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Introduccion

Los fitoplasmas son organismos autoreplicativos carentes de pared celular, estan
rodeados unicamente por una membrana plasmatica (Razin, 1978), estos habitan en
las células del floema y hasta el momento no se han podido cultivar in vitro por lo que
Su caracterizacion es insuficiente; pest 1 que los fitoplasmas poseen un genoma
extremadamente pequefio, es muy poco lo que se conoce al respecto (Lee et al.,
2000).

En un principio para comprobar que una palma estaba infectada con fitoplasmas era
necesario hacer analisis de microscopia electrénica, técnica compleja y cara. Por lo
que se disefiaron otros métodos para su estudio como serologia, sondas para
hibridacién de ADN y la reaccion en cadena de polimerasa PCR (Harrison, 1992; Deng
y Hiruki, 1991). Mas recientemente se describié un método mas sensible utilizando la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) en una modalidad denominado anidado,
esta ultima es muy sensible y especifica, sin embargo es muy labonosa ya que
involucra dos pasos de amplificacién, y la deteccién en geles del producto amplificado
lo que la hace tardada, ademas hay la posibilidad de falsos positivos. Por ello es
necesario desarrollar técnicas mas confiables y especificas que permiten en forma
simple, sensitiva y confiable la deteccién del patégeno del AL (Seemuller et al., 1998;
Doi et al., 1967).

La mas reciente innovacion en deteccion de patégenos es la metodologia de PCR en
tiempo real, que permite entre otras cosas cuantificar al microorganismo; Esta técnica
en conjunto con el uso de sondas TagMan ha proporcionado herramientas para la
deteccidn y cuantificacién de fitoplasmas, aun en bajas concentraciones, mejorando la
seguridad en el diagnéstico (Higuchi et al., 1993). El gen groEL que tiene homologia
con una clase de chaperoninas .. vacterias, se ha aislado del fitoplasma causante del
AL y podria ser un buen candidato para aplicar esta técnica.

Por lo tanto en el presente trabajo se implemento una metodologia de PCR tiempo real
disefiando un sistema TagMan y cebadores para detectar al fitoplasma causante del
amarillamiento letal utilizado al gen groEL como blanco.







Introduccion

Seemuller E.C., Marcone U., Lauer A., Ragozzino A. y Goschl M (1998). Current
status of molecular classification of the phytoplasma. Journal Plant Pathology,
80:3-26.
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estambres y un ovario formado por 3 carpelos fusionados. La polinizacién suele ser
cruzada, de tipo aneméfila o entomofifa.

El fruto tiene una masa de ~1-2 kg , es una drupa con epicarpo delgado, liso y de
color marrén grisdceo, mesocarpo fibroso, de unos 4-8 cm y endocarpo lefioso, en el
interior contiene una Gnica semilla rica en sustancias de reserva localizadas en el
endospermo, que es en parte liquido (leche de coco) y en parte sélido (pulpa). (Teulat
et al., 2000; Dominguez et al., 1999, Henderson ef al., 1995).

1.1.2 Cuitivo

El cocotero o palma de coco se distribuye ampliamente en las zonas costeras y en el
interior de casi todos los paises tropicales ubicados entre el Tropico de Cancer y
Trépico de Capricomio principalmente en las costas continentales y las islas ubicadas
entre los 20° de latitud norte y sur del ecuador (Harries, 2000). Su distribucion es
debida a su amplia adaptabilidad a diversos ambientes tropicales, se adapta a
condiciones de los suelos arenosos y con alta salinidad de regiones costeras en
cuanto al pH soporta rangos de 5.5 a 7.5; las condiciones para que se desarrolle
adecuadamente son: abundante Juminosidad no menor de 6 horas diarias;
temperaturas entre 30.1 y 23.5 °C; la precipitacién debe ser suficiente y constante de
forma tal que no sea menor a los 100 mifimetros de precipitacién pluvial en un mes
y la humedad no debe ser menor del 60 por ciento mensual (Robert y Zizumbo, 1990).

Los vientos suaves 0 moderados favorecen el cultivo, sin embargo, los vientos fuertes
en periodos de sequia aumentan las condiciones de sequedad del suelo y la
transpiracién de la planta, generando un déficit hidrico perjudicial para la planta. Las
condiciones de vientos huracanados son limitantes, principaimente para los cocoteros
del tipo enano, pues poseen menor resistencia en su tronco y raices, aunque se
adaptan facilmente a suelos salinos pobres (Robert y Zizumbo, 1990).

En México el cocotero se localiza en dos grandes regiones: La del Golfo-Caribe, en las
costas de Tabasco, Veracruz, Campeche, Yucatan y Quintana Roo. La del Pacifico; en
las costas de Guerrero, Colima, Oaxaca, Michoacan, Sinaioa, Jalisco y Chiapas
(SAGARPA, 2010; Dominguez ef al., 1999).
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1.1.3 Usos e importancia econémica

El cocotero Cocos nucifera L, es un cultivo representativo de las zonas costeras
tropicales, ya que desde hace miles de afios el hombre ha vivido con esta palma,
aprovechando la madera para sus casas, como combustible, la pulpa de la nuez de
coco como alimento y ha utilizado el agua del fruto como bebida fresca (FAO, 2010;
Dominguez et al., 1999).

Desde el punto de vista agricola, el cocotero representa una alternativa productiva
para las areas costeras tropicales por su capacidad de desarrollo en los suelos
arenosos pobres en nutimentos y materia organica, donde ninglin otro cultivo puede
prosperar en forma econémicamente redituable (FAQ, 2010; Dominguez ef al., 1999).

Los cocos representan una de las principales fuentes de ingreso en los paises
productores porque de ellos se obtienen gran cantidad de productos los cuales son
utilizados, en la Industria, se usa como materia para la extraccion de aceite (la copra
de buena calidad contiene entre un 60 y un 65% de aceite) el aceite se utiliza en la
elaboracion de cosméticos, velas, glicerina, caucho sintético y plastificante (sustancias
que se afladen a colas, epéxidos, lacas y otros materiales para darles flexibilidad
(Harrie, 1995; Urbina, 1997).

