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RESUMEN

Ralstonia solanacearum es una bacteria fitopatogena que causa incalculables
pérdidas alrededor del mundo. En tiempos recientes R. solanacearum raza 3
biovar 2 ha tomado gran importancia debido a que no se encuentra diseminada
por los Estados Unidos. Costa Rica como exportador de geranio, una de las
especies afectadas, debe contar con un método para detectarla en muestras
vegetales de exportacién. Como los métodos tradicionales no llegan a identificar a
nivel de biovar, las técnicas moleculares se convierten en una importante
herramienta. Se planteé un método para la deteccion de esta bacteria por medio
de PCR usando en primer lugar imprimadores especificos para la especie y en
segundo lugar imprimadores especificos para el biovar 2. Las pruebas
moleculares se apoyaron con una serie de pruebas preliminares que incluyeron
desde el diagndstico a nivel de sintomas hasta montajes al microscopio. Se
determiné que los imprimadores escogidos cumplen con la funcion requerida y
ademas que las pruebas preliminares de exudacion del tallo y del kit ACL
Immunostrips de Agdia® concuerdan y por lo tanto apoyan las pruebas

moleculares
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ABSTRAC

Ralstonia solanacearum is a phytopathogenic bacteria that cause incalculable
losses around the world. In recent times R. solanacearum race 3 biovar 2 have
taken great importance because it is not disseminated in the United States. Costa
Rica like geranium exporter, one of the affected species, should have a method to
detect it in export vegetables samples. As the traditional methods don't end up
identifying at biovar level, the molecular techniques become an important tool.
Here thought about a method for the detection of this bacteria by PCR using
specific primers for the specie first and specific primers for the biovar 2 in second
place. The molecular test leaned on a preliminary test that included from the
diagnosis at symptoms level until microscopic observation. The chosen primers
fulfills the required function and also it determined that the preliminary test like
exudation test and kit ACL Immunostrips test agrees and therefore they support

the molecular tests.
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1. INTRODUCCION

La fitopatologia requiere de estrategias eficientes para el diagnéstico de plagas y
enfermedades, ya que los métodos tradicionales aunque todavia tienen validez y
significancia, no brindan soluciones eficientes a nuevos retos como lo son la

clasificacion de microorganismos a nivel intraespecifico.

R. solanacearum es una bacteria fitopatdgena extendida ampliamente y que ataca
una gran cantidad de cultivos de importancia mundial, entre estos: papa, tomate,
chile y muchas especies ornamentales; ademas, se ha reportado su presencia en

cultivos silvestres.

A lo largo de la historia se han dado enormes pérdidas en todo el mundo a causa
de este microorganismo, ya que los sintomas que produce terminan eliminado

completamente la planta, por lo que la produccién es casi nula.

Esta especie bacteriana consta de una compleja division taxondmica. Se divide en
5 razas que estan dadas por el hospedero en que son encontradas y dentro de
cada una de estas razas se pueden encontrar 5 biovares que estan dados por
diferentes propiedades bioquimicas. Por ultimo, ciertos biovares como el biovar 2

se dividen en subfenotipos de acuerdo a la utilizacion de ciertos azucares.

En Costa Rica, la bacteria esta presente desde hace mucho tiempo y afecta
principalmente a Solanaceas de importancia agricola. Ademas se ha descrito esta
bacteria en plantas de geranio (Pelargonium sp), tratdndose en ambos casos de

la raza 3.

Las normas internacionales de comercio y los reglamentos fitosanitarios se han
establecido para evitar que el intercambio de productos agricolas se convierta en
una via para la transmisiéon de plagas y enfermedades de un pais a otro. Existen
muchos organismos e instituciones a nivel tanto nacional como internacional

encargadas de cumplir esta funcion.
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En Costa Rica esa funcion fue encomendada al Ministerio de Agricultura y
Ganaderia (MAG), el cual por medio del Servicio Fitosanitario del Estado lleva a
cabo la inspeccion del material de exportacion e importacion, para determinar su
estado fitosanitario y si cumple con los requisitos para poder ser importado o

exportado.

R. solanacearum raza 3 biovar 2, esta reportada para Costa Rica, en Estados
Unidos en cambio esta presente la especie en otras razas y biovares pero no la
raza 3 biovar 2. Por lo anterior este pais tiene como requisito fitosanitario de
importacion una certificacion que indique que el material se encuentre libre de
este patdégeno. Nuestro pais como productor y exportador de geranio requiere de

un método para el diagnostico a este nivel.

Los métodos de diagndstico tradicional pueden determinar la presencia de la
bacteria a nivel de especie, lo cual no es suficiente, por lo que el Laboratorio de
Diagnéstico Fitosanitario del MAG necesitaba otra alternativa. Los métodos
moleculares surgen como una alternativa viable dada la especificidad y

simplicidad con que se llevan a cabo.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es un método de apoyo a los
métodos tradicionales que presenta una alta sensibilidad y relativa facilidad. Esta
es una técnica de laboratorio utilizada para amplificar secuencias especificas de
ADN mediante la extension simultanea de las cadenas complementarias a partir
de un imprimador. Por lo que si se utilizan los imprimadores adecuados, esta
técnica permite discriminar entre diferentes biovares constituyéndose en una
potencial herramienta para ser usada en la certificacion de las exportaciones de

nuestro pais, beneficiando a productores y al Estado.
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En el presente estudio se pretende establecer un protocolo que permita la
deteccion de la bacteria R. solanacearum raza 3 biovar 2 en muestras vegetales

mediante el uso de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Para lograr tal objetivo se recurrira a algunas pruebas preliminares que puedan de

cierta forma ayudar en el proceso de diagnéstico y que confirmen el resultado.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. R. solanacearum como microorganismo fitopatégeno.

R. solanacearum es una bacteria fitopatdégena de gran importancia a nivel mundial
debido a las enormes pérdidas econdmicas que causa. Ataca una amplia variedad
de cultivos y también se puede encontrar en plantas silvestres (Jones et al.,
1991).

El principal efecto fisiolégico que causa en sus hospederos se denomina
marchitez, que se da cuando las hojas pierden turgencia y decaen junto con toda
la planta, debido a una obstruccion de los tejidos conductores que transportan el

agua y nutrientes a través del tallo (Gabor y Wiebe, 1997).

R. solanacearum se conoce por provocar la enfermedad llamada marchitez
bacteriana, cuando aparece en cultivos como la papa, tomate, tabaco o chile y
como marchitez del Sur cuando se da en geranio. Ademas, recibe otros nombres

como “moco” del banano y podredumbre parda de la papa (CABI, 2003).

Se ha descrito a esta bacteria como un microorganismo muy infeccioso, sin
embargo, en cultivo, muta con mucha facilidad perdiendo su patogenicidad. Sus
propiedades han llevado a investigadores de todo el mundo a analizarlo, siendo
uno de los microorganismos mas estudiados en la historia; incluso, algunos lo

sefialan como el fitopatégeno mas importante del mundo (APHIS y PPQ, 2004).
2.1.1. Informacién taxondmica

Esta bacteria ha sido denominada de diferentes formas; dadas las nuevas
técnicas de clasificacion y de estudio de sus propiedades su clasificaciéon ha

cambiado varias veces hasta llegar a la clasificacion que posee ahora, y no se

descarta que pueda volver a cambiar (Hayward, 1994).
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Entre los nombres asignados se encuentran: Bacillus solanacearum, Bacterium
solanacearum var. asiaticum, Burkholderia solanacearum, Erwinia solanacearum,
Pseudomonas solanacearum. De estos el que todavia persiste en el medio es
Pseudomonas solanacearum (CABI, 2003).

Sin embargo el nombre cientifico mas aceptado en la actualidad es R.
solanacearum, propuesto por Yabuuchi y colaboradores en 1995, debido a las
evidentes diferencias que presentaba esta especie con respecto a los géneros

Burkholderia y Pseudomonas (Hayward, 1991).

