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RESUMEN.

Con el fin de estudiar la region 16S rRNA, region espaciadora y 23S rRNA
perteneciente a fitoplasma grupo “Ash Yellows” se extrajo el ADN de arboles
sintomaticos de Urapan (Fraxinus spp). Este se utilizo para la detecciéon por PCR , PCR
anidada y la nueva técnica PCR co-operacional, ademés se utilizaron “primers”
especificos para fitoplasma disefiados con la ayuda del software FastPCR, logrando
amplificados del tamafio esperado de ADN por PCR co-operacional con los primers
P1/FB1/RASHYs, P1/1F297 316/1R887 907, P1/FB1/1R887 907 correspondientes a
la zona 16S rRNA y 1F353 376/P23S5F3/A23S3R3 correspondiente a la zona 23S
rRNA. Los amplificados fueron recuperados y clonados en el vector “PGEM-T easy

Vector” en células de Escherichia coli de la cepa DH5-0.. Dichos amplificados fueron

enviados a secuenciar arrojando una similaridad de 99% con fitoplasmas tipo Ash
Yellows, incluyendo secuencias reportadas anteriormente por el laboratorio de
Biotecnologia de la Universidad Militar “Nueva Granada” en el caso particular de
secuencias obtenidas con los “primers” P1/1F297 316/1R887 907. Unicamente se
enviaron a secuenciar muestras producto de la técnica PCR co-operacional debido a que
las PCRs primarias y anidadas no arrojaron ningin amplificado viable para ser
secuenciado. La PCR co-operacional junto con el disefio de “primers” especificos de
fitoplasmas fue clave para la deteccion de éstos parasitos obligados que se encuentran
en una concentracion de ADN muy baja, con relacion a la planta, siendo una técnica
altamente sensible para la deteccion y amplificacion de fragmentos de ADN.

Las secuencias obtenidas fueron alineadas con el software BIOEDIT obteniendo un
consenso, el cual por BLASTn tuvo una identidad de secuencia de 97% con la

secuencia reportada de fitoplasma, nimero de acceso AF105316.
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AMPLIFICACION, SECUENCIACION Y CLONACION DE REGIONES DE
LOS GENES 165-23S rRNA DEL CROMOSOMA DE FITOPLASMA QUE
INFECTA Fraxinus sp. EN BOGOTA, COLOMBIA.

1. INTRODUCCION.

Los arboles de Urapan (Fraxinus sp) fueron introducidos a Colombia hace
aproximadamente 50 afios, siendo plantados en areas rurales calles de las ciudades, a lo

largo de la zona andina, con fines ornamentales principalmente (Filgueira et al., 2004).

Con el pasar de los anos los Urapanes han presentado amarillamiento de hojas,
decaimiento en ramas y raices, ramas delicuescentes “laterales” formacion de escoba de
bruja o “witches-broom” y enanismo de hojas (Sinclair y Griffiths, 1994; Sinclair ef al.,
1996), sintomas similares a los reportados en Norte América para la enfermedad de
“Ash Yellows” (Ash Yellows disease), especialmente en el nororiente de Estados

Unidos y suroeste de Canadéa (Walla ef al., 2000; Bricker y Stutz, 2004).

Esta enfermedad es ocasionada por patogenos vegetales de la clase Mollicutes
conocidos como fitoplasmas pertenecientes al grupo “Ash Yellows 16Sr VII” (Griffiths
et al., 1999; Lee et al., 2000). Se supone que éstos fitoplasmas son inoculados a los
Urapanes por insectos chupadores del orden Homoptera, siendo posiblemente los

principales causales de dispersion de la enfermedad (Feeley et al., 2001).

Como parte de proyectos de investigacion ejecutados por la Universidad Militar “Nueva
Granada” se han implementado técnicas en microscopia y técnicas moleculares para su

deteccion y consecuente caracterizacion molecular.

Dentro de las técnicas moleculares estd la PCR “Polimerase Chain Reaction”, que
empleando “primers” universales y especificos permiti6 la amplificacion y
secuenciacion, del gen 165-23S rRNA (Smart ef al., 1996) el cual por ser tan
conservado entre procariotes fue utilizado para su clasificacion (Lee ef al., 2000; Khan

et al.,2002).
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El presente estudio pretende determinar la secuencia de la region 16S-23S rRNA de
fitoplasmas para seguir aportando informacion sobre estos patdgenos, es decir,
identificar marcos de lectura, en los cuales se identifiquen aminoacidos que a su vez
ensamblen proteinas y asi, en proyectos posteriores, identificar rutas metabolicas
relacionadas con la interaccion planta patdégeno, en este caso, la accion de los
fitoplasmas en los arboles de Urapan, ademés de futuras soluciones a los problemas
sanitarios que ocasionan ya que su ataque continila amenazando no solo a las especies
ornamentales como los Urapanes si no también a las especies simbdlicas en Colombia y
el mundo, ya que los fitoplasmas son causales de un gran numero de enfermedades en

distintas especies de plantas.
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2. OBJETIVOS.

2.1. OBJETIVO GENERAL.

e Amplificar y secuenciar regiones de los genes 16S rRNA y 23S rRNA del

fitoplasma presente en Fraxinus sp. de la ciudad de Bogota.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Mediante PCR, PCR anidada y PCR co-operacional detectar la presencia de
fitoplasmas tipo Ash Yellows en arboles sintomaticos de Urapan, mediante la
amplificacion de regiones de los genes 165 rRNA, region intergénica y 23S

rRNA de fitoplasma.

e Clonar en un vector ligado a células de Escherichia coli de la cepa DH5-0L, los

fragmentos amplificados por PCR, PCR anidada y PCR Co-operacional.

e Comparar las secuencias obtenidas de los genes 165 rRNA y 23S rRNA junto
con la region intergénica de fitoplasma de Urapén, con secuencias reportadas en
el NCBI, con el fin de encontrar similaridad relevante entre las secuencias e

identificar regiones conservadas y diferentes.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA.

3.1. Fraxinus sp.

Arboles pertenecientes a la familia Oleaceae; son arboles que van desde lo 3 a los 20
metros, frondosos y pocas veces totalmente verdes, ramas glabras, con vellos esparcidos
puberulentes o tomentosos; brotes conicos con pelos glandulares (Wei y Green, 1996).
Hojas de 12 a 35 cm., opuestas; peciolo de 3 a 9 cm.; eje puberulente o piloso al
principio, foliolos glabros de 3 a 7 cm., ovalado-lanceolado o eliptico; peciolulo de 2 a
15 mm, los terminales mas largos; algunas veces vellosos a lo largo de venas abaxiales,
base obtusa o cuneada, margen regularmente aserrada o crenulada-aserrada, algunas
veces enteras en la mitad inferior, apice foliar de agudo a acuminado o caudado, venas
primarias en numero de 5 a 10 en cada lado de la nervadura central (Wei y Green,
1996). Tienen paniculas terminales o laterales de 5 a 10 cm. Flores dioicas, abriéndose
en la parte terminal o axilar de las ramas (Wei y Green, 1996). Flores estaminadas, caliz
cupular de 1 a 1.5 mm. Samara (fruto) espatulada de 2.5 a 4 cm.; ala del fruto

decurrente al medio o parte inferior de la nuez (Wei y Green, 1996).

3.2. Enfermedad de “Ash Yellows” y “Ash Decline”.

Fraxinus sp. es una especie predominante en el paisaje urbano de la ciudad de Bogota,
expuesto a condiciones desfavorables como la contaminacion atmosférica, caracteristica
de una ciudad, ademds de insectos chupadores, patégenos como hongos y bacterias,
entre estas los fitoplasmas (Gaitan, 2003). En el afio 2000 la UMNG desarroll6 un
proyecto relacionado con fitoplasmas cuyo nombre era “Correlacion del decaimiento en
plantas de la especie Fraxinus chinensis con la presencia de fitoplasmas en Colombia y
su caracterizacion genética”, su surgimiento radica principalmente en los problemas que
presenta Fraxinus sp, asociados con fitoplasmas y chinches del Urapan (Gaitan, 2003).
Como resultado de este proyecto se hall6 la similitud con la enfermedad de “Ash
Yellows” identificada en Norte América, causada por fitoplasmas pertenecientes al
grupo AshY (Sinclair y Griffiths, 1994; Sinclair et al., 1996, Griffiths et al.,1999;
Bricker y Stutz, 2004). Otros estudios continuaron, mostrando datos importantes sobre

la existencia de enfermedades y su relacion con los fitoplasmas grupo “AshY” en
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Colombia (Griffiths et al., 2001), Brasil (Barros et al., 2002) y Argentina, esta vez con
fitoplasmas tipo X-Disease (Galdeano et al.,2004).

La enfermedad de “Ash Yellows” causada por fitoplasmas pertenecientes al grupo
“AshY” que se caracteriza por el crecimiento lento y decaimiento en Fraxinus sp. en
Norte América (Sinclair y Griffiths, 1994). Esta enfermedad existe aproximadamente
desde 1930, pero fue descrita por separado del gran problema de “Ash Decline”
inducido por condiciones ambientales o posiblemente por virus hasta 1980 (Sinclair y
Griffiths, 1994). La escoba de bruja “Witches -Broom”, es otro sintoma caracteristico
de la enfermedad de “Ash Yellows”; fue identificado en Fraxinus pennsylvanica y F.
berlandierana en el sur de Estados Unidos antes que los fitoplasmas fueran reconocidos
como patogenos vegetales (Sinclair y Griffiths, 1994). Los fitoplasmas han sido
detectados en doce especies de Fraxinus y en numerosos taxones infraespecificos; Las
especies afectadas son Fraxinus americana (White Ash), F. angustifolia (sinonimo. F.
oxycapa), F. bungeana, F. excelsior (European Ash), F. nigra (Black ash), F. latifolia
(sinonimo F. oregona, Oregon ash), F. ornus (Flowering ash), F. Pennsylvanica (Green
ash , Red ash) , F. potamophila, F. Profunda (sinonimo F. tomentosa), F.
quadrangulata (Blue ash) y F. velutina (Arizona ash, velvet ash), (Sinclair y Griffiths,
1994). Los fitoplasmas del grupo “Ash yellows” también causan "lilac witches broom",
un tipo de decaimiento que ha sido diagnosticado en al menos 35 taxones del género

Syringa (Sinclair y Griffiths, 1994).

El sindrome de “Ash Yellows” varia entre especies y depende de la edad de los arboles.
Arboles juveniles y vastagos son los més propensos a mostrar toda la sintomatologia
(Sinclair y Griffiths, 1994). La necrosis de raiz empieza tan pronto como las siete
semanas después de la inoculacion de los juveniles con edades entre 1 y 3 afios (Sinclair
y Griffiths, 1994). Raices entre 3 y 4 mm de didmetro pueden morir, pero raices mas
grandes usualmente viven (Sinclair y Griffiths, 1994). El floema y la region del
cambium de las raices sobrevivientes pueden aparecer amarillentas (Sinclair y Griffiths,
1994). Los sintomas en las partes aéreas se desarrollan durante la siguiente temporada
de crecimiento (Sinclair y Griffiths, 1994). El crecimiento de brotes es suprimido,
resultando a menudo en el enanismo de brotes y hojas (Sinclair y Griffiths, 1994). El
crecimiento lento de ramillas y entrenudos cortos causan el abultamiento de foliolos

haciendo parecer la corona mas transparente de lo normal (Sinclair y Griffiths, 1994).
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Las ramas laterales pueden asumir el habito delicuescente en el cual el crecimiento lento
de ramillas cerca de la rama terminal ocasiona una direccion no definida de la rama
(Sinclair y Griffiths, 1994). Si los brotes se desarrollan a lo largo del tallo principal, este
a menudo se convierte en delicuescente (Sinclair y Griffiths, 1994). El desarrollo de
escoba de bruja “witches’-Broom” se hace visible como un adelantado avance de la
perdida de regulacion de crecimiento (Sinclair y Griffiths, 1994). El “dieback”,
decaimiento, de las ramas puede ocurrir, usualmente durante el periodo de dormancia,
pero no presenta un patréon consistente con respecto a la posicion de las ramas en la

corona (Sinclair y Griffiths, 1994).

El color foliar de Fraxinus americana enfermo varia de verde oscuro (color normal) a
un verde claro en arboles mas grandes que los vastagos (Sinclair y Griffiths, 1994). El
verde claro o foliolos clordticos presagian o acompafian el “dieback” (Sinclair y
Griffiths, 1994). Las hojas de los arboles con crecimiento lento son usualmente mas

pequeiias de lo normal, y los apices son a menudo curvos (Sinclair y Griffiths, 1994).

La escoba de bruja “witches’-Broom” se forma a menudo en arboles con severo
decaimiento “dieback”, usualmente en el collar radical o en el tronco. Las escobas de
bruja, en su mayoria mayores de 30 cm de largo, consisten en conjuntos de ramillas
alargadas abultadas en la punta, muchas de las cuales surgen e las axilas de las hojas
cuando estas estan presentes (Sinclair y Griffiths, 1994). Algunos sintomas de AshY en
Fraxinus americana al este de Estados Unidos son similares a aquellos encontrados en
F. velutina afectado por “Ash decline”, incluyendo clorosis y “dieback™ (Bricker y
Stutz, 2004). Diferencia significativas entre los sintomas de “AshY” en F. americana y
“Ash Decline” en F. velutina incluyendo la época del afio en la que el “dieback™ ocurre
(invierno en F. americana y verano en F.velutina), el retardo en la clorosis en las copas
de los arboles hasta el final de los estadios de “Ash Decline”, ademas de la baja

frecuencia de escoba de bruja asociada con “Ash Decline” (Bricker y Stutz, 2004).

En general, los fitoplasmas consumen del floema los azucares especificos o moléculas
parecidas al azlicar que tienen una funcion de sefializacion (Firrao et al., 2007). Los
azucares del floema juegan un prominente rol como reguladores de expresion genética
en plantas y su carencia puede producir desordenes genéticos, ademas de la

posibilidades de postular que los fitoplasmas utilizan algunos azucares en preferencia a
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otros, esto de hecho, afecta las rutas que estan relacionadas con el balance de azucares

en las plantas (Firrao et al., 2007).

Dentro de la planta, la infeccion puede causar deposicion de calosa en las areas cribosas,
seguida de un colapso de los tubos cribosos y de las células acompafiantes, habiendo
también exceso de formacion de floema, resultando en un hinchamiento y necrosis de
tejidos floematicos (Firrao et al, 2007). En general los sintomas inducidos por la
infeccion de fitoplasmas tiene un severo efecto en el hospedero, aunque algunas plantas
son tolerantes o resistentes a la infeccion. Estas plantas pueden tener reduccion de

sintomas o no exhibirlos (Firrao et al., 2007).

3.3. Importancia Econdmica.

Las especies de arboles de Fraxinus son de crecimiento rapido; éstos fueron
introducidos en Suramérica como arboles ornamentales de sombra y para fines
comerciales (Firrao et al., 2007). Estas plantas son severamente afectadas por la
enfermedad de Yellows (Firrao ef al., 2007). Las infecciones por fitoplasmas han sido
reportadas en varios paises de Sudamérica, como Argentina, Paraguay, Brasil, Bolivia
(Firrao et al., 2007) y Colombia (Filgueira et al., 2004). El decaimiento de estas
especies en toda Suramérica a causa de los fitoplasmas donde estas especies son usadas
para decoracion y arboles de sombra ornamentales, por caracterizacion molecular, ha
sido posible identificar los aislados de Argentina, Bolivia y Paraguay a los grupos
16SrIIl y 16SrXIII, siendo en Colombia el grupo 16Sr VII. (Filgueira et al., 2004; Firrao
et al., 2007). Las perdidas econémicas van desde reduccion parcial del cultivo afectado
hasta la perdida total de productos maderables y reduccion de arboles utilizados con

fines ornamentales (Firrao et al., 2007).

3.4. Fitoplasmas.

3.4.1. Origen.

El primer reporte de Aster Yellows aparecio en 1902 gracias a L.O. Kunkel, el cual,

como se citd anteriormente, se pensaba, que la causa de la enfermedad era un virus

(Firrao et al., 2007). En 1967, cientificos japoneses descubrieron que patégenos
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vegetales (llamados entonces Micoplasma Like Organisms), eran la causa probable de la
enfermedad de “Yellows” en las plantas. De 1967 a 1994, el término “Micoplasma Like
Organisms” o “MLOs” fue usado para referirse a los presuntos agentes causales de
muchas enfermedades “Ash Yellows” como lo menciona Lee y colaboradores en el
2000, a partir de 1994 se nombran fitoplasmas (Sears y Kirkpatrick, 1994).El Programa
Internacional de Investigacion de Micoplasmologia Comparativa (IRPCM) de la
organizacion internacional de micoplasmologia (IOM), en sus reuniones de 1994 en
Bordeaux (Francia) y 1996 en Orlando (Estados Unidos), propuso y adopto la
clasificacion usando el prefijo Candidatus, basado en las secuencias de genes 16S

rRNA, definiendo las especies tentativas de esta manera (ICSB, 1995).

3.4.2. Pertenencia de los fitoplasmas a la clase Mollicutes.

En la década de los 80s se desarrolld un procedimiento innovador que permitio el
estudio filogenéticos de Micoplasmas y otras bacterias a partir del analisis comparativo
de secuencias de genes de rRNA altamente conservados, como el gen 165 rRNA
(Woese et al, 1980a). Un estudio sugirid6 que los Mollicutes se derivaban de una
bacteria Gram-positiva ancestral (Woese et al., 1980b). Comparaciones del gen 16S
rRNA realizadas entre miembros de la clase Mollicutes sugirien que estos provienen de
un ancestro bacterial parecido al Clostridium del linaje de Lactobacillus, cuyo genoma
tenia bajo contenido de guanina-citosina (Weisburg et al., 1989). Por otro lado, se
realizaron comparaciones entre las secuencias 16S rRNA de un MLO, Micoplasma
capricolum y otras bacterias (Lim y Sears, 1989). La secuencias del MLO y M.
capricolum mostraron alta similaridad (80% de homologia), en este mismo estudio se
analizaron las secuencias del gen 16S rRNA mas minuciosamente, esta vez comparando
las estructuras secundarias de estas regiones, secuencias de oligonucleotidos tinicas en
los Mollicutes mostrando una relacion filogenética mas cercana con Acholeplasma

laidlawii que con los Micoplasmas (Lim y Sears, 1989).

3.4.3. Los genes 16S rRNA, region intergénica y 235 rRNA.

Este es un grupo de genes que se encuentra ubicado en el operdn ribosomal de los
procariotas que pueden tener entre una y diez copias; ubicados de la siguiente manera:

16S (1.542 pares de bases), region intergénica (450 pb) y 23S (2904 pb), (Condon et al.,
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1992; Gutell et al., 1994), (Figura 1). Adicionalmente, un alineamiento realizado con el
software BIOEDIT® (Hall, 1999), de la secuencia de fitoplasma “Ash Yellows” con el
nimero de acceso AF189215 y la secuencia de fitoplasma en la cual se encuentra la
region 23S numero de acceso U54986; la region espaciadora (region intergénica) esta
ubicada entre las bases 1522 y 1757, siendo el tamaifo de la region intergénica de 237
pb. Estos genes (16S rRNA, region intergénica y 23S rRNA), son los cronometros
moleculares mas usados, mostrando un alto grado de constancia funcional, que al estar
presentes en todos los organismos procariotes, permiten establecer relaciones
filogenéticas (incluidas las mas distantes), para ser medidas (Woese, 1987). El gen 16S
rRNA es universal en procariotes y posee regiones tanto conservadas como variables,
siendo esto de gran utilidad para estudios taxonémicos (Seemiiller ef al., 1998). Una vez
el gen 16S rRNA se hizo facilmente detectable por PCR, los analisis por RFLP de los
segmentos amplificados por PCR fueron empleados para la clasificacion molecular de

fitoplasmas por primera vez (Seemiiller et al., 1998).
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Figura 1. Genes 16S, 23S y region espaciadora (R.E.). Representacion grafica de la ubicacion de los
genes y tamafio aproximado en pares de bases en el operon.

3.4.4. Caracteristicas fisicas de los fitoplasmas.

Como ya se menciond, antes de 1967, todas las enfermedades “Yellows” en plantas se
presumian que eran causadas por virus, aunque los virus no podian ser visualizados en
tejidos enfermos o aislados de plantas infectadas (Lee et al., 2000). A la fecha, estos
patogenos vegetales han sido asociados con enfermedades en varias especies de plantas
(Lee et al., 2000). Los fitoplasmas son parasitos sin pared celular, rodeados por una
membrana sencilla, sensibles a la tetraciclina; aparecen como cuerpos pleomorficos, con

un didmetro promedio de entre 200 a 800 um, revelando en algunos estudios morfologia
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filamentosa (Lee et al., 2000). Habitan el floema de las plantas infectadas (Lee et al.,
2000), hemolinfa, saliva, tracto digestivo y otros 6rganos de los insectos vectores

(Firrao et al., 2007).

3.4.5. Caracteristicas moleculares especificas de los fitoplasmas.

Los fitoplasmas representan la forma de vida auto replicable mas pequefia sobre la
tierra, con genomas ricos en AT (y en consecuencia bajos en contenido GC, entre un 23
% y un 40 % (Razin et al, 1998)), con un tamano que varia de 580 a 1350Kb
(Melamed et al., 2003). Se ha detectado también que los fitoplasmas poseen ADN
extracromosomico (Nishigawa et al., 2001). Aislados moleculares han demostrado la
presencia de DNA lineal y circular (Nakashima y Hayashi, 1995). Los intentos para
cultivar los fitoplasmas en medio libre celular han fallado (Lee et al., 1998a), por esta
causa caracteres utiles para su identificacion y clasificacion han sido dificiles de

determinar (Davis y Sinclair, 1998).

En los fitoplasmas hay dos copias de genes 165/23S rRNA, que se encuentran en dos
operones, denominados rrnA y rrB respectivamente (Davis ef al., 2003), a los cuales se
les han hecho comparaciones extensas referentes a la region inter génica de estos
(situada entre 16S rRNA y 23S rRNA), mostrando un divergencia notable frente a los
Micoplasmas pues la regién intergénica de fitoplasmas contiene un gen tRNA"™ | lo cual
es muy inusual comparado con otras bacterias (Lim y Sears, 1989). Existen algunas
excepciones, como en los fitoplasmas asociados con “Stylosanthes little leaf disease” en

los cuales esta ausente el gen tRNA™ (De la Rue et al., 2001).

