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ABSTRACT

The causal agent of grapevine yellows is associated to phytoplasm. The symptoms include leaf
yellowing, rolling and abscission together to progressive vegetative decline. This study was
conducted to determine whether grape (Vitis vinifera L.) plants showing yellowing symptoms were
infected by phytoplasma. Grape plants from the Central zone of Chile were received in the Plant
Virus Laboratory of the Centro Regional de Investigacion La Platina, Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (INIA), were tested by nitrocelulose-ELISA (nc-ELISA), transmission electron
microscopy (TEM) and polimerase chain reaction (PCR). Petiole and leaf vein samples coming from
affected plants showed phytoplasma under transmission electron microscopy and strongly reacted with
a policlonal antiserum raised against phytoplasma. Using universal primers to phytoplasma a 550 base
pair DNA fragment was amplified by PCR. The evidences confirm the presence of phytoplasm in the
affected grape plants.
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RESUMEN

El agente causal de la “amarillez de la vid” es asociado a fitoplasma. Los sintomas incluyen amarillez,
enrollamiento y abscision de hojas junto a un progresivo declinamiento. Este estudio se realizé para
determinar la presencia de fitoplasmas en plantas de vides (Vitis vinifera L.) afectadas con sintomas de
amarillez. En el laboratorio de virologia del Centro Regional de Investigacion La Platina, de Instituto
de Investigaciones Agropecuarias (INIA), se recibieron plantas de vides provenientes de la zona
central de Chile mostrando sintomas de amarillez. Peciolos y nervadura central de hojas se sometieron
a las pruebas de nitrocelulosa-ELISA (nc-ELISA), observacidon de cortes finos bajo el microscopio
electronico de transmision y a la prueba de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los

resultados mostraron que las muestras reaccionaron fuertemente a antisueros policlonales para la
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deteccion de fitoplasmas, se visualizaron cuerpos ovoides y elongados en células de tejido conductor
semejantes a fitoplasmas, e iniciadores universales para fitoplasmas en PCR amplificaron un
segmento caracteristico de 550 pares de bases. Las evidencias confirman la presencia de fitoplasma en

las plantas afectadas.

Palabras claves: Vitis vinifera L., reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

INTRODUCCION

El cultivo de la vid (Vitis vinifera L.) es afectado por una seric de enfermedades, cuyos agentes
causales pueden ser hongos, bacterias, virus, viroides, fitoplasmas y rickettsias. Los fitoplasmas se
encuentran exclusivamente en los vasos floematicos, normalmente tienen una distribucion heterogénea
en la planta y se presentan en bajas concentraciones. Estas caracteristicas hacen dificil su deteccion e
identificacion. La asociacion de estos organismos con una enfermedad en particular puede estar basada
en expresion de sintomas, visualizacion de estructuras pleomorficas con una membrana trilaminar en
las células del tejido conductor del floema, y disminucion de sintomas mediante aplicaciones de
antibioticos (tetraciclina). En la actualidad, métodos serologicos y moleculares permiten en forma

simple, sensitiva y confiable la deteccion e identificacion de estos organismos (Seemuller et al., 1998).

Los fitoplasmas causan en las plantas de vides sintomas que incluyen amarillez de hojas, disminucion
de vigor y bajas de rendimientos; este conjunto de sintomas se denomina “amarillez de la vid” (AV).
La primera AV descrita fue la “Flavescence doreé¢” (FD) en Francia (Caudwell, 1957). Sin embargo,
solo en los ultimos afios se ha logrado distinguir entre diferentes fitoplasmas causantes de estos

sintomas en los cultivos de vides mediante pruebas inmunoldgicas y otras basadas en acidos nucleicos.

Dentro de las AV se han descrito dos enfermedades muy similares en sintomas, pero que se
diferencian en su vector. Una de ellas, FD, es transmitida especificamente por Scaphoideus titanus
Ball. (Carraro et al., 1994), mientras que “Bois noir” (BN) y otra enfermedad similar
“Vergilbunskrankheit” (VK), son transmitidas por el vector Hyalesthes obsoletus L. (Aleksic et al.,
1967). BN fue descrita en 1961 por Caudwell en Francia (Caudwell et al., 1971), mientras que VK
fue descrita por Gartel en 1965 en Alemania (Gartel, 1965). Desde el comienzo ambas enfermedades
se distinguieron de FD principalmente por su epidemiologia, puesto que el vector de FD nunca se

encontro presente en vides afectadas con BN o VK.

