al mismo hospedante y estar distribuidos
exclusivamente en Sudameérica, estaria indicando que se trata de variantes del subgrupo
16SrXIII-C. La suma de estas caracteristicas, a saber: i) hospedante Unico; ii)

distribucion exclusivamente sudamericana; iii) patrones RFLP que lo diferencian del
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resto de los grupos/subgrupos descritos hasta el momento iv) porcentaje de identidad
nucleotidica menor al 97,5% respecto del resto de los ‘Ca. Phytoplasmas’ descritos
hasta el momento v) una filogenia que lo acerca mas a sus pares del grupo 16SrXIII que
con el resto de las especies (“Candidatus Phytoplasma sp.”) de fitoplasmas descritas,
permiten proponer al fitoplasma China tree yellows (16SrXI11-C) y todas sus variantes
COmMO una nueva especie, aun no descrita de manera oficial. En este caso se propone
asignarle el nombre de “Candidatus Phytoplasma meliae” en relacion al hospedante

exclusivo.

Descripcion del ‘Candidatus Phytoplasma meliae’

s “Candidatus Phytoplasma meliae” (meliae: del genero melia, por su hospedante
natural Melia azedarach)

¢ Nombre y acrénimo del fitoplasma: China tree yellows (ChTYXIII)

% Uno de los agentes etioldgicos de la enfermedad conocida como amarillamiento
letal o declinamiento del paraiso M. azedarach.

+¢+ Distribucion sudamericana (Argentina, Bolivia, Paraguay).

% Aislamiento referencia para los genes 16SrDNA, rpLV-rpsC y secA ChTYXIII-
Mo3 (Montecarlo, Misiones-Argentina). Aislamientos relacionados, ChTYXIII-
RS3:, ChTYXIIl-Ya4, ChTYXIII-I1t27, ChTYXIII-Ce3 (Argentina, esta tesis);
ChTYXIII-4 y ChTYXIII-72 (Argentina, Arneodo et al., 2007) y CbY1 (Bolivia,
Harrison et al., 2003).

% Se cuenta con aislamientos en Melia azedarach y Catharanthus roseus en
invernadero.
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‘Candidatus Phytoplasma meliae’

Figura 6.6: Arbol filogenético construido a partir de la secuencia parcial (1.2kb) del gen 16S rDNA mediante el método de Maximum-
Likelihood. Se empled la secuencia de los 38 “Ca. Phyplamas sp” descritos hasta el momento, 24 de fitoplasmas del grupo 16SrXIII y
Acholeplasma palmae como extragrupo. Cada nodo presenta el valor de bootstrap (1000 réplicas). En negro las secuencias del fitoplasma

ChTYXIII descritas en esta tesis. El nimero de acceso al GenBank de cada secuencia se describe en el Anexo (Ver Tabla 2). R: secuencia
referencia del “Ca. Phytoplasma meliae”, AR: aislamientos relacionados.
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Genes rpLV-rpsC

El arbol filogenético generado a partir de la secuencia de los genes rpLv-rpsC,
agrupo las secuencias del fitoplasma ChTYXIII dentro de un mismo clado junto con la
secuencias de los fitoplasmas MPV y STRAWBI1, todos del grupo 16SrXIlI
(boot=1000) y separado del resto de las especies analizadas (Figura 6.7). Dentro de este,
las secuencias del ChTYXIII forman un clado particular soportado por un alto valor de
bootstrap (998). Respecto del resto de las especies de fitoplasmas se observa, igual que
para el gen 16S rDNA, una relacion cercana con las especies “Candidatus Phytoplasma
asteris”, Candidatus Phytoplasma solani”, Candidatus Phytoplasma australiense”,
Candidatus Phytoplasma fragariae” y Candidatus Phytoplasma americanum”, con las
que conforman un clado monofilético. Estos resultados siguen aportando elementos que
le dan mayor soporte a la designacion del fitoplasma ChTYXIII como una nueva

especie.
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Figura 6.7: Arbol filogenético construido a partir de la secuencia (1.3kb) de los genes rpLV-rpsCA construido bajo el método de
Maximum-Likelihood. Se empled la secuencia de 15 “Ca. Phyplamas sp, 2 de fitoplasmas del grupo 16SrXIIl y Acholeplasma
palmae como extragrupo. Cada nodo presenta el valor de bootstrap (1000 réplicas). En negro las secuencias del fitoplasma
ChTYXIII descritas en esta tesis. El nimero de acceso al GenBank de cada secuencia se describe en la tabla Anexo (ver Tabla 8).

Franco Fernandez

160



Capitulo VI

Gen secA

El nimero de secuencias disponibles del gen SecA en bancos de datos es
sustancialmente menor, y solo ha sido posible utilizar una secuencia del grupo 16SrXIlII
en la reconstruccion filogenética. El arbol filogenético agrup6 a todas las secuencias del
fitoplasma ChTYXIII dentro de un mismo clado (boot=615) conjuntamente con la
secuencia del fitoplasma MPV (Figura 6.8). Respecto al resto de los fitoplasmas, y de
manera congruente con los genes anteriormente analizados, vemos que tanto el
fitoplasma MPV como el ChTYXIII conforman un clado monofilético con la secuencia
de fitoplasmas del grupo 16SrXIl y 16Srl. Estos datos aportan ain mas evidencia acerca

de la designacién del fitoplasma ChTYXIIl como una nueva especie de fitoplasmas.

o0 [GVX 16SrllI-A
[ PYLV 16Srlll-A
ULM 16SrV-A
CPS 16SrVI-C
PWB 16SrVI-A
CSPWDI 16SrV-C
LYPRI 16SrV-A

463

583
| 252

- 128 ﬂ[ FBPSA 16Srll-C
SOYP 16Srll-C
IPO 168rll-D
526 QFEI'BB 165rll-D
NGS 16SrXI-A
ESFY 16SrX-B
STOL 16SrXII-A
o CPF 16SrXII-B
463 SLY 16SrXII-B
%% Ica. Phytoplasma australiense 16SrXII-B
620 KVE 16SrI-C
Ca. Phytoplasma asteris 165rl-B
CACT 16Srl-B

414 MPV 16SrXIII-A

ChTYXII-Ya4 16SrXII-C

ChTYXII-RS3 16SrXIII-C

ChTYXII-Mo3 16SrXIlI-C ‘Candidatus Phytoplasma meliae’
ChTYXII-Ce3 16SrXIlI-C

ChTYXII-It27 16SrXIlI-C

Acholeplasma palmae

—
0.1
Figura 6.8: Arbol filogenético construido a partir de la secuencia (0.6kb) del gene secA construido bajo el método de Maximum-
Likelihood. Se empled la secuencia de 21 fitoplasmas y Acholeplasma palmae como extragrupo. Cada nodo presenta el valor de
bootstrap (1000 réplicas). En negro las secuencias del fitoplasma ChTYXIII descritas en esta tesis. EI nimero de acceso al
GenBank de cada secuencia se describe en la tabla Anexo (ver Tabla 9)
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3.6 Anadlisis de regiones relacionadas con mecanismos de patogenicidad: genes imp y
amp

3.6.1 Gen imp
3.6.1.1 Amplificacion mediante PCR, clonado y secuenciacion

A partir de ADN de vinca infectada con el fitoplasma ACLL (16Srl-S) y empleando
el juego de cebadores Rncl-PssAl (Kakizawa et al., 2009) (en mat y métodos pusiste
esta cita para estos primers, no 2006a, por lo que deberias ser cuidadoso en cuanto a
éste aspecto)) se logré amplificar una banda de 5kb (genes rnc-dnaD-imp-pyrG-PssA).
Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 50pul conteniendo 1.5U de
Dream® Taqg polimerasa (Fermentas, Lituania), 0.4uM de cada primer, 100uM de
dNTPs ,1X buffer Dream Taq (2mM MgCI2). Las condiciones de amplificacién puestas
a punto se especifican en el Anexo. En el ADN de vinca sana se observaron algunas
amplificaciones que no corresponden con el tamafio esperado (Figura 6.9). No se
observaron amplificaciones del tamafio esperado en los aislamientos del fitoplasma
ChTYXIII en ninguna de las condiciones ensayadas. El patrén de amplificaciones
observadas se corresponde con el de planta sana, por lo que se deduce que dichos
primers estarian hibridando sobre el ADN del hospedante de manera inespecifica, y que

no son capaces de identificar el gen imp correspondiente en el ChTYXIII.

M  V+ V- P+ P- H

Figura 6.9: PCR empleando el juego de
cebadores Rnc-1/PssA-1 para amplificar un
fragmento gendmico de 5kb que incluye al gen
gue codifica la proteina imp. V+: vinca
infectada con el fitoplasma ACLL (16Srl-S);
V-: vinca sana; P+: Paraiso infectado con el
fitoplasma ChTYXIII; P-: Paraiso sano y H:
control mezcla de reaccion. M: marcador de
peso molecular 1kb DNA ladder (NEB): 500,
100, 1500, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000,
8000, 10000ph.

Dados estos resultados, se procedié al disefio de primers degenerados en base a la
secuencia de los genes flanqueantes dnaD y pyrG. A partir de la secuencia de los
fitoplasmas “Ca. Phytoplasma asteris” OY-M (16Srl-B), “Ca. Phytoplasma
australiense” (16SrXII-B), Strawberry lethal yellows (16SrXII-B) se logré identificar
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zonas propicias para la hibridacion de cebadores. Se disefiaron 2 cebadores que hibridan
en el gen pyrG (reverse) y uno en el gen dnaD (forward) (Tabla 6.4) los que

amplificarian fragmentos de 1500 y 2800pb (Figura 6.10).

Tabla 6.4: Principales caracteristicas de los primers disefiados para amplificar un fragmento
gendémico que contenga la proteina imp.

primer secuencia (5’-3’) Tm %GC
dnaD-Fwl  YGA AGATGGYTT TTTRCW RRTAGA A 53.2°C 34%
pyrG-Rvl GWATCACTGCTGCTTCTATTG 51.3°C 42.9%
pyrG-Rv2 GACATCGTCATCGTTTYGAR 52.1°C 45%
4[ dnaD ]—[ imp ]—[ pyrG ]7

dnaD-FWL—-ueeuremsennnrunns 1500pb < pyrG-Rv2

dnaD-Fwl—s 2800phb eeerrerrenanns <«— pyrG-Rvl

Figura 6.10: Diagrama donde se muestran los sitios de hibridacién de los primers (flechas)
disefiados para la amplificacion de un fragmento genémico que contiene el gen que codifica
la proteina imp. Se observan los productos de amplificacién (lineas punteadas) de cada una
de las combinaciones de primers empleados.

Bajo condiciones ajustadas de PCR (ver Anexo) fue posible amplificar una banda de
1.5kb (combinacion de primers dnaD-Fw1/pyrG-Rv2) a partir de ADN de vinca-ACLL.
No se observaron amplificaciones en ninguna de las condiciones ensayadas cuando se
empled ADN de vinca-ChTYXIII (Figura 6.11) ni tampoco en los controles sanos. Para
la combinacion dnaD-Fw1/pyrG-Rv2 no fue posible amplificar bandas del tamafio
esperado en ninguna de las condiciones ensayadas.

dnaD-Fw1/pyrG-Rv2 dnaDFwl/pyrGFwl

Figura 6.11: Amplificaciones de PCR empleando los juegos de primers dnaD-Fwl/pyrG-
Rv2 y Rvl. V+: vinca infectada con el fitoplasma ACLL (16Srl-B), V-: vinca sana, H:
control mix de reaccion, M: marcador de peso molecular 1kb DNA ladder (NEB).
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No haber conseguido amplificar el fragmento gendémico en ninguna de las
combinaciones posibles empleando ya sea ADN de paraiso o de vinca infectados con el
fitoplasma ChTYXIII, estaria indicando o bien que dicho gen no se encuentra en el
genoma del fitoplasma estudiado o quizas este pueda tener una arquitectura distinta
(genes flanqueantes) de modo que los primers no logran hibridar correctamente. Para
dilucidar esta hipotesis seria necesario conocer el genoma completo del organismo y
hacer una busqueda completa para establecer si el gen imp en cuestion, esta presente en

este patdgeno.