Algunos fitoplasmas alcanzan relativamente una alta concentracion en sus hospederos,
haciendo que la purificacion de su ADN sea en mayores volimenes y de mejor calidad
para la construccion de librerias gendmicas. Gracias a esto, se han logrado dos
secuencias completas de genomas de fitoplasmas en 2006, mientras existen en ejecucion
otros proyectos similares (Firrao et al, 2007). Ahora nueva informacién acerca del
genoma de los fitoplasmas que puede ser usada para la construccion de estrategias para

el control de la enfermedad estan disponibles (Firrao ef al., 2007).
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El genoma de “Candidatus Phytoplasma asteris” cepa de Onion Yellows tiene cerca de
861 Kpb y contiene 754 marcos de lectura, correspondiendo al 73% de capacidad de
codificacion. El genoma de “Candidatus Phytoplasma asteris” cepa “Ash Yellows-
Witches Broom” es mas pequefio, pues contiene 671 marcos de lectura en cerca de 707
Kpb, siendo su diferencia solo el resultado de un menor numero de genes multicopiados
y DNA no codificante en la cepa AY-WB, sin embargo, la cantidad de marcos de
lectura tinicos de secuencias codificantes es muy similar en ambas cepas, 433,226 pb en
OY y 432,553 pb en AY-WB (Oshima et al., 2004; Bai et al., 2006). Como es de notar
en los Mollicutes, la evolucion reducativa del genoma de los fitoplasmas no resulto en
una densidad de genes mayor que la de otros procariotes (Firrao et al., 2007). Como
otros Mollicutes, los fitoplasmas carecen de genes para la biosintesis de amino 4cidos y
acidos grasos, ciclo de acidos tricarboxilicos, fosforilacion oxidativa (Oshima et al.,

2004).

La reduccion de los genes en los fitoplasmas que se cree que son esenciales para la vida
pero, que no estan estrictamente conectados con el procesamiento de informacion y
delimitacion de compartimentos (Firrao et al., 2007). La compartimentalizacion es un
punto focal en la evolucion de los fitoplasmas (Firrao et al., 2007). Segin Firrao y
colaboradores, en su revision, creen que dos caracteristicas identifican a los fitoplasmas,
en donde el trafico a través de membrana juega un rol relevante: la reduccion del
genoma, tipica de la clase por un lado y la estricta relacion entre hospederos
pertenecientes a dos reinos distintos. Siendo parasitos intracelulares, los fitoplasmas
tienen acceso a un altamente elaborado “set” de nutrientes tanto en las plantas como en
los insectos. Como lo muestran estudios gendmicos y taxondmicos, la evolucion de los
fitoplasmas como organismos, incluye un gran numero de sus genes, es determinada por
su asociacion con el hospedero (Firrao et al., 2007). Esto ha resultado en profundos
cambios genéticos (perdida de genes), morfologicos (carencia de pared celular) y
metabolicos (alteracion metabodlica) en los organismos involucrados (Firrao et al.,

2007).

La caracteristica mas impresionante del genoma de los fitoplasmas, es la ausencia de
genes para la sintesis de adenosin trifosfato (ATP), mientras todos los otros Mollicutes
cuyos genomas han sido secuenciados tienen indudablemente rutas de produccién de

energia; Todos los Mollicutes examinados tienen suprimidos los sistemas de
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respiracion, presentan carencia total del ciclo de los acidos tricarboxilicos, quinonas,
citocromos, que pueden estar subdivididos dentro de fermentativos y no fermentativos
(Razin et al., 1998). Los micoplasmas no fermentativos, pueden producir ATP a través
de ATP sintasa tipo F, la cual usa el potencial transmembranal por la ruta arginina
dihidrolasa o por oxidacion de acidos organicos tales como lactato y piruvato a acetato y

CO2 (Razin et al., 1998).

3.4.6. Métodos de deteccion y caracterizacion molecular de fitoplasmas.

La caracterizacion molecular de genes conservados ha presentado una solucion parcial
para la clasificacion de los fitoplasmas, permitiendo la construccion de un esquema de
clasificacion independiente de caracteres fenotipicos (Davis y Sinclair, 1998). Estudios
de secuencias del gen 16S rRNA han confirmado la apropiada ubicacion de los
fitoplasmas dentro de la clase Mollicutes y han permitido el reconocimiento de los
fitoplasmas como un clado monofiletico distinto dentro de los Mollicutes (Davis y
Sinclair, 1998). Los fitoplasmas han sido clasificados en 14 grupos (Tabla 1); cada
grupo aparentemente corresponde al menos una especie. Este concepto es soportado
por estudios en genes que codifican rRNA, proteinas ribosomales, y el factor de

elongacion Tu (Davis y Sinclair, 1998).

Basado en la secuencia del gen 165 rRNA, fueron disenados “primers” universales para
amplificar segmentos del gen 165 rRNA para cada grupo de fitoplasmas conocido (Guo
et al., 2000). Analisis de RFLPs “Restriction Fragment Length Polymorfism” de
amplificados de PCR de los genes 165 rRNA y rp han sido usados para diferenciar
grupos de fitoplasmas (Guo et al., 2000). La clasificacion de fitoplasmas y en general
relaciones filogenéticas fueron derivadas de estudios extensivos de estos genes
conservados (Guo et al., 2000). En contraste con el esfuerzo para la diferenciacion de
grupos de fitoplasmas, un trabajo limitado ha sido realizado en relacion a los subgrupos
de fitoplasmas, interacciones patdgeno-hospedero y resistencia de este (Guo et al.,
2000). La variacion dentro de los grupos de fitoplasmas ha sido descrita para
fitoplasmas tipo “Ash Yellows” y “Elm Yellows” (Guo et al., 2000). Informacion
complementaria referente a la agresividad del patogeno y resistencia del hospedero han
sido obtenidos, por ejemplo, para el patosistema del fitoplasma de Fraxinus americana

(Guo et al., 2000). Los métodos usados para examinar variabilidad dentro de grupos de
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fitoplasmas han incluido aquellos que son usados para examinar variabilidad entre

grupos (ej. PCR, RFLPs y analisis de secuencias de genes 165 rRNA, rp y region inter

génica 165/23S5), (Guo et al., 2000). La clasificacion por analisis de RFLP es un método

que puede ser usado para identificar un gran nimero de fitoplasmas no identificados en

un tiempo relativamente corto (Lee et al.,, 1998b). En algunos casos, los grupos de

fitoplasmas clasificados con base en los andlisis por RFLP usando algunas enzimas de

restriccion no ha sido siempre consistente con grupos basados en andlisis filogenéticos

de secuencias de genes 165 rDNA (Lee et al., 1998D).

Acrénimo | Fitoplasma Distribucién
Nombre de la enfermedad grupo geografica Binomio latino
Norte, centro y sur
Aster yellows AY 16srl America, Asia, Phytoplasma
Europa, astri
Apple proliferation AP 16SrX Europa, Norte Phytoplasma
America rosaceae
X — disease WX 16Srlll Norte America, Phytoplasma
Asia, Europa pruni
Rice yellows dwarf RYD 16SrXI Asia , Alemania Phytoplasma
oryzae
Elm yellows EY 16Srv Norte America, Phytoplasma
Europa, Asia ulmi
Africa, Norte
Coconut lethal yellowing CoLY 16SrlV America, Region Phytoplasma
Caribe palmae
Europa, Australia,
Stolbur STOL 16SrXIl Japon, Israel, Phytoplasma
Serbia solani
Pigeon pea witches'broom PPWB 16SrIX Norte, Centro Phytoplasma
America, ltalia cajani
Ash yellows AshY 16SrVII Norte America Phytoplasma
fraxini
Clover proliferation CP 16SrVI Norte America, Phytoplasma
India trifolii
Loofah witches broom LfWB 16SrVII Taiwan Phytoplasma
tuffae
Peanut witches broom PWB 16Srll Asia, Africa, Phytoplasma
Australia arachidis
Mexican Priwinkle MPV 16SrXIll Meijico, florida
virescence -
Bermuda grass white leaf BGWL 16srXIV Asia, Italia

Tabla 1. Clasificacién de fitoplasmas. Basado en analisis por RFLP del gen 16S rRNA (16Sr) proteinas
ribosomales (rp) y region inter génica, Nomenclatura propuesta durante el congreso de la IOM. Fuente:
“Phytoplasma Working Team” (Albanese ef al., 1995; Arocha et al., 2005; Lee et al., 1998a; Lee et al.,

2000).
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Los ensayos de PCR anidada, fueron disefiados para aumentar la efectividad en la
deteccion de ADN de fitoplasmas; esta técnica es usada para la amplificacion de
fragmentos pertenecientes a los fitoplasmas en muestras que usualmente no amplifican
en la PCR, a causa de inhibidores o baja concentracion de la muestra objetivo (Firrao et

al., 2007).

Un nuevo método llamado PCR co-operacional “Co-operational PCR, Co-PCR” ha sido
descrito para deteccion de virus vegetales, bacterias y recientemente en parasitos
obligados como es el caso de los fitoplasmas (Bertolini et al., 2007; Caruso et al., 2003;
Olmos et al., 2002). Esta técnica consiste en la accion simultanea de los “primers” y los
amplicones de la reaccion. En la figura 2, se observa que la reaccion de los tres
“primers” 1/2/3 (figura 2A), permite su accidon concomitante en una reaccion sencilla de
amplificacion dando origen a dos productos especificos (Figura 2B). Se supone, de
acuerdo a la hipdtesis de Olmos y colaboradores en el 2002, que la hebra reversa del
amplicon mas corto obtenido por la accion de los “primers” 2 y 3 es usado como un
primer adicional para aumentar el rendimiento del amplicon mas largo (Caruso. et al.,
2003). La hebra “forward” del amplicon mas corto, es usada como un molde adicional
para el “primer” 2 y producir un “primer” reverso nuevo, el cual puede ser incorporado

a la reaccion como un “primer” auxiliar (figura 2C), (Caruso. et al., 2003).
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Figura 2. PCR co-operacional, esquema del procedimiento de amplificacién. (A) Anillamiento
”Annealing” de los tres distintos “primers”; (B) acciéon concomitante de los “primers”; (C) sintesis del
“primer” nuevo y la accion co-operacional de los amplicones y “primers” (Caruso et al., 2003).
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3.4.7. Hospederos de fitoplasmas.

3.4.7.1. Vectores de fitoplasmas.

Aunque solo especies especificas de insectos pueden actuar como vectores de un
fitoplasma a una planta, muchos insectos son capaces de adquirir fitoplasmas de las
plantas (Klein ef al, 2001). La presencia de un fitoplasma en un “leathopper” o
“planthopper” no necesariamente significa que este es un vector. Probablemente la
mayoria de insectos que se alimentan de floema adquieren fitoplasmas de plantas
infectadas y estos permanecen dentro del insecto por algun periodo de tiempo (Klein et

al., 2001).

Ambos, tanto insectos como plantas son hospederos naturales de fitoplasmas (Lee ef al.,
1998a). Los rangos en cantidad de insectos vectores y plantas varian dentro de las cepas
de fitoplasmas (Lee et al., 1998a). Algunos fitoplasmas tienen una baja especificidad
con insectos vectores, entre tanto otros tienen una especificidad muy alta (Lee et al.,
1998a). Ejemplos de especificidad baja es el fitoplasma “Aster Yellows” de California
(16SrI-B), el cual es transmitido por 24 especies de saltahojas “leathoppers”; el
fitoplasma “peach-X disease (16Srlll-A), transmitido por al menos 15 especies de
“leathoppers” y el fitoplasma “clover phyllody (16SrI-C), transmitido por al menos 9
especies de “leathoppers” (Lee et al., 1998a). Algunos fitoplasmas con una alta
especificidad son el fitoplasma “american elm yellows” (16SrV-A), “suagarcane white
leaf “ (16SrXI-B), “Loofa witches-broom” (16SrVIII-A), entre otros, son transmitidos

por uno o pocos insectos vectores (Lee ef al., 1998a).

Los insectos que se han encontrado como vectores responsables del movimiento de
fitoplasmas son “leafthoppers” (Membracoidea), saltamontes “planthoppers”

(Fulgoroidea) y psyllidos (Psylloidea) (Pilkington ef al., 2004).

La relacion entre los fitoplasmas y sus vectores no es del todo clara (Brown et al.,
2006). Una vez se ha adquirido el fitoplasma por parte del vector, hay un periodo de
latencia, durante el cual el fitoplasma se replica en el organismo del vector (Brown et
al., 2006). El fitoplasma entonces procede a entrar a las células epiteliales del intestino

medio y replicarse dentro de una vesicula o pasar entre dos células del intestino medio a
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través de la membrana basal para entrar al hemocele (Brown et al., 2006). Los
fitoplasmas circulan en la hemolinfa en donde se replican (Brown et al., 2006). Para que
el fitoplasma sea transmitido, este debe entrar a células especificas de las glandulas
salivares en donde los niveles de concentracion del fitoplasma llegan al punto en el que
pueden ser transmitidos (Brown et al., 2006). Para que el insecto se vuelva infeccioso,
el fitoplasma debe cruzar otra barrera membranal para penetrar las posteriores células
hacinares de las glandulas salivales, en donde sufre mds multiplicaciéon (Webb et al.,
1999). Si el fitoplasma es capaz de pasar dentro de la hemolinfa, pero no puede entrar a
las células especificas de las glandulas salivales, el insecto no es infeccioso, por lo tanto
se convierte en un huésped punto muerto o “dead-end”, para el fitoplasma (Webb et al.,
1999). La posibilidad de transmision por medio de semillas ha sido considerada a causa
de la deteccion del ADN del fitoplasma “Lethal Yellowing” en tejidos embrionarios de

palmas por la técnica molecular de deteccion PCR (Cordova et al., 2003).
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4. MATERIALES Y METODOS.

4.1. Localizacion de muestras.

Las plantas utilizadas en el estudio, fueron plantas de Urapan, especie Fraxinus spp,
ubicadas en la ciudad de Bogota. Las zonas de las cuales se recolectaron fueron en la
Universidad militar “Nueva Granada” (Figura 3), carrera 11 entre las calles 99 y 100
(Figura 4) y Universidad Nacional en el Bosque Jaguar (Figura 5). Los arboles fueron

localizados por GPS (global positional system) y numerados (Tabla 2).

Figura 3. Mapa Universidad Militar “Nueva Granada”. Ubicacion y numeracion dentro de la UMNG
en la ciudad de Bogota, debajo de cada numero se encuentra el arbol correspondiente. Flecha negra indica
el Norte.

e

Figura 4. Mapa bosque Jaguar Universidad Nacional. Ubicacion y numeracion dentro de la UN.
Flecha negra indica el norte.
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Figura 5. Mapa carrera 11. Ubicacion y numeracion en la carrera 11 entre calles 99 y 100. Flecha
negra indica el norte.

4.2. Identificacidon de sintomas.

Para la recoleccion de muestras se hizo la Identificaciéon de sintomas causados
principalmente por fitoplasmas, ademas de sintomas causados por insectos y sintomas al
parecer por la influencia de estos dos anteriores presentes en los arboles estudiados en
las tres zonas, siendo registrados en un formato (anexo 1). Lo anterior con el fin de tener
un punto de partida de cuales deberian ser los candidatos a extraccion para su andlisis,
es decir, poseian los sintomas especificos de fitoplasmosis. Estos sintomas fueron:
muerte apical, perdida de hojas, amarillamiento, marchites, proliferacion de tallos,
ramas muertas, crecimiento epicormico, descortezamiento, ramas en copo,
delicuescencia, hojas pequefias y malformacion de hojas; estos sintomas fueron
evaluados seglin trabajos anteriores realizados en el laboratorio de Biotecnologia de la
Universidad Militar “Nueva Granada”, es el caso de Gaitan en el 2003, Lopez en el

2005, Gutierrez en el 2006, y Mugno en el 2006.

URAPAN ESTE OESTE

UMNG GRADOS MINUTOS SEGUNDOS GRADOS MINUTOS SEGUNDOS
1 4 40 59.25 74 02 34.38
2 4 40 59.37 74 02 34.29
3 4 40 59.52 74 02 34.20
4 4 40 59.70 74 02 34.09

KRA 11 GRADOS MINUTOS SEGUNDOS GRADOS MINUTOS SEGUNDOS
1 4 40 54.69 74 02 37.05
2 4 40 5524 74 02 37.35
3 4 40 54.60 74 02 37.71
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4 4 40 54.30 74 02 37.91
5 4 40 53.91 74 02 33.51
6 4 40 53.60 74 02 3771
7 4 40 5427 74 02 37.94
8 4 40 53.91 74 02 38.08
9 4 40 53.53 74 02 38.27
10 4 40 53.23 74 02 38.46
UN(Jaguar) GRADOS MINUTOS SEGUNDOS GRADOS MINUTOS SEGUNDOS
8 4 38 12.40 74 04 58.96
15 4 38 11.80 74 05 00.13
16 4 38 11.57 74 05 00.54
56 4 38 11.98 74 05 01.62
59 4 38 12.15 74 05 01.22
63 4 38 12.63 74 05 00.21
65 4 38 12.82 74 04 59.78
70 4 38 13.07 74 05 00.35
73 4 38 12.69 74 05 00.98
74 4 38 12.54 74 05 01.35

Tabla 2. Localizacién de arboles por Global Positional System. Ubicacion global de los
arboles en las tres zonas de donde se obtuvieron las muestras.

4.3. Recoleccion de muestras.

Se recolectaron foliolos jovenes de los arboles de Urapan en las tres zonas de estudio
seleccionados (Universidad Militar “Nueva Granada”, carrera 11, y bosque Jaguar de la
Universidad Nacional de Colombia sede Bogota), entre el 24 y 27 de junio de 2005, los
cuales fueron arboles adultos (mas de 10 metros de altura) y arboles jovenes (altura
menor a 10 metros). Estos se tuvieron en cuenta por mostrar sintomatologia relacionada
con la fitoplasmosis (Ver anexo 1), las ramas con foliolos que se tomaron fueron como
maximo a una altura de 5 metros. Las ramas con foliolos a las que se les dio prioridad
para ser recolectadas, fueron ramas sintomadticas, es decir ramas delicuescentes,

rebrotamientos epicormicos y foliolos pequefios.

4.4, Prueba de DAPI.

Para verificar la presencia o ausencia de cuerpos fitoplasmaticos en las muestras
elegidas, se hicieron cortes longitudinales con bisturi, a mano alzada, delgados de
nervadura central colocando cada corte en cajas de Petri con agua destilada para

mantener el tejido cortado, hidratado.

A este tejido se le sometio a la prueba de DAPI (4,6-Diamino-2-fenilindol 2 HCL), este

fluorocromo, se intercala en el ADN rico en Adenina-Timina. Las moléculas del DAPI
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interactuan con los grupos fosfatos a través de la doble cadena de ADN, siendo el ADN

fluorescente en presencia de luz (Saby et al., 1997).

La concentracion de DAPI fue de 0.004 pg/ml una solucién de buffer fosfato (0.9%
NacCl, 0.04 % NaH2PO4,2H20 0.04%, Na2HPO4 0.11%), mas glutaraldehido al 2.5%. A
los cortes se les adicion6 (5 cortes aproximadamente por lamina, de una misma
muestra), una gota de DAPI sobre una lamina porta objetos, dejando reaccionar por 5
minutos en ausencia de luz. Luego de los 5 minutos se dispusieron las muestras para ser
observadas en el microscopio de luz marca Axioskop 40 FL Plus Carl Zeiss® con un
filtro adaptado marca Zeiss® (excitacion 390, emision 480 nm). Una vez observados los
cortes se calificaron como DAPI (+) si existian cuerpos fitoplasmaticos (cuerpos
alargados en el floema) y DAPI (-) si no se presentaban estos cuerpos filamentosos. Las
observaciones se hicieron a 20x y 40x, tomando las fotografias de las muestras con una

camara fotografica marca CANON® MVC-FD 200 Mavica.

4.5, Extraccion de ADN.

Una vez identificadas las muestras con presencia de cuerpos fitoplasmaticos, se
procedid a la consecuente extraccion del ADN de las muestras seleccionadas, por el
protocolo de Nigel Harrison (comunicacion personal, Plant Pathology Lab. University

of Florida), cuyos pasos se encuentran en el anexo 21.

4.6. Valoracion de ADN por electroforesis.

A las extracciones de ADN se les evalu¢ la cantidad y la calidad de ADN, sembrando 1
ul del ADN de la muestra extraida en un gel de agarosa. La concentracion de agarosa
fue de 1.0 % diluida en TBE 1x (89mM trizma base, 89mM dacido borico, 2mM EDTA
disodico dihidratado), ademds de agregarle bromuro de etidio a una concentracion de
0.5 png/ml. Las muestras se sirvieron en los pozos con azul de bromofenol como buffer
de carga (azul de bromofenol 0.25%, glicerol 30%) en proporcion 1:1. Los geles se
visualizaron en un trans-iluminador con luz ultravioleta y se fotografiaron a blanco y

negro con una camara SONY® Cycer-Shot DSC-P31.

33



4.7. Cuantificacion de ADN por fluorometria.

El ADN tanto de extracciones como de productos posteriores (PCR, PCR co-

operacional, PCR anidada), se midieron por fluorometria en un fluorimetro “HOEFER

DYNA QUANT 200”. El procedimiento y preparacion de soluciones se muestra en el

anexo 2.