De acuerdo a Boudon-Padieu (1999), las AV también han sido descritas en Rumania (1968), EE.UU.
(1977), Australia (1979), Grecia (1979), Italia (1982), Israel (1990), Suiza (1992), Moldavia (1991),
Hungria (1997) y Croacia (1991). Por otra parte, Caudwell (1988) y Martelli y Caudwell (1993)



indicaron que enfermedades similares a AV estan presentes en Chile, Argentina y Australia. Los
sintomas de las AV son similares en Norteamérica y Europa, pero el fitoplasma asociado a la
enfermedad puede ser diferente. El nombre de FD esta restringido a los fitoplasmas de vides
transmitidos por S. tifanus, y se ha comprobado que pertenecen al grupo de “Elm yellows” (EY). Por
otro lado, las AV similares a BN y VK se han asociado a fitoplasmas del grupo de “Stolbur” (Daire et
al., 1993).

Actualmente, técnicas serologicas y moleculares han proporcionado herramientas para la deteccion de
fitoplasmas, atin en bajas concentraciones, mejorando la seguridad en el diagnostico. El desarrollo de
técnicas tales como la prueba de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), usando iniciadores
universales que se aparean en sectores conservados de la region del 16S rADN de procariotes, ha
permitido la deteccion de diferentes fitoplasmas, aun en tejidos donde su concentracidon es baja

(Sinclair et al., 1996).

El objetivo de la presente investigacion fue identificar mediante métodos inmunologicos,

microscopicos y moleculares la presencia de fitoplasmas en plantas de vides.

MATERIALES Y METODOS

Durante las temporadas 1999 y 2000 se recibieron en el Laboratorio de Virologia del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias (INIA), Centro Regional de Investigacion La Platina, Santiago, plantas
de vides provenientes de la zona central de Chile, cuyos sintomas correspondian a los descritos para
este tipo de patogenos. Las plantas mostraban una declinacion progresiva del crecimiento, hojas
amarillas y enrolladas hacia abajo, absicion prematura de hojas, entrenudos cortos y en general un
otofiamiento anticipado. Ante la posibilidad de que el material estuviera infectado con organismos tipo
fitoplasma, tanto plantas enfermas como sanas se sometieron a pruebas inmunoldgicas, moleculares y

microscopicas.

Inmunologia. La prueba inmunolégica nitrocelulosa-ELISA (nc-ELISA) se realiz6 de acuerdo a lo
descrito por Conci y Goémez (1999) con algunas modificaciones. Para ello, se macer6 1 g de peciolos y
nervaduras principales de hojas con sintomas en tampdn de extraccion (1/10 p/v) (0,02 M tris; 0,15 M
NaCl; pH 7,5); este macerado se mezcld a razoén de 1:1 con cloroformo y se agitd vigorosamente.
Enseguida la muestra se centrifugd a 8.000 rpm en una microcentrifuga (Kokusan, modelo H-1500 F,
Japon) durante 5 min. Aproximadamente 3 pL de extracto de la muestra y diluciones de 1/20, 1/80,
1/160 y 1/320 en tampdn de extraccion se colocaron en una membrana de nitrocelulosa, la cual se
habia sumergido en tampo6n de extraccion durante 1 min. La membrana se dejo secar a temperatura

ambiente durante un periodo de 2 h. Posteriormente la membrana se bloqued en tampon de bloqueo



(0,02 M tris; 0,15 M NaCl; 4% leche descremada y 0,02 g NaN3) durante 2 h. Una vez cumplido este
periodo, la membrana se lavo tres veces con tampon de lavado (0,02 M tris; 0,15 M NaCl; y 0,05%
Tween-20) durante 10 min cada vez y se sumergidé en inmunoglobulina 1/5000 en una solucion

conteniendo 2% leche descremada y 0,05% p/v de albumina de suero de bovino, durante 3 h.

Las inmunoglobulinas policlonales utilizadas correspondieron a aquellas producidas en el Instituto de
Fitovirologia y Fisiologia Vegetal (IFFIVE), Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuarias (INTA),
Argentina, para el fitoplasma del paraiso (Conci y Gomez, 1999). Las membranas, una vez lavadas, se
sumergieron en una solucidén de anticuerpo conjugado (anticonejo marcado con fosfatasa alcalina
Sigma, diluido 1/40.000 en tampon de inmunoglubulina) durante 2 h a temperatura ambiente.
Enseguida, las membranas se lavaron 3 veces durante 10 min con tampdn de lavado y se sumergieron
en la solucion de 10 mg de BCIP/NBT en 10 mL de agua bidestilada estéril (Sigma). Se evaluaron
como muestras de reaccion positiva todas aquellas que desarrollaron un color purpura y cuyos

controles sanos no mostraron cambios de color.