Actualmente su taxonomia se describe de la siguiente forma (APHIS y PPQ,
2004)
Domimio Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Clase: Betaproteobacteria
Orden: Burkholderiales
Familia: Ralstoniaceae

Género y especie: Ralstonia solanacearum

La bacteria presenta una compleja clasificacion intraespecifica, compuesta por 5
razas, dadas por el hospedero en que se encuentre. Ademas, cada una de las
razas puede presentar 5 biovares definidos segun ciertas propiedades
bioquimicas, y por ultimo, existen biovares que presentan formas especiales o
subfenotipos. Este es el caso del biovar 2, dividido en las formas especiales
biovar 2, 2T y 2A determinados por el uso de algunos azucares (Kim y Olson,
2003).
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La raza es el término mas discutido ya que como se dijo se define de acuerdo al
hospedero y a los dafios que causa. Sin embargo hay una enorme variedad de
plantas cultivadas y silvestres que pueden ser afectadas; una misma especie
puede ser infectada por diferentes razas lo que pasa principalmente en
Solanaceas y provoca incertidumbre en su clasificacion. Se ha propuesto una
forma de clasificar la raza por medio de una prueba de patogenicidad en plantas
de tomate, berenjenas y tabaco; tomando en cuenta los resultados de la reaccion
de hipersensibilidad (HR) en hojas de tabaco (cuadro 2.1) (Kim y Olson, 2003).

Cuadro 2.1 Prueba de patogenicidad para la determinacién de razas de R.

solanacearum

Reaccién en

Plantas de
i Marchitamiento Sin reaccion Marchitamiento
tomate/berenjena
Plantas de tabaco Marchitamiento Sin reaccion Sin reaccion

] Necrosis (48 h) y ]
Hojas de tabaco o ; HR (12-24 h) | Clorosis (2-8 dias)
marchitamiento (-8 dias)

La raza 4 (patdgena en jengibre y algun otro huésped) y la raza 5 (patdgena solo en mora)

no estan incluidas

Fuente: Directiva del Consejo UE, 1998.

Ademas de los cultivos mencionados se puede decir de forma general que es
posible encontrar la raza 1 en berenjena, banano diploide y Solanaceas. La raza 2
se encuentra en banano triploide y heliconias. La raza 3 en Solanaceas y geranio.
La raza 4 en zingiberaceas y la raza 5 en mora. Pero es posible que existan en

cada raza muchos otros hospederos (CABI, 2003).

R. solanacearum se clasifica en biovares en funcién de la capacidad de producir

acido de tres hexosas alcohdlicas y tres azucares (cuadro 2.2).
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Cuadro 2.2 Determinacion de biovares de R. solanacearum segun su capacidad de

producir acido de tres hexosas alcohdlicas y tres azucares.

Utilizacion
de
Maltosa - + + - +
Lactosa - + + - +
Celobiosa - + + - +
Manitol - - + + +
Sorbitol - - + + )
Dulcitol - - + + -

Fuente: Hayward, 1994

El biovar 2 se diferencia en subfenotipos mediante pruebas adicionales, que
incluyen la utilizacion de azucares como trehalosa e inositol, ademas por medio

de la medida de la actividad pectolitica (Hayward, 1994).

2.1.2. Hospederos

La presente investigacion se centrara en los hospederos de la raza 3, detallados

en el cuadro 2.3.
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Cuadro 2.3 Hospederos de R solanacearum raza 3.

Tipo de Hospedero

Nombre Comun

Nombres Cientificos

Geranio Pelargonium sp
Plantas Geranium sp
Cultivadas Tomate Lycopersicum esculentum
Chile Capsicum spp
Berenjena Solanum melongena
Papa Solanum tuberosum
Frijol Phaseolus vulgaris
Calabaza amarga Momordica charantia
Remolacha Beta vulgaris
Hierba mora negra Solanum nigrum
Hierba mora trepadora Solanum dulcamara
Ortiga de caballo Solanum carolinense
Plantas
. Mala hierba Datura stramonium
Silvestres
Verdolaga Portulaca oleracea
Mostaza Brassica spp
“Lambsquarters” Chenopodium album

Pie negro perfoliado

Melampodium perfoliatum

Zumbido de Narrawa

Solanum cinereum

otras menos comunes

Drymaria cordata
Polygonum capitatum
Cerastium glomeratum

Urtica dioca

Fuente: Kim y Olson, 2003.

22



2.1.3. Distribucién Geografica

No existe una lista oficial de distribucion geografica de la bacteria R.
solanacearum como tal. Las autoridades encargadas han publicado listas para
cada una de las razas, y con base en éstas, se podria decir que la bacteria se
encuentra extendida por todo el mundo en sus diferentes razas (USDA et al.,
2003).

En general la bacteria se encuentra dispersa en las zonas tropicales,
subtropicales y de clima caliente. Sin embargo en las zonas templadas, también
se han reportado apariciones de esta bacteria tal es el caso de Europa con la
raza 3 (CABI, 2003).

En cuanto a la raza 3 que es en este momento la que interesa, existe una lista
actualizada al afio 2002. Esta fue publicada por cada uno de los organismos de

cada region y se detalla en el anexo 1.
2.1.4. Biologiay ecologia de la bacteria.
R. solanacearum es un bacilo gram negativo, de 0.5 a 0.7 ym de ancho por 1.5 a

2.0 ym de largo. Presenta motilidad gracias a la presencia de uno a cuatro incluso

mas flagelos polares (figura 2.1) (Jones et al., 1991).

Fuente: Salanoubat, 2002.
Figura 2.1 Micrografia de R. solanacearum cepa GM 1000.
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Esta bacteria se caracteriza por ser aerobica, catalasa y oxidasa positiva y
ademas tiene la capacidad de formar nitritos a partir de nitratos. Al igual que otras
bacterias relacionadas que no son fluorescentes, R. solanacearum produce unas
inclusiones intracelulares, refractiles que son sudanofilicas y que consisten en
acido polihidroxi-butirico (PHB) (EPPO, 2004).

Existen muchas otras propiedades bioquimicas y enzimaticas que definen a esta
bacteria, sin embargo estas seran detalladas mas adelante cuando se describa
cuales de esas propiedades se utilizan para determinar y caracterizar su

presencia (Gabor y Wiebe, 1997).

La bacteria se dispersa principalmente a través del suelo, sobreviviendo en este
medio por largos periodos de tiempo. Ademas es posible su transmisién por
medio del agua, equipo o por materiales biolégicos infectados. Por ejemplo, se
puede diseminar por medio del transplante y la propagacién de plantas infectadas,
cuando se realizan cortes sin desinfectar el equipo que previamente ha tenido
contacto con una planta infectada y una importante forma de diseminacion se da
por medio del riego (APHIS y PPQ, 2004).

La propagacion natural de la mayoria de sus razas es muy limitada y lenta, por lo
que las medidas preventivas de sanidad son de gran importancia para detener su
propagacion. Sin embargo, hay datos de una posible transmision de la bacteria
por medio de insectos para el caso de la raza 2 y en otros casos se nombra la
aparicion de ciertas hierbas que ayudan en la propagacién de la enfermedad
(CABI, 2003).
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La infeccidn tipica en la planta se inicia a través de las raices, dafando zonas
radicales y procesos como el crecimiento de raices secundarias. Una vez dentro
de la planta, la bacteria se multiplica y se mueve por el tejido vascular
concentrandose en la base del tallo, donde su principal efecto es la obstruccion de
los tejidos al paso de sustancias necesarias para la planta. A partir de aqui, se
esparce en pocas cantidades por el resto de la planta, pudiéndose encontrar en

una infeccion tardia casi en toda la planta (figura 2.2) (CABI, 2003).

Fuente: CABI, 2003
Figura 2.2 Micrografia mostrando un vaso vascular de papa infectado por la presencia

de R. solanacearum.

El patéogeno en el campo realmente no se dispersa por contacto de planta a
planta, a través de salpicaduras o por el aire. Su diseminacion en invernaderos se
puede controlar por medio de la aplicacién de estrictas medidas de sanidad (Kim y
Olson, 2003).

La enfermedad es mas severa a una temperatura entre 24-35° C, rara vez se
encuentra en climas templados donde las temperaturas para cualquier semana de
la temporada de invierno se pueden encontrar principalmente bajo los 10° C. Lo
cual se convertiria en un impedimento para el crecimiento de la bacteria
(Hudelson, 1999).
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2.2. Importancia fitosanitaria de la bacteria.