4.8. PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa).

Se hicieron ensayos con “primers” especificos (Tabla 3) de la region 16S y region

intergénica, ademas se disefiaron 20 nuevos “primers” con la utilizacion del software

FastPCR® (Kalendar, 1999), (Tabla 4), a partir del consenso de secuencias del gen 165

de fitoplasmas grupo “Ash”, existentes en la base de datos del NCBI. Se sinterizaron

dos “primers” especificos del gen 23S (Tabla 4), que fueron P23S5F3 y A23S3R3 (Guo

et al., 2000). Se ensayaron 19 combinaciones de “primers”, como se muestra en la tabla

13.
Numero
Nombre Posicion Secuencia de bases | Tm°C %GC Autor
* -
P1(F) 1 5'-AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT 25 58.7 44.0 Deng and Hiruki, 1991
fB1(F) 65 5-GACCCTTCAAAAGGTCTTAG 20 51.9 45.0 Smart et al., 1996
fPD(F) 210 5-GACCCGTAAGGTATGCTGA 19 46.0 53.0 Smart et al., 1996
* .
P7(R) 1939 5-CGTCCTTCATCGGCTCTT 18 55.7 55.6 Schneider et al., 1995
Tint(R) 1650 5-TCAGGCGTGTGCTCTAACCAGC 22 62.4 59.1 Smart et al., 1996
R16R2(R) 1398 5TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG 25 67.4 64.0 Lee et al., 1993
rASHYS(R) 1570 5-GCAGGACCGTTTATATTAATC 21 50.2 38.1 Smart et al., 1996
FAt(F) 1110 5'-CATCATTTAGTTGGGCACTT 20 52.2 40.0 Smart et al., 1996
Xwint(R) 1744 5-GACAGTGCTTATAACTTTTA 20 46.5 30.0 Smart et al., 1996
Rulws1(R) 1586 5-CGTCTTTTATATAAGAGAAACA 22 46.8 27.3 Smart et al., 1996
BLTVAint(R) 1548 5-GATGATTTTAGTATATATAGTCC 23 44.6 26.1 Smart et al., 1996
F2(F) 10 5'-ACGACTGCTGCTAAGACTGG 20 57.8 55.0 Lee et al., 1993
R2(R) 1600 5TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG 25 67.4 64.0 Gundesen and Lee, 1996
R16mF2(F) 20 5-CATGCAAGTCGAACGGA 17 54.0 52.9 Gundesen and Lee, 1996
*
RPDs(R) 1611 5-CCCGGCCATTATTAATTTTA 20 49.6 35.0 Lorenz et al., 1995
AYint(R) 1577 5-TACAATTTGCAAGCAAGTTAC 21 50.9 33.3 Smart et al., 1996
R16F2N(F) 18 5'-GAAACGACTGCTAAGACTGG 20 54.4 28.9 Gundesen and Lee, 1996

Tabla 3. “Primers” especificos. “Primers” especificos utilizados para la amplificacion de la region 16S rDNA de
fitoplasmas. (¥) Autores y secuencias citados en Smart y colaboradores, 1996. (F) forward, (R) Reverse.
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Numero
de Tm °
Nombre Posicion Secuencia bases C %GC Autor
1F16_39 (F) 16 5' TGCTTAAAGATGAGCTTGCGCCAC 24 61 50 Este trabajo
1F67_90 (F) 67 5' ACCAAGACGATGATGTGTAGCTGG 24 59,5 50 Este trabajo
1F93_116 (F) 93 5' TGAGAGGTCGAACAGCCACATTGG 24 61,8 54 Este trabajo
1F100_123 (F) 100 5' TCGAACAGCCACATTGGGACTGAG 24 61,8 54,2 Este trabajo
1F168_191(F) 168 5'GCAATGGAGGAAACTCTGACCGAG 24 60,6 54,2 Este trabajo
1F169_192(F) 169 5' CAATGGAGGAAACTCTGACCGAGC 24 60,6 54,2 Este trabajo
1F175_196 (F) 175 5' AGGAAACTCTGACCGAGCAACG 22 60,1 54,5 Este trabajo
1F297 316 (F) 297 5' GCTAACTATGTGCCAGCAGC 20 57,7 55 Este trabajo
1F353_376 (F) 353 5'TATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGG 24 61,7 54,2 Este trabajo
1F651_673(F) 651 5' ACACATTAAGTACTCCGCCTGAG 23 57,3 47,8 Este trabajo
1R594_615(R) 594 5' ACTCATCGTTTACGGCGTGGAC 22 60,2 54,5 Este trabajo
1R595_618 (R) 595 5' AGTACTCATCGTTTACGGCGTGGA 24 60,2 50 Este trabajo
1R596_618 (R) 596 5' AGTACTCATCGTTTACGGCGTGG 23 59,6 52,2 Este trabajo
1R664_687 (R) 664 5' TTGCGTACGTACTACTCAGGCGGA 24 61,7 54,2 Este trabajo
1R718_739 (R) 718 5' AACATGATCCACCGCTTGTGCG 22 61,4 54,5 Este trabajo
1R719_741(R) 719 5' ACAACATGATCCACCGCTTGTGC 23 61,3 52,2 Este trabajo
1R770_791 (R) 770 5' TGCAGAGCATGTCAAGACCTGG 22 60,4 54,5 Este trabajo
1R886_907(R) 886 5' ACTAACGACAAGGGTTGCGCTC 22 60,5 54,5 Este trabajo
1R887_907(R) 887 5' ACTAACGACAAGGGTTGCGCT 21 59,9 52,4 Este trabajo
1R888_907(R) 888 5' ACTAACGACAAGGGTTGCGC 20 59,1 55 Este trabajo
P23S5F3 *(F) 1750 5 GTGGATGCCTTGGCACTAAGAGCC 24 63,1 58,3 Guo et al., 2000
A23S3R3 *(R) 4500 5 ACTTACACACCTGGCCTATCAACC 24 59,5 50 Guo et al., 2000

Tabla 4. “Primers” Disefiados en este trabajo. “Primers” disefiados con el software FastPCR®
(Kalendar, 1999), y los dos “primers” reportados que se enviaron a sintetizar(*). (F) “forward”, (R)

“reverse”.

La ubicacion relativa de cada uno de los “primers” tanto “reverse” como “forward”, se

localiz6 en su respectiva posicion dentro de la regiéon 165-23S segun un consenso de

secuencias de “Ash Yellows” (Figuras 6 y 7).

Para cada reaccion de PCR se usaron volimenes de 15 pl (Tabla 6) en un termociclador

referencia PTC-100 MJ Research® usando una programacion de 35 ciclos (Tabla 5).

Proceso Tiempo en minutos Temperatura °C
Denaturacion inicial 5 95
Denaturacion 1 94
“Annealing” 1 54-60
Extension 2 72
Extension final 10 72

Tabla 5. Ciclos de PCR. Tiempos, temperaturas y numero de ciclos a los que
se sometieron las reacciones de PCR.

35 ciclos
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Figura 6. Ubicacion de “primers”. “Primers” especificos para fitoplasmas en su ubicacion aproximada
dentro de la region 16S-23S ubicados segin Smart y colaboradores en 1996. el primer F2 (Forward) se
encuentra ubicado en la posicion 10, R2 (Reverse) en la posicion 1600, R16mF2 (Forward) en la posicion
20 y el primer R16F2N (Forward) se encuentra en la posicion 18.

Reactivo Concentracién final Fabricante
Buffer 10X 1X Promega®
MgCl2 2.5mM Promega®/New England
Biolabs®
dNTPs 0.2mM Promega®
Taq polimerasa 0.75 Unidades Promega®/New England
Biolabs®
“Primers”(c/u) 0.2 uM Invitrogen®/IDT®
ADN molde 50-100 ng una reaccion de 20 pl
H20 MQ Completar a volumen

Tabla 6. Reactivos de PCR. Nombre y concentracion final a la que se utilizaron los
reactivos en una reaccion de 15pl.

Como control negativo se uso ADN de Urapan sano (sin sintomas de fitoplasmosis) y
como control blanco agua, con el fin de detectar una posible contaminacion en el
ensayo. Los productos de PCR se evaluaron por electroforesis en las condiciones

anteriormente descritas.
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Figura 7. Ubicacion de “primers” disefiados en éste trabajo. Localizacion de los “primers” disefiados
con el software FastPCR® (Kalendar, 1999) dentro de la region 16Sy los dos existentes de la region 23S.
“Primers” ubicados seglin consenso de la secuencia de “Ash Yellows” ntimero de acceso AF189215 y una
secuencia de fitoplasma en la cual se encuentra la region 23S, numero de acceso U54986.

4.9. PCR Anidada “Nested PCR”.

A partir de productos de PCR, se tom6 un volumen que se diluy6 10 veces en agua MQ,
este se tom6 como ADN molde para una reaccion de PCR anidada. Se utilizaron
“primers” internos con relacion a los utilizados en la reaccion de PCR primaria. Los
“primers” utilizados fueron los de las tablas 3 y 4 teniendo en cuenta su ubicacion para
ser utilizados correctamente con relacion al producto amplificado por PCR primaria.
Las concentraciones de reactivos, tiempos y numero de ciclos fueron similares a los
ejecutados en las reacciones de PCR primarias de las tablas 5 y 6 a excepcion del molde
que fue una diluciéon 1:10. En total fueron 15 distintas combinaciones de “primers”
(tabla 12), los cuales estaban ubicados en las regiones internas a los amplificados de

PCR primaria de los “primers” P1/P7.

37



4.10. PCR co-operacional.

Se hicieron ensayos de PCR con distintas combinaciones de tres “primers”. Los
“primers” usados son los que se encuentran en las tablas 3 y 4, de los cuales 26 tripletas
fueron ensayadas en las 15 muestras. Los “primers” estan ubicados en la secuencia
como se muestra en la figura 8. Se hicieron reacciones de 25 ul (Tabla 7), rigiéndose a

los parametros establecidos que se muestran en la tabla 8.

A =
EI q # 3I

3' 5

e —
c

Figura 8. Ubicacién de “primers” (PCR co-operacional). Se muestra la localizacion de los “primers”
en la reaccion de PCR co-operacional. (A) y (B) son los “primers Forward” de la reaccion y (C) es el
primer reverse. La forma en la que estos “primers” interactian en la reaccion se encuentran referenciados

en la figura 2, en donde estos “primers” se nombran como 1 en lugar de A, 2 en lugar de B y 3 en lugar de
C.

Reactivos Concentracion final Fabricante
Buffer 10X 1X Promega®
MgCl2 3mM Promega®/New
England Biolabs®
dNTPs 0.3 mM Promega®/New

England Biolabs®

Primer A 0.1uM Invitrogen®/IDT®

Primer B 0.05 uM Invitrogen®/IDT®

Primer C 0.05 uM Invitrogen®/IDT®
Taq polimerasa | 1 Unidad por cada 25 ul de reaccion Promega®/New

England Biolabs®
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H20 MQ Llenar a volumen de 25 pl

ADN molde Sul

Tabla 7. Reactivos PCR co-operacional. Reactivos y concentracion de estos en
las reacciones de 25ul de las PCRs Co-operacionales (Bertolini ef al., 2007).

Nombre del Tiempo Temperatura

proceso en minutos °C
Denaturacion inicial 35 95
Denaturacion 0.5 94

“Annealing” 1 50-60 ]

60 ciclos

Extension 2 72
Extension final 10 72

Tabla 8. Ciclos de PCR co-operacional. Temperaturas, tiempos y numero de
ciclos utilizados para la PCR Co-operacional (Bertolini ef al., 2007).

Las reacciones de la PCR co-operacional se ejecutaron en el termociclador ya

referenciado y verificados los productos por electroforesis.

4.11. Purificacion de productos de PCR, PCR anidada y PCR co-operacional.

Las bandas visualizadas en los geles de agarosa, fueron extraidas del mismo segun el
protocolo del kit para extraccion “QIAquick Gel Extraction Kit” de la casa comercial

QIAgen. El protocolo de purificacion se encuentra en el anexo 22.

4.12. Clonacion de ADN.

Los productos amplificados de PCR, PCR anidada y PCR co-operacional, luego de ser
extraidos fueron utilizados para ligacion con el vector “pGEM-T easy Vector” (el vector

es el plasmido donde se inserto el ADN del fitoplasma), ligado con células cultivadas
de Escherichia coli DH5-0 utilizando el kit “pGEM-T Easy Vector Systems” de la

casa comercial Promega® con una relacion molar inserto:vector 1:1 segun la siguiente

ecuacion:
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((Ng del vector * tamano del inserto (Kb)) / tamafio del vector (Kb))

X

relacion molar inserto:vector

ng de inserto

El ADN para ser ligado se modifico con extremos de poli-Adenina siguiendo el
protocolo:
1. Se tomaron 2ul de fragmento de DNA purificado.
Se adicion6 1ul de ADN polimerasa con buffer 10X.
Se adiciono 1 pl de MgClz2 25mM.
Se adicion6 dATP a una concentracion final de 0.2 mM.
Se agregaron 5 unidades de Taq polimerasa.

Se adicion6 agua MQ para completar a un volumen final de 10ul

S A e

Se incubo a 70 °C por 30 minutos.

Una vez finalizado este proceso se procedio a la reaccion de clonacion (Tabla 9).

Reactivo Cantidad en pl
Rapid ligation Buffer T4 DNA Ligasa 5
2X
pGEM-TEasy Vector (50ng) 1
Producto extraido 2
T4 DNA Ligasa 1
Agua MQ Lo necesario para llenar un volumen
final de 10ul

Tabla 9. Reactivos clonacién. Volimenes de reactivos utilizados para
Cada reaccion de ligacion.

Una vez hecha la reaccion se mezcld por inversion y se incubd a 4°C por 12 horas con

el fin de aumentar el nimero de transformantes.

Pasado este tiempo se utilizé la mezcla de cada reaccion de ligacion para la consecuente

electroporacion en un electroporador “Electroporator 2510 eppendorf”, efectuando los
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pasos propuesto por Sambrook y colaboradores, 1989, pasos que se encuentran en el

anexo 23.

Los plasmidos fueron extraidos bajo las especificaciones del protocolo perteneciente al

kit: “Pure link Quick plasmid Miniprep kit” de la casa comercial Invitrogen (anexo 24).

A estos plamidos se les realiz6 PCR con los “primers” correspondientes a cada
amplificado segun las especificaciones de la tabla 5, para comprobar la existencia del

inserto.

4.13. Secuenciacion de ADN.

Los productos de ADN extraidos de las bandas de gel de electroforesis y plasmidos
producto de la clonacion fueron concentrados, la precipitacion de productos de PCR

extraidos de gel se realizo de la siguiente manera:

1. Se agregaron 2.5 voliimenes de etanol al 100% mas acetato de Sodio 3M 1:10
dejando incubar ésta solucién por una hora a -20°C .

2. Luego se centrifug6 a 13.000 x g por 14 minutos.

3. Se descarto6 el sobrenadante.

4. Se le agregd nuevamente etanol al 70% y se centrifugo a 13.000 x g por 7
minutos.

5. Se descart6 el sobrenadante y se dejo evaporar el exceso de etanol.

6. Se le agregaron 20ul de TE.

Luego de esto se midio en el fluorimetro, para ser enviadas se aseguro de tener la

siguiente relacion segln las especificaciones requeridas: # Kb/10 =[ ADN] ng/ul.

Las muestras fueron enviadas a ser secuenciadas en el Cancer Research Institute de la

Universidad de Chicago.
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4.14. Analisis de secuencias.

Una vez obtenidas las secuencias, a éstas, se les compard con bases de datos reportadas
en el NCBI, por medio del BLAST, en donde se compar6 cada una de las secuencias de
ADN que lograron ser secuenciadas, viendo de esta manera la similaridad presentada

para cada una de estas.

En adicién se obtuvo un consenso de las muestras secuenciadas por medio de la
utilizacion del software BIOEDIT, al igual que el alineamiento multiple de secuencias

consenso por medio de ClustalW (aplicacion presente en BIOEDIT).

Para obtener el consenso primero se alinearon las secuencias obtenidas por cada par de
“primers”, es decir, el “forward” se alined con la secuencia complementaria reversa del

9% 99

“primer” “reverse”. Este proceso se hizo para todas las secuencias obtenidas, ademas de
esto, por ser secuencias obtenidas de la misma muestra y con “primers” que
amplificaban regiones que se sobreponen, todas las secuencias, se alinearon obteniendo
un consenso universal de todas las secuencias obtenidas en este trabajo, al cual se le

realiz6 BLASTn, obteniendo una similaridad determinada.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS.

5.1. Sintomas relacionados con fitoplasmosis en Fraxinus sp.

Los sintomas encontrados en los arboles ubicados en las tres zonas se encuentran

registrados en la tabla 10.

12| 3| 4| 1| 2| 3( 4| 5| 6| 7| 8| 9|10 8|15(16|56|59| 63| 65 70| 73
Arkol No.

Sintomas

74

Muerte
Apical

Perdida de
hojas

Amarillami
ento

Marchites

Proliferacio
n de tallos

Ramas
muertas

Crecimient
o
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Tabla 10. Tabla de sintomas. Sintomas identificados en los 24 arboles muestreados, Universidad Militar(amarillo),
Kra 11(violeta), Universidad Nacional”Jaguar”(Carmesi). Presencia de sintomas (Gris), Ausencia de sintomas (En
blanco), distancia al arbol mas cercano esta en metros, estrés (Severo, Nulo, Medio), intensidad de la enfermedad (0-
no presente, 1-poco afectado, 2-moderadamente afectado, 3-severamente afectado, 4-muerto), Grado de afeccion
(Intensidad de la enfermedad / 4), Altura (metros), Parte mas afectada (1-corona, 2-Cuerpo, 3-Base, 4-Tronco, 5-
Ramas, 6-Hojas), Edad (Afos).

43




En los 24 arboles se observo la sintomatologia caracteristica de fitoplasmosis ademas de
la sintomatologia ya sea por el estrés al que son expuestos en el medio exterior o por la
presencia de insectos. Los sintomas caracteristicos de fitoplasmdsis son: Muerta apical,
crecimiento epicormico, descortezamiento, ramas en copo, delicuescencia y hojas
pequeiias (Pokorny y Sinclair, 1994; Sinclair y Griffiths, 1994). Los sintomas
relacionados con fitoplasmdsis observados en éste estudio, se encuentran en la figura

10.

El sintoma con mayor incidencia en los Urapanes estudiados fue la malformacion de
hojas el cual esta asociado a la presencia de chinches , presente en 23 de los 24 arboles

y el de menor presencia fue la marchitez, en 5 arboles (Figura 9).

Los sintomas relacionados con fitoplasmdsis se presentaron de la siguiente manera:
delicuescencia, 83%, hojas pequefias, 75%, follaje o ramas en copo, 70%,
descortezamiento y muerte apical, 33% y crecimiento epicérmico en un 29% del total de

arboles estudiados (figura 9).

Presencia de sintomas
25
20 —
(7] [ | [ ] ___
[}]
o 15 [
2
[}+]
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Sintomas

Figura 9. Presencia de sintomas. Incidencia de sintomas en los arboles estudiados, las columnas en
color rojo son los sintomas relacionados con fitoplasmosis. Las columnas en color azul indican sintomas
relacionados con el estrés ambiental y la presencia de insectos. (M.A)Muerte apical, (P.H.) pérdida de
hojas, (A) Amarillamiento, (M.) Marchites, (P.T.) Proliferacion de tallos, (R.M.) Ramas muertas, (C.E.)
Crecimiento epicormico, (DC) Descortezamiento, (R.C) Ramas en copo, (D.) Delicuescencia, (H.P.)
Hojas pequenas, (M.H.) Malformacion de hojas.
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El sintoma de mayor incidencia fue la delicuescencia con un 83% , que consiste en el
crecimiento desordenado de ramas en el arbol, es decir la perdida de la dominancia de
crecimiento apical, observandose ramas laterales, perdiéndose el contorno del follaje

caracteristico (Figura 10E).

Las hojas pequeias (figura 10F) con un 75%, se caracteriza por el crecimiento de hojas
de menor tamafio del habitual, se puede observar el enanismo de las hojas maduras en

comparacion con el crecimiento de las hojas jévenes, dentro del mismo foliolo.

Las ramas en copo con un 70%, se forma a causa del crecimiento lento de ramas y la
formacion de entrenudos cortos formando abultamiento de foliolos, apareciendo la copa
del arbol mas transparente de lo normal a causa de los copos irregulares en el arbol

(Figura 10C y 10D).

El descortezamiento (33%) es a causa de la desecacion de fluidos en el arbol, cuando
este ocurre en la mayoria de los casos hay un rompimiento vertical del tronco cerca de
la base del arbol. Solo en dos de los arboles se observd un descortezamiento severo, en
los demas arboles con descortezamiento positivo, se observaron laceraciones en la

corteza de forma vertical (Figura 10A).

La muerte apical (33%), consiste en la muerte de ramas en la parte superior del arbol

involucrando principalmente la copa de éste (Figura 10C).

Por ultimo, se encuentra el crecimiento epicormico (29%), el cual consiste en el brote de

ramas en sitios no usuales, principalmente sobre el tronco (Figura 10B).
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Figura 10. Sintomas observados relacionados con fitoplasmésis en los drboles estudiados. (A)
Descortezamiento y crecimiento epicormico, este encerrado en circulo rojo, (B) Crecimiento epicérmico
(circulo rojo), (C) Muerte apical (circulo rojo), (D) Ramas en copo (circulo rojo), (E) Crecimiento
delicuescente (Circulo rojo), (F) Hojas pequefias (circulo rojo).
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En cuanto a la intensidad de la enfermedad se evalud de acuerdo a la cantidad de
sintomas o a la presencia a gran escala de uno o varios de ellos, calificandolos de 0 a 4
de acuerdo a su condicion frente a la enfermedad. Se encontro que el 54% de los arboles
estudiados estaban en un nivel 3, es decir severamente afectados, con un avance
considerable de la enfermedad, seguidos por un 42% del total de arboles con un grado
2, moderadamente afectado. De estos dos anteriores se tuvo en cuenta para la
recoleccion en su mayoria (Figura 11). Tan solo un arbol se calific6 como poco
afectado, presentando sintomas como ramas en copo, descortezamiento y
amarillamiento, al parecer este arbol esta en un procesos de recuperacion, ya que posee
sintomas de etapa terminal como el rompimiento vertical de la corteza en una intensidad
mediana, pero demostrando frondosidad y robustez. Ningtn arbol estaba muerto en el

momento de la evaluacion de sintomas.

intensidad de la enfermedad

60 -
50 -
40 -
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% de arboles

1 2 3 4

grado de intensidad

Figura 11. Intensidad de la enfermedad. Se observa la intensidad de la enfermedad en porcentaje. Los
grados de intensidad encontrados por sintomatologia fueron: (0) enfermedad no presente, (1) poco
afectado por la enfermedad, (2)moderadamente afectado, (3) severamente afectado, (4) muerto.

5.2. Prueba de DAPI.
Una vez realizados los cortes longitudinales se hicieron observaciones al microscopio

con la solucion de DAPI. Se observaron cuerpos alargados luminiscentes en la zona del

floema, los resultados de estos ensayos se muestran en la tabla 11.
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Muestra (Urapan) | Resultado DAPI
1 +
2 +
3 +
4 +
1 +
2 +
3 +
4 +
5 +
6 +
7 +
8 +
9 +
10 +
8 +
15 -
16 -

56 +
59 +
63 +
65 -
70 -
73 -
74 +

Tabla 11 .Resultados de DAPI. De las 24 muestras analizadas, 20 de estas reportaron DAPI positivo, las
4 restantes reportaron DAPI negativo.

Los fitoplasmas se encuentran alojados en las células del floema, contiguas al xilema
(figura 12). La observacion de estos cuerpos fitoplasmaticos gracias a su fluorescencia
se debe a que el DAPI se intercala en el ADN rico en Adenina-Timina; la fluorescencia
notoria de estos cuerpos se debe a que los genomas de los fitoplasmas son ricos en estos
nucledtidos, haciendo esto un contraste notorio en este tipo de pruebas de microscopia,
ya que los nticleos celulares, aunque fluorecen de manera similar, su forma es redonda y
regular (Figura 13). En algunas muestras que reportaron la sintomatologia de
fitoplasmosis, no se observaron cuerpos alargados luminiscentes en las células del
floema (Figura 14). En este estudio, fue de gran importancia realizar este tipo de prueba
ya que es util en el momento de escoger las muestras para extraccion de ADN, ademas,
de ser un medio de diagnostico preliminar de la presencia de fitoplasmas en las muestras

objeto de estudio.
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. lffjﬁh - -
Figura 12. Corte longitudinal de nervadura central de hoja de Urapan. Se observan las traqueadas

del xilema (A), y las células acompafiantes del floema, alargadas y seccionadas (B). Imagen tomada a
4000x.

Figura 13. DAPI positivo (arbol 1, U.M.N.G). Se observan cuerpos fitoplasmaticos alargados (F) en las
células del floema, se distinguen por su fluorescencia, también se observan cuerpos redondos
correspondientes a nucleos, imagen tomada a un aumento de 4000x.
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Figura 14. DAPI negativo (arbol 16, U.N.). En esta fotografia no se observan cuerpos fluorescentes
alargados dentro de las células del floema como se indica con la flecha.