Microscopia electronica de transmision. Para la observacion ultramicroscopica de cortes ultrafinos
se utilizaron peciolos y nervaduras principales de hojas con sintomas, siguiendo la metodologia
descrita por Herrera (1990). Para ello, se cortaron trozos de aproximadamente 2 - 4 mm con un bisturi
desinfectado. El tejido se fijo con una solucion de glutaraldehido al 2% durante toda una noche a 4°C.
Posteriormente, los trozos de tejido se lavaron con tampon fosfato (70 mM NaH,PO, 30 mM
KH,PO,; pH 6,5) tres veces durante 15 min cada vez. Luego, las muestras se sometieron a una post-
fijacion durante 2,5 h a 4°C, en una solucion de tetraoxido de osmio al 1%. El tejido se deshidrato
mediante una serie de inmersiones en etanol 50, 70, 90, 95 y 100% de etanol absoluto. Enseguida, se
infiltré con resina (Hardener, Ciba, Swiss) a razon de 2:1 (etanol:resina) durante 1 h. Luego, la
proporcidn de etanol:resina se cambio6 a 1:1 y se dejo durante toda la noche. Finalmente, los trozos se
sumergieron en resina al 100% durante 5 h con agitacion continua. Cada trozo de tejido,
individualmente identificado, se coloc6 en moldes plasticos, los cuales se incubaron (incubadora
[ZUSU, modelo 2-2185, Japén) a 70°C durante 16 h. Los bloques de resina previamente
polimerizados en la etapa anterior, fueron tallados en su parte superior en forma piramidal, con el
proposito de exponer el trozo de tejido vegetal al cuchillo del ultramicrétomo. Luego, el bloque tallado
se colocd en un ultramicroétomo (Leica, modelo S-52, Austria), donde se secciono el tejido a un grosor
de 50 um. Los cortes desde el microtomo se colectaron en una grilla (200 mesh) con membrana de
Colodium. Los cortes se contrastaron con uranil acetato al 2%, durante 30 min a temperatura
ambiente, seguido de un lavado de 1 min en agua destilada y 5 min en citrato de plomo (4 mM
Pb(NO3); 6 mM Na;C¢HsO07x2H,0; 160 mM NaOH) durante 5 min. Todas las muestras se observaron

en un microscopio electronico de transmision (Zeiss, modelo EM 900, Alemania).



Inmunocaptura seguida de PCR. La aislacion de acidos nucleicos fitoplasmales se realizo mediante
el procedimiento de inmunocaptura siguiendo la metodologia descrita por Herrera et al. (2001). Para
ello, se molieron hojas con sintomas (p/v = 1/4) en tampdn de extraccion (50 mM citrato trisodico; 1
mM EDTA conteniendo 20 mM dietiltiocarbamato (DIECA) y 2% p/v polivinilpirrolidona (PVP K25,
Fluka), el extracto se centrifugd por 10 min a 12.000 rpm. Una alicuota de 100 pL. de sobrenadante se
colocd en una microplaca, previamente activada con anticuerpo policlonal de fitoplasma (1/5000)
proveniente de IFFIVE, INTA, Argentina (Conci y Gémez, 1999) incubandose toda la noche a 4°C.
Posteriormente se lavo con tampdn de lavado (0,02 M tris-HCI; 0,15 M NaCl; pH 7,5) tres veces
durante 5 min. Enseguida a cada celdilla de la placa se agregaron 10 uL de una solucion de Triton X-

100 al 10% y se calent6 a 65°C durante 5 min.

La amplificacién por PCR se realizé colocando 5 pL del producto de la inmunocaptura en una mezcla
de 50 uL de reaccion de PCR (5 uL de tampdn 10X; 2 uL MgCl, (25 mM); 2 uL de cada iniciador (20
mM); 0,7 uL de dNTPs; 1,0 uL Taq y 28,3 uL de agua estéril). Los iniciadores fueron disefiados de
acuerdo a la secuencia del genoma de fitoplasma descrita por Ahrens y Seemuller (1992) (oligo
complementario 5’acgaaagcgtggggagaaa’ 3 y oligo homologo 5'gaagtcgagttgecagacttc’3). La mezcla de
PCR se someti6 al siguiente esquema térmico; 95°C durante 30 s, 55°C durante 45 s, 72°C durante 30

s (el ultimo de 7 min) y con 35 ciclos.