R. solanacearum es una plaga cuarentenaria categoria A2 segun la European and
Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO), y también es de alto
significado para otras organizaciones a nivel mundial. La aparicion de diferentes
razas y biovares de la bacteria con variaciones en cuanto a la virulencia bajo
diferentes condiciones ambientales, presenta un serio peligro para la produccion
de papa y tomate de las regiones Europeas y Mediterraneas. Por tanto, la
ausencia de este patégeno en un pais se considera como una gran ventaja a la

hora de exportar este tipo de cultivos en el mercado mundial (USDA et al., 2003).

América Latina es una de las regiones donde este patdégeno se encuentra mas
distribuido, sobre todo la raza 3. Esto representa un gran problema ya que esta
region es productora de gran cantidad de cultivos como la papa, tomate, chile e
incluso geranio como el caso de Costa Rica. Cultivos que son hospederos
preferidos de la bacteria (USDA et al., 2003).

Existe un interés particular de los Estados Unidos por R. solanacearum raza 3
biovar 2 porque ataca cultivos sembrados en ese pais como berenjena, geranios,
papa y tomate. El problema radica en que R. solanacearum raza 3 biovar 2
todavia no se ha extendido por este pais, por lo que es considerada de

importancia cuarentenaria (EPPO, 2004).
La raza 1 (biovares 1 y 3) ha sido encontrada en invernaderos de cultivos

ornamentales en el hemisferio Norte. Esta raza también tiene un rango de

hospederos mas grande en el Sureste de los Estados Unidos (NAPPO, 2003).
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Existen reportes un poco dudosos de la presencia de R. solanacearum raza 3
biovar 2, en ciertas plantas de geranios en la parte Oeste de Australia y
Tanganyika. En los Estados Unidos (1997), un estudio de hospederos usando un
tipo de R. solanacearum aislada de una planta hibrida de geranio Pelargonium x
hortorum (=P. zonale) indicé la presencia de la raza 3. Este hecho provocé una
crisis fitosanitaria que intensificd los requisitos que eran pedidos a los paises
exportadores (EPPO, 2004).

En 1999, R. solanacearum raza 3 biovar 2, fue reportada en geranios comerciales
(P. zonale) en los Estados Unidos, los cuales habian sido importados de
Guatemala y distribuidos en las ciudades de New Jersey, New York, Ohio,
Pennsylvania, South Dakota y Wisconsin. Esto se logr6 mediante la revisién de
los sitios que exportaban estas plantas a los Estados Unidos (APHIS y PPQ,
2004).

En el mismo afo, la bacteria fue encontrada en el Reino Unido en estacas de
geranios importados procedentes de Kenia, para una marca europea. Durante el
periodo de septiembre a diciembre del 2000, los sintomas de la marchitez
bacteriana fueron observados en muchos geranios tanto en Bélgica como en

Alemania (Janse et al., 2004).

Recientemente se han reportado casos de R. solanacearum, como por ejemplo
en el ano 1995 que se recibieron plantas contaminadas provenientes de
Connecticut, las cuales contenian una bacteria que habia sido aislada inicialmente
de una planta de geranio de origen guatemalteco. También se ha confirmado un
tipo similar de marchitez en plantas de geranio en invernaderos en Pennsylvania
entre el afio 1999 y 2000 y en Delaware en el afio 1999, de plantas importadas
desde Guatemala (APHIS y PPQ, 2004).
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En febrero del afio 2003, plantas de geranio importadas desde Kenia a los
Estados Unidos fueron implicadas como una fuente de R. solanacearum raza 3
biovar 2, que termind con la deteccion de 127 individuos infectados en viveros en
27 estados diferentes. Como consecuencia de esto las importaciones de Kenia
fueron completamente detenidas y se implementaron medidas fitosanitarias para

todos los geranios importados de paises que tuvieran esta bacteria (EPPO, 2004).

Las detecciones realizadas a inicios del 2003 en los Estados Unidos se
presentaron en invernaderos donde las infecciones fueron contenidas. Aqui las
plantas se destruyeron y la enfermedad se erradicé a través de practicas

industriales y programas de control (EPPO, 2004).

A finales del afio 2003 se implementd un programa de certificacion para geranios
producidos fuera de los Estados Unidos, por lo que se requiere de medidas
especificas de sanidad en los cultivos y controles regulares para poder exportar a
este pais. Las plantas de geranio exportadas a Estados Unidos requieren una
certificacion fitosanitaria y un informe que demuestre que estan libres de R.
solanacearum raza 3, biovar 2 (APHIS y PPQ, 2004).

Debido a que esta bacteria es cuarentenaria en los Estados Unidos y existe
peligro de que pueda pasarse a cultivos como la papa y el tomate, R.
solanacearum raza 3 biovar 2 se encuentra bajo las regulaciones de la ley de
Bioterrorismo (APHIS y PPQ, 2004).

En cuanto a los costos econdmicos que ha significado la existencia de esta
bacteria se puede afirmar que, se ha estimado que la marchitez bacteriana de la
papa afecta alrededor de 80 paises en todo el mundo, causando dafios que
exceden los $950 millones por afio (APHIS y PPQ, 2004).
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Esta bacteria esta adaptada a bajas temperaturas y puede dafar la produccién de
papa de una manera muy severa en varias zonas de los Estados Unidos. Mientras
la raza 1 provoca pérdidas a plantaciones de tomate en la Florida, el efecto de la
raza 3 en tomates y otras tipos de Solanaceas en los Estados Unidos todavia es
desconocido (USDA et al., 2003).

En geranio la marchitez bacteriana aparece en diferentes medidas segun sea el
caso especifico. En Abril de 1999, en Pennsylvania (PA) las pérdidas en plantas
de geranio fueron del 10-40% de siete diferentes variedades que se habian
propagado para su venta. Mientras tanto en Marzo del 2000, un vivero de
Pennsylvania tuvo pocas pérdidas a causa de este problema, pero en Abril de ese
mismo afo otro vivero de PA perdi6 el 20% de los geranios debido a una infeccion

con R. solanacearum raza 3 biovar 2 (NAPPO, 2003).

Cerca de 1000 viveros fueron analizados en los Estados Unidos durante el afio
2003, lo cual arrojé que 127 viveros en 27 estados contenian infecciones con R.
solanacearum raza 3 biovar 2. Mas de 3 millones de plantas fueron destruidas, y
las pérdidas ascendieron a los $6 millones, ademas de los $880 000 que se

gastaron en operaciones regulatorias (Kim y Olson, 2003).

Como se puede ver los dafios son cuantiosos, eso sin contar las pérdidas que se
dan en las zonas mas subdesarrolladas donde el pequefio agricultor sufre casi la
merma de toda su plantacion cuando es infectada por este patégeno. Y aunque
oficialmente la raza 3 biovar 2 no se encuentra en los EEUU, los pocos casos en

que se ha encontrado han sido por importaciones contaminadas (CABI, 2003).
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2.3. Sintomas y signos de la enfermedad.

En plantas de la familia Solanacea, los sintomas inician con la caida de las hojas
basales seguido por la marchitez total de la planta (figura 2.3). EI amarillamiento
foliar no esta relacionado con esta enfermedad cuando se habla de Solanaceas.
Cuando se lleva a cabo un corte longitudinal del tallo, se aprecia una decoloracién
vascular que va desde un color amarillo a café claro, que se oscurece y se

ahueca a medida que la enfermedad avanza (Gabor y Wiebe, 1997).

Fuente: CABI, 2003
Figura 2.3 Planta de tomate mostrando los sintomas caracteristicos de una infeccion con

R. solanacearum.

En el caso de geranios los primeros sintomas de esta enfermedad son una
marchitez de las hojas seguida de un amarillamiento de las mismas y por ultimo la
planta muere. El espectro de los sintomas también incluye el oscurecimiento de la
lamina foliar en forma de “V” (figura 2.4). Las plantas exhiben exudados
bacterianos o corrientes de tejidos vasculares a peciolos, tallos y hojas. R.
solanacearum raza 3 biovar 2 no causa manchas en la hoja como si las causa

una infeccion con Xanthomonas campestris pv pelargonii (Whipker, 2003).
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== D

Fuente: Whipker, 2003
Figura 2.4 Sintomas de una infeccion con R. solanacearum en plantas de geranio. A.