5.3. Extraccion de ADN de las muestras de Urapan.

A 14 de las muestras que reportaron DAPI positivo se les extrajo el ADN y a una que
presentd sintomatologia pero no reportd DAPI positivo, también se le extrajo el ADN,
es el caso del arbol 16 localizado en la Universidad Nacional, siendo esto un total de 15
muestras. La toma de ADN de esta muestra fue para comprobar por pruebas
moleculares la existencia de fitoplasmas, ya que por pruebas visuales el falso negativo
es probable, es decir se pudo haber tomado una rama con hojas carentes de fitoplasmas,
pudiendo estar estas ubicadas en otra parte del arbol, ya sea por causas ambientales o
reaccion al parasito por parte de la planta. También se hizo la extraccion de ADN de
Urapan sano, proveniente de una planta joven, crecida bajo condiciones de laboratorio,

con el fin de tener un control negativo para las reacciones de PCR.

5.4. Valoracion de ADN extraido por electroforesis.

Por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1% se pudo valorar la calidad de las
extracciones de ADN realizadas en las 15 muestras, por cada muestra se reunieron 1.5
gramos aproximadamente de tejido para luego ser realizada la extraccion por el método
de Nigel Harrison; la calidad del ADN fue buena, es decir, se observan bandas con una

buena cantidad de ADN, como se puede apreciar en la figura 15.
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Figura 15. Electroforesis de extraccion de ADN en gel de agarosa al 1%. Se observa una calidad
buena y cantidad de ADN extraido de las muestras que se diagnosticaron con DAPI positivo. De
izquierda a derecha, 1-4 (Universidad Militar “Nueva Granada”), 1-6(Carrera 11), 16 (DAPI negativo),
56, 59, 63 y 74 (Universidad Nacional “Bosque Jaguar”™).

5.5. Cuantificacion de ADN de Urapan por fluorometria.

El ADN extraido fue medido en capilares de fluorometria para comprobar su respectiva
concentracion cuyos valores se observan en la tabla 12. Las concentraciones dadas por
el fluorimetro estuvieron de acuerdo a las observadas en le gel de electroforesis. Este

ADN fue el que se utilizo en las consecuentes reacciones de amplificacion de ADN.

5.6. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Se utilizaron 19 combinaciones distintas de pares de “primers” en las 15 muestras, cada

reaccion por par de primer se repitid al menos 5 veces por cada muestra de Urapan,
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Muestra | Concertacion ng/pl de
ADN.
1 40
2 55
3 46
4 41
1 35
2 51
3 28
4 36
5 50
6 37
16 42
56 74
59 70
63 65
74 78

Tabla 12. Concentracion de ADN por fluorometria. Valores arrojados por el fluorimetro de las
muestras a las cuales se les extrajo el ADN, los valores estan en ng/pl.

tomando como positivo por lo menos una reaccion positiva por muestra, es decir una

amplificacion del tamafio esperado segln el par de “primers”.

El par de “primers” R16mF2/RASHYs (tabla 13) amplificé en tres distintas muestras
con bandas del tamafio esperado (1600 pb aproximadamente). Este par de “primers”
amplificé en las muestra 1, 2 y 6 ubicadas en la Kra 11 arrojando el tamafio especifico

para este par de “primers” (figura 16).

Los “primers” R16mF2/AYint y R16mF2/RPDs aunque presentan bandeo, este, no es
del tamafio esperado, por lo tanto no es tenido en cuenta como positivo. El ensayo
presentado en la figura 16 fue el Gnico que se registrd positivo y con estas muestras.
Este ensayo fue el primero en realizarse. Las bandas obtenidas fueron extraidas para su

secuenciacion.

El par de “primers” P1/P7, amplifica la region de mayor numero de pares de base
ubicada en la region 16S; desafortunadamente este par de “primers” no arroj6é ningiin
patrén de bandeo especifico con las muestras de Urapan. Sin embargo, estas reacciones
con este par de “primers”, fueron utilizadas para las reacciones de PCR anidada, con el
fin de incrementar las posibilidades de amplificar algun fragmento especifico en la zona

16S; los “primers” P1/P7 deben amplificar en cualquier grupo de fitoplasmas.
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U.W.G Kg\ll U.N%guar)
4 Y NV ™

Muestras
Primers 112|341 |2|3|4|5 |6 |16 |56 |59]|63|74

P1/P7

PU/Tint | = | = | -] -] -] ]| -]|-]-]-|=-]=-/1-

P1/R2

F2/R2

FB1/Tint | = | = | = | - | =] =] =|=|=|=-]=-|=-]=/|=-1]-+

FB1/P7 | = | = | =[=[-|-|-|-|-]=-]|-]|=-[=-=1]1-=/]-+-

F2/P7

F2/Tint | - |- | =] =] -|=-|=-|-|-|=-|=-|=[=-/]-=1-+-

fPD/TinT | = | - | = | = || || ||| «]-]-]=-]-

PI/RASHYs | - | = | - | - ||| -| || -] -|-]-|-]-+

F2/BLTVAnt | - | = | = | = | = | = | =] -] | -] ]| «]-]-

FAT/BLTVAint | - | = | = [ = | = | =] =] =] -] =] =-|=-]=-1]-=1-+

fAT / Rulws1 - - - - - - - - - - - - - - -

fAT / Wxint - - - - - - - - - - - - - - -

fPD/Rulws1 | = | - | = | -] - |- |-|-]|-|=-|-]-]-1]-]-

RI6mF2/Ayint | - | - | - | -|-[-|-]-]-1-1-1-1]1-1]1-7]-

R16mF2/RASHYs | - | - | - | - |+ |+ | - | - - | + - - - - -

R16mF2 / RPDs === == === =] - - - - - -

P23S5F3 /| A23S3R3

Tabla 13. PCRs primarias. Ensayos de PCR primaria con distintos pares de “primers”. Se observa la
baja efectividad de la PCR primaria.

La pareja de “primers” P23S5F3 / A23S3R3, correspondientes a la region 23S no
amplificoé en ninguna de las muestras, el amplificado de estos “primers” era importante
dentro de este estudio, ya que se encuentra dentro de los objetivos, ademads , de ser un

gen utilizado para caracterizacion en procariotas..

Se esperaba también obtener la amplificacion de pares de “primers” en los cuales su
fragmento amplificado fuera relativamente mas pequefio que el amplificado por P1/P7,
es el caso de las reacciones realizadas con P1/Tint ya que este también es un par de

“primers” disenado para amplificar fragmentos de cualquier grupo de fitoplasmas.
En general la PCR, como lo muestran los datos anteriores, es una herramienta molecular

poderosa en la biologia molecular, sin embargo parece ser que para la deteccion de

fitoplasmas esta técnica no es eficiente, estos resultados son similares a los reportados
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por Gaitan en el 2003 y Gutierrez en el 2006,quienes obtuvieron un bajo porcentaje de
plantas de Urapan positivas por PCR, en arboles que mostraban sintomas relacionados

con fitoplasmosis.

6 1 2
e S e, " T -~ L
M 1 2 3 4 5 6 7

Figura 16. PCR primaria. Reacciones realizadas en las muestras 1, 2 y 6 de la U.N. con los “primers”
R16mF2 / AYint (carriles 1 y 6), R16mF2 / RASHYs (carriles 2, 4 y 5), R1I6mF2 / RPDs (carriles 3 y 7).
(M) marcador 1 Kb DNA Ladder (invitrogen ®).en los carriles 2, 4 y 5 se ven los amplificados del
tamafio especifico para fitoplasmas de aproximadamente 1600 pares de bases en las muestras 1, 2 y 6 de
la U.N.. En los carriles 1 y 6 con los “primers” R16mF2 / AYint se observan bandas pero no del tamafio
esperado (por debajo de 1000 pb) al igual que en los carriles 3 y 7 con los “primers” R16mF2 / RPDs.

5.7. PCR anidada (Nested PCR).

A partir de reacciones de PCR primaria con los “primers” P1/P7, 15 combinaciones de
“primers” fueron realizadas (tabla 14), por lo menos 5 veces cada una por muestra;
solamente dos pares de “primers” amplificaron bandas especificas; estos “primers”
fueron FB1/RASHYs (1500 pb aproximadamente) y FB1/ RPDs (1500 pb
aproximadamente), (figuras 17 y 18), ambos en la muestra 5 ubicada en la Kra 11.
Nuevamente amplifican bandas del tamafio esperado y con una combinacién especial

para fitoplasma AY (“Primers” FBI/RASHYSs), (Smart et al., 1996).

No se observd amplificacion especifica de fragmentos pequefios; es el caso de los
“primers” 1F297 316/ 1R887 907, cuyo tamafio esperado era de aproximadamente 600
pb.
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La eficiencia de la PCR anidada, a comparacion, con la PCR primaria segun Bertolini y
colaboradores en el 2007, es alta en fitoplasmas, casi 100 veces mas sensible que la

PCR primaria.

UM.N.G Kra 11 U.N.(Jaguar)
A AN A
Y

uestras
Primers 11 2| 3| 4| 1| 2| 3| 4| 5| 6|16 | 56| 59| 63 | 74

F2/RASHYs

FB1/Tint

FB1/RASHYs i I I I T e et Tt s 0 I T A I e

FB1/RPDs T e i e e I e I I e I e e

FB1/Ayint

R16mF2/Tint o T N N A A B R B R - - - -

R16mF2/RPDs o T N N A A B R B R - - - -

R16mF2/Ayint S T e e e R R T R A - - - -

R16F2n/R16R2 S T R T AR U I A R R - - - -

FB1/1R887_907

1F297 316/1R887 907 | = | = |- |- |- |- |- |- |- |- |- |- |- |- |-

1F651_673/RASHYs o T R T B A B R AR A - - - -

1F297 316/1R887 907 |- |- |- |- |- |- |- |- |- |- |- |- |- [~ |~

FB1/1R887_907

1F651 673 /RASHYs |- |= |- |= |- |- |- |- |- |- |- |- |- |- |-

Tabla 14. PCRs anidadas. Ensayos de PCR anidada a partir de PCR primaria con los “primers” P1 / P7,
viéndose aun asi una baja efectividad en cuanto amplificacion de fragmentos especificos.

Sin embargo, en éste estudio no fue posible demostrar la efectividad de esta variante de
la PCR convencional, debido posiblemente a que la concentraciéon del ADN molde es
tan baja que ni siquiera la PCR anidada es capaz de detectar fragmentos amplificados
imperceptibles por electroforesis de reacciones de PCR primarias, o en el peor de los

casos no existe amplificacion alguna.
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Figura 17. PCR anidada. A partir de la PCR primaria realizada con los “primers” P1 / P7, se hizo la
PCR anidada con los “primers” FB1 / RASHYs a los 12 pozos en el gel mostrados, de las muestras de la
U.M.N.G. y de la Kra 11 respectivamente, la banda corresponde a la muestra 5 de la KRA 11 en donde se
puede observar un amplificado del tamafio esperado (1600 pb aproximadamente). Como control negativo
se uso Urapan sano (CN). (M) marcador 1Kb DNA Ladder (Promega®).

Kra 11 U.IM.N.G U.N{Jaguar)
s

M4 M 63 5 5 16

Figura 18. PCR anidada. Reaccion realizada con los “primers” FB1 /RPDs , partiendo de la PCR
primaria con los “primers” P1/P7. la muestra 5 (Kra 11) tiene un amplificado del tamafio esperado (1500
pb aproximadamente), siendo la tUnica muestra amplificada. (M) marcador 1Kb DNA Ladder
(Promega®). (CN) control negativo Urapan sano. (A) agua.

Estos fueron los unicos ensayos que dieron positivos, exclusivamente en la muestra 5
ubicada en la Kra 11. Estos ensayos se pudieron replicar con el fin de hacer una
extraccion de producto a partir de gel para su secuenciacion, a esta réplica no se le tomo

fotografia con el fin de evitar al maximo su exposicion a la luz ultravioleta del trans-
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iluminador. Se extrajeron 9 bandas similares en intensidad e iguales en tamafo a las

mostradas en las figuras 17 y 18 para FBI/RASHY's y FB1/RPDs respectivamente.

5.8. PCR co-operacional (Co-operational PCR).

Se obtuvieron bandas del tamafo esperado en 5 muestras de las 15 evaluadas, las
muestras fueron: 1, 2, y 5, muestras de ADN correspondientes de arboles ubicados en la

Kra 11; 16 y 63, muestras de arboles ubicados en la U.N. en el bosque jaguar(Tabla 15).

U.M.N.G Kra 11 U.N.(Jaguar)
A A o A N
Muestras

Primers 112|3|4|1/2|3|4|5|6 |16 | 56 |59 | 63 | 74
P1/R16F2n / RASHYs =l === === -] - + - - - -
P1/R16F2n / Ayint =l === === == - + - - - -
P1/R16F2n / RPDs === === =] - - + - - - -
P1/R16F2n / R16R2 e e e e N I T i I B B + - - - -
P1/R16mF2 / RASHYs =l === === -] - + - - - -
P1/R16mF2 / Ayint N N e e - - - - -
P1/R16mF2 / RPDs I N I e I B B N N - - - - -
P1/P23S5F3 / A23S3R3 S N e R T TR R B B - - - - -
1F100 123 /P23S5F3/A23S3R3 | = | = | = | = | = | = | = | = | = | = - - - - -
1F175 196 /P23S5F3/A23S3R3 | = | = | = | = | = | = | = | = | = | = - - - - -
1F93 116 /P23S5F3/A23S3R3 | = | = | = | = | = | = | = | =~ | = | = - - - - -
1F16_39 / P23S5F3 / A23S3R3 I N I e I B B N N - - - - -
1F297 316/P23S5F3/A23S3R3 | = | = | = | = | = | = | - | | = | = - - - - -
1F353 376 /P23S5F3/A23S3R3 | = | = | = | = | = | ¥ |- | -| - ]| - + - - + -
1F169 192 /P23S5F3/A23S3R3 | = | = | = | = | = | = | = | = | = | = - - - - -
1F67_90 / P23S5F3 / A23S3R3 I N I e I B B N N - - - - -
R16mF2 / FB1/ 1R887_907 S T T B B N R T I B I - + - - -
P1/FB1/1R887_907 Ea T I R I IR R I B I - + - - -
R16F2N /1F297 316/1R887 907 | = | = | = | = [+ | - | - | = | = | ~- - - - - -
FB1/1F651_673 / RASHYs === =¥ ===+ - - + - - -
FB1/1F297_316 / 1R887_907 N N N N - + - - -
P1/1F297_316 / 1R887_907 L I e e e T O B B - + - - -
P1/651_673 / RASHYs S R N N T T T B - - - - -
P1/FB1/RASHYs =l === === -+ - - - - - -
P1/FB1 [Tint I T I I I I R A B - - - - -
P1/FB1/AYint I N I e I B B N N - - - - -

Tabla 15. PCR co-operacional. Ensayos realizados con 26 tripletas de “primers”, en esta tabla se puede
observar un aumento considerable en el nimero de reacciones positivas por este método y también el
aumento en el nimero de muestras positivas.

Amplificaron las siguientes tripletas de “primers”: P1/R16F2n/RASHY's en la muestra
16 (U.N); PI/R16F2n/AYint en la muestra 16 (U.N); P1/R16F2n/RPDs en las muestras
2 (Kra 11) y 16 (U.N.); PI/R16F2n/R16R2 en las muestras 2, 5 (Kra 11) y 16 (U.N);
P1/R16mF2/RASHYs en la muestra 16(U.N). Los amplificados que se observan son
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especificos y oscilan entre 1400 y 1600 pb, dependiendo de la ubicacion de los

“primers” internos (Figura 19).

PURIEFINRASHYS  PURIEFZRiAYine  PARIGFINRPDS py i PURISMFRAYINt PURIEMFLRPDS  PMAAGF 01602
% h P‘I'I'-HEmPRAEH'I"a T 1 fl J;‘é_m'll

t—

H0o 2000
1500 400
1000 00

Figura 19. PCR co-operacional. Amplificados de las muestras 16 (U.N) carriles 4, 8, 12 y 28. Muestra
5 (Kra 11) carril 25. Muestra 2 (Kra 11) carril 26. Aunque hay multiples bandas, las indicadas son las del
tamafio esperado para cada tripleta de “primers” especificamente, estan amplificados, especificos segin la
ubicacion de los “primers” internos. Los tamaifios del marcador, se indican con las flechas para tener una
referencia de los tamafios moleculares, los “primers” de cada reaccion se encuentran indicados en la parte
superior de la fotografia. Los controles fueron corridos en un gel aparte, mostrando un bandeo
inespecifico para la tripleta P1/R16F2n/RPDs (Bandas de 700pb a 1000pb), siendo este el tinico control
de Urapan sano que amplifico.

También amplificaron las siguientes tripletas de “primers” (Tabla 13):
R16mF2/FB1/1R887 907 con las muestras 1, 5 (Kra 11) y 56(U.N.);
P1/FB1/1R887 907 en las muestras 5 (Kra 11) y 56 (UN);
R16F2n/1F297 316/1R887 907 en la muestra 1 (Kra 11); FB1/1F651 673/RASHYs en
las muestras 1,5 (Kra 11) y 56 (U.N); FB1/1F297 316/1R887 907 en las muestras 1, 5
(Kra 11) y 56 (U.N.), (Figura 20 y 22).
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56(U.N.) 5(Kra 11) 1(U.M.N.G.)
. A A

M1 2 3 456 7 89 10MMMA121314 1516 17 1819 20 21 22 M 2324 25 26 27T 28 29 30 3132 33

1500
1000
750
500

Figura 20. PCR co-operacional “primers” A/B/C. PCR Co-operacional con los “primers” R16mF2 /
FB1 / 1R887_907 (carriles 1,2,3,4,12,13,14,15,23,24,25,26), P1 / FB1 / 1R887_907 (carriles
5,6,16,17,27,28), R16F2N / 1F297_316 / 1R887_907 (7,18,29), FB1 / 1F651_673 / RASHYs (8,19,30),
FB1 /297 316 / 1R887 907 (carriles 9,10,11,20,21,22,31,32,33). Las bandas resaltadas con el circulo
rojo representan amplificados especificos, de acuerdo a cada tripleta de “primers” ya referenciados en este
parrafo. El tamafio amplificado es correspondiente a los “primers” B/C (M) marcador 1Kb DNA Ladder
(Promega®). Controles negativos, figura 21.

1000

750

Figura 21. Controles negativos con Urapan sano, PCR co-operacional. “Primers” A/B/C en los
carriles de la siguiente forma: carril 1 (R16mF2 / FB1 / 1R887_907), carril 2 (P1 / FB1 / 1R887_907),
carril 3 (R16F2N / 1F297 316 / 1R887_907), carril 4 (FB1 / 1F651_673 / RASHYs), carril 5 (FB1 /
297 316 / 1R887 907). (M) marcador 1Kb DNA Ladder (Promega®). En todos los carriles las
reacciones fueron con Urapan libre de fitoplasmas, no se observa ningun tipo de bandeo.

Amplificados en P1/1F297 316/1R887 907 en las muestras 1 (UM.N.G.) 5 (Kra 11) y
56 (U.N.); PI/FB1/RASHYs en la muestra 5 (kra 11), (Figura 22), muestran una calidad
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de bandeo bastante buena ya que solo se sembraron 7ul de los 25ul en los pozos, P1 /
FBI1 /Tint de la muestra 5 (Kra 11), en cambio es una banda muy leve. Cabe recalcar
que siguen existiendo restricciones para la amplificacion ya que en la muestra 5 (kra 11)
hay amplificados de “primers” internos, como FB1/RASHYs, de aproximadamente
1500pb, pero no hay amplificados de regiones mas cortas, como FB1/AYint (Carril 19,
figura 22) que claramente es una opcion mas que viable para que sea amplificada en la
misma muestra. Otro caso es el par de “primers” internos 1F651 673/RASHYs (carriles

3, 8 y 14) en donde tampoco hubo amplificacion de fragmentos del tamafios esperado.

56(U.N) 5(Kra 11) 1(UMN.G) 5(Kra 11)
A
/ Y S C

!
7T 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

2000 - iggg
1500
1000 — 3 T 1:30
750
- e
500
500

a-iqncﬁ......ﬂii

Figura 22. PCR co-operacional “primers” A/B/C. Los “primers” utilizados fueron: P1 / FB1 /
1R887_907 (carriles 1, 7, 12), P1/ 1F297_316 / 1R887_907 (carriles 2, 4, 5, 6, 9, 10, 11, 13, 15, 16), P1
/651_673 / RASHYs (carriles 3, 8, 14), P1 / FB1 / RASHYs (carril 17), P1/ FB1 /Tint (carril 18), P1/

FB1 / AYint (carril 19). Noétese la intensidad de la banda 17 en tan solo 7ul de reaccion. Los controles
negativos fueron corridos en un gel aparte sin presentar ningiin bandeo. Las bandas indicadas en los
circulos son del tamano esperado correspondiente a cada tripleta de “primers”, los fragmentos
amplificados corresponden a los “primers” B/C., también se observa un barrido en algunos de los carriles
a causa posiblemente del exceso de ADN molde. (M) marcador 1Kb DNA Ladder (Promega®).Controles
negativos Figura 23.

Los amplificados de los “primers” P1/R16F2n/R16R2 produjeron bandas de buena
intensidad, del tamafio especifico (1500 pb aproximadamente). Es importante resaltar
que estos “primers” son universales para cualquier fitoplasma y en la muestra 5 (Kra 11)
amplifican en una intensidad bastante buena (figura 24), pues se sembraron 7 ul por

pozo.
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Figura 23. Controles negativos PCR co-operacional. “Primers” A/B/C en los carriles de la siguiente
forma: P1 / FB1 / 1R887_907 (carril 1), P1 / 1F297_316 / 1R887_907 (carril 2), P1 / 651_673 /
RASHYs (carril 3), P1/FB1/ RASHYs (carril 4), P1/ FB1 /Tint (carril 5), P1 / FB1 / AYint (carril 6).
El ADN utilizado fue de Urapan libre de fitoplasmas, en todos los carriles con los “primers” respectivos,
indicados para cada carril, (M) marcador 1Kb DNA Ladder (Promega®).

Figura 24. PCR co-operacional. PCR co-operacional de la muestra 5 (Kra 11) con los “primers” (A)
P1 / (B) R16f2n / (C) R16R2, las letras de asignacion de cada “primer” son seglin la ubicacion que se
establecio para esta reaccion en la figura 7. Del carril 1 al 5 reacciones con la muestra y carril 6 control
negativo (Urapan libre de fitoplasmas). Los fragmentos observados corresponden a los “primers” B/C.
(M) marcador 1Kb DNA Ladder (Promega®).
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Los “primers” 1F353 376/P23S5F3/A23S3R3 amplificaron en las muestras 2 (Kra 11)
y 16, 63 (U.N.), (Figura 25 y 27). Esta tripleta de “primers” amplificaron una banda por
cada reaccion de 2500 pb las cuales corresponden al tamafio esperado. Los resultados no
fueron reproducibles, una posible causa fue el no haberse hecho ensayos con tiempos de
“annealing” superiores (en lugar de 1 minuto a 62 °C realizar un ensayo 2 minutos o

mas a la misma temperatura, incluso variando la temperatura).