Para comprobar la identidad del fragmento amplificado a partir del ADN del
fitoplasma ACLL, el mismo fue clonado y secuenciado segun se describe en 2.4.2 El
andlisis de las secuencias resultantes permitio identificar el marco abierto de lectura
(parcial) de la proteina imp del fitoplasma ACLL. La secuencia aminoacidica resultante
(141aa) se analiz6 mediante BLASTp (NCBI) con el objetivo de identificar secuencias
homdlogas en banco de datos. Este analisis demostro, que la secuencia parcial de la
proteina imp-ACLL presenta un valor de similitud del 100% respecto de la secuencia
del mismo gen del fitoplasma Onion yellows (grupo 16Srl) (WP_011160959) lo que
confirma que la secuencia amplificada se corresponde efectivamente al producto

esperado y la filiacién del ACLL.

3.6.2 Gen amp
3.6.2.1 Amplificacién mediante PCR, clonado y secuenciacion

Se trabaj6 con dos juegos de cebadores citados previamente: ES-1/nad-2 (amplicon
de 3.6kb) (Kakizawa et al., 2006b) y el juego Stgro-F1/PAUnadR1 (amplicon de 2.2kb)
(Fabre et al., 2011). Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 50ul
conteniendo 1.5U de Dream® Taq polimerasa (Fermentas, Lituania), 0.4uM de cada
primer, 100uM de dNTPs ,1X buffer Dream Tag (2mM MgCI2). Las condiciones de
amplificacion se especifican en el Anexo. Se empledé como molde tanto ADN de vinca
enferma con el fitoplasma ACLL (control), como vinca y paraiso enfermo con el
fitoplasma ChTYXIIl y los respectivos controles sanos. Ya sea empleando las
condiciones originales propuestas por los autores, como las variaciones propuestas en

esta tesisno se logré amplificar bandas del tamafio esperado en ninguno de los
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materiales probados. Dado esto se procedio con el disefio de primers degenerados
basados en la secuencia de los genes flanqueantes groEL (primer Forward) y nadE
(primer Reverse), tal como fue desarrollado en MyM. Basandonos en el alineamiento
maltiple de la secuencia de los genes groEL-amp-nadE de los fitoplasmas “Ca.
Phytoplasma asteris” OY-M (16Srl-B), “Ca. Phytoplasma australiense” (16SrXII-B),
Strawberry lethal yellows (16SrXII1-B) se logré identificar zonas propicias para la
hibridacion de los primers. Se disefiaron 2 cebadores que hibridan en el gen nadE
(reverse) y dos en el gen groEL (forward) (Tabla 6.5) que amplifican putativamente
fragmentos de entre 2.3 y 3.3kb dependiendo de la combinacion de los mismos (Figura
6.12).

Tabla 6.5: caracteristicas de los cebadores disefiados para amplificar un
fragmento gendmico que contenga la secuencia del gen amp.

cebador secuencia (5’-3’) Tm %GC
groEl-Fw1 GCR ATW GAY KYA GGR GCH AATCC  57.7°C 51%
groEL-Fw2 AGA YGC TCT TAA YGC WAC YA 52.32C  42.5%
nadE-Rv1l AACCRCCKATTT GTTTGC GWG 56.6% 47.6%
nade-Rv2 ATG AGC GCC ATT TAA AGC CAT 55.5% 42.9%

grokLL ]—[ amp nadE

groEL-Fwl— 3200pb < nadE-Rv2

BrOEL-FW1—>+eeemmsssssasnnnannas 3300pb R 1 - 1o | 25 3 4TA |
groEL-FW2—.uauuenens 2300pb <—nadE-Rv2
EroEL-FW2—>eeuvnnens p2:10]1)+) SRR R <nadE-Rvl

Figura 6.12: Diagrama donde se muestran los sitios de hibridacion de los primers (flechas)
disefiados para la amplificacion de un fragmento gendmico que contiene la proteina amp. Se
muestran los productos amplificados (lineas punteadas) para cada una de las combinaciones
de primers.

De las 4 combinaciones de primes ensayados la Unica que permitié amplificar
fragmentos del tamafio deseado fue la combinacion groEL-Fwl/nadE-Rv2 (3.2kb). En
los 5 aislamientos analizados se logré amplificar una fuerte banda de 3.2kb, ademas de
un fragmento de aproximadamente 700pb. A partir de ADN de paraiso sano se

observaron amplificaciones, pero distintas al tamafio esperado. No se observaron
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amplificaciones de 3.300pb a partir de ADN de vinca infectada con el fitoplasma ACLL
ni tampoco a partir de vinca sana (figura 6.13). Las condiciones ajustadas de

amplificacion se detallan en el Anexo.

Figura 6.13: Amplificaciones de PCR
empleando los juegos de primers groEL-
Fwl/nadE-Rv2. P +: paraiso infectado con el
fitoplasma ChTYXIII (aislamiento
ChTYXIII-Mo3), V +: vinca infectada con el
fitoplasma ACLL, V-: vinca sana, P -
paraiso sano, M: marcador de peso molecular
1kb DNAIladder (NEB) 0.5, 1, 1.54, 2, 3,4, 5,
6, 8y 10kb.

El fragmento de 3.2kb amplificado (aislamiento ChTYXIII-Mo3) se aisl6 desde el
gel de agarosa, se clono en el vector pPGEM-T Easy (Promega, USA) y fue secuenciado
desde ambos extremos (primers T7 y SP6). Se obtuvieron las secuencias parciales de
los genes flanqueantes al gen de la proteina amp. Para el gen groEL se secuenciaron
788pb mientras que para el gen nadE se lograron secuenciar 825pb. La identidad de
cada secuencia se comprobd analizando las mismas mediante BLASTn (NCBI). Los
mayores valores de similitud para la secuencia del gen groEL fueron de entre 84-87%
respecto a la secuencia el gen groEL de los fitoplasmas “Ca. Phytoplasma japonicum”
(AB746432), “Ca. Phytoplasma australiense” (AM422018) y Strawberry lethal yellows
(CP002548). Mientras que para la secuencia del gen nadE se obtuvo un valor de
similitud del 82% respecto de la secuencia del gen nadE de los phytoplasmas
“Ca.Phytoplasma australiense” (AM422018), Strawberry lethal yellows (CP002548) y
“Ca. Phytoplasma asteris” (AM422018).

A partir de las secuencias obtenidas de cada extremo se volvieron a disefiar
cebadores especificos del fitoplasma ChTYXIII para amplificar "hacia adentro” un
nuevo fragmento de menor tamario con la finalidad de conocer la secuencia del gen de
la proteina amp. Se disefid un nuevo juego de cebadores denominado groEL-
ChTYFw1/nadEChTYRVL1 (tabla 6.6), los cuales amplificarian un fragmento de 2.1kb

aproximadamente.
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Tabla 6.6: Caracteristicas de los cebadores disefiados para amplificar un fragmento
genémico que contenga la secuencia del gen amp, disefiados a partir de la secuencia
parcial de los genes groEL y nadE del fitoplasma ChTY XIII.

cebador secuencia (5°-3%) ™m %GC
groEL-ChTYFwl GTAGGAGCTGCTATGACAGAAG 54.7% 50%
nadE-ChTYRv1 CCTCTTGTAAAGCCAAAGGCA 55.6% 47.6%

Capitulo VI

Se logro amplificar un fragmento de aproximadamente 2.2kb a partir del ADN de los

5 aislamientos del fitoplasma ChTYXIIl (Figura 6.14), ademas de un pequefio

fragmento espurio cercano a las 100pb, mientras que no se observaron amplificaciones a

partir de paraiso sano.

groEL-ChTYFw1/nadE-ChTYRv1

M 1 Z 3 4 5 P&

3kb
2kb

Figura 6.14: Productos de PCR amplificados mediante los primers
especificos groEL-ChTYFwl/nadE-ChTYRv1. M1-5: aislamientos del
fitoplasma ChTYXIIl. 1: ChTYXIHI-1t27, 2: ChTYXIII-Ya4, 3:
ChTYXIII-RS3, 4: ChTYXIII-Mo3 y 5: ChTYXIII-Ce3, P-: paraiso
sano. M: marcador peso molecular 1kb DNA ladder (NEB) 0.5, 1, 1.5,
2,34,5,6,8y 10kb.

Los fragmentos amplificados fueron clonados en el vector pPGEMT Easy (Promega,

USA) de la misma manera que para el fragmento de 3300bp anteriormente mencionado.

Se selecciono 1 clon de cada aislamiento para su secuenciacion en Macrogen (Corea)

empleando la estrategia de primer walking. Para poder conocer la totalidad de la

secuencia del gen amp, fue necesario resecuenciar cada clon/aislamiento a partir de

nuevos primers generados en la secuencia del gen groEL (Figura 6.15).
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| 2200ph |
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Figura 6.15: Esquema representativo del fragmento gendémico clonado que contiene la
secuencia del gen amp. El fragmento clonado (2kb) contiene la secuencia parcial de los genes
groEL y nadE. El fragmento fue secuenciado desde ambos extremos empleando primers
universales del plasmido (pFw/pRv). A partir de la secuencia parcial obtenida del gen groEL
se disefié un cebador especifico (groELFw) para secuenciar desde este extremo y completar
la secuencia del gen amp.

3.6.2.2 Andlisis de la secuencia

Una vez ensambladas las secuencias se obtuvieron los contigs correspondientes a
cada aislamiento. El tamafio de los contigs para cada aislamiento fue: ChTYXIII-Ce3
(1227pb), ChTYXIII-1t27 (1968pb), ChTYXIII-Mo3 (2009pb), ChTYXIII-RS3
(2010pb) y ChTYXIII-Yad (1600pb). En los fragmentos secuenciados se detectd la
presencia de un ORF (parcial) correspondiente al gen groEL (455pb), el ORF del gen
amp (474pb) completo y un ORF incompleto correspondiente al gen nadE. En la
secuencia del aislamiento ChTYXIII-Ce3 solo se hallaron los 2 primeros ORF. La
organizacion de los genes responde a lo ya descrito en otros trabajos (Arashida et al,
2008) siendo la misma 5’-groEL-amp-nadE-3’. Segun este estudio en el fitoplasma
16SrXI1I-C el gen amp estd separado del gen groEL por una region intergénica de
122pb (IGS1), mientras que del gen nadE por una regién intergénica de 468pb (1GS2)
(Figura 6.16). El contenido de GC promedio para los fragmentos clonados en todos los
aislamientos fue de 26%, lo que se condice con lo registrado en otros trabajos
(Kakizawa et al., 2006a). En la 1GS1 se identificaron también las secuencias putativas
de las sefiales de transcripcién -10 (TGTTAAACT) y -35 (TTTAAG) y el sitio de unién

a ribosoma (secuencia Shine Dalgarno AAAGGAA) en todos los aislamientos.
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grokEL IGS1 amp 1GS2 nadE
b
455pb 122pb 474pb o8P
amp-E amp-T
™ amp-H ™
23aa 94aa 27aa
~—

EEEEVED A-A-S-K-D-L
A

Figura 6.16: Representacion esquemética los genes groEL-amp-nadE del fitoplasma ChTYXIII. -10, -35: posibles
sefiales de transcripcion, IGS1-1GS2: regiones intergénicas, groEL: gen de la chaperonina groEL, amp: gen de la
proteina inmunodominante de membrana, nadE: gen para la NAD sintetasa. Se observa también una detalle de los
distintos dominios que conforman a la proteina amp, amp-E: secuencia de exportacion N-terminal, amp-H: dominio
hidrofilico mayor y amp-T: dominio transmembrana/ pequefio fragmento C-terminal hidrofilico. En negro las
regiones transmembrana predichas, el sitio de clivaje se observa en detalle (triangulo gris).

La secuencia aminoacidica deducida para la proteina amp fue de 158aa, con un
pesomolecular estimado de 17.07kDa. En cuanto a su composicion, la proteina amp es
rica en residuos de alanina (12%), serina (12%), valina (13.9%) y lisina (14.6%). Se
logré identificar los residuos correspondientes al péptido sefial (1-35), y un sitio de
clivaje de la proteina putativo entre los residuos 35-36 (Figura 6.17). Se identificaron
también 2 regiones de transmembrana, una ubicada en el extremo N-terminal (péptido
sefial, amp-E) (residuos 13-35) y la otra en la regioén C-terminal (amp-T) (residuos 131-
152) (Figura 6.18). La localizacion predicha por el programa pSORTbD la ubica en la

membrana citoplasmica (score=9.87, valores significativos >7,5).
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Figura 6.17: Gréfica en donde se muestra las probabilidades de presencia de un péptido sefial en los primeros
70 residuos de la proteina amp. El péptido sefial consiste en una secuencia de 35aa estando el sitio de clivaje
entre los residuos 35-36. C-score (barras verticales rojas): puntuacion del sitio crudo de escisién del péptido
sefial, el valor se hace notablemente alto en el residuo inmediatamente posterior al sitio de clivaje en la proteina
madura, S-score (linea continua verde): puntuacién del péptido sefial, permite distinguir la secuencia
correspondiente al péptido sefial, por debajo de la lineade corte (linea putuada violeta) se considera que no
pertenece a la secuencia del péptido sefial; Y-score (lineacontinua azul): combina los dos anteriores y genera
una mejor prediccion del sitio de clivaje, mayores valores mas probabilidades de encontrar un sitio de clivaje.

TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUEMNCE
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Figura 6.18: Grafica en donde se muestra las probabilidades de presencia de regiones transmembrana en la proteina
amp. En el eje de las Y: probabilidad posterior de ocurrencia de sitios transmembrana, eje X: residuos de la proteina
amp. Linea azul: probabilidades de que los residuos estén localizados en el interior de la célula, linea rosa:
probabilidad de que los residuos de la proteina se ubiquen por fuera de la celula, y barras verticales rojas: probabilidad
de los residuos de estar incluidos dentro de la membrana. Entre los valores de 1y 1.2 (probabilidad) se observan los
segmentos de la proteina en cuestion y su ubicacién putativa en funcién a los valores de probabilidad.
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Para identificar la presencia de dominios conservados se analiz6 la secuencia
aminoacidica de la proteina amp del fitoplasma ChTYXIIlI en el banco de datos
(Conserved Domains Database, NCBI). Se logro identificar la presencia de un dominio
conservado denominado Phyto-Amp (intervalo 1-113/ E-value: 4.44e-04) (Figura 6.19).
Este dominio Phyto-Amp se define como una familia de proteinas inmunodominantes
de membrana presentes en bacteria carentes de pared celular (Barbara et al., 2002;
Galetto et al., 2011).

Query seq.
Superfanilies

Figura 6.19: Dominio conservado Phyto-amp detectado en la secuencia de la proteina amp del fitoplasma
ChTYXIII. La barra horizontal negra representa la secuencia de la proteina amp-ChTYXIIIl. Debajo se muestra el
alineamiento entre la secuencia de referencia para la supermfamilia Phyo-Amp y la secuencia parcial de la proteina
amp del fitoplasma ChTYXIIl (captura de pantalla del sitio Conserved Domains Database NCBI,
http://Amww.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsh.cgi)

Se analiz6 la secuencia aminoacidica de la proteina amp-ChTYXIII mediante
BLASTp (database: nr) y se registraron valores de identidad de 40% con el “Ca.
Phytoplasma japonicum” (BAG16385, e-value: 1le-26), de 40% con “Ca. Phytoplasma
solani” (CBL82417, e-value: 6e-22), 34% con “Ca. Phytoplasma australiense”
(WP_015638088, e-value: 1e-18) y 34% con “Ca. Phytoplasma asteris”
(WP_011412878, e-value: 3e-13). Se realizd un alineamiento multiple CLUSTALW
(Figura 6.20), se calcularon los valores de identidad aminoacidica entre los 5
aislamientos del fitoplasma ChTYXIII y la secuencia de los fitoplasmas mencionados
en el analisis de BLASTp. Los valores de identidad para la secuencia completa de la
proteina amp fue de 96.84 a 98.73% entre los aislamientos del ChTYXIII. Comparados
con otros fitoplasmas los valores de similitud variaron entre 39.10% y 41.03% con el
fitoplasma “Ca. Phyoplasma japonicum”, entre 36.94% y 37.58% con el fitoplasma
“Ca. Phytoplasma solani”, entre 35.37% y 37.41% con el fitoplasma “Ca. Phytoplasma
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australiense”, y por ltimo entre 26.58% y 29.11% con el fitoplasma “Ca. Phytoplasma

asteris”.

A NN NNNNNHNI
ChTYXIII_Ce3 MQONKNVQKSLITKLTTLFAVIALSLGLVVSSSVFAVSKDLSTLTDT -EKKVTLKADDAAD 59
ChTYXIII_It27 MONKNVQKSLITKLTTLFAVIALSLGLVVSSSVFAVSKDLSTLTDT-EKKVTLKADDAVD 59
ChTYXIII_Mo3 MQNKSVQKSLITKLTTLFAVIALSLGLVVSSSVFAVSKDLSTLNDT -EKKVTLKADDAAD 59
ChTYXIII_RS3 MQNKNVQKSLITKLTTLFAVIALSLGLVVSSSVFAASKDLSTLTDT-EKKVTLKADDASD 59
ChTYXIII_Yad MQNKNVQKSLITKLTTLFAVIALSLGLVVSSSVFAVSKDLSTLTDT - EKKVTLKADDAAD 59
Ca_japonicum MONVKTKKSLVSKLVALFAVAT - IVALLSVNSVFGAFGDAKLPSG--NLYIVLKVADKDD 57
Ca_solani MQON--TKKSLVTKLTTLFWA--FVSLFAATSAFAAFGSKDLPTGTDTKEVAISADDVTN 56
Ca_australiense MNNTKIQKTLVSKLAALFAIG-AAVSLLFVSNVFAAAKGLNTFKTN--QAIAITAENASN 57
Ca_asteris '»'Q xQ«TkauAu _\.L MVSL -\G\Q\/Fumm NSATLPSGTDKL TF\SDE‘AI\Q 60

lllllllllllllllllllllllll
ChTYXIII_Ce3 KTKWAELK - -KVDS-LKETAESDIDSVTPSTDKS - - -KITVKANADS - SKVSGQVDLTR 112
ChTYXIII_It27 KTKWAELK - -KVDS-LREITESDIDSVTPSTDKS - - -KITVKAKADS - SKVSGQVDLTR 112
ChTYXIII_Mo3 KTKWAELK--KVDS-LKEITESDIDSVTPSPDKS - - -KITVKAKADS-SKVSGQVDLTR 112
ChTYXIII_RS3 KTKWAELK--KVDS-LKEITESDIDSVTPSTDKS - - -KITVKAKADS-SKVSGQVDLTR 112
ChTYXIII_Ya4d KTKWAELK--KVDS-LKEITESDIDSVTPSTDKS - - -KITVKAKADS-SKVSGQVDLTR 112
Ca_japonicum STKRMAAIK - -EVDG-LKDASENDFS-YAWNTENT - --ELTLTSKEGG-KFVTGTVKLTR 109
Ca_solani QSELVKALK--KIEA-LKDVKENDFD-ASLSPDKK - - -EITLKSKDGG-QFKSGEIKVKR 108

Ca_australiense -KVDDTVKVADLKDHVTVTLNDAKT - - - &
Ca_asteris IVSI\. KA M\VDKIVTDVLTDEI \’DVT\.':)\. ADTNAKH

AKDND-TVVAGSVELDI 111
VKAKTTKPDWTGGVTYTY 120

o l l l
ChTYXIII_Ce3 VDPS- - - SDAAKAAAEKWYAKWWVIWAL -VAAVWATIIGVSYYVVKKRQQK 158
ChTYXIII_It27 VDPS- - - SDAAKAAAEKWYAKWWVIWAL - VAAVWTIIGVSYYVVKKRQQK 158
ChTYXIII_Mo3 VDPS- - - SDAAKAAAEKWYAKWWVIWAL -VAAVWATIIGVSYYVVKKRQQK 158
ChTYXIII_RS3 VDPS- - - SDAAKAAAEKWYAKWWVIWAL -VTAVWATIIGVSYYVVKKRQQK 158
ChTYXIII_Yad VDPS- - - SDAAKAAAEKWYAKWWVIWAL - VAAVWATIIGVSYYVVKKRQQK 158
Ca_japonicum KDSKEEVTAAVKAAT - PFYKKWWFIWTI - IVAFVAIVGGVAFYFVKKRQQ- 156
Ca_solani ROLTDTEKAEKEAEKGSFWTSTLFIVLYVVAGVLWAG IKKRRQ- 157 - dominio amp-E
Ca_australiense KAPT-=========--FNWFSWYMILLYVAWAAIAG VQKKRR- 147

Ca_asteris VVDAG- -~~~ KGVSTTSWYKSWWF LTLVAVTVWAAIGGGVFFVKKNKKN- 164 ® m dominio amp-H

dominio amp-T

Sitio putativo de clivaje

Figura 6.20: Alineamiento multiple generado a partir de la secuencia aminoacidica de
la proteina amp de los distintos aislamientos del ChTYXIII y fitoplasmas relacionados.
Se delimitan los distintos dominios de la proteina.

Para un analisis mas exhaustivo de la secuencia aminoacidica de la proteina amp, se
determinaron los residuos correspondientes a las regiones amp-E (péptido sefial), amp-
H (dominio hidrofilico) y amp-T (extremo C-terminal) en la secuencia de los
fitoplasmas “Ca. Phyoplasma japonicum, “Ca. Phytoplasma solani”, “Ca. Phytoplasma
australiense” y “Ca. Phytoplasma asteris” (Tabla 6.7). Luego, mediante CLUSTALW,
se calcularon los valores de identidad aminoacidica. Los resultados demostraron que
entre los distintos aislamientos del fitoplasma ChTYXIII el valor de identidad
nucleotidica para la secuencia completa de la proteina amp, vario entre 96.84% vy
96.98%. Por otro lado, los valores de similitud para region amp-E fueron de entre
97.14% y 100%, para la region amp-T de entre 96.43% y 100% mientras que para la
region amp-H los valores fueron entre 95.79% y 97.89%. De aqui se observa que la

region mas variable es la que se corresponde con el dominio amp-H.
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Tabla 6.7: Identidad aminoacidica de los distintos dominios de la proteina amp (E, H y T) de los aislamientos del
fitoplasma ChTYXIII y sus ortélogos.

aislamiento ChTYXIlIl Dominio Ca. Japonicum Ca. Solani Ca. australiense Ca. asteris
amp-E 44.12 45.16 47.06 40.62
ChTYXIII-Ce3 amp-H 27,37 25,26 27,06 16,84
amp-T 53,85 37,04 40,74 39,29
amp-E 44.12 45.16 47.06 40.62
ChTYXIll-It27 amp-H 27,37 25,26 27,06 16,84
amp-T 50 37,04 37,04 42,86
amp-E 44.12 41,94 47.06 40.62
ChTYXIII-Mo3 amp-H 27,37 27,37 27,06 16,84
amp-T 53,85 37,04 40,74 39,29
amp-E 44.12 45.16 47.06 40.62
ChTYXIII-RS3 amp-H 28,42 26,32 28,24 16,84
amp-T 53,85 37,04 40,74 35,71
amp-E 44.12 45.16 47.06 40.62
ChTYXIll-Ya4 amp-H 28,42 26,32 27,06 17,89
amp-T 53,85 37,04 40,74 39,29

Comparando la secuencia de los aislamientos del fitoplasma ChTYXIII con
otros fitoplasmas, los valores de similitud respecto a la secuencia completa de la
proteina amp vario entre 28.42% y 18.64%. El analisis de la similitud de los distintos
dominios arrojo valores entre 40.62% y 47.67 % para el dominio amp-E, entre 16.84%
y 28.42% para el dominio amp-H y entre 35.81% y 53.85% para el dominio amp-H
(Tabla 6.7). Estos resultados demuestran que la region mas variable de la proteina amp,

tanto intraespecificamente como interespecificamente, es el dominio amp-H.