Clorosis y marchitez en hojas. B. Amarillamiento del follaje. C. Clorosis y necrosis en

forma de “V”. D. Decaimiento de hojas en forma de sombrilla. E. Muerte total de la planta.
En condiciones ambientales es normal que los sintomas aparezcan pocos dias

después de la infeccién, sin embargo estos no se expresan cuando las

temperaturas son muy bajas (Kim y Olson, 2003).

31



2.4. Control de la bacteria

El control de esta enfermedad en plantas en crecimiento que se encuentran en
suelos infectados es sumamente dificil. La aplicacién de productos quimicos es
casi imposible que funcione para estos casos ya que se ha visto que la fumigacién

del suelo tiene efectos nulos (Overbeek et al., 2002).

Lo que se recomienda en primer lugar es la prevencion, vigilando cuidadosamente
el terreno en el que se cultiva y no sembrando el material si se desconoce el
estado del suelo. Hay que vigilar el material que se transplanta de una finca a otra
y se recomienda manejar una efectiva rotacién de cultivos, asi como manejar en
la medida de lo posible variedades resistentes (APHIS y PPQ, 2004).

Las medidas culturales parecen ser las mas efectivas cuando la infeccion ya
aparece en el campo. Los tratamientos de aireacién caliente del suelo y
aplicaciones de blanqueadores estables dieron resultados positivos en algunos
cultivos en Nepal. El uso de sustancias que cambian el pH del suelo es también

una medida generalizada entre los agricultores (French, 1994).

El control biolégico es un proceso del que no se sabe mucho todavia, sin
embargo, varios enemigos naturales se han reportado para esta bacteria. Entre
estos estan: Bacillus cereus, B. subtilis, Burkholderia glumae, Pseudomonas

fluorescens (French, 1994).

2.5. Genoma de la bacteria

El genoma completo de R. solanacearum ha sido recientemente determinado,

proveyendo asi un punto de arranque para el analisis de los determinantes de

patogenicidad (Salanoubat et al., 2002).
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El genoma de R. solanacearum presenta una estructura bipartida con un tamano
de 5.8 Mb, con gran contenido de CG (cerca del 67%) y ademas con el potencial
para codificar 5120 proteinas. Este genoma esta organizado en dos replicones: un
cromosoma de 3.7 Mb y un megaplasmido de 2.1 Mb (figura 2.5) (Stéphane et al.,
2000).

El lugar de origen de replicacion, asi como la distribucion de los genes en estos
dos replicones comprueba que, el replicon mas pequefio es un megaplasmido.
Este megaplasmido encierra numerosos genes que pueden jugar un papel
importante en las propiedades de la bacteria o que le puede proveer ventajas
importantes en diversos ambientes. Por ejemplo, la biosintesis de flagelo,
catabolismo, compuestos aromaticos y resistencia a ciertos minerales como el

cobre o el zinc (Tans-Kersten et al., 2001).

Muchas enzimas relacionadas con el metabolismo de moléculas pequefias se
encuentran en el megaplasmido sin una contraparte en el cromosoma. Esta
especulacion lleva a pensar que el megaplasmido esta en el proceso de adquirir
nuevas funciones a través de la duplicacion o la traslocacién de genes esenciales

del cromosoma (Stéphane et al., 2000).

Una de los aspectos mas interesantes de esta bacteria es la complejidad y el
potencial de plasticidad. Esto esta ilustrado por medio de elementos transponibles
y por la presencia de regiones alternativas de codones en uso (ACURSs) los cuales
corresponden a aproximadamente al 7% del genoma total. Estas regiones se dice
que cumplen diversas funciones y estan presentes en la mayoria de las formas

intraespecificas que presenta este patdégeno (Kim y Olson, 2003).

Dentro de todo el genoma de R. solanacearum se encuentran genes que codifican
para ciertas proteinas envueltas en la patogenicidad, entre los mas importantes
estan los genes hpr. Muchos de estos genes varian de una raza a otra o de un
biovar a otro, por lo que se usan para la determinacion o clasificacion de las

formas intraespecificas de esta bacteria (Janse et al., 2004).
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Fuente: Stéphane et al., 2000
Figura 2.5 Distribucion de los genes en el genoma completo de R. solanacearum

Recientemente se ha secuenciado todo el genoma de la cepa GMI 1000,
obteniendo un total de 3 716 413 pares de bases. Todo el material se encuentra
disponible en el Genbank, por lo que se convierte en una herramienta muy

importante para futuros estudios (Salanoubat et al., 2002).

2.6. Deteccion y diagnéstico

Esta es una de las etapas mas criticas cuando se estudia un problema
fitopatoldgico ya que se debe comprobar la identidad del microorganismo que esta

causando el dafio (Directiva del Consejo UE, 1998).

En el diagndstico de este microorganismo se pueden seguir cinco etapas basicas
aunque a veces, algunas se pueden omitir. El primer paso es ir al campo, realizar
un muestreo y observar detalladamente los sintomas presentes, tomando nota de
todos los pormenores que tienen que ver con el ambiente y las condiciones sobre
las cuales esta creciendo la planta afectada. El material se debe trasladar al
laboratorio para efectuarle un diagndstico mas preciso, teniendo el cuidado de
que este transporte no vaya a afectar la condicion de la planta (Directiva del
Consejo UE, 1998).
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En una segunda etapa en el laboratorio 0 a veces en el campo se llevan a cabo
pruebas de seleccion rapidas que permiten discriminar entre enfermedades que
podrian presentar sintomas similares. Una tercera etapa que no siempre se hace,
es el aislamiento en medio de cultivo selectivo. Por ultimo, se enumeran dos
etapas finales, las pruebas de confirmacion que son las que brindan la
identificacion mas precisa y las pruebas de patogenicidad que son pruebas

alternativas para asegurar el diagnostico (APHIS y PPQ, 2004).

En la figura 2.6 se muestra un esquema que se debe seguir para llevar a cabo un
diagnostico de R. solanacearum en papa y que rige oficialmente para la
exportacion e importacion a la Unién Europea. De manera que de forma similar se
puede usar el protocolo para el diagndstico de R. Solanacearum raza 3 biovar 2

en geranios (Directiva del Consejo UE, 1998).
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Figura 2.6 Esquema a seguir para hacer un diagnéstico de R solanacearum en papa.



2.6.1. Las pruebas de seleccién rapida

Estas pruebas facilitan un diagnostico de presuncion. Se recomienda
comunmente llevar a cabo mas de una prueba para tener mayor certeza del

diagndstico en la etapas siguientes (Directiva del Consejo UE, 1998.).

Una de las pruebas mas utilizadas en el caso de esta bacteria es la prueba de
exudacién del tallo, en donde la presencia de R. solanacearum en tallos de
plantas marchitos se pueden evaluar al cortar el tallo por encima del nivel del
suelo, este tallo se coloca en un recipiente que contenga agua destilada. Poco
después, de los haces vasculares saldran espontaneamente hilos de flujo
bacteriano. Este fendbmeno no se producira con ninguna otra bacteria que cause
infecciones vasculares en las plantas de papa, de tomate, o geranio (Jones et al.,
1991).

Otra prueba de seleccion rapida incluye la observaciéon del microorganismo como
tal, tomado directamente de la planta infectada, en un microscopio. Donde se
debe observar la morfologia del microorganismo asi como su motilidad
(Elphistone et al., 1996).

Esta prueba puede enriquecer su funcionalidad con la utilizaciéon de colorantes
para una observacion mas detallada. La deteccion de granulos de poli-B3-
hidroxibutirato (PHB) propios de las células de R. solanacearum se visualizan
tinendo con azul Nilo A o negro Sudan B (figura 2.7). Otra tincibn muy comun es
la tincion de Gram (Duarte, 2005).
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Fuente: Duarte, 2005
Figura 2.7 Tincion de los granulos PHB de R. solanacearum con negro Sudan. Los

puntos negros representan los granulos.

Por ultimo los “test” o pruebas rapidas comerciales también son muy utilizadas,
estas pruebas se basan en la deteccion inmunolégica de la bacteria. Dos de estas

pruebas son: CSL Pocket Diagnostics® y ACL-Rs Inmunostrips® (anexo 5).