Actualmente el aceite de coco también se emplea para la produccion de biodiesel
debido a la cantidad y calidad de aceite que se extrae del fruto hace que este pueda
ser facilmente utilizado en motores diesel. El cocotero es una planta con una vida atil
larga y con técnicas faciles de cultivo 10 cual abarata los costos en la produccién,
ademas el uso de biodiesel de origen vegetal disminuye la cantidad de emisiones de
CO; en el ambiente ademaés de ser un recurso renovable (Lao, 2008).

Para el consumo humano la copra se utiliza en la confeccion de dulces. En la
Ganaderia, la harina de coco es un subproducto de la extraccion de aceite y se usa
como alimento para el ganado. Los productos residuales procedentes de la extraccién
del aceite se mezclan con otros ingredientes para preparar abonos organicos
(Oropeza, 2001).
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La fibra de coco como subproducto industrial tiene una gran potencialidad como
sustrato horticola alternativo en el cultivo sin suelo. También otras partes de la planta
son utilizadas nommalmente, como las hojas, con las que se realizan cestos,
sombreros, etc. (Oropeza 2001).

En la actualidad el cocotero es la palma de mayor importancia en los trépicos
himedos, cubriendo mas de 12 millones de hectareas en 90 paises, de cuyo cultivo
dependen mas de 80 millones de personas, en su gran mayoria pequefios productores
y sus familias. En México, de la produccién de copra dependen alrededor de 70 mil
familias (Aveldafio ef al., 1999).

La industria del coco en México tiene un fuerte impacto en el empleo y la economia
regional en los estados de Guerrero, Colima, Tabasco y Oaxaca, principalmente;
México contribuye con aproximadamente el 7% de la produccién mundial de copra, los
derivados del coco tienen una demanda creciente en los mercados internacionales
(Dominguez ef al., 1999). En México hay 30 mil agro-productores, de los cuales 85 por
ciento son ejidales y 15 por ciento son pequefios propietarios, distribuidos en 11
estados de la Republica.

Guerrero es el principal productor con 50 por ciento de la superficie nacional, el resto
se divide entre los estados de Campeche, Chiapas, Colima, Jalisco, Michoacan,
Tabasco, Veracruz, Oaxaca, Yucatan y Quintana Roo; ia suma da como resuitado 80
mil hectareas (SAGARPA, 2010). En México, la mayor superficie cultivada con
cocotero se encuentra en &reas marginales de los suelos costeros, no obstante, es
uno de los cultivos tropicales de importancia econdmica; ademas es fuente de ingreso
para trabajadores que viven de las labores del proceso de produccion del cultivo y de
las actividades en la industria de la transformacién. El cocotero se ha considerado un
cultivo rustico que requiere poco cuidado; esto lo ha marginado a las dreas costeras
ocasionando que la produccion promedio de copra no sobrepase los 800 kilogramos
por hectarea por afio, cantidad muy por abajo de! verdadero potencial del cultivo, ya
que en condiciones de suelos areno-limosos, areno-arcillosos y utilizando cultivares
mejorados con un programa de fertilizacion, control de maleza y cosecha; a nivel
experimental se han obtenido rendimientos de 6 toneladas de copra por hectarea al
afio (Dominguez et al., 1999).
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Florida y posteriormente de la regién de Miami en 1971. En 1982 se confirmé la
existencia en Cancun e isla mujeres (Oropeza y Zizumbo, 1997). Después se
dispersé por el sur hacia las costas del Caribe mexicano y hacia el oeste entrando a
Yucatan, esta enfermedad ha tenido un impacto desastroso sobre la industria del
cocotero (McCoy, 1980; Borja, 1983).

1.2.2 Sintomatologia del AL en cocotero

Los sintomas que presenta el cocotero enfermo de AL es la caida prematura de las
nueces en diferentes estados de desarrolio. Un elemento claro de diagndstico del AL
es la deformacion y ennegrecimiento de las inflorescencias al emerger de las espatas.
Inicialmente, la necrosis en la inflorescencia puede ser parcial, pero con el paso del
tiempo toda la inflorescenc.. emergida puede aparecer necrosada. Posteriormente, fas
hojas toman una coloracion amarillenta empezando por las més viejas y progresando
hacia las mas jévenes. Eventualmente las hojas afectadas se secan y toman una
coloracién café claro y permanecen colgando del tronco por algun tiempo. La fase final
en la secuencia de sintomas de la enfermedad ocurre cuando la regién cercana al
meristemo en el cogollo muere y se pudre, lo que ocasiona que la corona de hojas
caiga, quedando Unicamente el tronco en pie (McCoy et al., 1976) Toda la secuencia
de sintomas visibles hasta la muerte de la palma comprende entre tres y seis meses
después de la aparicién del primer sintoma (Howard, 1980).

Se ha reportado que el agente causal de la enfermedad del amarillamiento ietal es un
fitoplasma que es transmitido por un insecto vector chupador Myndus crudus Van
Duzee, el cual adquiere al fitoplasma durante su alimentacién en palmas infectadas
(Mc Coy et al., 1973).

Se ha desarrollado una clasificacién de sintomas (cuadro 3) que se utiliza como base
para la aparicion de los sintomas del amarillamiento letal en el cocotero (Doi ef al.,
1967, Mc Coy et al., 1973).
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Cuadro 3. Escala de severidad de ataque del AL en cocotero (Mc Coy et al., 1973).

Rango
categoria numérico sintomas

Palmas sanas o incubando la enfermedad.
Caida de frutos.

Una inflorescencia necrética.

Dos 0 mas inflorescencias necréticas.

Amarillamiento en hojas inferiores solamente.
Amarillamiento en hojas inferiores y medias.
Todas las hojas amaurillas, hoja guia sana.
Hoja guia muerta, algunas hojas verdes.

Hoja guia muerta, algunas hojas amarilias.
Palma muerta (poste telefénico).

Primaria

Amarillamiento

Etapa final

OOoO~NOIGBPHRIWON-2O

1.3 Fitoplasmas

Las enfermedades por fitoplasmas, se creia que eran causadas por virus debido a que
atravesaban los filtros utilizados para bacterias ademas de que no podian ser
cultivados artificiaimente fue hasta 1967 cuando Doi ef al., demostraron la presencia
de organismos tipo micoplasmas en el floema de plantas infectadas ahora
denominados fitoplasmas (Doi et al., 1967, Weisburg et al., 1989).