Los demas “primers” iniciales (A),no produjeron bandas del tamafo o bandas
inespecificas. Es el caso del carril 31 (figura 25) cuyo amplificado es de 1600 pb
aproximadamente, es decir amplifico la zona que va desde su “primer” inicial
(1F93 116) al “primer” interno “forward” (A23S5F3), esto no se tubo en cuenta ya que
no era la finalidad del ensayo ademas de ser una amplificacién de tamafio no especifico,
puesto que ambos “primers” son “forward”, por otro lado pudo ser que el “primer”
inicial (1F93 116) haya amplificado sin necesidad de estar complementado con el
“primer” reverse dando como resultado un amplificado inespecifico de 1600 pb

aproximadamente.

5 2(UMNG) 63 2(KRA 11)
A N - A

Figura 25. PCR co-operacional del fragmento 23S rRNA. Reacciones para amplificar la region 23S de
fitoplasmas. La PCR fue co-operacional en donde los “primers” B y C fueron P23S5F3 Y A23S3R3 para
todas las 34 reacciones, el primer A fue para cada reaccion de la siguiente manera: Carriles 1, 10, 19, 28
( “Primer” P1), 2, 11, 20, 29 (1F100_123) , 3, 12,21, 30 (1F175_196), 4, 13, 22, 31 (1F93_116), 5, 14,
23, 32 (1F16_39), 6, 15, 24, 33(1F297_316), 7, 16, 25, 3 4 (1F353_376), 8, 14, 26, 35 (1F169_192), 9,
15, 27, 36 (1F67_90). (M) marcador 1Kb DNA Ladder (Promega®). Controles negativos con Urapan
sano, figura 26.
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Figura 26. Controles negativos de Urapan libre de fitoplasmas, PCR co-operacional. “Primers” B y
C fueron P23S5F3 Y A23S3R3 para todos los carriles, los primers A fueron los siguientes: Carril 1 (P1),
carril 2 (1F100_123), carril 3 (1F175_196), carril 4 (1F93_116), carril 5 (1F16_39), carril 6
(1F297 316), carril 7 (1F353_376). Carril 8 (1F169 192), carril 9 (1F67_90).cl ADN molde fue Urapan
sano para todos los carriles, sin amplificar alguna banda del tamafio molecular esperado. (M) marcador
1Kb DNA Ladder (Promega®).

Figura 27. PCR co-operacional del segmento 23S rRNA. Bandas amplificadas en las muestras 63
(UN.)y 2 (Kra 11) con los “primers” (A)1F353 376, (B)P23S5F3 y (C)A23S3R3. (M) marcador 1Kb
DNA Ladder (Promega®).
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Las bandas obtenidas del tamafio esperado, se extrajeron de los geles para ser

purificadas para ser secuenciadas.

5.9. Clonacion de ADN.

Una vez extraidas del gel las bandas y purificadas estas, se clonaron los productos
correspondientes a los amplificados de P1 / R16F2n / R16R2 de las muestras 2, 5 (Kra
11)y 1F353 376/ P23S5F3 / A23S3R3 de las muestras 2 (kra 11) y 16, 63 (U.N.).

Se hicieron ligaciones con el pldsmido “pGEM-T easy vector” por electroporacion
transformando células de E. coli electrocompetentes DHS5-O.. Las bacterias

transformadas se sembraron en cajas de Petri con medio SOB (figura 28) dejandolas en
incubacion en ausencia de luz a 37 °C por 16 horas. Pasado este tiempo se realizo el
conteo de colonias (UFC, Unidades Formadoras de Colonia) para calcular la eficiencia

de transformacion (Tabla 16).

e | Nombre | Tamadio del Pritmers Muestra
' i fragmento (pb)
Clon A 1600 RIGE2RIGRD |5 (Krall)
ClonB 1600 RI6FIaRI6R] | 16(UN)
ClonC 1600 RIGFIaRIGR | 16(UN)
ClonD 2500 A3SSFIADISIRY | 1 (Kna ll)
ClonE 2500 A3SSFIALISIRS | 66 (UN)
Clon¥ 2500 ADSSEIADISIRI | 16(UN)

Figura 28. Células transformadas. (Izquierda)Medio SOB con ampicilina (0.1mg/ml) con colonias de
transformantes (colonias blancas, encerradas en circulos rojos). (Derecha), lista de clones con sus
respectivos tamanos, “primers” correspondientes a sus amplificados y ubicacion de las muestras.

Primers involucrados en la arbol UFC Eficiencia de
amplificacion del fragmento transformacion
P1/R16F2n/R16R2 16 (Kra 11) 52 21x 104
P1/R16F2n/R16R2 5(Krall) 35 1.4 x 104
P1/R16F2n/R16R2 16 (Kra 11) 40 1.6 x 104
1F353 376/P23S5F3/A23S3R3 2 (Krall) 105 43 x 104
1F353 376/P23S5F3/A23S3R3 16 (U.N.) 56 23 x 104
1F353 376/P23S5F3/A23S3R3 63 (U.N.) 77 32 x 104

Tabla 16. Eficiencia de transformacion. Calculo de la eficiencia de transformacion en las 5
transformaciones efectuadas.
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La eficiencia de transformacion fue buena ya que se utilizaron 0.0024 ng/100ul para la

transformacion.

Una vez obtenidos los clones se procedié a la extraccion de plasmido para comprobar
por PCR si poseian el inserto especifico de cada transformacion, se observo el bandeo
del tamafio pertinente para 3 de los 6 clones correspondientes a los primers
P1/R16F2n/R16R2 de las muestras 2 (Kra 11), 5 (Kra 11) y 16 (U.N.), (figura 29), no se
observo bandeo en las muestras correspondientes al fragmento de 23S, posiblemente los

flancos correspondientes a los “primers” se perdieron en la transformacion. .

2(Kra 11) 5(Kra 11) 16(U.N.)
A, A,

1500

1000
750

Figura 29. PCR de plasmidos. Lo “primers” fueron R16F2n/R16R2 en los carriles 1, 3 y 5. Primers
P1/R16R2 en los carriles 2, 4 y 6. Se realizo la PCR con estos dos pares de “primers” para salir de dudas
cual era el fragmento que se habia insertado. Se observan las bandas del tamafio esperado en los carriles
1,3 y 5, cada uno correspondiente a un clon distinto, es decir a una muestra distinta de ADN clonado, no
se observo amplificacion especifica con los “primers” P1/R16R2, cuya reaccion fue realizada con el fin
de comprobar que “primers” fueron los que realmente amplificaron en la PCR co-operacional.
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5.10. Secuenciacion de ADN extraido de geles de electroforesis.

Una vez hecha la purificacion de ADN, este se midi6 por fluorometria (Tabla 17), ya
que el equipo encargado de la secuenciacion, tiene ciertos requerimientos de

concentracion de ADN.

Las muestras que se escogieron para enviar a secuenciar fueron : 5 (Kra 11) con
fragmentos amplificados por PCR co-operacional de los siguientes ‘“primers”
P1/FB1/1R887 907, P1/1F297 316/1R887 907, P1/FBI/RASHYs y
P1/R16F2n/R16R2; La muestra 16 (U.N,) con los “primers”
1F353 376/P23S5F3/A23S3R3. Para la secuenciacion, se enviaron los “primers”

internos.

Muestra Primers Concertacion
ng/pl de
ADN.
(1A) 5(Kra 11) FB1/1R887 907 36
(2A) 5(Kra 11) FB1/1R887 907 4
(3A) 5(Kra 11) | 1F297 316/1R887 907 13
(4A) 5(Kra 11) FB1/RASHYSs 35
(5A) 5(Kra 11) R16F2n/R16R2 19
(6A) 16(U.N.) P23S5F3/A23S3R3 22

Tabla 17. Mediciones en el fluorimetro de muestras a secuenciar. Concentraciones de las 6 muestras
previas a secuenciar. Los amplificados tanto del “primer forward” como del primer reverse fueron
enviados a secuenciar.

5.11. Analisis de secuencias.

Se lograron secuenciar 8 fragmentos para cada “primer” que se logro amplificar, a los
cuales se les hizo la comparacion por BLAST (Basic Local Alignment Search Tool),
(Altschul et al., 1997), (localizado en la pagina oficial del NCBI (Nacional Coalition

Building Institute) con secuencias de fitoplasmas similares.

Las secuencias completas de los amplificados con los "primers" FBI1, 1R887 907,

1F297 316, y RASHYs de la muestra 5 se encuentran en los anexos 3 al 10.
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Se realizd el alineamiento por BLAST (Altschul et al, 1997), de la muestra
07C filg 3a 1297 316 (Arbol 5 Kra 11), obtenida a partir del primer 1F297 316
dando una similaridad de 99% con secuencias pertenecientes a fitoplasmas tipo Ash

Yellows (Tabla 18).

La alta similaridad con secuencias tipo “Ash Yellows” con respecto a la secuencia la
amplificada por PCR co-operacional, confirma una vez mas la presencia de fitoplasmas
de ese tipo en los arboles de la ciudad de Bogota; ademas de la sensibilidad de la PCR

co-operacional.

El alineamiento de la secuencia amplificada con el primer 1F297 316 de la muestra 5
(Kra 11), con la secuencia Candidatus Phytoplasma Fraxini strain AYColl2 16S

ribosomal RNA gene, partial sequence se muestra en el anexo 15.

Nombre del fitoplasma Numero de | Marcado | Cubrimiento | Valor | Identidad
homologo acceso r (Match) de la E
(NCBI) secuencia
comparada
Candidatus Phytoplasma fraxini EF150365.1 1007 99% 0.0 99%

strain AYCol12 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Candidatus Phytoplasma fraxini EF150364.1 1007 99% 0.0 99%
strain AYCol4 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Candidatus Phytoplasma fraxini EF150367.1 1002 99% 0.0 99%
strain AYCol132 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence

Candidatus Phytoplasma fraxini AY687786.1 1002 99% 0.0 99%
strain AYCol65 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Mycoplasma-like organism X68339.1 1002 99% 0.0 99%
(substrain ASHY) DNA for 16S
rRNA

Ash yellows phytoplasma 16S AF092209.1 1002 99% 0.0 99%
ribosomal RNA gene, 16S-23S
ribosomal
RNA intergenic spacer region, and
tRNA-Ile gene, complete
sequence

Tabla 18. Tabla de identidades. Similaridad encontrada en la base de datos del NCBI con la muestra 5
(Krall) amplificada con el primer 1F297 316, es decir la cadena “forward” de la reaccion de PCR co-
operacional cuyo tamafio fue de 560 pb.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=124365808&dopt=GenBank&RID=EKMAES5016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=124365807&dopt=GenBank&RID=EKMAES5016&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=124365810&dopt=GenBank&RID=EKMAES5016&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=50428983&dopt=GenBank&RID=EKMAES5016&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=433506&dopt=GenBank&RID=EKMAES5016&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=3860033&dopt=GenBank&RID=EKMAES5016&log$=nucltop&blast_rank=6

La secuencia amplificada con el “primer” reverso 1R887 907 (anexo 8), proveniente

del arbol 5 (Kra 11), arrojo una homologia de 98% con fitoplasma grupo “Ash Yellows”

(anexo 16). En la tabla 19, se muestra en resumen las homologias mas importantes para

cada secuencia que se logré amplificar por secuenciacion de la muestra 5 (Kra 11) con

sus distintos “primers”.

Muestra

Nombre del fitoplasma
homologo

Numero de
acceso

Marcador
(Match)

Cubrimient
odela
secuencia
comparad
a

Valor

Identida
d

06G_filg_1A_FBI

999 b

Ash yellows phytoplasma 16S
ribosomal RNA gene, 16S-
23S ribosomal
RNA intergenic spacer
region, and tRNA-Ile gene,
complete

AF092209.1

1746

98%

0.0

98%

06H_filg_ IA_IR887 907

1060 b

Candidatus Phytoplasma
fraxini strain AYColl2 16S
ribosomal RNA
gene, partial sequence
Length=1248

EF150365.1

1670

86%

0.0

99%

07B_filg 2A_1R887 907

916 b

Candidatus Phytoplasma
fraxini strain AYCol65 16S
ribosomal RNA
gene, partial sequence
Length=919

AY687786.1

676

63%

0.0

82%

07C_filg 3A_1F297 316

560 b

Candidatus Phytoplasma
fraxini strain AYColl2 16S
ribosomal RNA
gene, partial sequence
Length=1248

EF150365.1

1007

99%

0.0

99%

07D _filg 3A_IR887 907

550b

Candidatus Phytoplasma
fraxini strain AYCol132 16S
ribosomal
RNA gene, partial sequence

EF150367.1

972

98%

0.0

98%

07E_filg 4A_FBI

1213 b

Ash yellows phytoplasma 16S
ribosomal RNA gene, 16S-
238 ribosomal
RNA intergenic spacer
region, and tRNA-Ile gene,
complete
sequence

AF092209.1

1565

78%

0.0

94%

07F_filg 4A_RASHYs

1201 b

Ash yellows phytoplasma
strain AshY5 16S ribosomal
RNA gene,
partial sequence; 16S-23S
ribosomal RNA intergenic
spacer region
and tRNA-Ile gene, complete
sequence

AF105316.1

1247

70%

0.0

90%

Tabla 19. Resumen de identidades. Se muestra las homologias para cada una de las muestras de 5 (Kra
11) con sus distintos primers, con los cuales se logro su amplificacion.

En la tabla 19 se muestran identidades por debajo de 97%, es decir estas secuencias por

tener mas de un 3% de diferencia con las secuencias del NCBI develan ser de una
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=3860033&dopt=GenBank&RID=EK83NUN014&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=124365808&dopt=GenBank&RID=EKD8RHW012&log$=nucltop&blast_rank=7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=50428983&dopt=GenBank&RID=EKHZ57P01R&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=124365808&dopt=GenBank&RID=EKMAES5016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=124365810&dopt=GenBank&RID=EKPUM3F01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=3860033&dopt=GenBank&RID=EKSPE6C014&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=4008076&dopt=GenBank&RID=EKUMYYP01R&log$=nucltop&blast_rank=1

especie distinta, claro esta, la calidad de la secuencia no es la 6ptima, ademas de la

secuencia no fue confirmada, es decir, enviadas a secuenciar nuevamente.

A raiz de esto se utilizo el software BIOEDIT® (Hall, 1999), tomando la secuencia
“forward” y reverse de cada muestra, alineandolas y produciendo este alineamiento un
consenso, complementando una a la otra y viceversa; este procedimiento se hizo en las
4 muestras (son 4 muestras, cada una con secuencias amplificadas “forward” y
“reverse”), los consensos obtenidos de todas las muestras se alinearon, concibiendo, un
nuevo consenso, el cual se realizo por ser todas las muestras amplificados de regiones
que se superponen ademas de ser del mismo arbol (5 (Kra 11)) . Lo ideal en estos casos
es enviar dos o mas secuencias del mismo amplificado. Las secuencias consenso de este

procedimiento se reflejan en los anexos 11 al 14.

Para cada muestra se envi6 el “primer” reverso y “forward”, para que fuera amplificad
cada uno por separado, es decir uno puede ser complemento del otro por ser producto

de la misma reaccion de PCR co-operacional.

Como se mencion6 anteriormente los consensos de cada par de “primers” se alinearon,
utilizando la aplicacién ClustalW, presente en la suite de aplicaciones del programa
BIOEDIT® (Hall, 1999). A este alineamiento se le sacd un consenso con una libertad
del 60% es decir que el consenso se hiciera de acuerdo al mayor niimero de bases
presentes en mas de la mitad de las secuencias (Anexo 17). Este alineamiento fue
utilizado para un BLASTn (Altschul ef al., 1997) el cual arroj6 una similaridad del
97% con fitoplasma “Ash yellows” (anexo 18).

Ademas de esto, este consenso se alined con la secuencia mas larga reportada por el
laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Militar “Nueva Granada”, es el
caso de “gi|124365811|gb|EF150368.1| cepa Candidatus Phytoplasma fraxini
AYCoIM3 gen 16S RNA ribosomal y 165-23S RNA ribosomalregion
espaciadora,secuencia parcial” (Anexo 19). Este alineamiento arroja una similitud de
un 95%, a causa posiblemente de que no se le eliminaron las N a la secuencia consenso;
éste alineamiento por arrojar una similaridad del 95% sugiere que son fitoplasmas de
distinta especie, claro esta, la calidad de la secuencia consenso no es la ideal, para esto

se requiere enviar mas muestras con los “primers” especificos y enviarlas a secuenciar
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por replicado (confirmar la secuencia), para obtener una mejor calidad de los
alineamientos y asi aumentar la homologia. En este alineamiento la secuencia consenso
tiene de mas, 21 bases hasta la siguiente aparicion de una N (anexo 19), al principio del
alineamiento; a estas 21 bases se les hace un BLAST (Altschul et al., 1997) local, es
decir con una base de datos pregrabada en BIOEDIT® (Hall, 1999), con todas las
secuencias de fitoplasmas que existen en el NCBI, este BLAST (Altschul et al., 1997)
local arrojé una similaridad de 100% con fitoplasma Ash Yellows “Mycoplasma-like
organism (substrain ASHY), DNA for 165 rRNA”(anexo 20), siendo esto el aporte a la

secuencia de este trabajo.

Es importante resaltar que el procedimiento anterior es netamente tedrico, es una
manera en la cual las herramientas bioinforméaticas nos pueden dar luz al arreglo de
secuencias sin recurrir al manejo manual de estas por medio de cromatogramas. Este
tipo de procedimientos posee mucha mas relevancia siendo el caso de tener muchas
secuencias del mismo par de “primers” de la misma muestra, es decir las dudas se

despejarian de una manera menos teérica y si mas practica.
En cuanto a la secuencia referente al fragmento 23S rRNA, no se obtuvo, a causa de su

baja concentracion al ser enviada, alternativo a esto, este fragmento se clono, con el fin

de poder concentrarlo y ser secuenciado posteriormente.
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6. DISCUSION.

Los sintomas presentes en los arboles estudiados, en las 25 plantas se noto la presencia
de sintomas relacionados con la fitoplasmosis, siendo el mas notorio, la delicuescencia
el cual se caracteriza por el crecimiento de ramas con la notoria perdida de la
dominancia apical de las rama, al igual que en el estudio de Pokorny y Sinclair en 1994.
Se observaran ramas vacias , sin foliolos y dar también una aspecto desordenado del
follaje acompafiado esto por el aspecto que tienen las ramas en copo al igual que
Pokorny y Sinclair, en 1994, otro sintoma de presencia importante en los arboles

estudiados.

A partir de pruebas de microscopia como el DAPI se pudo detectar en primera instancia
los cuerpos fitoplasmaticos y asi tener un punto de referencia para extraccion de ADN y
demas procesos que conlleven a la deteccion no solo cualitativa sino cuantitativa de
estos patdgenos obligados. La prueba de DAPI en algunos casos puede arrojar muestras
positivas que mas adelante por PCR primaria no seran detectadas, situacion concluida
por Gutierrez, (2006), o, también en DAPIs negativos, en pruebas moleculares
consecuentes se pudo detectar amplificados especificos para fitoplasma, como es el caso
de este trabajo con la muestra 16 (U.N.). Por esto, es necesario hacer en su medida
muchos mas ensayos de cortes longitudinales de nervadura central para no tener este
tipo de falsos negativos, que a menudo pueden llevar a la disminuciéon en las
probabilidades de deteccion, es decir, no se les hara extraccion de ADN para
consecuentes pruebas de PCR y su deteccion por esta técnica, sobretodo en este caso,
en el que se deben agotar todas las salidas para poder detectar este tipo de parasito

obligado.

Una vez mas la técnica de PCR con la utilizacion de “primers” universales como P1/P7
(Deng y Hiruki, 1991) no arrojo los resultados esperados al igual que con otros
“primers” especificos para fitoplasma “Ash Yellows” citados por Smart y
colaboradores, 1996 y en trabajos previos realizados en la Universidad Militar “Nueva
Granada”, (Gutierrez, 2006; Gaitan, 2003). Este tipo de resultados fueron los que en una
medida nos instaron al disefio de “primers” en este trabajo a partir de secuencias
conservadas de ADN, con el fin de encontrar mds sitios por los cuales se pueda

amplificar el gen 16S. Aun asi los pares de “primers” R16mF2/RASHYs amplificaron
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en tres muestras por PCR primaria, con bandas que por ser las Unicas no fueron

suficientes en concentracion para poder ser enviadas a secuenciar.

En cuanto a la PCR anidada, siendo una variante de la PCR poderosa, no arrojé los
resultados esperados en este trabajo, teniendo incluso menos positivos que la PCR
primaria. Se reporta que ésta técnica es casi 100 veces mas sensible que la PCR
convencional (Bertolini et al, 2007) siendo una herramienta bastante util para la
deteccion de ADN bajo en concentracion, pero, en este trabajo, no se logro observar
ésta propiedad de la PCR anidada. Otra posible causa de error fue la falta de variantes
en los tiempos y temperaturas de “annealing” y los ensayos de PCR anidada a partir de
PCRs primaria con los “primers” P1 y A23S3R3, ya que son los “primers” que

amplificarian la region 16S-23S en una PCR.

La PCR co-operacional (Olmos et al., 2002; Bertolini et al., 2007; Caruso et al., 2003)
es una técnica relativamente nueva que funcione efectivamente en términos de
sensibilidad en éste estudio en este estudio. Es catalogada como 100 veces mas efectiva
que la PCR primaria en resultados y similar a la PCR anidada para la deteccion de
fitoplasmas como afirman Bertolini y colaboradores en su trabajo de 2007. La PCR Co-
operacional, es como, realizar una PCR primaria y una anidada en una sola reaccion, sin
las limitantes de la contaminacion por manipulacidon, ahorro en uso de equipos de
laboratorio, reactivos ademas de una eficiencia en resultados bastante satisfactoria, cuyo
secreto radica en la disminucion en la concentracion de los “primers” externos para asi
promover la produccion de amplicones mas grandes tanto en longitud como en mayor

concentracion (Caruso et al., 2003).

En este trabajo los resultados obtenidos fueron gracias a la eficiencia de la técnica PCR
co-operacional en términos de sensibilidad, ya que los resultados por PCR primaria y

anidada no pudieron ser reproducibles.

Comparativamente la PCR Co-operacional amplificé fragmentos que no se observaron
en la PCR. Ademads se amplificaron 5 muestras con varias combinaciones de “primers”
cada una, una sola muestra por PCR anidada y dos pares de “primers” y tres muestras
por PCR primaria con un solo par de “primers”. Se puede afirmar que los amplificados

presentes por PCR co-operacional pertenecen a secuencias de fitoplasmas ya que si
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fueran cloroplastos, amplificaria en la gran mayoria de las muestras evaluadas, inclusive

por técnicas menos sensibles como es el caso de la PCR primaria.