2.6.2. Aislamiento en medio de cultivo selectivo

En ciertas ocasiones es dificil identificar el agente causal de una enfermedad
cuando se encuentra dentro del tejido vegetal, por lo tanto se hace necesario el
aislamiento del microorganismo en un medio de cultivo donde se pueda analizar

en forma pura y en mayores cantidades (EPPO, 2003).

R. solanacearum es una bacteria que se multiplica rapidamente en sus
hospederos, pero su crecimiento in vitro es mucho mas lento que el de muchos
otros microorganismos patégenos y saproéfitos. Ademas su tasa de mutacién a
cepas avirulentas puede ser muy alta y en un corto tiempo. La forma mas
recomendada para su almacenamiento es en agua destilada a temperatura

ambiente o a bajas temperaturas no menores a 4° C (Horita, 2001).
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Los métodos de aislamiento son muy variados y van desde usar trozos del tejido
hasta suelo en diluciones acuosas. EI método mas recomendado es el que toma
parte del exudado bacteriano y lo inocula en una placa. También se suele usar
parte del tejido afectado macerado para su siembra en los diferentes medios de

cultivo (Jones et al., 1991).

En cuanto a los medios de cultivo usados para el aislamiento de este
microorganismo, estan los medios genéricos que son los menos recomendados;
entre estos el Agar Nutritivo (NA), que es un medio muy general en el cual pueden

crecer muchos otros microorganismo (Stead, 1992a).

Luego estan los medios selectivos como YPGA, SPA, YDC y King B, que sin
embargo, no son tan especificos para R. solanacearum, de manera que se
pueden usar como medio para aislamiento siempre y cuando la muestra no esté
tan contaminada. En este caso son considerados medios semiselectivos. Cabe
destacar que en el medio King B la bacteria no es fluorescente (Directiva del
consejo UE, 1998).

En un medio nutritivo general, los aislados virulentos (capaces de provocar
enfermedad) de R. solanacearum desarrollan colonias de color blanco nacarado,
planas, irregulares y fluidas, que con frecuencia presentan los verticilos

caracteristicos (Stead, 1992a).

Por ultimo, se tienen los medios selectivos, entre estos estan: Agar TZC (Medio
Tetrazolio de Kelman) y SMSA. Estos son los mas recomendados para el
aislamiento de R. solanacearum, porque son muy especificos e incluso con
algunas modificaciones, que podrian incluir la adicion de antibidticos, permiten el
crecimiento unicamente de esta bacteria. Ademas los medios se podrian usar
para la caracterizacion de la raza y el biovar con que se cuenta (Directiva del
consejo UE, 1998).
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En el medio de TZC, las colonias tipicas de aislados virulentos de R.
solanacearum son de color crema, planas, irregulares, con anillos de color rojo
sangre en el centro. Las colonias avirulentas de R. solanacearum son butirosas y

de color rojo fuerte (figura 2.8) (Anon, 1997).

En el medio SMSA, las colonias tipicas de los aislados virulentos de R.
solanacearum son de color blanco lechoso, planas, irregulares y fluidas, y
presentan centros de un marcado color rojo sangre. Las formas avirulentas de R.
solanacearum desarrollan colonias menos fluidas, cuyo color oscila entre

completamente rosa y rojo en el medio SMSA (Engelbrecht, 1994).

Fuente: Salanoubat, 2002.
Figura 2.8. Aislamiento de R. solanacearum en medio TZC

2.6.3. Pruebas de confirmacién

Dentro de un diagndstico cientifico de una enfermedad las pruebas de
confirmacion son las que llevan el peso de las conclusiones que se puedan tomar
en torno al cultivo afectado. Son las mas sensibles y eficaces por lo que se debe
tener mucho cuidado al llevarlas a cabo y no cometer errores durante su
interpretacion. Para identificar con exactitud los cultivos puros o muestras
vegetales infectados con R. solanacearum se recomienda al igual que en las
pruebas presuntivas llevar a cabo al menos dos pruebas de confirmacion
(Duveiller et al., 2001).
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Los métodos mas tradicionales usados por la microbiologia para la identificacion
de un microorganismo y su caracterizacion, son todos aquellos basados en la
propiedades bioquimicas, nutricionales y enzimaticas del microorganismo. Las
propiedades fenotipicas de R. solanacearum se detallan en la figura 2.9 (Directiva

del consejo UE, 1998).

Pigmento fluorescente =

Inclusiones de PHE +
Prueba O/F OHF-
Caralasa +
Oxidasa de Kovacs +
Reduccon de nitratos +
Utilizacion de citrato +

Crecimiento a 40°C -

Crecimiento en NaCl al 1% +
Crecimiento en NaCl al 2% -
Dihidrolasa de arginina =
Licuacion de gelatina =
Hidraolisis del almidan -
Hidraolisis de la esculina -

Produccion de levano -

Fuente: Directiva del Consejo UE, 1998.
Figura 2.9 Perfil bioquimico de R. solanacearum usado para su identificacion.

Estos métodos sdlo se utilizan en cultivos puros bacterianos y las comparaciones
entre los diferentes cultivos se deben hacer cuando los cultivos son jévenes,
preferiblemente de 24-48 horas. Existen pruebas donde es necesario tener un
valor cuantitativo para poder discriminar, en estos casos es de vital importancia
tener un control positivo para poder llevar a cabo la prueba. Aunque estas
pruebas suelen ser tediosas y laboriosas, cuando son bien ejecutadas su

resultado es bastante confiable (Elphinstone et al., 1996).
Entre las pruebas mas utilizadas esta la oxidasa de Kovacs, en la cual cuando se

coloca una fraccion de la colonia en un papel filtro adecuado se observa una

coloracién azul, cuando la reaccién sea positiva.

41



Otras son, la adecuacion de la prueba de Gram usando KOH, donde sin llevar a
cabo la tincion se pueden determinar las caracteristicas de la pared celular del
microorganismo. Menos comunes estan las pruebas de reduccion del nitrato,

produccion de acido y produccion de levano (Duveiller et al, 2001).

Las pruebas serolégicas e inmunoldgicas también se consideran pruebas de
confirmacion. Estas técnicas ofrecen en la actualidad una alternativa facil y
sensible para la deteccion de este fitopatdgeno en plantas, incluso en la
actualidad se desarrollan mecanismos para llevar a cabo la deteccion en el suelo
y el agua, y ademas se pretende concretar mecanismos para la deteccion de

razas y biovares especificos (French et al, 1995).

Dentro de estas técnicas la prueba IF o Inmunofluorescencia actua mediante una
hibridacién inmunoldgica entre el microorganismo y un antisuero especifico, que
al ser observada en un microscopio de fluorescencia muestra una coloracion
caracteristica. Otra prueba valida pero menos usada es la aglutinacion, en la cual
por medio de un antisuero especifico se determina la presencia de la bacteria; asi
como la inmunocaptura que permite aislar el microorganismo de diferentes

sustratos (French et al., 1995).

La ultima y mas usada de estas técnicas es la prueba de Inmunoabsorcion
Enzimatica (ELISA por sus siglas en inglés). Este ensayo es muy comun para
detectar varios microorganismo, incluso virus. Consiste en la unién de antigenos
solubles provenientes de las células bacterianas a una placa de microtitulacién,
seguido de una reaccion especifica con un anticuerpo especifico, el cual esta
marcado, esto permite que la presencia bacteriana se pueda visualizar por
diversos medios, entre ellos la aparicion de un color especifico (Robinson et al.,
1995).
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Para terminar con las pruebas de confirmacion, hay que hablar de una categoria
de técnicas que aparte de ser las mas nuevas y estudiadas en la actualidad, son
las de mayor sensibilidad y confiabilidad. Razén por la cual se podria pensar que
estas son las técnicas que se usaran en el futuro para el diagndstico de
practicamente todas las plagas y enfermedades. Esta son las técnicas

moleculares (French et al., 1995).

Las pruebas moleculares son muy variadas, entre estas se encuentran las que se
basan en moléculas de grasas (las menos usadas), pasando por la comparacion
de perfiles proteicos y hasta llegar a las mas famosas que utilizan acidos
nucleicos (ADN y ARN principalmente) (USDA et al., 2004).