1.3.1 Caracteristicas generales

Los fitoplasmas carecen de una verdadera pared celular rigida, sus células son
pleomorficas son mas o menos esféricos, rodeado por una sofa unidad de membrana,
estos organismos tienen un didmetro promedio de 200 a 800 nandémetros (Lee y Davis
1992) y son sensibles a los antibidticos de tetraciclina (Weisburg ef al., 1989, Lee y
Davis 1992), son bacterias Gram-positivas y estan actualmente clasificados en la clase
Mollicutes (Weisburg et al., 1989).

Debido a que los fitoplasmas no pueden ser aislados y cultivados in vifro, su
identificacion y descripcion a partir de los caracteres fenotipicos es imposible de flevar
a cabo, por lo que su caracterizaciéon se ha limitado principalmente a nivel de la
biologia molecular, la cual ha permitido construir una clasificacion de estos
organismos. Son varios los fitoplasmas a los cuales se les ha registrado y descrito
como candidatos a especie, por lo que antes del nombre comun, se les ha afadido la
palabra Candidatus, la cual se ha quedado como genero del taxén que agrupa a todos
los fitoplasmas. Los Candidatus fitoplasma tienen una secuencia Unica del gen 16S
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RNA ribosomal (CAAGAYBATKATGTKT. .sCYGGDCT) que los distingue claramente
como un grupo monofilético dentro de la Clase molicuta (IRPCM, 2004). En el caso
del fitoplasma causante del amarillamiento letal se le ha denominado ‘Candidatus (Ca.)
Phytoplasma palmae’

Los fitoplasmas necesitan de vectores insectos p.... poder dispersarse en las plantas,
estos insectos se alimentan del floema de plantas enfermas y al alimentarse de una
planta sana transmiten el fitoplasma. En insectos los fitoplasmas invaden las agalias
y las glandulas salivales y muchos otros tejidos, donde se acumulan en grandes
cantidades dentro y fuera de sus células (Hogenhout et al., 2008). Se han encontrado
fitoplasmas en las paredes de los tubos cribosos del floema de las plantas enfermas,
estos microorganismos se pueden acumular en densidades relativamente mas altas
en brotes jdvenes y puntas de raices (Howard et al., 1983).

Plantas infectadas con fitoplasmas presentan una serie de sintomas que sugieren
profundos disturbios en el balance normal de las hormonas vegetales, cierre de
estomas. Los sintomas que se presentan en plantas incluyen virescencia (el
desarrollo de flores verdes y la pérdida de los pigmentos normales de flores), filodia
(transformaciéon de organos florales en hojas), la esterilidad de las flores, la
proliferacién axilar de brotes que dan lugar a una apariencia de escoba (escoba de
bruja), elongacion anormal de entrenudos con brotes delgados, el retraso en el
crecimiento generalizado (pequenas flores y hojas ), decoloracion de las hojas o tallos,
caida de hojas y muerte de hojas. Los sintomas inducidos varian en las plantas
enfermas con el fitoplasma y con la etapa de la infeccion (Hogenhout et al., 2008,;
Chang, 1998; Chang y Lee, 1995; McCoy et al., 1989).
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Una variante de reciente desarrolio es la técnica denominada PCR en tiempo real, ia
cual consiste en la deteccion de productos de amplificacién en tiempo real al incluir en
la mezcla de reacciéon sondas marcadas con un fluoroforo. Esta técnica es utilizada
actualmente para detectar y cuantificar patégenos en diferentes especies, asi como
fitoplasmas (Christensen et al., 2004).

Cuadro 4. Técnicas més utilizadas en la deteccién de fitoplasmas.

Técnica Ventajas Desventajas

Sintomatologia Muy sencilla Poco especifica.

Laboriosa, no especifica al

Microscopia electronica Muy confiable grupo de fitoplasmas.
PCR-anidado Especifica y sensible Laboriosa.

PCR tiempo real SYBR Sensible Posible unién inespecifica a Ia
Green doble cadena de ADN.

Se requiere de la secuencia
PCR tiempo real sondas Especifica, sensible, rdpida  para el disefio de la sonda y
TagMan cebadores.

1.4 Reaccién en cadena de la polimerasa

Un gran hallazgo a mediados de los 80's del siglo pasado fue Ia técnica de la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) por Mullis et al. Esta es una técnica que ha
revolucionado la aplicacion de la genética molecular, ademas de que ha sido
primordial en la deteccidn de fitoplasmas (Mullis y Faloona, 1987).

1.4.1 Fundamento tedrico de la PCR

El fundamento teérico de esta técnica es la amplificaciéon exponencial de un segmento
de ADN definido, mediante el uso de secuencias cortas de nucleétidos sintéticos
(oligonucledtidos) o cebadores (primers) que se hibridan de forma especifica con cada
una de las dos hebras complementarias de ADN (Poitras y Houde, 2002).

La amplificacién se consigue al realizar una serie de ciclos repetitivos que consisten en
la desnaturalizacion del DNA molde o templado, la hibridacion de los cebadores con el
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1.5 El gen groEL

Las chaperoninas constituyen un grupo de proteinas cuya funcién es la participacion
en el correcto plegamiento de los polipéptidos in vivo hacia una estructura terciana
plenamente funcional. Los elementos mejor caracterizados son las proteinas GroEL y
GroEs de E. coli. Hemmingsen acuii6 en 1986 el término chaperoninas para designar
una familia de proteinas que comparten homologia en su secuencia de aminoacidos y
actuan como chaperonas en cloroplastos, mitocondrias y bacterias. Su peso molecular
esta en torno a los 60 kilodaltons (Sigler et al., 1998 Hemmingsen y Ellis 1986).