Para el andlisis de la presién de seleccion se empled la secuencia nucleotidica de
la proteina amp de los 5 aislamientos del ChTYXIII estudiados. En total se analizaron
474 (158 codones) posiciones en el dataset final. Los valores de dN-dS (estandarizados
para poder ser comparables) para cada uno de los codones analizados se muestran en
Anexo (Tabla 10). De los 158 codones analizados, 10 presentaron valores de dN-dS >0,
es decir que estarian sujetos a una presion de seleccién positiva. De estos 10 codones, 6
estan presentes en la region amp-H (regién hidrofilica central), 3 en la region amp-T (C-
terminal) y 1 en la region amp-E (tabla Anexa XX). Se realiz6 tambien el mismo

andlisis con dos set de datos de estudios poblacionales llevados a cabo con la proteina
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amp en otras especies de fitoplasmas. El primer set de datos (compuesto por 9
secuencias) se corresponden con la proteina inmunodominate tipo amp STAMP (Fabre
et alk.,, 2011) caracterizada en diversos aislamientos europeos del fitoplasmas
STOLBUR. El otro set de datos (compuesto por 14 secuencias), se corresponde con la
proteina tipo amp, caracterizada en diversos aislamientos del fitoplasmas asteris y
fitoplasmas relacionados a este ultimo (Kakisawa et al., 2006). En ambos casos se
calcularon los valores dN-dS (estandarizados para poder ser comprabales), y su posicion
dentro de la secuencia. También, se describieron las distintas regiones (amp-E, amp-H y
amp-T), a fin de poder realizar comparaciones con las mismas en la proteina amp del
fitoplasma ChTYXIII.Para el caso de la proteina STAMP, de un total de 157 codones
analizados, 17 presentaron valores de dN-dS>0, ubicandose 2 en la regién amp-E, 14 en
la region amp-H y 1 en la region amp-T. Por su parte, la proteina amp-asteris, presento
un total de 65 codones (228 totales) con valores dN-dS>0, ubicandose 2 en la region
amp-E, 61 en la regién amp-H y 2 en la region amp-T. Los resultados de dicho analisis,
determinaron que el mayor numero de codones con valores dN-dS > 0 se di6 en la
region amp-H (Figura 6.21), estando esta regién sometida a una mayor presion de

selccion positiva.
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Figura 6.21: Presion de seleccion sobre los distintos dominios de la proteina amp en distintas
especies de fitoplasmas. Se visualizan los resultados para 3 set de datos, amp-ChTYXIII (5
secuencias de aislamientos del fitoplasma ChTYXIII), STamp-STOLBUR (9 secuencias de
aislmainetos del fitoplasma STOLBUR) y amp-asteris (14 secuencias de aislamientos del
fitplasma asteris y fitoplasmas relacionados). En cada set de datos se grafica en el eje de las X,
la posicion del coddn y en el eje de las Y el valor dN-dS estandarizado correspondiente a cada
uno de esos codones. A su vez se visualizan los distinos dominios (E, H y T) de la proteina amp
a escala respecto al eje X.
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4. Discusion

En el presente capitulo se caracterizaron molecularmente regiones gendmicas
conservadas y regiones genomicas involucradas con mecanismos de interaccion
fitoplasma-hospedante, de distintos aislamientos geograficos del fitoplasma ChTYXIII,
uno de los agentes etioldgicos del declinamiento del paraiso. El analisis de los patrones
PCR-RFLP globales de la secuencia del gen 16Sr DNA, asocio los aislamientos del
fitoplasma ChTYXIII descritos en la tesis dentro del grupo 16SrXIIl. Entre ellos
comparten un 100 de similitud de sus patrones, a excepcion del aislamiento ChTYXIII-
It27 (Itati, Corrientes) con el cual difieren en el patron de la enzima Alul. Comparados
con la secuencia del fitoplasma CbY1 (cepa referencia del subgrupo 16SrXIlI-C)
(Harrison et al., 2003) se observaron diferencias en el patron de dos enzimas (Msel y
Haelll) con los aislamientos ChTYXI11-Ce3, -RS3, -Mo3 y -Ya4 y tres enzimas (Msel,
Haelll y Alul) con el aislamiento ChTYXIII-1t27, generando valores de coeficiente de
similitud RFLP (F) de 0.95 y 0.91 respectivamente. Segun los criterios establecidos para
la asignacion de grupos y subgrupos 16Sr (Lee et al., 1998, Zhao et al., 2009a) valores
de F (coeficiente de similitud RFLP) menores a 0.97respecto a los miembros de un
subgrupo dadosuponen la asignacion de un nuevo subgrupo. Las diferencias
encontradas con las enzimas Msel y Haelll también fueron identificadas en las
secuencias de los aislamientos ChTYXIII-4 y ChTYXIII-72, previamente descritos en
Argentina (Arneodo et al., 2007). Sin embargo, en el anélisis filogenético todas las
secuencias relacionadas al subgrupo 16SrXIII-C formaron un clado monofilético,
separado del resto de los fitoplasmas del grupo 16SrXIIl. Estos resultados sugieren
entonces que podria tratarse de aislamientos de la misma especie de fitoplasma o
variantes del subgrupo lo que sumado al hecho de no haberlo localizado en otro
hospedante mas que paraiso y con un rango de distribucion exclusivamente
sudamericana otorgan mas fuerza a dicha hipdtesis. En funcion a los criterios
establecidos para la taxonomia de organismos no cultivables, como es el caso de los
fitoplasmas, estos deben ser registrados con el rango taxondémico de Candidatus
(Murray ySchleifer, 1994; Murray yStackebrandt, 1995). Para el caso particular de los
fitoplasmas, se pueden considerar a nuevo “Candidatus Phytoplasma sp.” si la
secuencia del gen 16S rDNA presenta un valor de similitud menor del 97,5% respecto

de la secuencia de fitoplasmas hasta el momento descritos (IRPMC, 2004). Para el caso
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del fitoplasma ChTYXIII los valores de similitud hallados fueron menores al 97.5% en
todos los casos. Para el caso de los genes rpLV-rpsC y secA, los valores de similitud
nucleotidica siempre fueron menores al 97.5%, adn con fitoplasmas del grupo 16SrXIII.
Los estudios filogenéticos confirmaron el origen monofilético de los aislamientos del
fitoplasma ChTYXIII, relaciondndolo mas cercanamente con el fitoplasma MPV. Todos
estos resultados entonces permiten designar a los aislamientos relacionados al
fitoplasma ChTYXIII como miembros de una nueva especie que se estd proponiendo
con el nombre de “Candidatus Phytoplasma meliae”. Se designa a su vez el aislamiento
ChTYXIII-Mo3 (Montecarlo, Misiones) como la cepa de referencia y el resto de los

aislamientos como secuencias/aislamientos relacionadas.

No solo se ha reconocido al fitoplasma ChTYXIII como un nuevo ‘Ca. Phytoplasma
sp’, sino que también se ha ajustado un sistema de deteccion preciso del mismo
mediante PCR. A partir de la secuencia parcial del gen secA se generd un juego de
primers especificos del fitoplasma ChTYXIII, lo cual fue comprobado empleandolo en
reacciones de PCR con ADN de otros fitoplasma de diversos grupos 16Sr.

Por otro lado se logr6 caracterizar molecularmente regiones gendémicas relacionadas
con mecanismos de interaccién patdgeno-hospedante en el fitoplasma ChTYXIII. Se
comprobé la presencia de la proteina amp (antigenic membrane protein) en todos los
aislamientos del fitoplasmas ChTYXIII estudiados, la cual se encuentra flanqueada por
los genes groEL (extremo 5°) y nadE (extremo 3°) tal cual lo describen trabajos previos
(Kakizawa et al., 2004, 2006a). La proteina amp caracterizada consta de 158aa, con un
peso molecular estimado de 17.07kDa, dos regiones transmembrana ubicadas en los
extremos N-terminal (péptido sefial) y extremo C-terminal. A su vez se identificd la
presencia de un sitio del clivaje entre los residuos 36-37 y una region hidrofilica central
de 94aa. Todas estas caracteristicas coinciden con las de la proteina amp previamente
descrita en otros fitoplasmas (Kakizawa et al., 2004, 2006; Yu et al., 1998; Barbara et
al., 2002; Fabre et al., 2011; Lu y Xia, 2012; Arashida et al., 2008). En lo que se refiere
a la similitud, estos resultados demuestran que la proteina amp del fitoplasma
ChTYXIIl difiere respecto de otras secuencias descritas en fitoplasmas
filogenéticamente cercanos. Se ha reportado previamente que la secuencia de la proteina

amp es altamente divergente (Barbara et al., 2002), sobre todo en la porcion hidrofilica
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central sobre la cual ha sido observada una alta presion de seleccion (Kakizawa et al.,
2006a, b). Para el caso de la proteina amp-ChTYXIIl se ha observado valores de
identidad mayores en los dominios N-terminal/amp-E(péptido sefial) y C-terminal/amp-
T que los encontrados para el dominio amp-H, lo que resulta consistente con lo
publicado hasta el momento (Barbara et al., 2002; Kakizawa et al., 2006a; Arashida et
al., 2008). Los estudios de presion de seleccion, han revelado que la region amp-H, es la
que esta sometida a una mayor presion de seleccion positiva, puesto que presenta la
mayor cantidad de codones con valores de dN-dS (sustituciones no sindnimas —
sustituciones sindnimas) mayores a 0. Estos resultados se condicen con los obtenidos,
en proteinas ortdlogas presentes en otros fitoplasmas (Kakisawa et al., 2006b, Fabre et
al., 2011). Dado el hecho de que las proteinas del tipo amp son altamente divergentes en
sus dominios hidrofilicos, se supone que cumplen un rol fundamental en la interaccién
patdgeno-hospedante (Kakizawa et al., 2006). En concordancia con esto Gltimo, se ha
reportado que la proteina amp del fitoplasma OY-M forma un complejo con las
proteinas actina y miosina (componentes de los microfilamentos) de los insectos
vectores de dicho fitoplasma, y que la formacion de dicho complejo esta correlacionada
con la especificidad del vector (Susuki et al., 2006).

En lo que se refiere a la proteina imp, para el fitoplasma ChTYXIII no se ha podido
conseguir la amplificacion de fragmento gendémicos mediante PCR que contengan la
secuencia de la misma en ninguna de las estrategias empleadas. Sin embargo cuando se
empledé como DNA molde el correspondiente al fitoplasma ACLL (16Srl-B, Torres et
al., 2004), se logro amplificar e identificar la secuencia de la proteina imp en el
fragmento amplificado, la cual presento una identidad aminoacidica de 100% con el
fitoplasma Onion yellows (grupo 16Srl) (WP_011160959). La proteina imp es
considerada, dentro de las IDPs, como la proteina ancestral (Kakizawa et al.2009), ya
gue ha sido detectada e fitoplasmas de los grupos 16Srl, 16Srll 16Srlll y 16SrXII entre
otros (Bonrod et al., 2012, Andersen et al., 2013) y luego los niveles de expresion de las
proteinas IdpA y amp han ido aumentando dependiendo del fitoplasma (Kakizawa et al.,
2009). El hecho de no haberla detectado en el fitoplasma ChTYXIII no necesariamente
implique que esta proteina no esté presente, sino que pudiera deberse a que los primers

empleados, tanto los tomados de bibliografia como los disefiados en este tesis, tengan
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bajo niveles de hibridacion. También puede deberse a que la proteina imp en fitoplasma
ChTYXIII, la organizacién de los genes flanqueantes sea distinta. La comprobacion de
esta y otras hipdtesis relacionadas a la presencia/ausencia de la proteina imp en el
fitoplasma ChTYXIIl podra ser solventada con el secuenciamiento del genoma
completo de dicho patégeno y la blsqueda por homologia dentro del mismo de
proteinas ortélogas a la imp, tal como se ha descrito en otros fitoplasmas (Oshima et al.,
2004, Bai et al., 2006, Tran-Nuguyen et a., 2008, Andersen et al., 2013, Kube et al.,
2008, Chung et al., 2013, Mitrovic et al., 2014, Kakizawa et al., 2014, Chen et al., 2014,
Saccardo et al., 2012)