El estudio de perfiles de acidos grasos (Fatty acid profiling o FAP), es una de
estas pruebas, en donde se compara el perfil de la muestra con el de un control.
En condiciones especificas, los acidos grasos caracteristicos para R.
solanacearum son 14:0 30H, 16:0 20H, 16:1 20H y 18:1 20H (Stead, 1992b).

Los perfiles de proteinas se estudian de dos formas. En el primer caso las
proteinas desnaturalizadas de células enteras se separan mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida (PAGE). Y el otro método consiste en usar proteinas en
su estado nativo sin ser desnaturalizadas. Ambos métodos pueden ser efectivos,
aunque no se reportan muchos estudios en los que utilicen para la caracterizacion
de esta bacteria (Anon, 1997).

Las técnicas de mayor trascendencia en la actualidad son las que se basan en el
uso de ADN y ARN especificos, para determinar la presencia de la bacteria y para
llevar a cabo su caracterizacién (French et al., 1995). Como el presente estudio
tiene como objetivo principal el uso de una de estas técnicas se estara hablando

de ellas en un apartado mas adelante.
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2.6.4. Pruebas de patogenicidad.

El final de un proceso de diagndstico puede ser el estudio de los postulados de
Koch con el microorganismo y el hospedero que se esta analizando y se usa
unicamente para confirmar el diagnéstico y para los casos en los que sea
necesario determinar si los sintomas se presentan en otros hospederos
(Willianson et al., 2002).

2.7. Métodos de deteccidén y caracterizaciéon basados en la presencia de

acidos nucleicos especificos del patégeno.

Estos métodos se podrian dividir en tres tipos. Las técnicas que se utilizan en la
caracterizacion molecular de diferentes cepas, para las cuales es necesario usar
cultivos puros. Las técnicas que se usan para la deteccion y diagnostico de la
bacteria, que se pueden ser llevar a cabo a partir de cultivos bacterianos o de
sustratos naturales en los que se encuentra la bacteria. Por ultimo estan los
métodos que permiten tanto la deteccion, como la caracterizacion a partir de
cualquier sustrato, lo cual se convierte en el ideal de técnica para este caso
(Wilson, 1997).

2.7.1. Técnicas de Hibridacion

La propiedad de renaturalizacion que tienen las cadenas sencillas
complementarias de los acidos nucleicos es la base para una poderosa
herramienta genética analitica y para el diagndstico molecular. La hibridacion
molecular es una técnica que debe su nombre al hecho de que, para la
renaturalizacién de cadenas sencillas, no es necesario que éstas provengan de
una misma fuente de acidos nucleicos. Basta con que las cadenas sean
complementarias para que se formen hibridos moleculares. Incluso a bajas
temperaturas seria posible una hibridacion entre ADN y ARN (Klug y Cummings,
1999).
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En la década de los 60, las técnicas de hibridacion molecular contribuyeron a
aumentar el conocimiento de los fendmenos transcripcionales que ocurren a nivel
de los genes. Poco a poco la técnica se ha refinado hasta llegar a convertirse en
una gran herramienta para la biologia molecular en general y para el diagndstico
molecular en especial, sobre todo con las técnicas de hibridacion in situ
(Overbeek et al., 2002).

En este caso se fijan células bajo ciertas condiciones especiales de hibridacién y
se anade ADN de cadena simple marcado radiactivamente, luego se detecta la
hibridacion por medio de un revelado. El acido nucleico sirve de sonda, ya que
so6lo hibridara con las areas especificas del cromosoma para las que es

complementario (Klug y Cummings, 1999).

En la actualidad las sondas fluorescentes son de gran utilidad. Estas sondas se
preparan de distinta forma; cuando se utiliza ADN, éste se une a una molécula
organica pequena llamada biotina. Una vez que se ha llevado a cabo la
hibridacién in situ, se utiliza otra molécula que tiene gran afinidad para unirse a la
biotina, la cual a su vez va unida a una molécula fluorescente que hace posible su
visualizacién. Este método es extremadamente sensible para la localizacién de
ADN especifico y se conoce como hibridacion in situ fluorescente o FISH por sus

iniciales en inglés (Klug y Cummings, 1999).

Overbeek et al. (2001) utilizaron este principio para llevar a cabo la deteccion de
células de R. solanacearum o sus microcolonias en habitats naturales usando la
hibridacién in situ de nucledtidos del ARN ribosomal 16S. Ademas se
desarrollaron dos sondas que detectan especificamente el ARN ribosomal 23S de
esta bacteria. Estas sondas son RSOLA y RSOLB, y es esta ultima la que permite
una cuantificacion de las poblaciones bacterianas cuando se usa con

fluorescencia.

45



Otros métodos de hibridacién han sido desarrollados para la deteccion de esta
bacteria. Por ejemplo Seal et al. (1992) desarrollaron una sonda (P52096), que
permite su identificacién al hacer pasar por una membrana de nitrocelulosa o
nylon, que contiene la sonda marcada, una purificacion de ADN de la planta
infectada. Luego del lavado, la sonda es detectada por colorimetria permitiendo
de esta forma discriminar entre las purificaciones que contienen ADN de la

bacteria y las que no.

Las técnicas de hibridacién también se pueden usar en conjunto con otras
técnicas moleculares para llevar a cabo un diagnéstico mas sensible. Como es el
caso del Southern Blot (Hibridacion Southern), aqui, el ADN clonado se corta en
fragmentos y los fragmentos son separados en un gel. EIl ADN se desnaturaliza
dentro del gel en fragmentos de cadena sencilla y éstos se transfieren a un filtro
que contiene la sonda, lo que permitira que ocurra la hibridacion. Luego se hace

un revelado y los resultados pueden ser leidos.

Lee y Wang, (2000) usaron una secuencia amplificada por medio de RAPD como
sonda en una transferencia Southern y lograron detectar exitosamente la bacteria.
Por otro lado Schonfeld et al. (2003) desarrollaron una sonda a partir de la
amplificacion del gen fliC la cual elevo en gran medida la sensibilidad de la prueba

para la deteccion.

2.7.2. Técnicas de PCR-RFLP

Los polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccién (RFLP por sus
siglas en inglés) se utilizan como marcadores moleculares para detectar

diferencias minimas, incluso de hasta unas pocas bases, entre los genomas de

organismos diferentes o muy relacionados (Cook y Sequeira, 1994).
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Entre todos los organismo existen variaciones de origen en las secuencias
nucleotidicas, principalmente en las regiones no codificantes. Estas variaciones
aleatorias pueden formar o destruir sitios de reconocimientos de las enzimas de
restriccion, alterando el patrén de cortes que las enzimas producen en el ADN

(Klug y Cummings, 1999).

Cuando este estudio se combina con la técnica de PCR, permite diferenciar entre
especies o incluso entre cepas del organismo a nivel intraespecifico, como el caso
de los biovares. Lo que se hace es llevar a cabo una amplificacion de una region
variable del genoma con el uso de imprimadores que flanquean esta region. El
segmento amplificado tendra diferencias en el patron de cortes de diferentes
enzimas de restriccion produciendo segmentos de diferentes tamafos, que al
migrar en un gel podran ser observados a diferentes alturas permitiendo asi la

diferenciacién de las cepas (Poussier et al., 2000b).

Estas variaciones se heredan de forma mendeliana como alelos codominantes, lo
cual permite seguir la herencia de cromosomas especificos de generacién en
generacion. Los RFLP se distribuyen por todo el genoma, estan en regiones
intergénicas y dentro de genes, se encuentran en las regiones reguladoras
adyacentes a unidades transcripcionales, adyacentes a genes y dentro de

intrones y de exones (Klug y Cummings, 1999).
Esta técnica se ha usado mucho en el diagnostico y caracterizacion de R.

solanacearum, sobre todo en estudios de caracterizacidn molecular de las

diferentes cepas (Roncal et al., 1999).
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Por ejemplo, Roncal et al. (1999) lograron establecer un patron de RFLP para la
diferenciacién de cepas de R. solanacearum por medio de la amplificacién con los
imprimadores P759 y P760 seguido por la digestién con las enzimas Haelll y
Mspl. Ellos dividieron las cepas en dos grupos principales, separando las cepas
de los biovares 3 y 4, de las que presentaban los biovares 1y 2. Ademas lograron
establecer diferencias entre las cepas provenientes de Asia y Australia de las

provenientes de América (Roncal et al., 1999).