Las funciones principales de las chaperoninas son: a) Impedir la agregacién de los
polipéptidos parcialmente plegados y liberados de los ribosomas, b) Unirse a péptidos
parcialmente plegados aunque atrapados en una conformacién tal que no pueden
plegarse de manera espontanea c) Proteger a las proteinas de la desnaturalizacion
debida a estrés térmico o facilitar el plegamiento si se ha producido Ia
desnaturalizacién d) Generar las condiciones adecuadas para un plegamiento correcto
de las proteinas desnaturalizadas. Todas las chaperoninas conocidas hasta la fecha
son oligoméricas y comparten una estructura similar: un cilindro compuesto por uno o
dos anillos. Cada anillo encierra una cavidad, que es el lugar donde se produce el
plegamiento de las proteinas.

1.5.1 Deteccién del fitoplasma del AL mediante el gen groEL

Actualmente en un laboratorio de la Universidad de Florida se esta realizando la
secuenciacioén del genoma del fitoplasma del AL teniendo como lider del proyecto al
Dr. Nigel Harrison. El Dr. Harrison ha aislado y secuenciado entre otros un fragmento
del genoma del fitoplasma con alta homologia al gen groEL, ha disefiado cebadores
especificos para esta secuencia y por medio de la técnica de PCR anidada ha logrado
detectar al fitoplasma del AL de manera especifica y relativamente mas sensible que el
PCR anidado convencional de la fraccion 16S. Por lo tanto el uso de una sonda
TaqMan utilizando como blanco este gen podria ser una altemativa para el diagnostico

de la enfermedad del amarillamiento letal.
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1.7 Hipdtesis

La PCR tiempo real ha demostrado ser una técnica sensible, especifica y rapida que
ha permitido la deteccion especifica de microorganismos en plantas enfermas,
entonces es posible que mediante el disefio de una sonda TagMan e iniciadores
especificos sobre el gen groEL se pueda detectar al fitoplasma del amarillamiento
letal en palmas de cocotero.

1.8 Objetivos

1.8.1 Objetivo general

Desarrollar un protocolo de deteccién del fitoplasma causante del amarillamiento letal
basado en el uso de PCR tiempo real y una sonda TagMan que tenga como blanco al
gen groEL.

1.8.2 Objetivos especificos

Diseflar una sonda TagMan e iniciadores especificos respectivos para el gen groEL
del fitoplasma causante del AL.

Determinar la especificidad y sensibilidad de la sonda TagMan para el gen groEL del
fitoplasma causante del AL utilizando la técnica de la PCR en tiempo real.
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Conocer la secuencia nucleotidica del gen que nos interesa es fundamental para el
disefio de la sonda, ademas la secuencia de interés también servira para realizar el
escrutinio en la base de datos del NCBI para identificar secuencias homologas.

2.2 Materiales y métodos

La sonda TagMan se disefié a partir de la secuencia conocida del fragmento del gen
LY-groEL del fitoplasma de AL, dicha secuencia fue proporcionada por el Dr. Harrison
de la Universidad de Florida (cuadro 4).

El fragmento del gen LY-groEL se comparé con las secuencias existentes en la base
de datos del Genebank (National Center Biotechnology Information, NCBI), este
fragmento presenté homologia con secuencias de fitoplasmas. Se realizd un
alineamiento multiple utilizando CLUSTALW2, que permitié obtener las secuencias

consenso para disefiar la sonda TagMan.

La sonda fue marcada con 6-carboxyfluoresceina (FAM) en el extremo 5° como
donador de electrones (reportero) y en el extremo 3° (NFQ) como aceptor de
electrones (quencher no fluorescente). La sonda TagMan fue sintetizada por la
Compaiiia Applied Biosystem (Foster City, CA, EUA); A esta sonda se le denominé
LYgroEL. La sonda esta conjugada con un grupo denominado minor groove binder
para mayor especificidad.
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templado, del cebador y la sonda, ésta es una unién que puede Ser alterada por
varios factores, entre otros la temperatura.

Otra parte primordial que es necesario probar es la especificidad de la sonda; La
especificidad es la capacidad de un ensayo para distinguir al ADN problema de entre
otros ADN de organismos muy cercanos. La manera de determinar si una técnica es
especifica es cuando esta diferencia patégenos estrechamente relacionados mediante
la prueba en cuestién (Schneider ef al., 2004).

En este capitulo se describe el establecimiento de los parametros béasicos para la
reaccion de PCR como son la temperatura de hibridacién-alineacién, la linearidad y la
sensibilidad, por dltimo se determiné si la sonda LYgroEL es especifica para detectar
al fitoplasma del amarillamiento letal.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Determinacién de la temperatura de alineacién

Para determinar la temperatura amplificacién-hibridacién en la cual se llevé a cabo la
PCR-tiempo real con la Sonda TagMan LYQroEL, se revisaron protocolos reportados
del sistema TagMan y en base a estos se eligieron las temperaturas para ello se
elaboré un gradiente de temperatururas en la maquina de PCR las cuales fueron de
58°C, 61°C; y 64 °C, la mezcla de reaccién se prepar6 con un volumen final de 25 pL y
contenia 2 uL de un extracto de ADN positivo a fitoplasma de AL; Se utiliz6 el
amortiguador TagMan Universal PCR master mix (Applied Biosystems), 1 uL de la
mezcla de los cebadores (900 nM) 5-CTACTACTGCAACTGTTTITAGCTCAGT-3"
Secuencia sentido y 5 AATTCCTTCTCTAAGCAGAACAGCTTT-3' (900 nM)
secuencia antisentido y sonda 5-FAM CCGGATTCAACAAATTT-NFQ-3'(250 nM). La
amplificacion y la detecciéon se obtuvieron al utilizar el termociclador de PCR en
tiempo real CFX96 (BIO-RAD, EUA).

3.2.2. Determinacion de la correlacién lineal y sen....lidad
La correlacidon lineal se establece a través de graficar el Ct de diferentes cantidades de

ADN contra el logaritmo negativo de dichas cantidades; Para determinar la correlacion

de la sonda TagMan LYQroEL se realizdé una serie de diluciones de ADN de palmas
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volumen final fue de 25 uL. La amplificacion y la deteccién se obtuvieron en el
termociclador de PCR en tiempo real CFX96 (BIO-RAD, EUA). Con el siguiente
programa: 2 min a 50°C para activar la AmpErase UNG (Applied Biosystems) la cual
previene la amplificacién de ADN previamente amplificado, 10 min a 95 °C seguido de
35 ciclos 15 s at 95 °C y 60 s a 61°C para la alineacion-extension.