Dado que no se conoce nada acerca de los posibles vectores del fitoplasma
ChTYXIII la identificacidn y caracterizacién del gen amp en dicho patégeno permitira
entre otras cosas realizar estudios en los que se permita detectar de manera mas eficiente
posibles vectores de la enfermedad a través de estudios de interaccion entre la proteina
amp Yy las proteinas de los insectos. Por otro lado, los estudios Ilevados a cabo en la
secuencia aminoacidica han demostrado que la proteina amp-ChTYXII es
notablemente distinta de las que se han descrito hasta el momento, aln para aquellos
fitoplasmas relacionados desde el punto de vista filogenético, es por ello que se deberia
corroborar si los mecanismos de interaccion con los microfilamentos de los insectos
vectores se produce de la misma manera a lo descripto para los fitoplasmas del grupo
16Srl (Susuki et al., 2006, Galetto et al., 2011). De comprobarse que el mecanismo es el
mismo en el fitoplasma ChTYXIIl, podria emplearse dicha informacién en la
generacion de sistemas de deteccidn de posibles vectores mediante analisis de Western
Blots entre las proteinas de insectos candidatos de ser transmisores y la proteina amp
generada in vitro (Suzuki et al., 2006, Galetto et al., 2011, Rashidi et al., 2015). La
deteccidon e identificacion de insectos vectores del fitoplasma ChTYXIII permitira
entender con mayor precision su distribucion, ya que al conocer el/los insectos vectores
del mismo y su distribucion podemos cotejarla con la distribucion del patogeno y
determinar si existen patrones en comun o alguna relacion entre ambos. Por otra parte
dicha proteina seria un candidato ideal para la generacion se sueros ya que se producen

en gran cantidad por parte de los patdgenos y su constitucién aminoacidica tan diferente
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a todas las reportadas es de esperar que los sueros lleguen a ser altamente especificos ya

sea para la deteccion masiva.
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Patosistema enrojecimiento letal de la frutilla-fitoplasmas

e Desde el punto de vista epidemiol6gico se logré en primera instancia poner a
punto un sistema de diagndstico especifico de fitoplasmas en frutilla mediante
PCR disminuyendo notablemente la presencia de compuestos inhibidores de la
polimerasa. Luego fue posible determinar la diversidad de fitoplasmas asociados a
la enfermedad de enrojecimiento letal (EL) en distintas regiones productoras de
frutilla (Fragaria x ananassa) de Argentina. Se demostré que existen al menos 4
grupos 16Sr asociados a dicha enfermedad (16SrXI11, 16Srlll, 16SrVIIy 16Srl).

e Para determinar la importancia de la enfermedad se realizaron muestreos en lotes
productores de la region de Lules (Tucuman) durante el periodo 2010-2012
evaluando la incidencia y prevalencia de la enfermedad de EL y su relacion con los
distintos cultivares y viveros de origen. Los resultados de dicho analisis
permitieron establecer una relacion (estadisticamente significativa) entre los
distintos cultivares y la proporcion de plantas EL (incidencia), asi como también
entre los distintos viveros y la proporcion de plantas EL. Por otro lado no se
pudieron establecer relaciones entre la prevalencia y las variables anteriormente
mencionadas.

e Por otro lado se determind que existe una relacion entre la presencia del sintoma
EL y la presencia de fitoplasmas, aunque esta relacion solo puede explicar un
12.08 % de los casos.

e Desde el punto de vista molecular se han caracterizado 10 aislamientos de
fitoplasmas asociados a la enfermedad EL mediante el analisis de la secuencia

parcial del gen 16Sr DNA. El andlisis de los patrones RFLP in silico, similitud
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nucleotidica y filogenia han permitido describir la taxonomia de los fitoplasmas
analizados con mayor claridad. Se han caracterizado fitoplasmas del grupo 16Srll|
filogenéticamente relacionados con los subgrupos 16Srlll-J y 16Srlll-X
previamente descritos en la region. También se ha determinado la presencia de un
fitoplasma del grupo-subgrupo 16SrVII-C, cercanamente relacionado con
fitoplasmas previamente descritos y unicos para la zona.

Respecto a los fitoplasmas del grupo 16SrXIII, se caracterizd al fitoplasma
Strawberry red leaf StrawRL, el cual fue clasificado como un nuevo subgrupo
16SrXIl1-F propio de la region y sin antecedentes de haber sido descrito en otra
parte del mundo. Por Gltimo la presencia de aislamientos del subgrupo 16SrXI1I-A
(solo citado en América del Norte) o cercanamente relacionados al mismo,
presupone un ingreso de los mismos a través de plantas madres infectadas

importadas.

Patosistema amarillamiento del paraiso-fitoplasmas

Desde el punto de vista de la caracterizacion epidemioldgica se logré determinar con
mayor precision la distribucién geografica en Argentina de los fitoplasmas China
tree yellows ChTYXIII (16SrXI1II-C) y China tree decline ChTDIII (16Srlll-D)
asociados a la enfermedad de declinamiento-amarillamiento del paraiso (Melia
azedarach).

Respecto al fitoplasma ChTYXIII, objeto de estudio de nuestra tesis, se determind
que su distribucion esté restringida a la region del noroeste Argentino (provincias de
Misiones, Chaco, Formosa, y Norte de Corrientes) con el registro mas austral del

mismo cercano a la localidad de Yapeyu (Corrientes, 29°28'05.1"S). Su distribucién
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se corresponde con la determinada en investigaciones previas (Arneodo et al., 2007)
y se presume que la misma estaria sujeta a la distribucion de sus insectos vectores.
Desde el punto de vista molecular, se lograron caracterizar regiones genomicas
conservadas (genes 16Sr DNA, rpLV-rpsC y secA) y regiones genomicas
relacionadas con mecanismos de patogenicidad (proteina inmunodominante de
membrana tipo amp). Los analisis tanto de RFLP in silico, similitud nucleotidica y
filogenia de regiones gendmicas conservadas determinaron que el fitoplasma
ChTYXIII constituye una nueva especie de fitoplasma denominada ‘Candidatus
Phytoplasma meliae’ (meliae, de Melia azedarach su hospedante natural).

Respecto a la proteina tipo amp, se logré obtener la secuencia completa de la misma
y la secuencia parcial de los genes flanqueantes en todos los aislamientos del ‘Ca.
Phytoplasma meliae’ analizados. La proteina amp descrita estd organizada en una
region central hidrofilica (H), dos regiones transmembrana en los extremos carboxi-
terminal y amino-terminal, estando este ultimo clivado, por lo que la proteina solo
estd anclada a la membrana plasmatica en una sola regién transmembrana. Esta
organizacion se corresponde con las descripciones previamente hechas de sus
ortélogas en otras especies de fitoplasmas. A su vez se comprobd que la region H es
la que mayor variabilidad presenta y que la misma esta sujeta a una presion de
seleccion positiva, por lo que posiblemente juegue roles importantes en lo que ha
interaccion fitoplasma-hospedante se refiere.

Por otro lado, se logrd generar un antisuero policlonal especifico en contra de la
proteina secA del fitoplasma ‘Ca. phytoplasma meliae’. El mismo permitid,
mediante inmunohistoquimica, reconocer de manera especifica al fitoplasma en

estudio en tejidos infectado de paraisos (hospednate natural) y vincas (hospednate
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alternativo). A su vez, y en base a la secuencia nucleotidica del mismo gen, fue
posible generar un juego de primers que detectan especificamente al ‘Ca.

Phytoplasma meliae’ en reacciones de PCR.
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Esquemas Conceptuales

Patosistema enrojecimiento letal de la frutilla

Esquema conceptual 1: Se plantean, de manera hipotética, los distintos factores que
pueden intervenir en este patosistema 1: Produccion de plantas madres (California,
USA) que son importadas a la Argentina (I); BF: Barrera Fitosanitaria (organismos
encargados de certificar la sanidad de los ejemplares ingresados) en la que se observan
plantines infectados con fitoplasmas que han sido retenidos. 2: Reproduccion agamica
para multiplicacién de plantas a partir de estolones de las plantas de frutilla importadas
en viveros argentinos, que al afio siguiente seran implantados a campo; T1: mecanismo
de transmision tipo 1 en el que una planta infectada con fitoplasmas nativos del lugar de
origen del material vegetal ingresa sin ser detectada por la BF. La misma es reproducida
en viveros locales y algunos de esos plantines son implantados a campo donde
desarrollan la enfermedad mientras que otros son eliminados en procesos de seleccion;
T2: Mecanismo de transmision tipo 2 en el que los plantines reproducidos en
invernaderos antes de ser implantados a campo son infectados por fitoplasmas locales
por insectos vectores que lo toman desde malezas o cultivos en los que el/los
fitoplasmas ya estan presentes. 3: Cultivo de frutilla en el que se observan plantas con
enrojecimiento letal infectadas con distintos fitoplasmas representadas por distintos
colores, T3: mecanismo de trasmision tipo 3 en el que fitoplasmas nativos de esta
region (grupos 16SrVII y 16Srlll) son transmitidos a los ejemplares de frutilla
implantados a campo mediante insectos vectores que lo toman desde malezas que
actuan como reservorios de los mismos o bien lo trasmiten a otros cultivos, T4:
Mecanismo de trasmision tipo 4 en el que el fitoplasma StrawRL (grupo 16SrXIlI-F,
nativo de la region) es transmitido desde las malezas circundantes que actian como
reservorio hacia el cultivo mediante insectos vectores y T5: mecanismo de transmision
tipo 5 en el que la dispersion de fitoplasmas en el cultivo puede estar siendo generada
por fitoplasmas que transmiten planta-planta dentro del mismo cultivo (se generaliza el
mecanismo con un solo fitoplasma pero se extiende al resto de los presentes en el
sistema). 4: Exportacion de plantines de frutilla (E) desde la Argentina a otros paises

productores, en el que también intervienen barreras fitosanitarias (BF)
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Esquema conceptual 2: El siguiente esquema conceptual, sintetiza las principales
variables y las relaciones entre estas, que estarian influyendo en el patosistema
enrojecimiento letal de la frutilla. En lugar central se ubica la variable cultivo/ enfermas
que representa las plantas de frutilla enfermas (EL) con fitoplasmas. Esta variable, se ve
influenciada por la incorporacion de plantas enfermas importadas en los viveros de
Argentina a una tasa que esta siendo influenciada por variabels ambientales (VA), los
controles fitosanitarios (CF) y el cultivar importado (cv). En este caso, favorecidos por
condiciones ambientales propicias, controles fitosanitarios poco exhaustivos y cultivares
de frutilla mas suceptibles, la tasa de incorporacion de plantas de frutilla infectadas con
fitoplasmas serd mayor. A su vez, dado que la Argentina exporta plantines a otros
paises, lavariable exportacion del plantines infectados puede estar siendo influenciada
por variables tales como las practicas agricolas o los controles fitosanitarios.Respecto a
esto ultimo, si los controles ftosanitarios son poco exhaustivos y si las practicas
agricolas favorecen la permanencia de plantines infectados, entonces la probabilidad de
exportar plantines infectados con fitoplasmas exportados serd mayor. Este mecanismos
se relaciona con los resultados encontrados en la presente tesis, ya que fue posible
registrar la presencia de fitoplasmas propios de la zona en donde se producen las plantas
madres que Argentina compra para su multiplicacion.Por otro lado, la variable
Cultivo/Enfermas, esta siendo influenciada también por la infeccion a campo mediada
por insetos vectores. En este proceso, un insecto vector sano se convierte e infectivo a
una tasa que depende de las condiciones ambientales (VA) y de la identidad del
fitoplasmas (IF) y de la disponibilidad de fitoplasmas (DF). Una vez que se convierten
en infectivos, estos insectos pueden infectar plantas de frutilla a campo a una tasa que
depende de las VA, el cultivar implantado (nuestros resultados sugieren que existen
cultivares de frutilla mas sucpetibles) y de los controles fitosanitarios. Este mecanismo
de adquision se ve sustentado por nuestros resultados, ya que se ha demostrado la
infeccion de plantas de frutilla a campo con fitoplasmas previamente descritos en la
region. Por utlimo, la tasa de muerte de las plantas EL estaria dependiendo de las
variabels ambientales, la identidad del fitoplasma, el cultivar y el estado fenoldgico de

la planta.
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Patosistema amarillamiento del paraiso

Esquema conceptual 1: Se plantea, de manera hipotética, distintos factores que
intervienen en la estructura del patosistema amarillamiento del paraiso. El fitoplasma
China tree decline (ChTDIII), representado por el color anaranjado, se encuentra
distribuido en toda la Argentina (limite Sur aproximado demarcado por la linea de
puntos anaranjada). T1: mecanismo de transmision en el que el fitoplasma ChTDIII es
transmitido desde una maleza nativa infectada o desde un cultivo circundante infectado
hacia plantas de paraiso y todas las combinaciones posibles entre estos tres hospedantes
mediada por la accion de un complejo de insectos vectores el cual puede estar
comprendido por 1 insecto ampliamente distribuido en nuestro territorio y polifago,
varios insectos polifagos u olifagos o bien insectos mondfagos que transmiten el
fitoplasmas dentro de cada hospedante e insectos polifagos u olifagos que lo transmiten
entre hospedantes. T2: mecanismo de transmisioén en el que a partir de un paraiso
infectado (previamente infectado por mecanismos T1) se trasmite a un paraiso sano
mediante la accion de un insecto monofago/olifago.El fitoplasma China tree yellows
(ChTYXIII) tiene una distribucion restringida al nordeste de nuestro pais (y algunos
reportes de paises limitrofes) la cual esta delimitada por la linea punteada roja. T3:
mecanismo de trasmision en el que el fitoplasma ChTYXIII se transmite desde una
maleza (reservorio natural) hacia un paraiso mediante la accion de un vector olifago.
Este mecanismo se sustenta en el hecho de que el analisis filogenético del fitoplasma
ChTYXIII, determind que se trata de una especie Unica y que solo ha sido registrada en
esta region (América del Sur) y por lo tanto ha de tener como reservorio natural alguna
especie nativa, ya que el paraiso ha sido introducido recientemente, T4: transmision
paraiso-paraiso mediante un vector monofago. T5: mecanismo de transmision en el que
la presencia del fitoplasma ChTYXIII en regiones que se encuentre por fuera de su
distribucion natural esté sujeta al transporte de material infectado en origen hacia otras

localidades sin que sean detectados por los organismos de control sanitario pertinentes.