Ademas Poussier et al. (2000b) llevaron a cabo un estudio de PCR-RFLP de una
region del gen hrp pudiendo diferenciar entre R. solanacearum y otras bacterias

muy relacionadas.

2.7.3. Técnicas de Rep-PCR

Esta técnica al igual que la anterior es muy usada para la caracterizacion de las

diferentes razas y biovares de esta bacteria.

La huella gendmica obtenida por REP-PCR utiliza iniciadores de ADN
complementarios a las secuencias repetitivas y altamente conservadas
encontradas en multiples copias en los genomas de la mayor parte de las

bacterias gram positivas (Janse et al., 2004).

Se han identificado tres familias de secuencias repetitivas, incluida una secuencia
repetitiva extragénica palindromatica (REP) de 35-40 pb, la secuencia consenso
enterobacteriana repetitiva intergénica (ERIC) de 124-127 pb y el elemento BOX
de 154 pb. Estas secuencias parecen estar localizadas en diferentes posiciones
intergénicas en el cromosoma. Los elementos repetitivos pueden presentarse en
ambas orientaciones, por lo que los iniciadores han sido disefados para cebar la
sintesis de ADN de la repeticiones invertidas en REP y ERIC, y la subunidad boxA
en BOX. El uso de estos iniciadores y la PCR permite una amplificacion selectiva
de diferentes regiones gendmicas localizadas entre REP, ERIC, o elementos BOX
(Horita et al., 2001).

48



Los fragmentos amplificados se pueden resolver en un gel, produciéndose un
patrén conocido como huella genémica REP-PCR. Estas huellas se parecen a un
codigo de barras. Las huellas gendmicas generadas de aislamientos bacterianos
permiten la identificacion de las especies, subespecies y cepas (Horita et al.,
2000).

Janse et al. (2004) utilizaron esta técnica para caracterizar una serie de cepas de
R. solanacearum que fueron aisladas de plantas de geranio y determinar las
caracteristicas a nivel genético por medio de una comparacion de la huella
gendmica mostrada, en comparaciéon con cepas de colecciones internacionales
(figura 2.10).

Ellos lograron establecer que los aislados de geranio correspondian con las cepas
de biovar 2, determinando ademas una huella gendmica para los otros biovares y
determinando la diferencia en cuanto a distancia genética entre los diferentes

biovares (Janse et al., 2004).
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Figura 2.10 Huella gendmica de Rep-PCR de diferentes cepas bacterianas de R.
solanacearum. A. Electroforesis, en la parte superior del gel se muestra con un nimero el
biovar de cada cepa, los que se simbolizan con una P fueron aislados de geranio. B.
Dendograma derivado de la electroforesis mostrando las distancias génicas entre los

biovares.
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2.7.4. Latécnica de PCR con imprimadores especificos

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) es la
técnica de diagndstico molecular por excelencia. La PCR permite la amplificacién
directa de segmentos de ADN especificos en grandes cantidades a partir de

cantidades extremadamente pequefias (Klug y Cummings, 1999).

El método se basa en la elongacién de un segmento de ADN llevado a cabo por la
ADN polimerasa. La universalmente usada es la Tag ADN polimerasa una enzima
aislada de Thermus aquaticus que tiene la propiedad de soportar altas

temperaturas sin llegar a su desnaturalizacion (Klug y Cummings, 1999).

Esta enzima empieza a llevar a cabo su funciéon cuando encuentra un imprimador
0 cebador unido a la cadena de ADN molde. Los imprimadores son
oligonucledtidos que hibridan con la cadena complementaria en las regiones del

ADN que flanquean la secuencia que se quiere amplificar.

La reaccion requiere de tres pasos fundamentales. En el primer paso el ADN se
desnaturaliza en cadenas sencillas por medio de calor por lo general a una
temperatura que ronda los 94° C. En un segundo paso los imprimadores hibridan
con el ADN simple banda, por lo general se usan dos imprimadores diferentes,
cada uno de ellos tiene la secuencia complementaria a una de las dos cadenas
del ADN. La temperatura a la cual los imprimadores hibridan varia dependiendo
de varios factores, como: la longitud de los imprimadores, el porcentaje de GC de
los imprimadores, la variante de la técnica usada y la especificidad del resultado
deseado (Wilson, 1997).

El tercer paso de la reaccidbn se da cuando la Taq polimerasa se une al
imprimador y empieza a extender la cadena en direccién 5° - 3" utilizando como
molde la cadena sencilla unida al imprimador. El producto es una molécula de

ADN de doble banda que incluye los imprimadores (Wilson, 1997).
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Cada grupo de tres pasos se denomina ciclo, el cual se repite una y otra vez,
duplicando en cada ciclo la cantidad de moléculas hasta obtener enormes
cantidades de ADN. Veinticinco ciclos amplifican varios millones de veces el ADN
de interés. Todo el proceso se lleva a cabo en un termociclador, el cual se puede
programar para realizar un numero predeterminado de ciclos (Klug y Cummings,
1999).

R. solanacearum es una bacteria muy estudiada a nivel molecular lo cual ha
permitido el desarrollo de muchos protocolo de PCR. En cuanto a la especie
muchos protocolos y diferentes oligonucleotidos especificos, de las regiones 16S
y 23S del ARNr principalmente, han sido descritos para su diagndstico e

identificacion. (Klug y Cummings, 1999)

Seal et al. (1992) desarrollaron los imprimadores PS96-H/PS96-1 y los
imprimadores OLI-1/Y-2 (1993); ambos pares de imprimadores especificos para
R. solanacearum. Los segundos han sido probados por muchos autores
mostrando resultados positivos, ya que han permitido llevar a cabo la
identificacion de la bacteria en diversos sustratos como suelo, agua, y material

vegetal como semillas y plantas.

Los imprimadores OLI-1y Y-2 son complementarios a una zona del genoma de la
bacteria que es unica para ella y flanquean un fragmento de 288 pares de bases
de la region 16S del ARNr. Por lo que en un gel unicamente las muestras que

presenten la bacteria mostraran la banda de 288 bp (anexo 2) (Seal et al., 1992).

Existen otros imprimadores que han sido desarrollados para la deteccion
especifica de esta bacteria. Opina et al. (1997) desarrollaron los imprimadores
P759 y P760 para una amplificacion especifica de esta bacteria. Ademas
Boudazin et al. (1999) probaron los imprimadores OLI-2 y Z, los cuales mostraron
alta especificidad para detectar la presencia del microorganismo en estudio.
Ademas la amplificacién del fragmento fliC también es una alternativa para la

deteccidén especifica de la bacteria.
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Caruso et al. (2003) desarrollaron un método de alta sensibilidad para la
deteccion de R. solanacearum en agua por medio de PCR. Ellos utilizaron la
técnica conocida como Co-PCR con mezclas de los siguientes imprimadores: OLI-
1, OLI-2, Y-2, Z, y JE-2, en donde los imprimadores OLI-2, Y-2, Z y JE-2 actuan
en direccion reversa al imprimador OLI-1 que es el mas especifico, lo cual da
como consecuencia un efecto anidado que brinda mayor sensibilidad vy

especificidad.

El PCR anidado ha sido otra de las técnicas usadas en el diagnéstico molecular
de esta enfermedad. Poussier et al. (2000a) implementaron un PCR anidado en el
que usaron los imprimadores RS30-RS31 seguidos por los imprimadores RS30a-
RS31a y RS30b-RS31b. Mostrando una sensibilidad capaz de detectar una

concentracion de 102 cfu/ml.