3.3 Resuitados

3.3.1 Determinacion de la temperatura de hibridacion

La temperatura de hibridacién de la PCR- tiempo real que se seleccioné fue de 61°C
debido a que con esta temperatura se obtuvo el menor Ct que fue de 23 ciclos ademas
mostré una curva sigmoidea en el caso de la temperaturas de 58°C su Ct fue de 25 y
de 64°C el Ct fue de 27 los cuales fueron mas tardios y las curvas de PCR a estas
temperaturas no se muestran claramente sigmoideas (figura 7). Por ello se decidié

utilizar la temperatura a 61°C.
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Figura 7. Curvas de Ct que presenta la PCR-tiempo real con temperaturas 58, 61 y 64
para seleccionar la temperatura Optima de alineamiento con la sonda TagMan
LYgroEL.
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3.4 Discusién

La PCR en tiempo real es una técnica que nos permite detectar y cuantificar
patégenos. Para hacerlo es necesania la optimizaciébn de algunos parametros
principalmente la temperatura de alineacidn-extension. En este caso 61°C fue 6ptima
para la amplificacién del fitoplasma del AL usando una sonda TagMan para el gen
groEL. Esta temperatura pemmitid realizar la amplificacion eficiente del ADN del
fitoplasma del AL. En la estandarizacion de esta técnica la linealidad obtenida genero
una eficiencia de 100.5 % y un coeficiente de correlaciéon de 0.988. Esto significa que
por cada ciclo de reaccion la PCR se esta duplicando exponencialmente y cuando se
grafica el logaritmo negativo de la cantidad de ADN por cada ciclo, se produce una
linea recta, la eficiencia de 100.5 cae dentro de los parametros acey*~les debido a
que siempre existe cierta inespecificidad. En cuanto a la sensibilicad de nuestro
sistema con la sonda LYgroEL se observé deteccion positiva hasta la dilucién 10°
(0.003 ng.) es decir en el ciclo numero 35. Una mayor dilucién mostré una correlacién
lineal baja.

Cuando se comparan estos parametros con descritos en otros estudios, como en el
caso de un trabajo en el que se implementd una técnica de PCR tiempo real para
cuantificar fitoplasmas de AL con SYBR Green, los resultados indicaron una
correlacion lineal de 0.99 y una eficiencia del 102% y la sensibilidad se observé hasta
la dilucion 10 (Colli, 2007). En otro estudio realizado con sondas TaqMan a
fitoplasmas que se encontraban en Catharanthus roseus y Euphorbia pulcherrima la
sensibilidad que se observd, alcanzé hasta la dilucion 10° con un coeficiente de
correlacion de 0.99; el disefio de su sonda resulto ser especifica (Hren et al., 2007).

En otro estudio que se realizdé para la detecciéon de fitoplasmas que afectan a la
manzana se determin6 que su eficiencia fue de 0.998 y la sensibilidad se logré hasta
la dilucién 107 (Torres et al., 2005). En un estudio realizado para detectar fitoplasmas
del AL en embriones de cocotero con una sonda TagMan se observé una linealidad de
0.993 y una eficiencia de 104%; esta sonda detect6 al fitoplasma de amarillamiento
letal (Puch Hau, 2010).

Por otro lado cuando se determiné la especificidad de la sonda probando diferentes
cepas de fitoplasmas, se observd que nuestra sonda solo detect6 al fitoplasma del

amarillamiento letal, aislado en Yucatan, México y el fitoplasma del LY, aislado en
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4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Extraccion de ADN.

El ADN se extrajo de tronco y hojas de palmas que presentaban sintomas tipicos de
AL (segun la escala de Mc Coy 1983), las muestras se recolectaron de distintas
localidades del estado de Yucatan; el material biolégico se colocé en bolsas de nylon
etiquetadas y se transporté al laboratorio. En el laboratorio se aisié el ADN de las
muestra utilizando el protocolo de CTAB (20 mM EDTA pH 8.0, 100 mM Tris-HCi pH
8.0, 2% CTAB, 1.4 M NacCl, 2-mercaptoethanol en agua estéril) a 65°C por 1 hora de
acuerdo a Harrison et al, (1994). El ADN se precipité con etanol, y se centrifug6. La
pastilla fue resuspendida en 100 pl de amortiguador TE (1 mM Tris, 0.1 mM EDTA,
pH 8) e incubado con RNAsa por 1 hora a 37°C. Para hacer precisa la comparacion
se cuantificd el ADN de las palmas infectadas por fluorometria. EI ADN obtenido fue
cuantificado usando el estuche Fluorescent DNA Quantitation (BIO-RAD, EUA) y las
mediciones se realizaron en flurébmetro VersaFluor (BIO-RAD) siguiendo [as
instrucciones del fabricante. Se partié de 100 ng de ADN por palma.

4.2.2 Serie de diluciones de ADN

La sensibilidad se determiné utilizando una serie de diluciones de ADN en agua ultra
pura grado PCR, la dilucién inicial contenia 300 ng de ADN total de la planta, de esta
concentracién se tomé una alicuota para hacer la segunda dilucion con una
concentracién de 30 ng, se realiz6 una tercera dilucién de 3 ng y asi sucesivamente
hasta alcanzar una concentracién de 0.003 ng.