Un aporte de éste trabajo, fue, el amplificar el fragmento correspondiente al gen 23S
rRNA, logrado gracias a la PCR co-operacional. Este gen (23SrRNA), por su tamafio es
dificil de detectar, una vez mas, a causa de la baja concentracion a la que se encuentran
los fitoplasmas en las plantas infectadas, lamentablemente no se pudo obtener secuencia
al parecer por la baja concentracion de ADN después de la purificacion de las bandas;
este fragmento fue clonado, pero no se pudo amplificar por PCR primaria con los
“primers” P23S5F3 y A23S3R3, al parecer no se clond el fragmento completo,

perdiéndose los extremos en donde los “primers” se adhieren .

Las secuencias obtenidas una de ellas con un 99% de similaridad con fitoplasmas
pertenecientes al grupo “Ash Yellows” corrobora la sensibilidad de la PCR co-
operacional para amplificar fragmentos de fitoplasmas, ademas de la efectividad de los
“primers” disefiados en éste trabajo, en la amplificacion de segmentos en la region 165

rRNA, es el caso de los “primers” 1F297 316 y 1R887 907.

En este estudio, el objetivo era secuenciar completamente los genes 16S rRNA, la
region espaciadora y el gen 23S rRNA, en su defecto, completar las regiones faltantes
aun no publicadas, para si continuar la caracterizacion de este gen importante en analisis
filogenéticos en procariotes Por otro lado se logrd la secuenciacion de fragmentos
pertenecientes a la region 16S rRNA cuyas identidades con secuencias reportadas en el
NCBI, confirman la presencia de estos patdogenos en los arboles sintomaticos de la

ciudad de Bogota y la deteccion de estos en éste trabajo.

La clonacion del fragmento R16F2n/R16R2 dio como positiva, segun el color de las
colonias, ademas de la PCR positiva ejecutada en los plasmidos extraidos, es necesario
la comprobacion a futuro de la secuencia existentes en estos clones ya que puede tener
de alguna manera algun fragmento que aporte informacién nueva al consenso de “Ash

Yellows” en la ciudad de Bogota.

La utilizacion de herramientas bioinformaticas como el BLAST (Altschul et al., 1997),

BIOEDIT® (Hall, 1999), FastPCR® (Kalendar, 1999), entre muchas mas, nos dan la
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posibilidad de manejar la informacion contenida en las secuencias existentes de una
manera tedrica muy cercana a la realidad. En ningin momento se pretende enfatizar que
los resultados obtenidos mediante la manipulacidon por consenso de secuencias de las
secuencias se ajuste un 100% a la realidad. Solo se utilizaron estas herramientas con el
fin de deducir la presencia o ausencia de ciertos nucleotidos en las secuencias obtenidas
ya que eran de la misma muestra; lo ideal es enviar multiples muestras de la misma
reaccion para asi dilucidar las bases nitrogenadas de manera mas practica, segura y

confiable.

Las secuencias moleculares se estdn acumulando de una manera sin precedentes.
Docenas de genomas completos, decenas de miles de proteinas y muchos cientos de
estructuras proteicas estan disponibles. La siguiente fase de la biologia molecular sera la
de incrementar los esfuerzos en categorizar y analizar estos datos utilizando métodos
estadisticos y computacionales interactivos con el fin de entender a nivel molecular la
naturaleza de la informacién, su forma de expresion y su significado bioldgico, su

transferencia en sistemas bioldgicos y su evolucion (Karling, 1998).
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7. CONCLUSIONES.

e Ladeteccion de fitoplasmas por PCR co-operacional es una forma recientemente
ideada y efectiva de detectar fragmentos especificos de fitoplasmas a partir del
disefio de “primers” especificos para fitoplasmas y su amplificacién ya sea, por

fragmentos cortos pertenecientes a las regiones genéticas estudiadas.

e Se obtuvieron 8 secuencias de 4 muestras (de cada muestra “primer” “forward”
y “reverse”), dos de estas de 550 y 910 pares de bases a partir “primers” disefiados
en este trabajo que tuvieron una similaridad de 99% y 98% de homologia con
fitoplasmas tipo “Ash Yellows”, lo cual confirma la presencia de estos parasitos en

los arboles de la ciudad de Bogota.

e Se amplificaron fragmentos del tamafio esperado con “primers”

correspondientes a regiones de los genes 16S y 23S de fitoplasma.

e Los arboles de Urapan de la ciudad de Bogota presentan la sintomatologia
caracteristica de fitoplasmosis como crecimiento epicOrmico, crecimiento
delicuescente, ramas en copo, descortezamiento, hojas pequeflas y muerte apical

entre otros.

e La técnica de DAPI es una buena herramienta preliminar para el diagnostico de

presencia de cuerpos fitoplasmaticos.

e La deteccion por parte de la PCR primaria como anidada sigue siendo dificil aun

con la utilizacion de “primers” universales de fitoplasmas.
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8. RECOMENDACIONES.

e (racias a la aparicion de esta técnica variante de la PCR, PCR co-operacional se
recomienda continuar con proyectos relacionados con la amplificacion de genes

de parasitos en especial de fitoplasmas.

e En las reacciones de PCR co-operacional se recomienda evaluar tiempos y ciclos
de “annealing” y extension con el fin de aumentar las variables a favor para la

amplificacion de fragmentos largos, como el caso del gen 23S.

e La cantidad de muestras es importante y la disponibilidad de ADN suficiente

para el nimero amplio de ensayos de PCR.

e Se recomienda el disefio de una mayor cantidad de “primers” con el fin de
amplificar mas regiones, ya sean amplificados pequenos y asi completar el gen

16S-23S de fitoplasma “Ash Yellows”.
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10. ANEXOS.

Anexo 1. Formato de identificacion de sintomas.

FECHA ZONA

Arbol No.

Sinyomas

Muerte Apical

Perdida de hojas

Amarillamiento

Marchitez

Proliferacion de
tallos

Ramas muertas

Crecimiento
epicérmico

Descortezamiento

Ramas en copo

Delicuescencia

Hojas pequefias

Malformacion de
hojas

Distancia al arbol
mas cercano (m)

Estres

Intensidad de la
enfermedad

Grado

Altura (m)

Parte mas
afectada

Edad

Intensidad de la enfermedad: 0-no presente; 1-poco afectado; 2-moderadamente
afectado; 3-severamente afectado; 4-muerto

Edad: entre 1-20 cm = 3-12 meses; 20-45 cm = 1-5 afnos; 45 cm en adelante = mas de
5 anos

Parte mas afectada: 1-Corona; 2-Cuerpo; 3-Base; 4-Tronco; 5-Ramas; 6-Hojas

Estrés: distancia del arbol mas cercano; mayor a 5 m (nulo); entre 5Smy 3m
(medio);menor a 3 m (severo)

Otras Observaciones

86




Anexo 2. Preparacion de soluciones de fluorometria y protocolo de medicion.

Preaparacion solucion CAS.

Solucion Volumen en pl
Solucion Hoechst Dye Stock 1
TNE* 10X 5
Agua purificada 2 veces autoclavaza y 44
filtrada.

(*)TNE (0.2 M NaCl, 10mM tris-Cl, | mM EDTA, pH 7.4).

Preparacion de las soluciones blanco, Standard(stock 100ng/ul) y las muestras de
DNA en Tubos de 0.5 ml.

Tamafio | Rango Solucion Solucion Muestra de ADN
de ADN Blanco Standard
capilar (ng/pnl)
(1))
50 10-1500 | 45 ul TNE 1X. | 10 pl Standard. | *ul de muestra de ADN.
5 ul CAS. 5 ul CAS. 5 ul CAS.
35 ul TNE 1X. Llevar a volumen de 50
ul con TNE 1X.
Protocolo:

l.

Se prepararon 50ul de solucion CAS, 50ul de soluciéon Blanco y 50ul de
solucion Standard.

Se utilizaron capilares de 100ul, 1ul de muestra por capilar, CAS y TNE 1X.

Se agitaron los tubos vigorosamente procurando mantenerlos en ausencia de luz
y a temperatura ambiente.

Se calibré el fluorimetro con la solucion Standard a 1000 unidades y con la
solucion blanco se calibro a cero.

Se llenaron los capilares y se tomaron los valores arrojados en ng/ul de ADN.
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Anexo 3. Secuencia de ADN de la muestra 06G_filg_1a_fb1 (Arbol 5 Kra 11)
obtenida con el primer FB1.

GTAAGTAATCTACCTTTAGACGAGGATAACAACCGGAAACAGTTGCTAAGA
CTGGATAGGAAATAAAAAGGCATCTTTTTATTTTTAAAAGACCTTTTTCGAA
AGGTATGCTTAAAGATGAGCTTGCGCCACATTAGTTTGTTGGTGGGGTAATG
GCCTACCAAGACGATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTCGAACAGCCACAT
TGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTT
TCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTA
TTTCGGTATGTAAAGTTCTTTTATTGAAGAAGAAAAAATAGTGGAAAAACT
ATCTTGACGTTATTCAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCG
CGGTAAGACATAGGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGT
GCGTAGGCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCAGTGCTTAACGCTGTCT
TGTTATNGAAACTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGAATTCCN
TGTGTAGCGGTAAAATGTGTAAATATATGGAGGAACACCAGAAGCGTAGGC
GGCTTGCTGGGTCTTGACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTC
GGGATAAAACTCGGTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAG
TACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCG
GTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTACCAGGTCTTG
ACATGCTCTGCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGTTATCAGGGNCACNGN
NGGTGCATGGNNNCGTCANTTGTGTCGTGAGNNGNTAGGNTAAGTCCTAAA
CGAGCNCAACCNNNNNNGTNGNNAN
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Anexo 4. Secuencia de ADN de la muestra 06H_filg_1a_1r887 907 (Arbol 5 Kra
11) obtenida con el primer 1R887 907.

ACCTAACATCTCACGACACAAACTGACGACAACCATGCACCACCTGTGTCC
CTGATAACCTCCACTATATTTCTATAGCTTTGCAGAGCATGTCAAGACCTGG
TAAGATTTTTCGTGTATCTTCGAATTAAACAACATGATCCACCGCTTGTGCG
GAGTCCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCATACTTGCGTACGTACTACTCAGGCG
GAGTACTTAATGTGTTAACTTCAGTACCGAGTTTTATCCCGACACTTAGTAC
TCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCAC
GCTTTCGTGCCTCAGCGTCAGTCAAGACCCAGCAAGCCGCCTACGCTTCTGG
TGTTCCTCCATATATTTACACATTTTACCGCTACACATGGAATTCCGCTTGCC
TCTATCTAACTCTAGTCAAGGTAGTTTCTATAACAAGACAGCGTTAAGCACT
GAAATTAAATTATAGACTTTCCTAACCGCCTACGCACCCTTTACGCCCAATA
ATTCCGGATAACGCTCGCCCCCTATGTCTTACCGCGGCTGCTGGCACATAGT
TAGCCGGTGCTTATTCATTGAATAACGTCAAGATAGTTTTTCCACTATTTTTT
CTTCTTCAATAAAAGAACTTTACATACCGAAATACTTCATCGTTCACGCGGC
GTTGCTCGGTCAGAGTTTCCTCCATTGACGAAAATTCCCTACTGCTGCCTCC
CGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCTGTTCGACCTCTCAG
TCCAGCTACACATCATCGTCTTGGTAGGGCATTACCCCACCAACAAACTAAT
GTGGCGCAAGCTCATCTTTAAGCATACCTTTCGAAAAAGGTCTTTTAAAATA
AAAAGATGCCTTTTTATTTINCTATCCAGTCTTAGCAACTGNTNCGGNNTNTC
CNCGTCTTAANGTAGATTACTTACGTGTNCTCNCCGTCGCACTANNCNNNNN
GGNNANNANNNNNNGNAGNNNNNNNNNNTNNNNNNNNNNCNNNNNNANN
NNNNNNNNCNCNNNNNCNNNNN
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Anexo 5. Secuencia de ADN de la muestra 07B_filg 2a_1r887_907 (Arbol 5 Kra
11) obtenida a partir del primer 1R887 907.

GACACGAACTGACGACAACCATGCACCACCTGTGTCCCTGATAACCTCCAC
TATATTTCTATNGCTTTGCAGAGCATGTCAAGACCTGGTAAGATTTTTCGTG
TATCTTAGAATTAAACAACATGATCCACCGCTTGNGNGGAGNCCCGNCNAT
TCCTTTAAGTTTCATACTTGNNTANNTACNANTCAGGNGNANNACTTNATGT
GTTANNTNCANTACCNAGNTTTATCNNNANNNTTAGNACTCNTCNTTTACN
GNGTGGACTACNANGGTATCTAATCNTGNTTGCTACCCACGCTTTCGTGCCT
CATNGNCNGTCANGACCNANNNNGNCGCCTACNCTTCTGGTGTTCCTCCAT
AANTNTANACATTGTACCGCTACNCNTGGAATTNCGCTTGCCTCTATCTNAN
TNTANNCAAGGTANTNNCTATAACAANACAGCGNTNCNACTGAANNTAAAT
TATAGACTTTNNTAANCNNCTANNNACCCTTTACCCCCNATAANTCCGGATA
ACNGTCGNCCCCTATGNNTTACCGCGNCTGCTNGNACCTAGTTTNGCCGTGC
TTATTCATTGNATAANNNNNAGATAGANNTTCCCCNNNNNNCTCNTCNTNC
ATNAAAGAANTTTNCNTANCNGAAANANNTCATCGNTNANNNNGCGANGC
TCGGGCAGNNNTTTNCTCNCNTTNACGAAAATCCCTACTGCTGCCTCCCGTN
AGANNNTNNGGNCGTNNCTCANCCNATGTGNTNNATCNNNTCTCNNTCCAN
NNNCATNATCNTCTTGGAGGCANTANCCCCACCAANNACNAATGTGGGGNA
GNTNCNTCTTTAGNNNACCTCCGAAAANNCNTTTNCAAAAAAAAGAAGCNT
NTTATTTCCTATNCGNCTANNAANNNTTNCNGNNNNCNNNNNN
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Anexo 6. secuencia de ADN de la muestra 07A_filg 2a_fb1 (Arbol 5 Kra 11)
obtenida a partir del primer FB1.

GNNNNNNNNNNNNNNTANNNNNNNNNNNNNGNGANGAGGNTTNCANCGN
AGANGNTGGANNACTGGANNGGNNNNNNNNNNCNTNGNTNNNNTGNNNA
NNACTNTNTNGNNNNNGNNNGNTTAANGANNAGNNNGCGNNGATNNGTTN
GNTGNNGGGGNNANGGNCNANCNNNNNNANGATGTGNAGCTGATANNTTN
NNNTCAGGNGCCACATTGGGACTGAGAATNGCCCNAACAGNTACANCCNA
ACNNNAGNGGAATTNNTTNNNATGGAGGANANTCTGACNAANTAANNNNG
NTTGNNNNNTGNGNTNTNTNGNNNNGTGNNGGNNTTTGANTGANGANGAN
GCCTANNGNTNAAACNANCTTGANAANTTCATACCNTGNAACGCNACNCNN
GAAATTNNNNTTGCCGNNGTNNGGTCTGGGTNGGAGCTGAANATAGCATTN
TTGGGNCTCCGGGGGGNGNNNGCGNATAGAAANNTCTAAANTNNANGNNC
NGNGNTTANCCCNGACANGNGNTGNAAACTNTCGTGNCNNNNGTNNNANC
GNGGNAANTGNAACNNNGTNTGGAGNGGCTNNGTNNGNGAATANANGNAN
GATNGNNNNTANNCCTANNCNNNNTGCTGGNNTGGTNACTCNTCNNNNTGC
GCCGAGAGNTTGGNNGNGCACGCNNCATTACAAGCNCAGNNATTCCCCCCC
NTNAANNAAAGNNNACTAANGNNNNGGATAAANNNGGTGNGNAGTTCNCC
AATNAGATNNNCGNNTNAGANGNANNANCCCAGTATGAANCTTNNNGGAN
GTNGNGNGGANTCCCCACNNACGNNGGNATNNTGGTGGNNTNNTNCTNTN
NANGCGNANNANCNAACAAGGTNTTGNNAAGANCNANANANGTCTTTTAT
NTNNNGNCNGNTACNAGNANGNNNCGGGNNTNGTTNTCNNNA
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Anexo 7. Secuencia de ADN de la muestra 07C_filg_3a_11297_316 (Arbol 5 Kra
11) obtenida a partir del primer 1F297 316.

GGATTACTGGCCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAGGAAAGTCTATAATTAA
ATTTCAGTGCTTAACGCTGTCTTGTTATAGAAACTACCTTGACTAGAGTTAG
ATAGAGGCAAGCGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGTGTAAATATATGG
AGGAACACCAGAAGCGTAGGCGGCTTGCCGGGTCTTGACTGACGCTGAGGC
ACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGATGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTGAAGTTAACACA
TTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAAT
TGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACA
CGAAAAATCTTACCAGGTCTTGACATGCTCTGCAAAGCTATAGAAATATAG
TGGAGGTTATCAGGGACACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGTTTGTGTCGT
GAGATGTTAGGTTAAGTCCTAAAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTA
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Anexo 8. Secuencia de ADN de la muestra 07D _filg 3a_1r887_907 (Arbol S Kra
11) obtenida a partir del primer 1R887 907.

TACTACCATGCACCACCTGTGTCCCTGATAACCTCCACTATATTTCTATAGCT
TTGCANAGCATGTCAAGACCTGGTAAGATTTTTCGTGTATCTTCGAATTAAA
CAACATGATCCACCGCTTGTGCGGAGTCCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCATA
CTTGCGTACGTACTACTCAGGCGGAGTACTTAATGTGTTAACTTCAGTACCG
AGTTTTATCCCGACACTTACTACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGT
ATCTAATCCTGTTTGCTACCCACGCTTTCGTGCCTCAGCGTCAGTCAAGACC
CGGCAAGCCGCCTACGCTTCTGGTGTTCCTCCATATATTTACACATTTTACC
GCTACACATGGAATTCCGCTTGCCTCTATCTAACTCTAGTCAAGGTAGTTTC
TATAACAAGACAGCGTTNAGCACTGAAATTAAATTATAGACTTTCCTAACC
GCCTACGCACCCTTTACGCCCAGTAATTCCGGATAACGCTCGCCCCCTATGN
CTTACCGCGGCTGCTGGCACATAGTNAGNA
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Anexo 9. Secuencia de ADN de la muestra 07E_filg 4a_fb1 (Arbol 5 Kra 11)
obtenida a partir del primer FB1.

TAAGTAATCTACCTTTAAGACGAGGATNACAACCGGAAACAGTTGCTAAGA
CTGGATAGGAAATAAAAAGGCATCTTTTTATTTTTAAAAGACCTTTTTCGGA
AGGTATGCTTAAAGATGAGCTTGCGCCACATTAGTTTGTTGGTGGGGTAATG
GCCTACCAAGACGATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTCGAACAGCCACAT
TGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTT
TCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTA
TTTCGGTATGTAAAGTTCTTTTATTGAAGAAGAAAAAATAGTGGAAAAACT
ATCTTGACGTTATTCAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCG
CGGTAAGACATAGGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGN
GCGTAGGCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCAGTGCTTANCGCTGTCT
TGTTATNNAAACTACCTTNACTAGAGTTANATNGAGGCAAGNGGAATTCCN
TGTGNAGCGGNNAAATGTGTAAATATATGGAGGAACACCNNAANCGTANG
CGGNTTGCTGGNTCTTGACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGNNNAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACNATGAGTACTAAGTGT
CGGNATAAAACTCGNTACTGAAGTNAACACATTAAGTANTCCGCCTGAGTN
NTACGTACGCAANTATGAANCTTAAAGGANTTGACGGGACTCCGCACAAGC
GGNGGATCNTGTTGTNTAATTCGAANATACACGAAAAATCTTANCAGGTCT
TGACATGCTCTGCANAGCTATANANATATNGTGNAGNTTATCANGNCACAN
GTCGGTGCATGGNTGTCGTCAGNNCGTGTCGTGNNNNGTNGGTTAANNCCN
AANCGAGCGNANCCCTNNNNCNNTNNNTACNNNNNGNATGGTGGNNANTT
TNNNNAGNTGCNNNAANNTNGNNGNGNNGAGGNTNCNTNAANNNTCNTGC
NNTNTGNNNGGGNTNCNACNGNTACNTGNNGNNANNANNGTANNTNANNC
NNNNNNNTNNNNNNCNCNAANNNNNNNNNNNNTNANNNNNNANNNNNNN
NNNNNNNNNNNCNNNNNNNNNGNNNANCNNNNNNNNGNNNNN
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Anexo 10. Secuencia de ADN de la muestra 07F_filg 4a_rashys (Arbol 5 Kra 11)
obtenida a partir del primer RASHYs.

CNNGTGCNNGANCNTNTNTATTNNTGNGCNNTNNNNANNGANNTATNNGC
NTTNNNNGCTGGAANGGAAAAACTTATTTTTTCAATCTAAGTCTTTCAAAAC
TGAAGATGATGAATTTATGTATTATCCTTAGAAAGGNGGTGATCCATCCCCA
CCTTCCGGTAGGGATACCTTGTTACGACTTANCCCCAATCATCANCCCTANC
TTAGACAGTTCCCTCTTCTTGCGAAGTTAAGCCGCTGCTTTCGGGTATTGCT
AACTTTCGTGGTTTGACGGGTGGTGTGTACAAACCCCGAGAACGTATTCACC
GCGACATGCTGATTCNCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGAAGTCGAGTT
ACAGACTTCAATCCGAACTGAGACTGCTTTTTTGAGATTGGCTAAAAACTCG
CGCTTCAGCTACTCTTTGTAACAGCCATTGTATCACGTTTGTAGCCCAGATC
ATAAGGGGCATGATGATTTGACGTAATCCTCACCTTCCTCCAATGTTTAATT
GGCAGTCTCGTTAAAGTGCCCACCATTACGTGCTGGTAACTAACGACAAGG
GTTGCGCTCGTTTTANGACTNAACCTAACATCTCACGACACGNACTGANGA
CAACCATGCACCACCTGTGTNNCTGATAANCTCNACTATATTTCNATAGNTT
TGCANAGCATGTNAAGACCNGNTAAGATTNTTCGTGTNTCTTCNAANTANN
CNACATGANCCNCCGNNTGNGCGGGAGTNCCNNCAANTCCTTTAAGNTNCA
TACTTGNNTNCGTNNTACNCNNNNGAGTANTNANTGNGTAANTTCAGTANC
GAGNTTNTCCCGACACTNNNANNCATCGTTTACGNGNGNANNNCAGGGTNT
CNAATCCTGTNTGCTACCANGCTTTCNTGNCTCNNGNNNNNNAAGACCCAN
NANANGCCTNNNNTNTNNNNNCCNCCNNANATTACNNNNNTNNCNNNNNN
NANGNANNNCGCTGCNNNNTCTAANNTNNNNGNNNNNNNNTNNNANGNNN
NNNNNNNNNNTNGNANTNANNNNNNNNNCTNNCGNCNNNNNNNNNTNNN
NCNTNANNNNNANANNNNNCGNCCTATGNNNANNGNNNNNNNNNGNNNN
NNNNNTANNTNNNNAANGNNNNNAANNNNCANNTTNTNNNNTNNNTCNNN
NANNANTNNANNNNNANAGNNNNNTN
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Anexo 11. Secuencia consenso del alineamiento entre 06G_filg 1a fbl y la
secuencia complementaria reversa 06H_filg 1a 1r887 907.