Después de la amplificacion los productos de PCR fueron cargados en un gel de poliacrilamida nativo
al 5% (38,7 mL de agua estéril; 5 mL de tampon TBE 10X; 6,25 mL de poliacrilamida al 40% (29:1);
50 uL de TEMED (N,N,N'N'tetrametil-etilendiamina) y 340 pL de una solucion de persulfato de
amonio). El gel se cargd con 8 pL. de productos de PCR y 2 pL. de tampon de carga 6X (0,25% azul de
bromofenol; 0,25% xilencianol y 30% glicerol en agua) y se corrid a 70 Volts por aproximadamente 2
h en TBE 1X (89 mM Tris-base; 89 mM borato y 2,5 mM Na,EDTA; pH 8,3). La visualizacién se
efectud por tincion con nitrato de plata; para ello, después de correr el gel, éste se sumergio 1 h en
solucion de fijacion (10% etanol y 1% acido acético glacial). Luego, se transfirid a una soluciéon de
nitrato de plata 0,011 M durante 1 h con agitacion constante. Después de lavar dos veces el gel con
agua destilada, se agrego el revelador (0,525 M NaOH y 0,002 M NaBH,;). El tamafio de los
productos fue determinado usando el estandar de peso molecular de ADN 100 bp ladder (Promega,

Ma, EE.UU)



RESULTADOS

Inmunologia. Los resultados de las pruebas inmunoldgicas en base a nitrocelulosa mostraron
reacciones positivas para muestras de plantas infectadas con fitoplasmas y reaccion negativa para las
muestras provenientes de plantas sanas de vides. En las muestras positivas se observo un intenso color
purpura que las diferenci6 del color café claro en las muestras provenientes de plantas sanas (Figura
1). La afinidad seroldgica entre las plantas infectadas con fitoplasmas y el antisuero alcanzé hasta

diluciones de 1/160 del extracto.

Microscopia. Cortes ultrafinos visualizados al microscopio electronico mostraron cuerpos esféricos,
ovoidales y elongados en el citoplasma de células del tejido conductor (Figura 2 A). En algunas
células floematicas estos cuerpos ocupaban toda la cavidad citoplasmatica (Figura 2 B).
Observaciones mas detalladas de estos cuerpos (Figura 2 C y D) mostraron que estaban compuestos
de una membrana de caracteristica trilaminar, con dos capas densamente tefiidas y otra intermedia de
una menor densidad. Frecuentemente los cuerpos ovoides presentaban pigmentacion mas oscura en su
interior, correspondiendo probablemente a ribosomas. El tamafio de los cuerpos ovoidales se presentd
variable entre 150 y 400 nm de diametro, mientras que el tamafio de los elongados lleg6 a 1500 nm en
diametro. Cortes ultrafinos de células floematicas de plantas sanas no mostraron ningun tipo de

alteracion y/o cuerpos semejantes a fitoplasmas.

1/160

1/320

Figura 1. Inmunoensayo en membrana de nitrocelulosa con un rango de diluciones del extracto (1/20 a
1/320) usando un antisuero policlonal para fitoplasmas. 1. Vid sana 2. Vid infectada con fitoplasma.

Figure 1. Nitrocelulose immunoassay with a range of sample diluted (1/20 to 1/360) using a polyclonal
antiserum against phytoplasma. 1. Healthy grape. 2. Phytoplasma infected grape



Figura 2. Fitoplasmas en células del floema de peciolos de hojas de plantas de vides mostrando sintomas de
amarillez. A. Seccion de citoplasma de célula de tejido conductor mostrando cuerpos ovoidales y elongados.
Barra 1000 nm. B. Seccion de citoplasma de célula de tejido conductor en proceso de desintegracion
producto de la presencia de fitoplasmas. Barra 500 nm. C. Numerosos cuerpos ovoidales presentes en el
citoplasma. Barra 200 nm. D. Detalle de fitoplasma encontrado en el citoplasma de tejido conductor. Barra 80
nm. PC: pared celular; F: fitoplasma.

Figure 2. Phytoplasma in the phloem of leaves coming from grape plant expressing yellows symptoms. A.
Section of cytoplasma sieve cell showing oblong and elongate form of phytoplasmas. Bar 1000 nm. B. Section
of cytoplasma sieve cell obliterated because of phytoplasma. Bar 500 nm. C. Many ovoidal phytoplasmas in
the cytoplasma. Bar 200 nm. D. Details of phytoplasma found into sieve cell cytoplasma. Bar 80 nm. PC: cell
wall., F: phytoplasma.