4.2.3 PCR anidado convencional

El analisis de PCR anidado convencional para detectar al ‘Ca Phytoplasma palmae’
causante del amarillamiento ietal se realiz6 de la siguiente manera: la reacciéon de
PCR anidada consisti6 de dos rondas de amplificacién. En la primera ronda se
adicion6 un par de cebadores universales P1/P7 (Deng y Hiruki, 1991; Smart et al.,
1996). Con los siguientes parametros: desnaturalizacién por 60 s a 94 °C; 35 ciclos de
alineamiento a 54 °C por 50 s y extension a 72 °C durante 80 s (10 min para la
extension final). En la segunda ronda de amplificacion se realizé una dilucién 1:40 en
agua destilada estéril del primer producto de amplificacion utilizando un par de
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4.3 Resultados

Se comparo la sensibilidad de cinco muestras de palma con sus respectivas series de
diluciones de 300 ng, 30 ng, 3 ng, 0.3 ng, y 0.03 ng por ambas técnicas de PCR
tiempo real y PCR anidado (cuadro 8). Se observd, que por PCR tiempo real la
muestra palma-1 se detect6é hasta la dilucién con 0.3 ng con un Ct de 35, el PCR
anidad no mostrd deteccion a esa diluciéon. En la muestra palma-2 se observé que
tanto la PCR-tiempo real (Ct 35.9) como PCR anidado se detect6 amplificacion a la
misma dilucion 0.3 ng después de esta dilucién la deteccion fue negativa. La muestra
palma-3 por PCR-tiempo real fue positiva hasta la dilucion 0.3 ng con un Ct de 36 las
demas diluciones no pudieron ser detectadas en esta técnica, al igual que en PCR-
anidado solo pudo ser positiva hasta esta dilucién de 0.3 y las demas diluciones fueron
negativas. En la muestra paima-4 se detectd el ADN de fitoplasma a la concentracién
0.3 con un Ct de 37.1, al igual que PCR- anidado después de esta concentracion la
deteccion fue negativa. En la muestra palma-5 por PCR-tiempo real se detectd hasta
fa dilucién 0.003 ng y por PCR-anidado se detect6 hasta la dilucion 0.3 ng. Las demas
diluciones no fueron detecta s por esta técnica.
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4.4 Discusion

De las cinco muestras de ADN total de palma de Cocos nucifera analizadas para
detectar al ‘Ca Phytoplasma palmae’ con la técnica de PCR- tiempo real y PCR-
anidado con el fin de comparar la sensibilidad de ambas técnicas, se realizaron una
serie de diluciones. Se observé que en las muestras palma-1 y palma-2 la técnica de
PCR-tiempo real fue mas sensible que la PCR-anidada al detectar una concentracion
diez veces mas diluida, en las muestras palma-3 y palma-4 ambas técnicas muestran
la misma sensibilidad de deteccién, en la muestra palma-5 la PCR-tiempo real fue mas
sensible al detectar una concentracion 100 veces menor en comparacion con la PCR-
anidada.

Se observé que en la diluciér 300 ng, 30 ng y 3 nr  de las cinco muestras, ambas
técnicas tuvieron la misma sensibilidad, es decir, las cinco muestras analizadas fueron
positivas a AL, a partir de la dilucion 0.3 ng es cuando la PCR-tiempo real con la sonda
LYgroEL supera a | debido ¢ on la técnica en tiempo real se
detecta las cinco mu dilucién, , __ 1 la PCR anidada en esta misma
dilucién de 0.3 ng solo detecta tres muestras de las cinco palmas analizadas; a partir
de la dilucién 0.03 ng y 0.003 ng solo la PCR tiempo real detecta al fitoplasma, en la
diluciéon 0.03 ng se detectan dos muestras la nalma 2 v 5 es decir dos muestras de un
total de cinco que : 1yeunlad ) se detecta la muestra de
palma 5, es decir, se detecta una mueswa ae 1as cinco analizadas. Estos datos
sugieren que es mas sensible el PCR tiempo real con la sonda TagMan que la PCR
anidada utilizada para . etecridn de fitoplasma del AL.

En un estudio realizado para detectar fitoplasmas del grupo 16SrVI, 16Srl y 6SrlX, se
extrajo el ADN de plantas infectadas y se realizaron las respectivas diluciones del
ADN, las dilucione~ &-~=~- 4~ £ ~~ 50 nay "™ pg Estas se analizaron por PCR-
anidado y PCR-ti i.....nar 1@ __.__ibilidad entre ambas técnicas,
PCR-anidado pudo detectar fitoplasmas a una concentracion de 500 ng pero no
detecté fitoplasmas a concentraciones de 50 ng, a diferencia de la PCR- tiempo real
que si detecto fitoplasmas en concentraciones de 50 ng. Crosslin et al. concluyeron
que habia distribucion irregular en la cantidad de fitoplasmas en cada dilucion y que la
PCR tiempo real era mas sensible al detectar fitoplasmas a concentraciones mas
bajas (Crosslin et al., 2006).
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En todo caso que la técnica de anidado sea igual de sensible que la PCR-tiempo real,
esta ultima presenta otras ventajas al ser una técnica rapida puesto que no requiere
de dos pasos de amplificacion 1o que a su vez disminuye el riesgo de los falsos
positivos debido que tiene menos probabilidad de contaminaciéon, y en caso que se
necesite puede ser una técnica cuantitativa. El hecho de que los datos sean tomados
en la fase exponencial del proceso asegura que ningun componente pueda estar
limitando el proceso de amplificacion.

En nuestro trabajo para detectar el AL en cocotero utilizando la PCR-tiempo real con la
sonda TagMan LYQroEL, se concluye con los resultados obtenidos que es mas
sensible que la técnica convencional para detectar dicho fitoplasma.
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en embriones y seria un serio problema si se intercambia un germoplasma
contaminado con fitoplasma (Cérdova et al., 2003).

Por ello resulta necesario tener un método mas sensible para la detecciéon de
fitoplasmas de AL. La técnica de PCR-anidado ha sido utilizada para la deteccion de
fitoplasmas en distintas partes de la planta y en insectos (Vasquez, 2010). Por lo que
en esta seccidn se analizaron embriones e insectos por medio de la PCR-tiempo real
utilizando la sonda TaqMan LYgroEL y ia PCR- anidado al mismo tiempo para detectar
la presencia de fitoplasma de AL.
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5.2.2 Extraccién de ADN.

El ADN se aislé de las muestras utilizando el protocolo de CTAB (20 mM EDTA pH
8.0, 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 2% CTAB, 1.4 M NaCl, 2-mercaptoethanol en agua
estéril) a 65°C por 1 hora de acuerdo a Harrison et al, (1994). El ADN se precipité con
etanol, y se centrifugé. La pastilla fue resuspendida en 100 pul de amortiguador TE (1
mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 8) e incubado con RNAsa por 1 hora a 37°C. Después de
la extraccion del ADN se observé la integridad del mismo por electroforesis en un gel
de agarosa y se visualizé en una camara con UV (Sistema de documentacion de geles
Gel Doc XR de Bio-Rad).