Pairwise Alignment

Sequence 1: 06H_filg 1a 1r887 907
Sequence 2: 06G _filg la fbl
Optimal Global aligment

Alignment score: 7862963

Identities: 0,8481818

>1A FBI1-1R887 907
NNNNNGNNNNNGNGNNNNNNNNNNTNNNNNNGNNNNNNNNNNANNNNNN
NNNNCTNCNNNNNNTNNTNNCCNNNNNGNNTAGTGCGACGGNGAGNACAC
GTAAGTAATCTACCTTWAGACGAGGATAACAACCGGAAACAGTTGCTAAG
ACTGGATAGGAAATAAAAAGGCATCTTTTTATTTTTAAAAGACCTTTTTCGA
AAGGTATGCTTAAAGATGAGCTTGCGCCACATTAGTTTGTTGGTGGGGTAAT
GSCCTACCAAGACGATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTCGAACAGCCACA
TTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATT
TTCGKCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGT
ATTTCGGTATGTAAAGTTCTTTTATTGAAGAAGAAAAAATAGTGGAAAAAC
TATCTTGACGTTATTCAATGAATAAGCMCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGC
CGCGGTAAGACATAGGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGG
GTGCGTAGGCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCAGTGCTTAACGCTGT
CTTGTTATAGAAACTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGAATTC
CATGTGTAGCGGTAAAATGTGTAAATATATGGAGGAACACCAGAAGCGTAG
GCGGCTTGCTGGGTCTTGACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTG
TCGGGATAAAACTCGGTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGT
AGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAG
CGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTACCAGGTCT
TGACATGCTCTGCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGTTATCAGGGACACA
GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGTTTGTGTCGTGAGATGTTAGGTTAAGTCCT
AAACGAGCNCAACCNNNNNNGTNGNNAN
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Anexo 12. Secuencia consenso del alineamiento entre 07A_filg 2a fbl y la
secuencia complementaria reversa 07B_filg 2a 1r887 907.

Pairwise Alignment

Sequence 1: 07A_filg 2a fbl
Sequence 2: 07B _filg 2a 1r887 907
Optimal Global aligment

Alignment score: 7862963

Identities: 0,4470468

>2A FBI-1R887 907
GNNNNNNNNNNNNNNTANNNNNNNNNNNNNGNGANGAGGNKTNCACCGN
ARANGTTGGWAGACTGGATAGGAAATAANANGCTTCKTTTTTTTGNAAANG
ACTTTTTNGCGGAGGTNNGCTWAAGRAGNAGCTNSCSCASATTNGTTNGTTG
GTGGGGNTANKGCCTACCAAGANGATGATGTGNATGSWGAKAGATTNGAT
TCAGGNGCCACATTGGGACTGAGAAWCGCCCNAACAGTYWCACSSGAGRC
AGCAGTAGGGAWTTTCKTNAAAKGGAGGAAAANTCTGMCCRAGYAWCGC
NGNTTGANCGATGAGNTNTTTCNGNTANGTRAAGKTCTTTGATKGANGANG
AGGCCTANGGGKAAAATCTATCTTGANAATTTCATACMATGAAACKMARC
ACGGSAAAWYTAGGTTSCMGCAGTCGCGGTAMTGSRTAGGRGCYGACAGW
TATCCGGMATTATTGGGGSTMMRGGGKGNGTAGGCGNWTAGAAAAGTCTA
WAATTTANGTTCAGTGGTTANCSCTGWCWTGTKATRGAAACTAYCKTGNCT
ANAGTNAGATMGAGGCAAGYGNAAYTCCRTGTGKAGCGGYWCARTGTGTR
AATWTATGGAGGATASACCAKAAGCSTAGGCGNCNTGCTGGGGTSGTGACT
CGTCNATGWGCGCACGARAGCKTGGGTGAGCAMGCANSATTASAWRCCCW
GGTAKTCCMCCCCGTAAANGAAAGAGTACTAANGNTNNGGATAAAACTNG
GTAGTGNAGTTMACACAWTAAGWTNTNCGCCTGAGTAGKAANTANCCMAG
TATGAAACTTAAAGGAAGTNGNSGGGACTCCCCACAARCGGTGGGATCATG
GTKGTTTAATTCTAAKATACRCGAAAAATCTWACMAGGTCTTGACAWGMT
CTRCAAAGSTMTAKWWATATAGTGGMGGTTAYCAGGGACASAGGYGGTGC
ATGGTTGTCGTCAGTTCGTGTC
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Anexo 13. Secuencia consenso del alineamiento entre 07C_filg_3a 11297 316 y la
secuencia complementaria reversa de 07D _filg 3a 1r887 907.

Pairwise Alignment

Sequence 1: 07C filg 3a 11297 316
Sequence 2: 07D filg 3a 1r887 907
Optimal Global aligment

Alignment score: 7862963

Identities: 0,7977162

>3A 1F297 316-1R887 907
TNCTNACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGNCATAGGGGGCGAGCGTTATC
CGGRATTACTGGSCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAGGAAAGTCTATAATT
WAATTTCAGTGCTTAACGCTGTCTTGTTATAGAAACTACCTTGACTAGAGTT
AGATAGAGGCAAGCGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGTGTAAATATAT
GGAGGAACACCAGAAGCGTAGGCGGCTTGCCGGGTCTTGACTGACGCTGAG
GCACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAGTASTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTGAAGTTAACA
CATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGA
ATTGACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATA
CACGAAAAATCTTACCAGGTCTTGACATGCTCTGCAAAGCTATAGAAATAT
AGTGGAGGTTATCAGGGACACAGGTGGTGCATGGTWGTMGTCAGTTTGTGT
CGTGAGATGTTAGGTTAAGTCCTAAAACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTA
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Anexo 14. Secuencia consenso del alineamiento entre 07E_filg 4a fbl y la
secuencia complementaria reversa de 07F filg 4a_rashys.

Pairwise Alignment

Sequence 1: 07F filg 4a rashys
Sequence 2: 07E filg 4a fbl
Optimal Global aligment
Alignment score: 7862963

Identities: 0,2642225

>4A FBI1-Rashys
TAAGTAATCTACCTTTAAGACGAGGATNACAACCGGAAACAGTTGCTAAGA
CTGGATAGGAAATAAAAAGGCATCTTTTTATTTTTAAAAGACCTTTTTCGGA
AGGTATGCTTAAAGATGAGCTTGCGCCACATTAGTTTGTTGGTGGGGTAATG
GCCTACCAAGACGATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTCGAACAGCCACAT
TGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTT
TCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTA
TTTCGGTATGTAAAGTTCTTTTATTGWAGAATGAWAAAAKAGTGRAAAAAC
WATCTKGACGTTATTCACATKAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAG
CCGCSGTWAGACATAGGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
GGNGMGTAGGCGGTKASGAAAGTCTATAATTTAATTTCARTGCTTANCGCT
GTCTTGTTATNNAAACTACCTTCACTARAGTTAGATNGAGGCAAGCGGAATT
CCTTGTGNAGCGGNNAAATGTGTAAATATATGGAGGAACACCNAAANCGTA
GGCGGTTTGCTGGGTCTTGACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGT
GTCGGGATAAAACTCGNTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAG
TANTACGTACGCAAGTATGAANCTTAAAGGANTTGACGGGACTCCCGCACA
AGCGGNGGATCATGTTGTNTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTANCAGG
TCTTGACATGCTCTGCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGNTTATCAGNGAC
ACAGGTCGGTGCATGGTTGTCGTCAGTNCGTGTCGTGAGATGTTAGGTTAAG
TCCTAAAACGAGCGCAACCCTTTGTCGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGG
CACTTTAACGAGACTGCCAATTAAACATTGGAGGAAGGTGAGGATTACGTC
AAATCATCATGCCCCTTATGATCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTT
ACAAAGAGTAGCTGAAGCGCGAGTTTTTAGCCAATCTCAAAAAAGCAGTCT
CAKTWCGGATTRAAGTCTGTAACTCGACTTCATGAAGTTGGAATMGCTAGT
AATCGNGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACACAC
CACCCGTCAAACCACGAAAGTTAGCAATACCCGAAAGCAGCGGCTTAACTT
CGCAAGAAGAGGGAACTGTCTAAGNTAGGGNTGATGATTGGGGNTAAGTC
GTAACAAGGTATCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACCNCCTTTCTAAG
GATAATACATAAATTCATCATCTTCAGTTTTGAAAGACTTAGATTGAAAAAA
TAAGTTTTTCCNTTCCAGCNNNNAANGCNNATANNTCNNTNNNNANNGCNC
ANNAATANANANGNTCNNGCACNNG
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Anexo 15. Alineamiento secuencia 07C_Filg 3A 1F297 316 de la muestra
5(Krall) amplificada con el primer 1F297 316 y la secuencia Candidatus
Phytoplasma fraxini strain AYCol12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence.

Candidatus Phytoplasma fraxini strain AYColl2 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence
Length=1248

Score = 1007 bits (545), Expect 0.0
Identities = 553/557 (99%), Gaps = 0/557 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 3 ATTACTGGCCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAGGAARAGTCTATAATTAAATTTCAGTGCT 62

FEEE e rrrrrrr et e e e e e e e e et
Sbjct 401 ATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTICAGIGCT 460

Query 63 TAACGCTGTCTTGTTATAGAAACTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGAATTC 122

FEErrrrrrrrr e et r e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 461 TAACGCTGTCTTGTTATAGAAACTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGAATTC 520

Query 123 CATGTGTAGCGGTAAAATGTGTAAATATATGGAGGAACACCAGAAGCGTAGGCGGCTTGC 182

FEErrrrrrrrrrrre et e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 521 CATGTGTAGCGGTAAAATGTGTAAATATATGGAGGAACACCAGAAGCGTAGGCGGCITGC 580

Query 183 CGGGTCTTGACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTG 242

FErrrrrrrrrrerr et e e e et r e e e e e e
Sbjct 581 TGGGTCTTGACTGACGCTIGAGGCACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTG 640

Query 243 GTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTGAAGTTA 302

FErrrrrrrrrrrrreerreer e e e et e e e e e e e e e e e
Sbjct 641 GTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTGAAGTTA 700

Query 303 ACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGAC 362

FErrrrrrrrrrrrrerrrerr e e e et e e e e e e e e e e
Sbjct 701 ACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATIGAC 760

Query 363 GGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTAC 422

Frrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrerrr e rr ettt e e et r e
Sbjct 761 GGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTAC 820

Query 423 CAGGTCTTGACATGCTCTGCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGTTATCAGGGACACAGG 482

FErrrrerrrrrrrrerrrrrerrrrrrer e ettt
Sbjct 821 CAGGTCTTGACATGCTCTGCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGTTATCAGGGACACAGG 880

Query 483 TGGTGCATGGTTGTCGTCAGTTTGTGTCGTGAGATGTTAGGTTAAGTCCTAAAACGAGCG 542

FErrrrerrrrrrrrerrrrrerrrrrrer et r ettt e
Sbjct 881 TGGTGCATGGTTGTCGTCAGTTTGTGTCGTGAGATGTTAGGTTAAGTCCTAAAACGAGCG 940

Query 543 CAACCCTTGTCGTTAGT 559

FEETTTEEEErrrrrrd
Sbjct 941 CAACCCTTGTCGTITAGT 957
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Anexo 16. Alineamiento secuencia 07D_Filg 3A_1R887 907 de la muestra S
(Krall) amplificada con el primer 1R887 907 y la secuencia Ash yellows
phytoplasma 16S ribosomal RNA gene, 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer
region, and tRNA-Ile gene, complete sequence.

Ash yellows phytoplasma 16S ribosomal RNA gene, 16S-23S ribosomal
RNA intergenic spacer region, and tRNA-Ile gene, complete
sequence

Length=1722

Score = 972 bits (526), Expect = 0.0
Identities = 535/541 (98%), Gaps = 0/541 (0%)
Strand=Plus/Minus
Query 5 ACCATGCACCACCTGTGTCCCTGATAACCTCCACTATATTTCTATAGCTTTGCANAGCAT 64

FErrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e rer
Sbjct 1005 ACCATGCACCACCTGTGTCCCTGATAACCTCCACTATATTTCTATAGCTTTGCAGAGCAT 946

Query 65 GTCAAGACCTGGTAAGATTTTTCGTGTATCTTCGAATTAAACAACATGATCCACCGCTTG 124

Frrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e e e e
Sbjct 945  GTCAAGACCTGGTAAGATTTTTCGIGTATCTTCGAATTAAACAACATGATCCACCGCTTG 886

Query 125 TGCGGAGTCCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCATACTTGCGTACGTACTACTCAGGCGGAGT 184

Frrrrerrrrrrrrerrrrrererrrrer et r ettt e e
Sbjct 885 TGCGGAGTCCCGTCAATTCCTTTAAGTTTCATACTTGCGTACGTACTACTCAGGCGGAGT 826

Query 185 ACTTAATGTGTTAACTTCAGTACCGAGTTTTATCCCGACACTTACTACTCATCGTTTACG 244

Frrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrerrrrrrr e e e rerr e
Sbjct 825  ACTTAATGTGTTAACTTCAGTACCGAGTTTTATCCCGACACTTAGTACTCATCGTTTACG 766

Query 245 GCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACGCTTTCGTGCCTCAGCGTCA 304

Frrrrerrrrrrererrrrrererrrrer ettt e
Sbjct 765 GCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACGCTTTCGTGCCTCAGCGTCA 706

Query 305 GTCAAGACCCGGCAAGCCGCCTACGCTTCTGGTGTTCCTCCATATATTTACACATTTTAC 364

FErrrrrrrr e et et e e e e e e e e e e e
Sbjct 705  GTCAAGACCCAGCAAGCCGCCTACGCTTCTGGIGTTCCTCCATATATTTACACATITTAC 646

Query 365 CGCTACACATGGAATTCCGCTTGCCTCTATCTAACTCTAGTCAAGGTAGTTTCTATAACA 424

FErrrrrrrrrrerr e et e e e e e e e e e e
Sbjct 645  CGCTACACATGGAATTCCGCTITGCCTCTATCTAACTCTAGTCAAGGTAGTTTCTATAACA 586

Query 425 AGACAGCGTTNAGCACTGAAATTAAATTATAGACTTTCCTAACCGCCTACGCACCCTTTA 484

FErrrrrrer rerrrrrr e e e e e e e e e e e
Sbjct 585  AGACAGCGTTAAGCACTGAAATTAAATTATAGACTTTCCTAACCGCCTACGCACCCTTTA 526

Query 485 CGCCCAGTAATTCCGGATAACGCTCGCCCCCTATGNCTTACCGCGGCTGCTGGCACATAG 544

FErrer rerrrerrrerr e e e et e e e e e e
Sbjct 525  CGCCCAATAATTCCGGATAACGCTCGCCCCCTATGTCTTACCGCGGCTGCTGGCACATAG 466

Query 545 T 545

|
Sbjct 465 T 465
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Anexo 17. secuencia consenso de las 4 secuencias alineadas (cada una de estas
secuencias alineadas, su secuencia “forward” con la complementaria reversa, esta
ampificada con el primer reverso) de la muestra 5 Kra 11.

>consenso general.muestra S(kra 11)

NNNNNGNNNNNGNGNNNNNNNNNNTNNNNNNGNNNNNNNNNNANNNNNN
NNNNCTNCNNNNNNTNNTNNCCNNNNNGNNTAGTGCGRCGGNGAGNACAC
GTAAGTAATCTACCTTTAAGACGAGGATWACAACCGGAAACAGTTGCTAAG
ACTGGATAGGAAATAAAAAGGCATCTTTTTATTTTTAAAAGACCTTTTTCGG
AAGGTATGCTTAAAGATGAGCTTGCGCCACATTAGTTTGTTGGTGGGGTAAT
GGCCTACCAAGACGATGATGTGTATGCTGGACTGAGAGGTCGAACAGCCAC
ATTGGGACTGAGACACGGCCCAACACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAT
TTTCGGCAATGGAGGAAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAA
GTATTTCGGTTATGTAAAGTTCTTTTATTGAAGAATGARAAAAWAGTGGAA
AAACTATCTTGACGTTATTATACCAYATRAATAAGCMCCGGCTAACTATGT
GCCAGCAGCCGCGGTAAGRCATAGGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGG
GCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCAGTGC
TTAACGCTGTCTTGTTATAGAAACTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAA
GCGGAATTCCWTGTGTAGCGGTAAAATGTGTAAATATATGGAGGATACACC
ARAAGCGTAGGCGGCTTGCTGGGGTCTTGACTCGACGCTGAGCGCACGAAA
GCGTGGGTGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
ATAGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTGAAGTTAACACATTAA
GTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAAGTTGA
CGGGACTCCCGCACAAGCGGTGGGATCATGGTTGTTTAATTCGAAGATACA
CGAAAAATCTTACCAGGTCTTGACATGCTCTGCAAAGCTATAGAAATATAG
TGGAGGTTATCAGGGACACAGGTCGGTGCATGGTTGTCGTCAGTTYGTGTC
GTGAGATGTTAGGTTAAGTCCTAAAACGAGCGCAACCCTTTGTCGTTAGTAA
CCAGCACGTAATGGTGGGCACTTTAACGAGACTGCCAATTAAACATTGGAG
GAAGGTGAGGATTACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATCTGGGCTACAA
ACGTGATACAATGGCTGTTACAAAGAGTAGCTGAAGCGCGAGTTTTTAGCC
AATCTCAAAAAAGCAGTCTCAKTWCGGATTRAAGTCTGTAACTCGACTTCA
TGAAGTTGGAATMGCTAGTAATCGNGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGT
TCTCGGGGTTTGTACACACCACCCGTCAAACCACGAAAGTTAGCAATACCC
GAAAGCAGCGGCTTAACTTCGCAAGAAGAGGGAACTGTCTAAGNTAGGGNT
GATGATTGGGGNTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGGAAGGTGGGGATG
GATCACCNCCTTTCTAAGGATAATACATAAATTCATCATCTTCAGTTTTGAA
AGACTTAGATTGAAAAAATAAGTTTTTCCNTTCCAGCNNNNAANGCNNATA
NNTCNNTNNNNANNGCNCANNAATANANANGNTCNNGCACNNG
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Anexo 18. Similaridad presentada por la secuencia consenso de las 4 muestras con
fitoplasma Ash yellows.

gb|AF105316.1|AF105316 Ash vyellows phytoplasma strain Ash¥Y5 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence; 165-23S ribosomal RNA intergenic
spacer region and tRNA-Ile gene, complete sequence.

Length=1722

Score = 2601 bits (1408), Expect = 0.0
Identities = 1474/1517 (97%), Gaps = 22/1517 (1%)
Strand=Plus/Plus

Query 96 ACACGTAAGTAATCTACCTTTAAGACGAGGATWACAACCGGAAACAGTTGCTAAGACTGG 155

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrrrr e e e e e
Sbjct 67 ACACGTAAGTAATCTACCTTTAAGACGAGGATAACAACCGGAAACAGTTGCTAAGACTGG 126

Query 156 ATAGGAAATAAAAAGGCATCTTTTTATTTTTAAAAGACCTTTTTCGGAAGGTATGCTTAA 215

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e e
Sbjct 127  ATAGGAAATAAAAAGGCATCTTTTTATTTTTAAAAGACCTTTTTCGAAAGGTATGCTTAA 186

Query 216 AGATGAGCTTGCGCCACATTAGTTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGACGATGATGT 275

FErrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 187  AGATGAGCTTGCGCCACATTAGTTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGACGATGATGT 246

Query 276 GTATGCTGGACTGAGAGGTCGAACAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAACACTCCT 335

R R R R R R R R R AR R R R
Sbjct 247  GTA-GCTGGACTGAGAGGTCGAACAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA-ACTCCT 304

Query 336 ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAAACTCTGACCGAGCAACGCCG 395

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrr e e et e e e
Sbjct 305  ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGG-AAACTCTGACCGAGCAACGCCG 363

Query 396 CGTGAACGATGAAGTATTTCGGTTATGTAAAGTTCTTTTATTGAAGAATGaraaaawaGT 455

FErrrrrrrrrrrrrrrrrr e terrrrrrrrrrrrrr e e err e rrrr e
Sbjct 364  CGTGAACGATGAAGTATTTCGG-TATGTAAAGTTCTTTTATTGAAGAA-GAAAAAATAGT 421

Query 456 GGAAAAACTATCTTGACGTTATTATACCAYATRAATAAGCMCCGGCTAACTATGTGCCAG 515

O O o e O O e
Sbjct 422  GGAAAAACTATCTTGACGTTA-T-T--CA-ATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAG 476

Query 516 CAGCCGCGGTAAGRCATAGGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCG 575

FErrrrrrrrrer rerrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e
Sbjct 477  CAGCCGCGGTAAGACATAGGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCG 536

Query 576 TAGGCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCAGTGCTTAACGCTGTCTTGTTATAGARA 635

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 537  TAGGCGGTTAGGAAAGTCTATAATTTAATTTCAGTGCTTAACGCTGTCTTGTTATAGAAA 596

Query 636 CTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGAATTCCWTIGTGTAGCGGTAAAATGTGT 695

FEEEEEE e e e e e et e e e e e et e e e e e e
Sbjct 597  CTACCTTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGTGT 656

Query 696 AAATATATGGAGGATACACCARAAGCGTAGGCGGCTTGCTGGGGTCTTGACTCGACGCTG 755

FEErrrrrrrrerr rerrrr rerrrrrrrrrr e e rerrr e et
Sbjct 657  AAATATATGGAGGA-ACACCAGAAGCGTAGGCGGCTTGCT-GGGTCTTGACT-GACGCTG 713

Query 756 AGCGCACGAAAGCGTGGGTGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTARA 815

T ETEEEEy
Sbjct 714  AG-GCACGAAAGCGTGGGT-AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA 771

Query 816 CGATAGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCC 875

O N T EEEEammy
Sbjct 772  CGAT-GAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCC 830

Query 876  GCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAAGTTGACGGGACTCCCGCACAA 935
FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e rr e e e e rrr e
Sbjct 831  GCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAA-TTGACGGGACT-CCGCACAA 888

Query 936  GCGGTGGGATCATGGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTACCAGGTCTTGACA 995
FEEEE rrrrrr e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e
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Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query

Sbijct

1056

1006

1116

1065

1176

1125

1236

1185

1296

1245

1356

1305

1416

1365

1476

1425

1536

1485

1596

1545

GCGGT-GGATCAT-GTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTACCAGGTCTTGACA

TGCTCTGCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGTTATCAGGGACACAGGTCGGTGCATGGT

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e et
TGCTCTGCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGTTATCAGGGACACAGGT-GGTGCATGGT

TGTCGTCAGTTYGTGTCGTGAGATGTTAGGTTAAGTCCTAAAACGAGCGCAACCCTTTGT

e N TN
TGTCGTCAGTTCGTGTCGTGAGATGTTAGGTTAAGTCCTAAAACGAGCGCAACCC-TTGT

CGTTAGTAACCAGCACGTAATGGTGGGCACTTTAACGAGACTGCCAATTAAACATTGGAG

CEEEErer Trrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
CGTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGCACTTTAACGAGACTGCCAATTAAACATTGGAG

GAAGGTGAGGATTACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATCTGGGCTACAAACGTGATAC

FEEEEEEEr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GAAGGTGAGGATTACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATCTGGGCTACAAACGTGATAC

AATGGCTGTTACAAAGAGTAGCTGAAGCGCGAGTTTTTAGCCAATCTCAAAAAAGCAGTC

FErrrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e e et e e e e e e e e e e
AATGGCTGTTACAAAGAGTAGCTGAAGCGCGAGTTTTTAGCCAATCTCAAAAAAGCAGTC

TCAKTWCGGATTRAAGTCTGTAACTCGACTTCATGAAGTTGGAATMGCTAGTAATCGNGA

11 FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e rrrrrrrrrer el
TCAGTTCGGATTGAAGTCTGTAACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGA

ATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACACACCACCCGTCAAACCACGA

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
ATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCAAACCACGA

AAGTTAGCAATACCCGAAAGCAGCGGCTTAACTTCGCAAGAAGAGGGAACTGTCTAAGNT

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
AAGTTAGCAATACCCGAAAGCAGCGGCTTAACTTCGCAAGAAGAGGGAACTGTCTAAGGT

AGGGNTGATGATTGGGGNTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGAT

FEEE rrrr et e e e e e e e e e e e e e e e e
AGGGTTGATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGAT

CACCNCCTTTCTAAGGATAATACATAAATTCATCATCTTCAGTTTTGAAAGACTTAGATT

R R R N R R R R R R R R R R R R
CACCTCCTTTCTAAGGATAATACATAAATTCATCATCTTCAGTTTTGAAAGACTTAGATT

GAAAAAATAAGTTTTTC 1612

FEETEEErrr el
GAAARAATAAGTTTTITC 1561

%946

1055

1005

1115

1064

1175

1124

1235

1184

1295

1244

1355

1304

1415

1364

1475

1424

1535

1484

1595

1544
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Anexo 19. alineamiento hecho por «clustal W de la secuencia
gi|124365811|gb|EF150368.1] Candidatus Phytoplasma fraxini strain AYColM3
16S ribosomal RNA gene and 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, partial
sequence y el consenso de la muestra 5 (krall)(anexo 17). Circulos rojos, 21 bases,
aportadas por éste trabajo..