Inmunocaptura seguida de PCR. En la Figura 3 se muestra un gel representativo de los resultados
obtenidos cuando el ADN de plantas de vides con sintomas se usdé como templado para la accion del
par de iniciadores. Consistentemente desde plantas infectadas se amplifico un segmento de ADN
caracteristico, de aproximadamente 550 pares de bases (bp). El tamafio de la banda de amplificacion
correspondid al descrito por Ahrens y Seemuller (1992) cuando el par de iniciadores se enfrenta a
ADN proveniente de plantas infectadas con fitoplasmas. En ningun caso se visualizaron productos de

amplificacion en muestras provenientes de plantas de vides sanas.

DISCUSION
La presente investigacion presenta tres evidencias de la presencia de fitoplasmas en vides. La primera
sugiere que plantas con la sintomatologia descrita muestran una afinidad con antisueros policlonales
(Gomez et al., 1996) para la deteccion de fitoplasmas. Debido a la presencia, en los fitoplasmas, de
una serie de determinates antigénicos comunes, los sistemas de deteccidon serologicos carecen de
especificidad para identificar un fitoplasma en particular. Este antisuero generado a partir del

fitoplasma que es el agente causal del “declinamiento del paraiso” permite detectar una gama de



fitoplasmas que afectan al ajo (Allium sativum L.) y duraznero (Prunus persicae L.) (Goémez et al.,
1996).
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Firgura 3. Amplificacion de segmentos de ADN productos de inmunocaptura seguido de PCR en un gel de
poliacrylamida (5%). Bandas 1: marcador peso molecular. Banda 2: vid infectada con fitoplasma. Banda 3:

vid sana.
Figure 3. DNA amplified polyacrilamida gel electrophoresis of from grape samples with yellows symptoms.
Band 1: molecular weight marker. Band 2: phytoplasma infected grape. Band 3: healthy grape.

La segunda evidencia provino de las observaciones en el microscopio electronico, donde se observo
presencia de cuerpos semejantes a fitoplasmas descritos en otros trabajos (Conci y Gomez, 1999) y
particularmente en plantas de vides (Parente et al., 1994; Parente y Salema, 2001). La tercera
evidencia provino de pruebas de inmunocaptura seguidas de PCR; en esta prueba, la amplificacion de
segmentos de aproximadamente 550 pares de bases coincidido con los resultados de Ahrens y
Seemuller (1992), confirmando la presencia de fitoplasmas en las plantas estudiadas. Sin embargo, la
informacion entregada en la presente investigacion no permite concluir respecto del grupo al cual
pertenece el o los aislamientos detectados. La literatura reporta a lo menos cinco grupos de fitoplasmas
genéticamente distintos, afectando las vides (Seemuller et al., 1998), ademas, existen evidencias que
una misma planta de vid puede ser infectada por fitoplasmas pertenecientes a grupos diferentes (Alma
et al., 1996).

Los sintomas de FD y BN son similares a los descritos como AV; ademas es conocido que estas
enfermedades son causadas por fitoplasmas. Una amarillez de vid encontrada en Australia
(Bonfiglioli et al., 1996), aun cuando se expres6 con sintomas similares, su organismo causal, un

fitoplasma, era serologica y molecularmente diferente a todos los fitoplasmas conocidos en Europa y



EE.UU. (Padovan et al., 1996). La nuevas herramientas moleculares para el estudio de estos
patdégenos estan revelando que existe una gran variedad de fitoplasmas, y que su expresion

sintomatologica depende de las condiciones locales en que ellos se expresan (Daire et al., 1997).

El principal aporte de esta investigacion fue establecer la presencia de fitoplasmas en plantas de vides,
y como una consecuencia se plantea la necesidad de realizar los estudios conducentes a caracterizar el
o los aislamientos chilenos, estudiar su diseminacion, establecer su vector y posibles fuentes

reservorios entre las malezas.

Las enfermedades causadas por virus y otros organismos afines en el cultivo de la vid son comunes en
Europa y EE.UU. (Boudon-Padieu, 1999). La mayoria de los virus mas frecuentes en otros paises se
encuentran presentes en nuestras condiciones (Herrera y Madariaga, 2001), debido probablemente a
que al carecer de programas de mejoramiento nacionales, gran parte del material de propagacion
utilizado tiene su origen en Europa y EE.UU. Es explicable entonces que, al igual que los virus,
también se encuentren organismos tipo fitoplasmas afectando las vides. Consecuentemente, los
resultados de esta investigacion enfatizan la necesidad de promover programas tendientes a la

produccion de plantas sanas por parte de los viveros.

CONCLUSIONES

Las evidencias inmunoldgicas, microscopicas y moleculares confirmaron la presencia de fitoplasmas

en plantas de vides afectadas con sintomas de amarillez.
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