Se realiz6 PCR-tiempo real con una sonda TaqMan para el gen 18S para verificar
presencia de ADN y por otra parte para constatar que no existan inhibidores que
afecten la técnica de PCR. Las condiciones de corrida fueron ias siguientes:
desnaturalizacién 95°C durante 35 segundos, hibridacién y extension fue de 61 °C por
1 min. Por 40 ciclos. Se eligieron el ADN de embriones y de insectos analizados para
el gen 18S que tenian un Ct menor o igual a 20 para analizar por PCR tiempo real con
las sonda TagMan LYgroEL. Estas mismas muestras de ADN fueron las que sirvieron
para detectar fitoplasmas por PCR- anidado sobre el gen groEL y el gen 185 ARN
ribosomal.

5.2.3 PCR anidado convencional

El andlisis de PCR anidado para detectar al ‘Ca Phytoplasma palmae’ causante del
amarillamiento letal se realizé de la siguiente manera: La reaccion de PCR anidado
consistié en dos rondas de amplificacién. En la primera ronda se adicion6 un par de
cebadores universales P1/P7 (Deng y Hiruki, 1991; Smarnt ef al., 1996). Con los
siguientes pardmetros: desnaturalizacion por 60 s a 94°C; 35 ciclos de alineamiento a
54 °C por 50 s y extension a 72 °C durante 80 s (10 min para la extension final). En La
segunda ronda de amplificacion se realizé una dilucién 1:40 en agua destilada estéril
del primer producto de amplificacién y se reamplifico utilizando un par de cebadores
especificos para el ‘Ca Phytoplasma palmae’ causante del amarllamiento letal
LY503f/LY16Sr (Harrison et al., 2002).

Para la reaccién de anidado se utilizaron los siguientes parametros: desnaturalizacién
por 30 s a 94°C; 35 ciclos de alineamiento a 60°C por 50 s y extension a 72 °C
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C100™ thermal Cycler). Mediante el andlisis de punto final, para distinguir una
muestra positiva y una negativa el programa las compara y toma como positivas
aquellas que presentan puntos finales superiores 0 igual al patrén negativo. Los
resultados se presentan en el siguiente cuadro.

Cuadro 9. Embriones de palmas enfermas de amarillamiento letal analizadas por
medio de PCR-tiempo real utilizando la sonda LYgroEL.

EMBRIONES ANALIZADOS POR PCR-TIEMPC PEAL CON LA SONDA LYgroEL

PALMA ENFERMA PE-2 PE-3 PE4 PE-5 PE-6 PE-7 PE-8 PE9 PE-10 PE-11

EMBRIONES POR

PALMA 12 11 11 8 8 7 47 2 2 20
EMBRIONES
NEGATIVOS 2 1 0 4 2 0 7 0 0 0
EMBRIONES
POSITIVOS 10 10 11 4 6 7 40 2 2 20

Comparando los resultados del analisis hecho a embriones con la sonda LYgroEL con
los de otras técnicas, las cuales detectan también al fitoplasma Ca. Phyfoplasma
palmae dio los siguientes resultados: para un total de 128 embriones se detectaron 16
negativos y 112 positivos por medio de la técnica de PCR- tiempo real con la sonda
TagMan LYgroEL, esto equivale al 88 % de positivos. Con la técnica PCR- anidado
sobre el gen groEL 118 resuitaron negativos y 10 resultaron positivos lo que equivale
al 8%. Por medio de la técnica PCR-anidado sobre el gen 16S los 128 embriones

analizados resultaron negativos (cuadro 10).
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el gen 16S se obtuvo un total de 135 negativos que equivale a un 98.5 % y los
positivos fueron 2 que equivale al 1.5 % del total de los insectos analizados (cuadro
12).

Los Cts de insecto: fyndus crudus analizados por PCR-tiempo real con la sonda
TagMan LYgroEL en su mayoria son altos pues se encuentran entre los 38 ciclos, solo
dos muestras presentaron ciclos que tenia un Ct entre 25 (muestra 37) y de 27.8
(muestra 41). Los insectos tomados como positivos con la sonda TagMan son los que
tienen un CT de hasta 36 o menor, se tomo en cuenta los positivos que se generaron
directamente en el PCR de punto final. Las muestras que dieron positivo por PCR-
anidado sobre el gen 168 fueron las muestras 41 y 37.

Cuadro 12. Deteccidn del fitoplasma causante de AL en insectos Myndus Crudus con
técnicas de PCR-anidado que amplifica sobre el gen 16S y PCR-tiempo real sobre el

gen groEL.

DETEC DN DE AL EN Myndus Crudus

TECNICADE  pCR.TIEMPOREAL  PCR-ANIDADO
ANALISIS  sobre el gen groEL__sobre el gen 16S
total  porcentaje total  porcentaje

INSECTOS
ANALIZADOS 137 100 137 100
INSECTOS
NEGATIVOS 133 97 135 98.5
INSECTOS
POSITIVOS 6 4.4 2 1.5

También se realiz6 una comparacion entre costos y tiempo con la técnica de PCR-
anidado convencional y la PCR-tiempo real con la sonda TagMan LYgroEL. Los costos
del personal y maquinaria no se calcularon.

Los costos en procesar una muestra de ADN en PCR tiempo real hasta la obtencion
de resultados fue de $24.80 MN en com,...acién con la técnica PCR-anidado que fue
de $49.36 MN casi el doble. En cuanto al tiempo que se tarda en procesar una
muestra de ADN por medio de PCR-tiempo real es de 2 horas y por la técnica de PCR
anidado se lieva 10 horas (cuadro 13).
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se analizd insectos, se analizaron 1809 insectos de los cuales solo 23 resultaron
positivos 0 que equivale al 1.3% de los insectos analizados. (Vasquez, 2010).