Franco Fernandez

189



’ Planta de paraiso sano

* Planta de paraiso infectado con ¢l fitoplasma China tree decline (16Sr111-B)
’ Planta de paraiso infectado con el fitoplasma China tree yellows (168:XIII-C)

57 Planta de maleza nativa sana

e

Planta de maleza infectada con el fitoplasma China tree decline (16SrIlI1-B)

& Planta de maleza infectada con el fi toplasma China tree yellows (165rXI11-C)

O
* Cultivo sano

-%‘ Cultivo infectado con fitoplasmas del subgrupo 16SrI1I-B

Esquemas conceptuales

paraiso- fitoplasmas

Complejo de insectos vectores (1 o varios insectos polifagos/varios insectos monéfagos/insectos polifagos y mondéfagos)

« = Involucrados en la transmisién del fitoplasma China tree decline
= Insecro vector del fitoplasma China tree yellows (165¢X111-C)

@ Transporte de marerial vegeral, eventualmente infectado

@  Limite aproximado de la regidn ccolégicamente apta para la vida del insecto vector del fitoplasma 168rXII1-C

190

Patosistema amarillamiento del

Franco Fernandez



Esquemas conceptuales

Esquema conceptual 2: El siguiente esquema conceptual, sintetiza las principales
variables y las relaciones entre estas, que estarian influyendo en el patosistema
amarillamiento del paraiso. En lugar central se ubica la variable cultivo/ enfermas que
representa las plantas de paraiso enfermas con fitoplasmas. En este patosistema
intervienen dos fitoplasmas, el China tree decline ChTDIII (16SrllI-B) de amplia
distribucion en nuestro pais, y el fitoplasma China tree yellows ChTYXIII (16SrXIlI-
C), con una distribucion restringida al noroeste denuestro pais. Por un lado, lasplantas
sanas y suceptibles de paraiso, esta siendo infectadas con fitoplasmas (Enfermas) a una
tasa que depende de las condiciones ambientales (CA), la variedad del paraiso afectado
(var) y el estado fenologico de la planta (EF). Esta tasa de infeccion se vera afectada
también por la presencia de vectores infectivos. Una de las posibles explicaciones de las
diferencias en la distribucion de los dos fitoplasmas,radica en el hecho de que estos
patégenos estan siendo dispersados por vectores distintos o grupos de vectores
distintos.Es por ello que la presencia de vectores infectivos ( en tanto a su numero como
a su especie) es una variable que influye marcadamente en elproceso de infeccion.Por
otro lado, la presencia de plantas enfermas estaria tanmbien siendo influenciada por la
presencia de plantines infectados, con una tasa que dependeria tanto de la variedad del
paraiso como de los controles fitosanitarios. Por ultimo la cantidad de plantas enfermas
gue mueren estarian sometidas a una tasa que depende de las condiciones ambientales,

como de la identidad del fitoplasma y el estado fenoldgico de la misma.
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Se puede observar que entre ambos patosistemas existen algunos mecanismos comunes.
En primer lugar la presencia de vectores infectivos es una variable de peso, ya que es el
mecanismo por el que comunmente se infectan ambas especies. Las relaciones
filogenéticas de los fitoplasmas estudiados en esta tesis, han demostrado que estos se
relacionan mas estrechamente con fitoplasmas presentes en nuestra region. Es por ello
que se supone la existencia de vectores locales que transmiten la enfermedad desde
reservorios naturales (malezaspor ej.) hacia los cultivos estudiados. Sin embargo la
accion del hombre también puede generar la dispersion de fitoplasmas. En el caso del
enrojecimiento letal, la presencia de fitoplasmas del subgrupon 16SrXIlI-A, el cual solo
ha sido reportado en la regién donde se producen las plantas amdres que importa
Argentina para su multiplicacion, estaria indicando un ingreso a nuestro pais producto
de la comercializacion de material entreambos paises. Asu vez, el fitoplasma ChTY XIII,
ha sido reportado en regiones por fuera del noroeste Argentino, lo cual podria estar

explicado por el transporte de material infectado hacia otras zonas.
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Tablas

Anexo

Tabla 1: Frecuencias totales de plantas analizadas y plantas EL de para cada uno de los cultivares/viveros analizados en las 3
campafias (2010-2011 y2012). N: ndmero de plantas totales inspeccionadas visualmente, nEL: nimero total de plantas con

sintomatologia EL y nEL PCR (+): nimero total de plantas EL positivas para fitoplasmas mediante PCR.

Cultivar Vivero N nEL nEL PCR (+)
Albion Vivero Don Antonio 400 3 0
Albion Vivero La Loma 500 0 0
Albion Vivero Tafi del Valle 350 0 0
Albion Vivero Vallejo 400 0 0
Benicia Vivero Vallejo 300 0 0
Camarosa premiun Vivero Vallejo 500 0 0
Camarosa superpremium Vivero Don Antonio 700 3 0
Camarosa superpremium Vivero Marcelo Fernandez 1650 5 1
Camarosa superpremium Vivero Nicolas del Sel 400 0 0
Camarosa Vivero Don Antonio 1650 14 1
Camarosa Vivero La Loma 1500 3 0
Camarosa Vivero Nicolas del Sel 1900 12 1
Camarosa Vivero Patagonia (Esquel) 1400 11 2
Camarosa Vivero Vallejo 1400 4 0
Camino Real planta madre Vivero Nicolas del Sel 400 0 0
Camino Real Vivero Don Antonio 750 1 0
Camino Real Vivero La Loma 900 1 0
Camino Real Vivero Nicolas del Sel 1700 1 0
Camino Real Vivero Patagonia (Esquel) 700 0 0
Camino Real Vivero Vallejo 700 0 0
Eliana Vivero Viansa 100 0 0
Festival con hojas Vivero Viansa 300 0 0
Festival Vivero Marcelo Fernandez 600 2 0
Festival Vivero Nicolas del Sel 300 1 0
Festival Vivero Viansa 800 0 0
Fortuna Vivero La Loma 400 0 0
Fortuna Vivero Viansa 900 3 1
Mojave Vivero Vallejo 300 0 0
Palomar Vivero La Loma 1000 0 0
Portola Vivero Vallejo 300 0 0
San andreas Vivero La Loma 500 0 0
San andreas Vivero Nicolas del Sel 1000 2 0
San andreas Vivero Viansa 300 0 0
Totales 25000 66 6
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Anexo

Tabla 2: Listado de secuencias del gen 16Sr empleadas en los analisis de similitud, RFLP in silico y filogenia. En negrita la secuencia de los
aislamientos obtenidos en esta tesis.t: aislamiento sin subgrupo definido, s/d: secuencias no subidas al GenBank, * coeficiente de similitud

RFLP (F) < 0,97 respecto del subgrupo denominado.

Fitoplasma/aislamiento Grupo-subgrupo N° GenBank | Hospedante
16Sr

Fitoplasmas relacionados al grupo 16SrXIlIlI
Mexican periwinkle virescence MPV 16SrXI1-A AF248960 Catharanthus roseus
Strawberry stunting STRAWB1 16SrXI111-B U96614 Fragaria x ananassa
Chinaberry Yellows CbY1 16SrXI11-C AF495882 Melia azedarach
Mexican potato purple top phytoplasma SINPV 16SrXI111-D FJ914647 Solanum tuberosum
Papaya apical curl necrosis PACNBr1 16SrXIII-E JX893519 Carica papaya
Papaya apical curl necrosis PACNBIr2 16SrXIII-E EU719111 Carica papaya
Papaya apical curl necrosis PACNBr4 16SrXIII-E JX893519 Carica papaya
China tree yellows ChTYXIII-4 16SrXI11-C DQ444264 Melia azedarach
China tree yellows ChTYXII1-72 16SrXI1I1-C DQ444265 Melia azedarach
Cauliflower stunt phytoplasma CfS-Br03 16SrXII-t JN818844 Brassica oleracea
Papaya apical curl necrosis CS-Br03 16SrXINI-t JX893518 Carica papaya
Strawberry phylloid fruit SFPBr2 16SrXII1-¢ EU719108 Fragaria x ananassa
Strawberry phylloid fruit SFPBr3 16SrXINI-t EU719109 Fragaria x ananassa
PPT-Potato2 16SrXII- JN087521 Solanum tuberosum
PPT-Tomato6 16SrXII- KC329499 Solanum lycopersicum
PPT-Pepper2 16SrXI111-4 Q745314 Capsicum annuum
China tree yellows ChTYXI11-Mo3 16SrXI1I-C s/d Melia azedarach
China tree yellows ChTYXIII-RS3 16SrXI11-C s/d Melia azedarach
China tree yellows ChTYXI11-Ce3 16SrXI1I-C s/d Melia azedarach
China tree yellows ChTYXIII-Ya4 16SrXI1I-C s/d Melia azedarach
China tree yellows ChTYXIII-1t27 16SrXI11-C s/d Melia azedarach
Strawberry red leaf StrawRL-Tcl 16SrXII-F KJ921641 Fragaria x ananassa
Strawberry red leaf StrawRL-Tc7 16SrXI111-F KJ921642 Fragaria x ananassa
Strawberry red leaf StrawRL-BV1 16SrXII-F KJ921643 Fragaria x ananassa
Strawberry red leaf StrawRL-BV2 16SrXI11-F KJ921644 Fragaria X ananassa
EL-Tc2 16Srill-J* s/d Fragaria x ananassa
EL-Tc4 16Srlll-J s/d Fragaria x ananassa
EL-Tcl2 16SrXIII-A s/d Fragaria X ananassa
EL-Tc32 16SrXII-A s/d Fragaria x ananassa
EL-Tc40 16SrXII-A* s/d Fragaria X ananassa
EL-Tc53 16Srill-X* s/d Fragaria x ananassa
EL-Tc75 16Srll-X* s/d Fragaria x ananassa
Fitoplasmas relacionados al grupo 16SrllilI
China tree decline ChTDIII 16Srlll-B AY081817 Melia azedarach
Caesalpinia little leaf CaesLL 16Srlll-B KC202812 Caesalpinia gilliesii
Catharanthus little leaf CatLL 16Srlll-B KC412025 Catharanthus roseus
Tomato little leaf TomLL 16Srlll-B KC412025 Solanum lycopersicum
Garlic decline GDIII 16Srll1-J 16Srill-J AY081816 Allium sativum
Chayote witches’ broom ChWB 16Srlll-J KP763468 Sechium edule
Tomato reddening TomRed 16Srlll-J KC412031 Solanum lycopersicum
Bellis virescence BellVir 16Srlll-J KC412024 Bellis perennis
Cucurbita virescence CucVir 16Srlll-J KC412028 Cucurbita maxima
Conyza witches’ broom strain ConWB-A 16Sr11-X KC412028 Conyza bonaeriensis
Conyza witches’ broom strain ConWB-B 16SrllI-X KC412026 Conyza bonaeriensis
Heterothalamus little leaf HetLL 16Srlll-W KC412027 Heterothalamus alienus
Passion fruit witches'-broom PassWBBr4 16Srlll-V GU292082 Passiflora edulis f. flavicarpa
Cassava frogskin disease CFSDY?29 16Srlll-L AY737647 Manihot esculenta
Fitoplasmas relacionados al grupo 16SrVII
Ca.Phytoplasma fraxini AshY1 16SrVII-A AF092209 Fraxinus sp.
Ca.Phytoplasma fraxini AshY3 16SrVII-A AF105315 Fraxinus sp.
Ca.Phytoplasma fraxini AshY5 16SrVII-A AF105316 Fraxinus sp.
Erigeon witches’ broom EriWB 16SrVII-B AY034608 Erigeron sp.
Artemisia witches’ broom ArWBI 16SrVII-B DQ989178 Artemisia annua
Artemisia witches’ broom ArWBII 16SrVII-B DQ989179 Artemisia annua
Artemisia witches’ broom ArWBIII 16SrVII-B DQ989180 Artemisia annua
Argentinean alfalfa witches” broom ArAWB 16SrVII-C AY147038 Medicago sativa
EL-BV3 16SrVII-C* s/d Fragaria x ananassa
Argentinean Strawberry Phyllody ASP 16SrVII-C JN368423 Fragaria X ananassa
Crotalaria juncea shoot proliferation CrSP-Br01 16SrVII-C KC756947 Crotalaria juncea
Acholeplasma palmae - 133734 -
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Tabla 2: continuacién