SegA Name Len(nt) SegB Name Len(nt) Score

1 gil124365811|gb|EF150368.1| 1682 2 consenso 1682 95

CLUSTAL 2.0.5 multiple sequence alignment

911124365811 gb|EF150368.1] == ===mmmmm e

consenso NNNNNGNNNNNGNGNNNNNNNNNNTNNNNNNGNNNNNNNNNNANNNNNNN 50
911124365811 gb|EF150368.1| ——mmmmmmm oo
consenso NNNCTNCNNNNNNTNNTNNCCNNNNNGNNTAGTGCGRCGGNGAGNA 00
911124365811 |gb|EF150368.1|  —=———-——————-== <AGACGAGGATAACAACCGGAAACAGTTGCTAAG 33
consenso TAAGTAATCTACCTTTAAGACGAGGATWACAACCGGAAACAGTTGCTAAG 150
khkkhkkhkhkkhkhkkhkk khkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhhkhkhkhxkhhxkx
911124365811 |gb|EF150368.1]| ACTGGATAGGAAATAAAAAGGCATCTTTTTATTTTTAAAAGACCTTTTTC 83
consenso ACTGGATAGGAAATAAAAAGGCATCTTTTTATTTTTAARAGACCTTTTTC 200
Ak hkhkhkhkhkhkhkhhhhkhhhhkhhkhhhhkhhhrhhkhhhkhhrhkrhhkdhhkhhkrhrkhhkxkhx
911124365811 |gb|EF150368.1] GGAAGGTATGCTTAAAGATGAGCTTGCGCCACATTAGTTTGTTGGTGGGG 133
consenso GGAAGGTATGCTTAAAGATGAGCTTGCGCCACATTAGTTTGTTGGTGGGG 250
LR RS S S S S S S S S S SR SRS SRR RS EEEE R R R R R R R R R EEEE SRS S E S
gi1124365811|gb|EF150368.1] TAATGGCCTACCAAGACGATGATGTGTA-GCTGGACTGAGAGGTCGAACA 182
consenso TAATGGCCTACCAAGACGATGATGTGTATGCTGGACTGAGAGGTCGAACA 300
Ak Ak hhkkhkhhkhhkhhkhhhhhhrkhhhhhhhrdhdx dhhrhrhhhhrhrhhhhhxkhx*k
911124365811 |gb|EF150368.1] GCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA-ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT 231
consenso GCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAACACTCCTACGGGAGGCAGCAGT 350
khhkhhkhhhkhkhkhhhhhkhkhkdhhhhkhhhhdhdx dhhrdrhhkhhkrhrhhhkhhkx*k
911124365811 |gb|EF150368.1] AGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAA-CTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGA 280
consenso AGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGA 400
khkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkd *hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhrkhrkhhkkxxx
911124365811 |gb|EF150368.1] ACGATGAAGTATATCGGT-ATGTAAAGTTCTTTTATTGAAGAA-GARAAA 328
consenso ACGATGAAGTATTTCGGTTATGTAAAGTTCTTTTATTGAAGAATGARAAA 450
KAhhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkx hhkkhkhkk, K hkhkhkhkkhkhkkhkhhkhkhkkhkhkkdhkhkhkhkkhkhkkhrkx Kk **x%
911124365811 |gb|EF150368.1] ATAGTGGAAAAACTATCTTGACGTTATT----CA-ATGAATAAGCCCCGG 373
consenso AWAGTGGAAAAACTATCTTGACGTTATTATACCAYATRAATAAGCMCCGG 500
* kkkkkkkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkx *k kk kkkkkkk kkkk
gi|124365811|gb|EF150368.1] CTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACATAGGGGGCGAGCGTTATCC 423
consenso CTAACTATGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGRCATAGGGGGCGAGCGTTATCC 550
dkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk *hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkxkxx
gi[124365811|gb|EF150368.1] GGAATTATTGGGCGTARAGGGTGCGTAGGCGGTTAGGARAGTCTATAATT 473
consenso GGAATTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAGGARAGTCTATAATT 600
kkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkhhhkhkkhhhkhkhkhkhhkkhhhhhhhkhkhkhkhkx*x
911124365811 |gb|EF150368.1] TAATTTCAGTGCTTAACGCTGTCTTGTTATAGAAACTACCTTGACTAGAG 523
consenso TAATTTCAGTGCTTAACGCTGTCTTGTTATAGAAACTACCTTGACTAGAG 650
R i i I I i e I S I b I S I b I b I I b I I R I b I S S b I 2 S
911124365811 |gb|EF150368.1] TTAGATAGAGGCAAGCGGAATTCCATGTGTAGCGGTAAAATGTGTAAATA 573
consenso TTAGATAGAGGCAAGCGGAATTCCWTGTGTAGCGGTAARATGTGTAAATA 700
khkkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkkhkk khkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkx
911124365811 |gb|EF150368.1] TATGGAGGA-ACACCAGAAGCGTAGGCGGCTTGCTGGG-TCTTGACT-GA 620
consenso TATGGAGGATACACCARAAGCGTAGGCGGCTTGCTGGGGTCTTGACTCGA 750

Khkkhkhkkhkhkhkhkhk hhkhkkhkhkhk hkhkhkkhkhkhhhkhkhkhkhhhhkhkhkhkhkhdx *hkkhkkhkrhk *%
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gi]124365811|gb|EF150368.1|
consenso

gi|124365811|gb|EF150368.1|
consenso

gi]124365811|gb|EF150368.1|
consenso

gi]124365811|gb|EF150368.1|
consenso

gi|124365811|gb|EF150368.1]
consenso

gi|124365811|gb|EF150368.1]
consenso

gi|124365811|gb|EF150368.1]
consenso

gi|124365811|gb|EF150368.1]
consenso

gi|124365811|gb|EF150368.1]
consenso

gi|124365811|gb|EF150368.1]
consenso

911124365811 |gb|EF150368.1]
consenso

gi1124365811|gb|EF150368.1]
consenso

gi|124365811|gb|EF150368.1]
consenso

gi|124365811|gb|EF150368.1]
consenso

911124365811 |gb|EF150368.1]
consenso

gi|124365811|gb|EF150368.1]
consenso

gil124365811|gb|EF150368.1|
consenso

gi|124365811|gb|EF150368.1|
consenso

gil124365811|gb|EF150368.1|
consenso

CGCTGAG-GCACGAAAGCGTGGGT-AGCAAACAGGATTAGATACCCTTGT
CGCTGAGCGCACGAAAGCGTGGGTGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT

KAKKKKAKN KAAKKAKAKAKAKAKAKAKAKAKAKNKKXN KAAXAXAKAXAXAA XA AKX XA XA XA XA XA XXX *** *%

AGTCCACGCCGTAAACGAT-GAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTA
AGTCCACGCCGTAAACGATAGAGTACTAAGTGTCGGGATAAAACTCGGTA

KAKAKAKAKAKA KA AKX A AKX AAAKAAX A A A A A A A A A A AR A A A A AR AR AR AR AR KRR KK

CTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTAT
CTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTAT

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR A AKX KK

GAAACTTAAGGAA--TTGACGGGACTCC-GCACAAGCGGTGG-ATCATG-
GAAACTTAAAGGAAGTTGACGGGACTCCCGCACAAGCGGTGGGATCATGG

Rk ko o S S KAKXAKAAAAKAAKAAKX AAKXAAAAAA AKX X XA XXk K

TTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTACCAGGTCTTGACATGCTC
TTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAATCTTACCAGGTCTTGACATGCTC

R R R R ]

TGCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGTTATCAGGGACACAGGT-GGTGC
TGCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGTTATCAGGGACACAGGTCGGTGC

khkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhrkx *xxkxx

ATGGTTGTCGTCAGTTCGTGTCCTGAGATGTTAGGTTAAGTCCTAAA-CG
ATGGTTGTCGTCAGTTYGTGTCGTGAGATGTTAGGTTAAGTCCTAAAACG

KAAAAAAAAAAAAKAAKN AAAAK AAAAAAAAAA A AR AR A AR AR KKK KKk

AGCGCAACCCTT-GTCGTTAGTTACCAGC-CGTAATGGTGGGCACCTTAA
AGCGCAACCCTTTGTCGTTAGTAACCAGCACGTAATGGTGGGCACTTTAA

KAAAAAAAKAAAKN AAAAAAKAAKN AAA KKK AKX A A AR A AKX K A KKK

CGA-ACTGCCAATTAA-CATTGAAGGAAGG-GAGGATT-CGTCAAATCAC
CGAGACTGCCAATTAAACATTGGAGGAAGGTGAGGATTACGTCAAATCAT

*kkhkk hkhkkkkhkkhkkhkkkhkkhkkhkk hhkkhkkhkk hhkkkhkkhkkhk khkkhkkhkkhkkhkk khkkkkkkkkx

T-TGCCCCTTAT-ATCTGGGCTACAAACGTGATACAAATGGCTGTTACAA
CATGCCCCTTATGATCTGGGCTACAAACGTGATACAA-TGGCTGTTACAA

ER R R I kI I S S I b b b h 3 h b E b b h b b h b E I R S b b b 3 b R

AGAGTAGCTGAAGCGCGAGTTTTTAGCCAATCTCAAAAAAGCAGTCTCAG
AGAGTAGCTGAAGCGCGAGTTTTTAGCCAATCTCAAAAAAGCAGTCTCAK

R R o

TTCGGATTGAAGTCTGTAACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAA
TWCGGATTRAAGTCTGTAACTCGACTTCATGAAGTTGGAATMGCTAGTAA

k hkkkhkkhhk Ak A hk Ak Ak A hhhh Ak A hdhhkhhhAhhhkhhhkh *khkkhkkkk

TCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACACACC
TCGNGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACACACC

khkk kkkkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhhhk

ACCCGTCAAACCACGAAAGTTAGCAATACCCGAAAGCAGCGGCTTAACTT
ACCCGTCAAACCACGAAAGTTAGCAATACCCGAAAGCAGCGGCTTAACTT

B R

CGCAAGAAGAGGAAACTGTCTAAGGTAGGGTTGATGATTGGGGTTAAGTC
CGCAAGAAGAGGGAACTGTCTAAGNTAGGGNTGATGATTGGGGNTAAGTC

Khkkhkhkkhkhkhhhhhkhk hhkhkhkhkhhhhhk *hkkhkkh *khkrAhkkhkhkhkhkhhd *hkkkkh*k

GTAACAAGGTATCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACCTCCTTTCTAA
GTAACAAGGTATCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACCNCCTTTCTAA

B o

GGATAATACATAAATTCATCATCTTCAGTTTTGAAAGACTTAGATTGAAA
GGATAATACATAAATTCATCATCTTCAGTTTTGAAAGACTTAGATTGAAA

R R Y

AAATAAGTTTTTCTTTTTTAAGCGCCAAAGGGCCTATAGCNCAGTTNGTT
AAATAAGTTTTTCCNTTCCAGCNNNNAAN--GCNNATANNTCNNTNNNN-

KAk Kk kKk Kk Kk Kk kKK * % * * % * % * kK * * K

AGAGCACACGCCT-GATAAGCGTGAGGTCG-- 1531
ANNGCNCANNAATANANANGNTCNNGCACNNG 1678
* * Kk kK * * Kk K * *
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Anexo 20. BLAST local del fragmento de 21 bases.

>gi|433506|emb|X68339.1| Mycoplasma-like organism (substrain ASHY)
DNA for 16S rRNA
Length = 1502

Score = 42.1 bits (21), Expect = 8e-005
Identities = 21/21 (100%)
Strand = Plus / Plus

Query: 1 acacgtaagtaatctaccttt 21

FIETETEr el
Sbjct: 67 acacgtaagtaatctaccttt 87
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Anexo 21. Protocolo de extraccion de ADN segun Nigel Harrison.

1.

10.

11.

A 1.5 g de nervadura central fresca en un mortero y se le agregd Nitrogeno
liquido, se macero hasta obtener un polvo fino. Se adicionaron 8 ml de buffer de
extraccion primario (CTAB 2%, Tris HCl 100 mM pH:8, NaCl 1.4 M, PVP
40.000%, mercaptoetanol 2%) precalentado a 70° Celsius y se incubd por 30
minutos a 65° Celsius en agitacion.

Se dejo enfriar para luego agregd 8 ml de cloroformo:isoamil alcohol (24:1 v/v),
luego se centrifugo a 3400 x g por 10 minutos.

Se recupero la fase acuosa, a esta se le agregé 750 pl de buffer de extraccion
secundario (CTAB 10%, NaCl 0.7 M) precalentado (70° Celsius) , mezclandolo
e incubandolo a 65° C en bafio Maria por 10 minutos. Pasados los 10 minutos se
dejo enfriar hasta temperatura ambiente.

Se recuper? la fase acuosa y se repitio el lavado con cloroformo.

Se adicionaron 2/3 de volumen de isopropanol frio (-20° C) a la fase acuosa
recuperada y se mezcld por inversion.

Se centrifugo a 3400 x g por 15 minutos, se decantd y se drend con papel filtro.
Se agregaron 3 ml de TE 1M NACI (Tris HCL 10mM, EDTA 1 mM), se
resuspendi6 por pipeteo suave y se incubo a 65° C por 10 minutos.

Se agregaron 500 ul de etanol al 100 %, se mezclo por inversion y se centrifugd
a 3400 x g por 15 minutos.

Se descartd la fase acuosa y se afiadieron 500 pl de etanol al 70%, transfiriendo
luego las muestras a tubos eppendorf de 2 ml y se centrifugo a maxima
velocidad por unos cuantos segundos.

Se elimino el etanol y se seco el exceso por evaporacion de éste, luego se
resuspendio el pelet con 150 pl de TE més 2 pl de RNAsa (10pg/ml) y se incub6
a 37° C por 1 hora.

Los extractos finales se guardaron a -50° C en alicuotas de 50 pl.
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Anexo 22. Protocolo de purificacion de ADN “QIAquick Gel Extraction Kit”.

Prosedimiento:

1. Se cort6 el fragmento de ADN del gel que contenia la banda de interes con un
escalpelo (bisturi) limpio.

2. Se peso6 el fragmento de gel cortado en un tubo de 1.5 ml y se adicionaron 3
volumenes de buffer QG (Guanidina Tiocinato), en relacion al peso dado por la
banda cortada de gel (Ej. 100 mg de gel- 100ul de Buffer).

3. Se incubaron a 50 °C por 10 minutos (o hasta que el gel estuviera
completamente fundido). Para ayudar a disolver se mezclo utilizando un vortex
el tubo cada 3 minutos durante la incubacion.

4. Una vez disuelto el fragmento de gel se observd de que la solucion tuviera una
coloracion amarilla (similar al buffer QG (Guanidina Tiocinato)).

5. Se adicion6 un volumen (1:1 p/v), de isopropanol de acuerdo al peso del gel
inicial, mezclandolo uniformemente.

6. Se coloco la columna con la membrana en un tubo colector de 2 ml.

7. Se agreg6 la muestra a la columna y se centrifugo por un minuto a 17.900 x g.

8. Se descarto el flujo y se coloco la columna en el mismo tubo colector.

9. Se adicionaron 500ul de buffer QG (Guanidina Tiocinato) a la columna y se
centrifug6 por un minuto a 17.900 x g.

10. Se hizo un lavado con 750ul de buffer PE (composicion confidencial, propiedad
de productos QIAquik) a la columna centrifugando luego por un minuto a
17.900 x g.

11. Se descarto el flujo y se centrifugé un minuto adicional.

12. Se coloco la columna dentro de un tubo colector limpio de 1.5 ml.

13. Para diluir el ADN se adicionaron 50ul de buffer EB (10mM tris-Cl, pH 8.5) o
agua al centro la membrana y se centrifugo la columna por un minuto.
Alternamente para aumentar la concentracion de ADN se adicionaron 30ul de
buffer de dilucion al centro de la columna dejadndola reposar por un minuto y
luego ser centrifugada a 17.900 x g.

14. El ADN se deposito en el tubo de 1.5 ml.
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Anexo 23. Protocolo de electroporacion segin Sambrook y colaboradores, 1989.

Procedimiento ejecutado:

1.

Se dispensaron 40ul de cultivo fresco de células de E. coli electrocompetentes
DHS5-0 en tubos estériles de 0.5 ml refrigerandolos en bafio de hielo, al igual

que las cubetas de electroporacion.

Se adicionaron 2 pl de la mezcla de ligacion a los tubos con las células
dejandolos en hielo por 60 segundos.

Se calibr¢ el electroporador a 2250 voltios.

La mezcla de células por reaccion de ligacion se agregd dentro de cada cubeta de
electroporacion, haciendo que la mezcla quedara en el fondo de la cubeta,
secando al mismo tiempo la condensacion en el exterior de esta, que al estar
seca, se coloco en el electroporador.

Se encendi6 de electroporador por 5 milisegundos.

Una vez terminado el pulso se removi6 la cubeta del electroporador y se afiadid
1 ml de medio SOC (medio SOB mas glucosa 20mM) a temperatura ambiente.
Se transvaso la solucion de células con medio SOC en tubos de polipropileno de
1.5 ml, uno por transformacién, y se incubaron a 37 °C  por una hora con
rotacion suave.

Se sembraron voliimenes de 100, 150 y 200 pl en cajas de Petri con medio SOB
(0.5% de extracto de levadura, 2.0% de triptona, cloruro de sodio 10mM, cloruro
de potasio 2.5 mM, cloruro de magnesio 10 mM,) con ampicilina y MgSO4
20mM.

Se esper6 a que el medio absorbiera la solucion para luego ser colocados bajo

incubacién en obscuridad a 37 °C  por 16 horas.

10. Las células blancas seran las que portaban el inserto.
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Anexo 24. Protocolo kit Pure Link Quick plasmid Miniprep (Invitrogen).

Se ejecutaron los siguientes pasos:

l.

10.

11.

12.

Se recolectaron 5 ml de cultivo celular de transformantes provenientes de un
crecimiento la noche anterior, tratando de solo recolectar células sin medio de
crecimiento LB (10g de triptona, 5g de extracto de levadura, 10g de Cloruro de
Sodio en 1000 ml de agua esteril).

Se resuspendio el pellet en 250ul de buffer de resuspension R3 (Tris-HCI
50mM, pH 8.0; EDTA 10mM), con RNAsa A (20mg/ml resuspendidos en
Buffer de resuspension R3) y se procuro no dejar grumos celulares.

Se adicionaron 250ul de buffer de lisis L7 (NaOH 200mM, SDS 1% p/v), a las
células. Se mezclo gentilmente por inversion con el tubo tapado 5 veces. No se
mezclo por vortex.

Se encubd el tubo por 5 minutos a temperatura ambiente sin exceder los 5
minutos.

Se adicionaron 350ul de buffer de precipitacion N4 (el kit no especifica su
composicion), se mezclo inmediatamente por inversion el tubo hasta que la
solucién se homogenizo.

Se centrifugo6 la mezcla a 12,000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente en
una microcentrifuga.

Se adiciono el sobrenadante dentro de una columna de extraccion.

Se colocd la columna de extraccion con el sobrenadante en un tubo de lavado de
2 ml.

Se centrifugé a 12,000 x g por 1 minuto. Se descartd el flujo y se coloco la
columna de extraccion nuevamente dentro del tubo de lavado.

Se adicionaron 500ul de buffer de lavado W10 (Imidazol 10mM), con etanol a
la columna de extraccion. Se incubo por 1 minuto a temperatura ambiente, luego
se centrifugd a 12,000 x g por 1 minuto. Se descarté el flujo y se coloco la
columna de nuevo en el tubo de lavado.

Se adicionaron 700ul de buffer W9 (Imidazol 9mM), con etanol a la columna de
extraccion.

Se centrifugd la columna a 12,000 x g por 1 minuto. Se descartd el flujo y se

colocd la columna de nuevo en el tubo de lavado.
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13.

14.
15.

16.
17.
18.

Se centrifugd la columna a 12,000 x g por 1 minuto para remover cualquier
residuo del Buffer de lavado W9. Se descarto el tubo de lavado esta vez.

Se colocd la columna de extraccion en un tubo nuevo de 1.5 ml.

Se adicionaron 75ul de buffer TE (Tris-HCI 10mM, pHS8.0; EDTA 0.1 mM)
caliente (70 °C) al centro de la columna de extraccion, dejando incubar por 1
minuto a temperatura ambiente.

Se centrifugd a 12,000 x g por 2 minutos.

El plasmido purificado se localizé en este tubo recolector.

para comprobar su calidad se observé por electroforesis es decir, se observaran

bandas correspondientes al plasmado extraido.
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