En otro reporte se analizaron insectos individualmente y por grupos de cinco para
detectar fitoplasmas del grupo 16SrVI utilizando como blanco al gen 16S rRNA,
utilizaron ambas técnicas la PCR anidado y la PCR tiempo real, los resultados fueron
que PCR anidado detecté una muestra de insecto analizada individualmente que no
fue detectada en tiempo real, ellos sugieren que la técnica de anidado pudo haberse
contaminado debido a la doble manipulacidn ya que la técnica en tiempo real es mas
sensible (Crosslin et al., 2006).

En nuestros resultados encontramos que de los 137 insectos analizados 6 son
positivos al AL por medio de la técnica PCR-tiempo real con la sonda LYgroEL esto es
mayor en comparaciéon con la técnica de PCR-anidado realizado a las mismas
muestras; anidado dio positivo a AL en dos muestras de insectos, los datos sugieren
que la técnica de PCR tiempo real es mas sensible para detectar fitoplasmas de AL en
insectos. Las muestras de insectos que dieron positivo por PCR-anidado tenian Cts
bajos muy semejantes a los del control positivo, esto quiere decir que los titulos de
fitoplasma son mayores que en las otras muestras que no fueron detectadas por
anidado, pero que si pudieron detectarse por la técnica de PCR tiempo real son las
que tenian titulos de fitoplasma mas bajos.

Se ha visto que nuestros resultados en cuanto a la deteccion de AL en insectos son
muy semejantes a otros estudios donde no se encuentran cantidades altas de insectos
positivos (Crosslin et al., 2008), sin embargé los resultados obtenidos por la sonda
LYgroEL son mayores que los obtenidos por fa técnica PCR anidada.

Por otro 1ado, se sabe que los fitoplasmas estan en floema de la plantas y hasta hace
algunos afios se informo que en cocotero se habia detectado en embriones. En
nuestro laboratorio se disefio una sonda TagMan utilizando como blanco el gen 16S
ribosomal del fitoplasma Ca Phytoplasma palmae, en este caso de los 185 embriones
analizados por medio de PCR-tiempo real, 59 (32%) resultaron positivos y con PCR-
anidado 20 resultaron positivos (11%).

En nuestros resuttados con fa técnica de PCR tiempo real con la sonda LYgQroEL, los
analisis de embriones mostraron un mayor porcentaje de positivos en comparacion
con las otras técnicas de PCR-anidado sobre el gen 16S y sobre el gen groEL
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solo que utilizando como blanco la regidn 16S del gen rRNA. Los resultados mostraron
que la sonda fue especifica y mas sensible que la PCR convencional.

Por otro lado, el grupo del Dr. Nigel Harrison aisl6é una region del ADN del fitoplasma
del AL con alta homologia con el gen groEL. Utilizando cebadores especificos
desarrolld un ensayo de la PCR anidado, relativamente mas sensible que el PCR
anidado para la fraccién 16S rRNA. Teniendo en cuenta las ventajas que presenta la
PCR-tiempo real, se disefio una sonda TagMan utilizando como blanco al gen groEL
y de esta forma se obtuvo una alternativa mas eficiente para el diagnéstico de la
enfermedad del amarillamiento letal.

La sonda disefiada y analizada en el presente trabajo resultdé ser especifica y mas
sensible que la PCR anidada de acuerdo con los resultados obtenidos. los trabajos
reportados con otros fitoplasmas como el ‘Candidatus Phytoplasma mali’ (Aldagui et al.
2007), el fitoplasma que afecta a la manzana (Torres et al, 2005), el fitoplasma
Flavescence dorée (Hren et al., 2007).

El mayor incremento en la sensibilidad puede ser parcialmente atribuida a que son
amplificadas pequeiias regiones de ADN (70-80 pb), al menos 10 veces menos que
con la PCR anidado. Por lo tanto el ensayo de la PCR en tiempo real con la sondas
TagMan puede ser menos sensible a la degradacion de ADN o a inhibidores que se
unen al ADN (Hren et al., 2007). Otra posible explicacién es que la PCR en tiempo real
es menos afectada por inhibidores en la reaccién de la ADN polimerasa, que la PCR
estandar, ya que los inhibidores tienen un mayor efecto en los uitimos ciclos de la
reaccion, los cuales son criticos para la PCR estandar por la acumulacién vy
visualizacién del producto de amplificado, en cambio en la técnica de la PCR en
tiempo real la deteccién se realiza en los ciclos iniciales (umbrales) y no en los ultimos
ciclos (Munford et al., 2000).

Nuestros resultados de muestras de campo mostraron de nuevo la mayor sensibilidad
del ensayo de la PCR en tiempo real. El caso de embriones es importante porque
aunque han habido reportes de que los fitoplasma se detectan en los embriones
(Nipah et al., 2007, Oropeza et al., 2011), estos resultados confirman estos datos y se
puede discutir que los fitoplasma no son detectados con facilidad por la PCR anidado
ya que al parecer en embriones se encuentran en bajas concentraciones ya que los
Cts en general fueron muy altos (datos no mostrados). La presencia de fitoplasmas en

78






Capitulo VI

6.2 Conclusiones generales

La sonda TaqMan LYQroEL es especifica para detectar al fitoplasma ‘Ca Phytoplasma

palmae’ que produce el amarillamiento letal en cocotero.

La prueba de sensibilidad realizada por serie de diluciones demostré que la PCR-
tiempo real con la sonda TagMan LYgroEL es mas sensible al detectar una dilucion
logaritmica de 10™ menor que la PCR-anidada 102,

Los ensayos con muestras de embriones demuestra que la sensibilidad de deteccién
del ‘Ca. Phytoplasma palmae’ es mayor con la sonda TagMan LYgroEL que con la
PCR-anidado convencional.

Los ensayos en muestras de insectos demuestra que el porcentaje de deteccién del
Ca. ‘Phytoplasma palmae’ es mayor con la sonda TagMan LYgroEL que con la PCR-
anidado.

Las condiciones de PCR y el disefio de la sonda mostraron una alta eficiencia y
linearidad lo que permite a esta técnica ser utilizada para detecciéon y cuantificacion
del fitoplasma del AL
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