Anexo

Fitoplasma/aislamiento Grupo-subgrupo N° GenBank Hospedante

16Sr
‘Candidatus Phytoplasmas sp.’
‘Ca. Phytoplasma asteris’ 16Srl-B M30790 Oenothera elata
‘Ca. Phytoplasma australiense’ 16SrXI1-B L76865 Vitis vinifera
‘Ca. Phytoplasma aurantifolia’ 16Srll-B U15442 Catharantus roseus
‘Ca. Phytoplasma fraxini’ 16SrVII-A AF092209 Fraxinus spp.
‘Ca. Phytoplasma japonicum’ 16SrXII1-D AB010425 Hydranga spp.
‘Ca. Phytoplasma brasiliense’ 16SrXV-A AF147708 Hisbiscus spp.
‘Ca. Phytoplasma ulmi’ 16SrV-B AY197655 Ulmus minor
‘Ca. Phytoplasma ziziphi’ 16Srv-B AB052876 Ziziphus jujuba
‘Ca. Phytoplasma trifolii’ 16SrVI-A AY390261 Trifolium hybridum
‘Ca. Phytoplasma phoenicium’ 16SrIX-D AF515636 Prunus dulcis
‘Ca. Phytoplasma mali’ 16SrX-A AJ542541 Malus domestica
‘Ca.Phytoplasma spartii’ 16SrX-D X92869 Spartium junceum
‘Ca.Phytoplasma prunorum’ 16SrX-F AJ542544 Prunus pérsica
‘Ca.Phytoplasma oryzae’ 16SrXI-A AB052873 Oryza sativa
‘Ca.Phytoplasma fragariae’ 16SrXII-E DQ086423 Fragaria x ananassa
‘Ca.Phytoplasma cynodontis’ 16SrXIV-A AJ550984 Cynodon dactylon
‘Ca.Phytoplasma caricae’ 16SrXVII-A AY725234 Carica papaya
‘Ca.Phytoplasma americanum’ 16SrXVIII-A DQ174122 Solanum lycopersicum
‘Ca.Phytoplasma castaneae’ 16SrXIX-A AB054986 Castanea,spp.
‘Ca.Phytoplasma rhamni’ 16SrXX-A X76431 Rhamnus frangula
‘Ca.Phytoplasma pini’ 16SrXXI-A AJ632155 Pinus halepensis
‘Ca.Phytoplasma allocasuarine’ ND AY135523 Allocasuarina

muelleriana

‘Ca.Phytoplasma lycopersici’ ND EF199549 Solanum lycopersicum
‘Ca.Phytoplasma omanense’ 16SrXXIX-A EF666051 Cassia italica
‘Ca.Phytoplasma tamaricis’ 16SIXXX-A FJ432664 Tamarix chinensis
‘Ca.Phytoplasma costaricanum’ 16SrXXXI-A HQ225630 Glycine max
‘Ca.Phytoplasma malaysianum’ 16SrXXXII EU371934 Catharanthus roseus
‘Ca.Phytoplasma convolvuli’ ND JN833705 Convolvulus arvensis
‘Ca.Phytoplasma palmicola’ 16SrXXII-A KF751387 Cocos nucifera
‘Ca.Phytoplasma rubi’ 16SrV-D AY197648 Rubus spp.
‘Ca.Phytoplasma solani’ 16SrXII-A AF248959 Vitis vinifera
‘Ca.Phytoplasma balanitae' ND AB689678 Balanites triflora
‘Ca.Phytoplasma graminis' 16SrXVI-A AY725228 Guines sugarcane
‘Ca.Phytoplasma pruni' 16Srlll-A JQ044393 Prunus pérsica
‘Ca. Phytoplasma prunorum' 16SrX-F AJ542544 Prunus pérsica
‘Ca. Phytoplasma pyri 16SrX-C AJ542543 Pyrus communis
‘Ca. Phytoplasmama sudamericanum' 16SrVI-1 GU292081 Passiflora edulis
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Anexo

Tabla 4: Identidad nucleotidica del gen 16S rDNA entre aislamientos de fitoplasmas asociados al sintoma EL (con

patron RFLP para la enzima Msel-16SrXIII) y secuencias representativas del grupo 16SrXIIL. #: subgrupo no

definido.
Fitoplasma/Grupol16Sr EL-Tcl EL-Tc7 EL-Tc12 EL-Tc32 EL-Tc40 EL-BV1 EL-BV2
98.67 98.67 99.5 99.42 99.59 98.67 98.54
MPV 16SrXI1I-A
98.24 98.24 98.75 98.66 98.78 98.24 98.05
STRAWBL1 16SrXIlI-B
98.0 98.0 98.17 98.08 98.21 98.0 97.81
CbY1 16SrXIII-C
97.92 97.92 98.17 98.42 98.38 97.92 97.73
SINPV 16SrXIlI-D
98.5 98.5 98.5 98.42 98.46 98.5 98.3
PACNBTr1 16SrXIlI-E
98.5 98.5 98.67 98.58 98.70 98.5 98.3
ChTYXII1-4 16SrXI111-C
98.66 98.66 98.83 98.75 98.78 98.66 98.38
CfS-Br03 16SrXI11-#
98.67 98.67 98.83 98.75 98.86 98.67 98.46
CS-Br03 16SrXI11-+
98.99 98.99 98.41 97.91 98.05 98.99 98.78
SFPBr2 16SrXIlI-+
99.41 99.41 98.42 98.32 98.46 99.41 98.46
SFPBr3 16SrXII1-
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Tabla 5: Identidad nucleotidica del gen 16S rDNA entre aislamientos de fitoplasmas
asociados al sintoma EL (con patron RFLP para la enzima Msel-16Srlll) y secuencias

representativas del grupo 16SrXIII.

Fitoplasma-grupo 16Sr EL-Tc53 EL-Tc75 EL-Tc2 EL-Tc4
ChTDIII 16SrllI-B 98.72 98.56 98.64 98.64
CaesLL 16SrllI-B 98.72 98.64 98.64 98.64
CatLL16SrllI-B 98.88 98.8 98.8 98.8
TomLL 16SrllI-B 98.96 98.88 98.88 98.88
GDIII 16SrllI-J 98.64 98.48 99.04 98.72
ChWB 16Srll1-J 98.8 98.72 98.88 98.88
TomRed 16SrllI-J 98.88 98.8 99.12 98.96
BellVir 16Srll1-J 97.91 97.99 98.55 98.39
CucVir 16Srlll-J 98.56 98.48 99.20 99.04
ConWB-A 16Srll1-X 99.36 99.28 98.31 98.31
ConWB-B 16Sr111-X 99.36 99.28 98.31 98.31
HetLL 16SrlI-W 99.44 99.36 98.23 98.23
PassWBBr4 16Srlll-V 98.88 98.8 98.8 98.88
CFSDY29 16Srlll-L 98.64 98.64 98.56 98.56

Anexo

Tabla 6: Identidad nucleotidica del gen 16S rDNA entre aislamientos de fitoplasmas asociados al sintoma EL (con
patron RFLP para la enzima Msel-16SrVI1) y secuencias representativas del grupo 16SrV1I

Fitoplasma-grupol6Sr EL-BV3
AshY1 16SrVII-A 98.00
AshY3 16SrVII-A 97.92
AshY5 16SrVII-A 98.00
EriwB 16SrVII-B 98.72
ArWBlI 16SrVII-B 98.64
ArWBlII 16SrVII-B 98.72
ArwWBlII 16SrVII-B 98.72
ArAWB 16SrVII-C 99.68
ASP 16SrVII-C 99.20
CrSP-Br01 16SrVII-C 99.68
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Anexo

Tabla 7: Identidad nucleotidica de un fragmento del gen 16Sr (1.2kb) entre los distintos ‘Ca. Phytoplasmas sp.” descritos
hasta el momento y el ‘Ca. Phytoplasma meliae’ (secuencia referencia = ChTYXII1-Mo3).

'Ca. Phytoplasma species'

% Identidad nucleotidica

‘Ca. Phytoplasma asteris’ 95,95
‘Ca. Phytoplasma australiense’ 96,03
‘Ca. Phytoplasma aurantifolia’ 90,21
‘Ca. Phytoplasma fraxini’ 90,53
‘Ca. Phytoplasma japonicum’ 95,47
‘Ca. Phytoplasma brasiliense’ 90,21
‘Ca. Phytoplasma ulmi’ 90,21
‘Ca. Phytoplasma ziziphi’ 89,61
‘Ca. Phytoplasma trifolii’ 90,94
‘Ca. Phytoplasma phoenicium’ 90,05
‘Ca. Phytoplasma mali’ 92,94
‘Ca.Phytoplasma spartii’ 92,54
‘Ca.Phytoplasma prunorum’ 92,61
‘Ca.Phytoplasma oryzae’ 89,83
‘Ca.Phytoplasma fragariae’ 96,44
‘Ca.Phytoplasma cynodontis’ 90,70
‘Ca.Phytoplasma caricae’ 93,93
‘Ca.Phytoplasma americanum’ 95,95
‘Ca.Phytoplasma castaneae’ 89,48
‘Ca.Phytoplasma rhamni’ 92,21
‘Ca.Phytoplasma pini’ 90,29
‘Ca.Phytoplasma allocasuarine’ 92,84
‘Ca.Phytoplasma lycopersici’ 93,28
‘Ca.Phytoplasma omanense’ 90,21
‘Ca.Phytoplasma tamaricis’ 90,21
‘Ca.Phytoplasma costaricanum’ 94,66
‘Ca.Phytoplasma malaysianum’ 91,10
‘Ca.Phytoplasma convolvuli’ 96,11
‘Ca.Phytoplasma palmicola’ 90,37
‘Ca.Phytoplasma rubi’ 89,97
‘Ca.Phytoplasma solani’ 95,95
‘Ca.Phytoplasma balanitae' 89,72
‘Ca.Phytoplasma graminis' 94,82
‘Ca.Phytoplasma pruni' 91,26
‘Ca. Phytoplasma prunorum’ 92,61
‘Ca. Phytoplasma pyri 93,18
‘Ca. Phytoplasmama sudamericanum’ 90,70
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Tabla 8: Listado de secuencias de los genes rpLV-rpsC empleadas en los analisis filogenéticos

del ‘Ca. Phytoplasma meliae’. En negrita las secuencias obtenidas en esta tesis.

Fitoplasma Grupo-subgrupo 16Sr N° Genbank
‘Ca. Phytoplasma aurantifolia’ 16Sr1l-B EF186815
‘Ca. Phytoplasma australasiae’ 16Srll-D EF193373
‘Ca. Phytoplasma phoenicium’ 16SrX-D EF186803
‘Ca. Phytoplasma fraxini’ 167SrVII-A EF183492
‘Ca. Phytoplasma trifoli’ 16SrVI-A EF183486
‘Ca. Phytoplasma ulmi’ 16SV-B AY197675
‘Ca. Phytoplasma ziziphi’ 16SrV-B AY197681
‘Ca. Phytoplasma prunorum’ 16SrX-F EF193370
‘Ca. Phytoplasma mali’ 16SrX-A EF193366
‘Ca. Phytoplasma pyri’ 16SrX-C EF193370
‘Ca. Phytoplasma asteris’ 16Srl-B M74770
‘Ca. Phytoplasma solani’ 16SrXII-A JQ797662
‘Ca. Phytoplasma australiense’ 16SrXII-B NC_010544
‘Ca. Phytoplasma fragariae’ 16SrXII-E EU338446
‘Ca. Phytoplasma americanum’ 16SrXVIII-A EF193362
Mexican periwinkle virescence MPV 16SrXII-A EF193365
STRAWB1 16SrXI11-B U96615
‘Ca. Phytoplasma meliae’ (ChTYXIII-Mo3) | 16SrXIII-C s/d
‘Ca. Phytoplasma meliae’(ChTYXIII-RS3) 16SrXI11-C s/d
‘Ca. Phytoplasma meliae’ (ChTYXIII-Ce3) | 16SrXIII-C s/d
‘Ca. Phytoplasma meliae’ (ChTYXIII-Ya4) | 16SrXIII-C s/d
‘Ca. Phytoplasma meliae’ (ChTYXIII-It27) | 16SrXIII-C sid
Acholeplasma palmae - EF197116

Tabla 9: Listado de secuencias de gen secA empleadas en los andlisis filogenéticos del ‘Ca.

Phytoplasma meliae’. En negrita las secuencias obtenidas en esta tesis.

Fitoplasma Grupo-subgrupo 16Sr N° Genbank

‘Ca. Phytoplasma asteris’ 16Srl-B EF186815
‘Ca. Phytoplasma australiense’ 16SrXI1I-B EF193373
Green valley X GVX 16SrllI-A EU168733
Peach western X PYLV 16Srill-A EU168732
Elm witches’-broom ULM 16SrV-A EU168741
Catharanthus phyllody CPS 16SrVI-C EU168744
Pigeon pea witches’-broom PWB 16SrVI-A EU168742
Ghanaian Cape St Paul wilt CSPWDI 16Srv-C EU168740
Coconut lethal yellowin LYPRI 16SrIV-A EU168738
Crotalaria saltiana phyllody FBPSA 16Srll-C EU168726
Soybean phyllody SOYP 16Srll-C EU168727
Ipomoea phytoplasma IPO 16SrlI-D EU168730
Australian tomato big bud TBB 16Srll-D EU168729
European stone fruit yellows ESFY 16SrX-B EU168749
Stolbur of pepper STOL 16SrXII-A EU168752
Cordyline phytoplasma 16SrXII-B EU16875
Strawberry lethal yellows SLY 16SrXI1I-B CP002548
Clover phyllody KVE 16Srl-C EU168722
Cactus aster yellows CACT 16Srl-B EU168721
‘Ca. Phytoplasma meliae’ (ChTYXIII-Mo3) | 16SrXIII-C s/d

‘Ca. Phytoplasma meliae’(ChTYXIII-RS3) 16SrXIII-C s/d

‘Ca. Phytoplasma meliae’ (ChTYXIII-Ce3) 16SrXIII-C s/d

‘Ca. Phytoplasma meliae’ (ChTYXIII-Ya4) | 16SrXIII-C s/d

‘Ca. Phytoplasma meliae’ (ChTYXIII-It27) | 16SrXI1I-C s/d

Acholeplasma palmae - EF197116
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Tabla 10: Listado de codones analizados en el set de datos correspondientes ala proteina amp (en sus
distintas regiones) de los aislamientos del fitoplasma ChTYXIII, y sus valores de dN-dS asociados.

Anexo

Region | Codon# Codon Start Triplete dN-dS Normalized dN-dS
amp-E 1 1| ATG 0 0
amp-E 2 4| CAA 0 0
amp-E 3 7| AAC 0 0
amp-E 4 10 | AAA 0 0
amp-E 5 13 | AAC 0,376814291 6,522497091
amp-E 6 16 | GTT 0 0
amp-E 7 19 | CAA 0 0
amp-E 8 22 | AAG 0 0
amp-E 9 25| TCT 0 0
amp-E 10 28 | TTG 0 0
amp-E 11 31| ATT 0 0
amp-E 12 34 | ACT 0 0
amp-E 13 37 | AAA 0 0
amp-E 14 40 | TTA -1,526352318 -26,42051746
amp-E 15 43 | ACT 0 0
amp-E 16 46 | ACT 0 0
amp-E 17 49 | TTA 0 0
amp-E 18 52 | TTT 0 0
amp-E 19 55 | GCT 0 0
amp-E 20 58 | GTT 0 0
amp-E 21 61| ATT 0 0
amp-E 22 64 | GCT 0 0
amp-E 23 67 | TTA 0 0
amp-E 24 70 | AGT 0 0
amp-E 25 73| TTA 0 0
amp-E 26 76 | GGC 0 0
amp-E 27 79| TTA 0 0
amp-E 28 82| GTT 0 0
amp-E 29 85| GTT 0 0
amp-E 30 88| TCT 0 0
amp-E 31 91| TCT 0 0
amp-E 32 94 | TCA 0 0
amp-E 33 97 | GTT 0 0
amp-E 34 100 [ TTT 0 0
amp-E 35 103 | GCT 0 0
amp-H 36 106 | GTT 0,5 8,654789968
amp-H 37 109 | AGT 0 0
amp-H 38 112 | AAA 0 0
amp-H 39 115 | GAC 0 0
amp-H 40 118 | CTT 0 0
amp-H 41 121 | AGT 0 0
amp-H 42 124 | ACA 0 0
amp-H 43 127 | TTA 0 0
amp-H 44 130 | ACT 0,491156353 8,501710145
amp-H 45 133 | GAC 0 0
amp-H 46 136 | ACA 0 0
amp-H 47 139 | GAA 0 0
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amp-H 48 142 | AAA 0 0
amp-H 49 145 | AAA 0 0
amp-H 50 148 | GTA 0 0
amp-H 51 151 | ACA 0 0
amp-H 52 154 | TTG 0 0
amp-H 53 157 | AAA 0 0
amp-H 54 160 | GCA 0 0
amp-H 55 163 | GAT 0 0
amp-H 56 166 | GAT 0 0
amp-H 57 169 | GCA 0 0
amp-H 58 172 | GCT 1 17,30957994
amp-H 59 175 | GAC 0 0
amp-H 60 178 | AAA -3,266668197 -56,54465428
amp-H 61 181 | ACC 0 0
amp-H 62 184 | AAA 0 0
amp-H 63 187 | GTT 0 0
amp-H 64 190 | GTA 0 0
amp-H 65 193 | GCA 0 0
amp-H 66 196 | GAA 0 0
amp-H 67 199 | TTA 0 0
amp-H 68 202 | AAA 0 0
amp-H 69 205 | AAA 0 0
amp-H 70 208 | GTT 0 0
amp-H 71 211 | GAT 0 0
amp-H 72 214 | TCT 0 0
amp-H 73 217 | CTA -1,210826222 -20,95889329
amp-H 74 220 | AAA 0,442737407 7,663598544
amp-H 75 223 | GAA 0 0
amp-H 76 226 | ATT 0 0
amp-H 77 229 | GCA 0,5 8,654789968
amp-H 78 232 | GAA 0 0
amp-H 79 235 | TCA 0 0
amp-H 80 238 | GAT 0 0
amp-H 81 241 | ATT 0 0
amp-H 82 244 | GAT 0 0
amp-H 83 247 | TCA 0 0
amp-H 84 250 | GTT 0 0
amp-H 85 253 | ACA 0 0
amp-H 86 256 | CCA 0 0
amp-H 87 259 | AGT 0 0
amp-H 88 262 | ACT -0,5 -8,654789968
amp-H 89 265 | GAT 0 0
amp-H 90 268 | AAA 0 0
amp-H 91 271 | AGT 0 0
amp-H 92 274 | AAA 0 0
amp-H 93 277 | ATA 0 0
amp-H 94 280 | ACA 0 0
amp-H 95 283 | GTT 0 0
amp-H 96 286 | AAA 0 0
amp-H 97 289 | GCA 0 0
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amp-H 98 292 | AAT 0,426956923 7,390444982
amp-H 99 295 | GCT 0 0
amp-H 100 298 | GAT 0 0
amp-H 101 301 | TCA 0 0
amp-H 102 304 | AGT 0 0
amp-H 103 307 | AAA 0 0
amp-H 104 310 | GTT 0 0
amp-H 105 313 | TCA 0 0
amp-H 106 316 | GGA 0 0
amp-H 107 319 | CAA 0 0
amp-H 108 322 | GTT 0 0
amp-H 109 325 | GAT 0 0
amp-H 110 328 | TTA 0 0
amp-H 111 331 | ACT 0 0
amp-H 112 334 | CGT 0 0
amp-H 113 337 | GTT 0 0
amp-H 114 340 | GAT 0 0
amp-H 115 343 | CCA 0 0
amp-H 116 346 | AGT 0 0
amp-H 117 349 | TCT 0 0
amp-H 118 352 | GAC 0 0
amp-H 119 355 | GCA 0 0
amp-H 120 358 | GCT 0 0
amp-H 121 361 | AAA 0 0
amp-H 122 364 | GCA 0 0
amp-H 123 367 | GCA 0 0
amp-H 124 370 | GCG 0 0
amp-H 125 373 | GAA 0 0
amp-H 126 376 | AAA 0 0
amp-H 127 379 | TGG 0 0
amp-H 128 382 | TAT 0 0
amp-H 129 385 | GCA 0 0
amp-H 130 388 | AAA 0 0
amp-T 131 391 | TGG 0 0
amp-T 132 394 | TGG 0 0
amp-T 133 397 | GTT 0 0
amp-T 134 400 | TGG 0 0
amp-T 135 403 | GCT 0 0
amp-T 136 406 | CTG -0,742846662 -12,85836367
amp-T 137 409 | GTT -1 -17,30957994
amp-T 138 412 | GCC -0,5 -8,654789968
amp-T 139 415 | ACT 0,5 8,654789968
amp-T 140 418 | GTT 0 0
amp-T 141 421 | GGT 0,5 8,654789968
amp-T 142 424 | TGC -0,282610572 -4,891870288
amp-T 143 427 | GCC -0,5 -8,654789968
amp-T 144 430 | CTC 0,4628332 8,011448268
amp-T 145 433 | ATC 0 0
amp-T 146 436 | GGA 0 0
amp-T 147 439 | GTT 0 0
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amp-T 148 442 | TCT 0 0
amp-T 149 445 | TAC 0 0
amp-T 150 448 | TAC 0 0
amp-T 151 451 | GTT 0 0
amp-T 152 457 | GTT 0 0
amp-T 153 460 | AAA 0 0
amp-T 154 463 | AAA 0 0
amp-T 155 466 | AGA 0 0
amp-T 156 469 | CAA 0 0
amp-T 157 472 | CAA 0 0
amp-T 158 475 | AAA 0 0
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Condiciones de PCR

Anexo

e Juego de primers rpF1/rpR1 (Limy Sears, 1992)

Desnaturalizacion 1 ciclo 94°C 3 min
Desnaturalizacion 94°C 1 min
Hibridacién 35 ciclos 54°C 2 min
Sintesis 72°C 2 min
Sintesis 1 ciclo 72°C 5 min

e Juego de primer secA-ChTYFwl/secA-ChTYRvV1 (esta tesis)

Desnaturalizacion 1 ciclo 95°C 3 min
Desnaturalizacion 95°C 30 seg
Hibridacién 35 ciclos 56°C 1 min
Sintesis 72°C 1 min
Sintesis 1 ciclo 72°C 10 min

e Juego de cebadores Rncl-PssAl (Kaskisawa et al., 2009)

Desnaturalizacion 1 ciclo 94°C 3 min
Desnaturalizacion 94°C 2 min
Hibridacion 40 ciclos 58°C 2 min
Sintesis 72°C 5 min
Sintesis 1 ciclo 72°C 10 in

e Juego de cebadores ES-1/nad-2 (Kakizawa et al., 2006b)

Desnaturalizacion 1 ciclo 94°C 2 min
Desnaturalizacion 94°C 2 min
Hibridacién 40 ciclos 60°C 2 min
Sintesis 72°C 3 min
Sintesis 1 ciclo 72°C 10 min

e Juego de primers groEL-Fwl/nadE-Rv2 (esta tesis)

Desnaturalizacion 1 ciclo 94°C 2 min
Desnaturalizacion 94°C 1 min
Hibridacién 35 ciclos 58°C 1 min
Sintesis 72°C 3 min
Sintesis 1 ciclo 72°C 10 in

e Juego de primers dnaD-Fw1/pyrG-Rv2 (esta tesis)

Desnaturalizacion 1 ciclo 94°C 3 min
Desnaturalizacion 94°C 1 min
Hibridacién 35 ciclos 56°C 1 min
Sintesis 72°C 1 min 30 seg
Sintesis 1 ciclo 72°C 10 min
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