Otros protocolos de PCR han ido mas profundamente que el nivel de especie. Por
ejemplo, Swanson et al. (2005) probaron los imprimadores 630/631 como un
método para amplificacion especifica de ADN de R. solanacearum raza 3. Por
otro lado, Willianson et al. (2002) mediante una modificacién del protocolo
desarrollado por Weller et al. (2000) lograron determinar la presencia del biovar 2
de R. solanacearum usando los imprimadores B2-I-F y B2-lI-R. Estos
imprimadores también estan disefiados para la region especifica ARNr 16S de
este fitopatdégeno, y producen un fragmento de 68 pares de bases, que no fue

encontrado en los otros biovares (figura 2.11).
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Figura 2.11 Electroforesis de la PCR de diferentes cepas de R. solanacearum usando
los imprimadores B2-I-F y B2-lI-R. Obsérvese que solo las de biovar 2 presentan la
banda de 68 bp.

El PCR en tiempo real es la técnica que presenta las mayores ventajas en cuanto
a sensibilidad, especificidad y rapidez se refiere. Es una técnica muy nueva y su
superioridad con respecto a los otros métodos es que no hace falta la
electroforesis para obtener los resultados y ademas de que permite la

cuantificacion del producto obtenido (Weller et al., 2000).

Precisamente Weller et al. (2000) puso en practica este método con el objetivo de
detectar la bacteria en plantas de papa infectadas. Para esto utilizd los
imprimadores RS-I-F y RS-II-R que flanquean una region del ARNr 16S donde se
une la sonda RS-P, estos permiten la deteccidn y cuantificacion a nivel de

especie.

Para la deteccion a nivel de biovar 2, utilizaron los imprimadores B2-I-F y B2-1I-R
que también flanquean una regién perteneciente a los genes ribosomales a la cual
se une la sonda B2-P. A manera de control usaron los imprimadores COX que
amplifican una region especifica del gen citocromo oxidasa especifico para papa.
A esta region se une la sonda COX-P la cual permite su deteccidn y cuantificacion
(Weller et al., 2000).
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3. IMPORTANCIA Y JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El proyecto a desarrollar nace a raiz de la necesidad que tiene el Servicio
Fitosanitario del Estado, por desarrollar un protocolo que pueda detectar
eficientemente la bacteria R. solanacearum en muestras vegetales de geranio.
Las muestras se deben certificadar libres de R. solanacearum raza 3 biovar 2;
esto debido a que las plantas de geranio son exportadas a los Estados Unidos y
en este pais esta raza y biovar no estan reportados, por lo que se convertiria en

un problema cuarentenario y su ingreso es prohibido.

El uso de la técnica de PCR para lograr tal objetivo se fundamenta por varios
factores. En primer lugar para aplicar esta técnica no es necesario usar toda la
planta como muestra, vasta con tomar una hoja. Esto representa una gran ventaja
porque muchas veces el material es muy valioso y no puede ser usado en su
totalidad.

Ademas la técnica de PCR garantiza una alta sensibilidad y especificidad. Ya que
con pequeinas cantidades de ADN se puede detectar la presencia de la bacteria,
cosa que no se logra con métodos mas tradicionales. La especificidad viene dada
por el uso de imprimadores especificos. Se logra conocer si esta presente la
especie discriminado de esta forma infecciones por otro microorganismo. Si se
determina que la bacteria esta presente, una segunda reaccion demostrara si

pertenece o no al biovar 2.

También hay que tomar en cuenta la facilidad en cuanto a recursos que demanda
la técnica asi como la relativa rapidez con que se puede dar un diagndstico en
relacion con otras técnicas. De manera que este trabajo vendria a coadyuvar con

la labor del Ministerio de Agricultura y Ganaderia.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

o Establecer un protocolo para la deteccion eficiente y especifica de R.
solanacearum raza 3 biovar 2 en muestras vegetales usando para ello la

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

4.2. Objetivos Especificos

e Ubicar y muestrear plantas de diferentes hospederos principalmente de

geranio, que presenten sintomas caracteristicos de la enfermedad.

e Encontrar material de referencia tanto para las pruebas preliminares como

para las pruebas moleculares.

o Establecer un protocolo a seguir para realizar un diagndstico previo y

preliminar de la enfermedad.

e Determinar posibles medios de cultivo, condiciones de crecimiento y

metodologia para el aislamiento y purificacion de la bacteria.

e Llevar a cabo el aislamiento de ADN de alta calidad a partir de tejido vegetal

y de cultivo bacteriano, de tal forma que permita una efectiva amplificacion.

e Determinar la presencia de la bacteria R. solanacearum a nivel de especie
por medio de PCR.

e Discriminar entre infecciones de otros biovares y una infeccién de R.

solanacearum raza 3 biovar 2; por medio de PCR.

e Establecer la relacion entre sintomas, pruebas preliminares y resultados de

las pruebas moleculares.
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5. MATERIALES Y METODOS

El presente proyecto se realiz6 en las instalaciones del Programa de Diagndstico
Fitosanitario del Servicio Fitosanitario del Estado, del MAG. Este laboratorio se
encuentra ubicado en el Aeropuerto Juan Santamaria, Alajuela, Costa Rica. El

proyecto se ejecutd entre los meses de julio y diciembre del afio 2005.

Se dividié en tres componentes principales: la busqueda y muestreo de plantas
infectadas, la realizacion de pruebas preliminares y finalmente el diagndstico

molecular.

Los muestreos de plantas infectadas se realizaron en fincas agricolas nacionales,
mientras que las pruebas preliminares se llevaron a cabo en el area de
Fitopatologia. Las pruebas y analisis moleculares se ejecutaron en el area de

Biologia Molecular de dicho Programa.

5.1. Descripcién del material utilizado

5.1.1. Material de campo

Se llevaron a cabo muestreos en diferentes zonas del pais, basandose en los
sintomas reportados por la literatura, principalmente en la zona central del pais.
Se muestrearon unicamente plantas de dos especies que son atacadas por la

bacteria: geranio (Pelargonium sp) y tomate (Lycopersicum esculentum).

Para el caso de las plantas de geranio se visité un vivero comercial en la zona de
Agua Caliente de Cartago, en el cual se evaluaron visualmente plantas de geranio
producidas en este lugar. Las plantas se encontraban a campo abierto bajo
condiciones de temperatura y humedad ambientales. Presentaban un desarrollo
avanzado de crecimiento, encontrandose en bolsas plasticas en etapa de

floracion.
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Asi mismo se encontraban bajo un régimen de riego diario normalizado y
aplicaciones de funguicidas que no se detallaron. De éste vivero se tomaron
cuatro plantas (repeticiones) que fueron llevadas al laboratorio para su posterior
analisis. En el laboratorio las plantas fueron rotuladas debidamente (cuadro 5.1) y
analizadas en cuanto a los dafios y los sintomas caracteristicos que presentaban.
Las plantas fueron mantenidas bajo condiciones ambientales y un régimen de

riego diario.

Para el cultivo de tomate se llevaron a cabo muestreos en dos zonas agricolas del
pais. El primero se efectud en una finca de Yas de Cartago, aqui se analizaron las
plantas visualmente con el fin de determinar la posibilidad de presencia de la
bacteria. Luego se tomaron las plantas enteras con sintomas mas evidentes y

fueron trasladadas al laboratorio para un analisis mas detallado.

Para el segundo muestreo se visitaron dos fincas productoras de tomate en
Sarchi de Alajuela. En la primer finca sembrada con la variedad montaia fresca,
las plantas se encontraban sembradas en hileras en un estado avanzado del ciclo
del cultivo. Las condiciones ambientales consistian en bastante humedad y segun
la afirmacion del propietario de la finca se habian llevado a cabo aplicaciones de

fertilizantes y funguicidas que no fueron detallados.

De esta finca se procedié a sacar cuatro plantas enteras (repeticiones),
incluyendo parte del suelo en el que se encontraban y fueron trasladadas al

laboratorio para ser analizadas con mayor profundidad.

La segunda finca, se encontraba bajo condiciones ambientales muy similares a
las encontradas en la finca anterior, con una gran humedad. En esta finca se
tomaron de igual manera cuatro plantas (repeticiones) con los sintomas mas
representativos de la enfermedad y fueron trasladadas al laboratorio para su

posterior analisis.
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Cuadro 5.1 Material vegetal de especies afectadas usado en el estudio.

Cddigo muestra Hospedero Origen

Ge-01 Geranio Agua Caliente, Cartago
Ge-02 Geranio Agua Caliente, Cartago
Ge-03 Geranio Agua Caliente, Cartago
Ge-04 Geranio Agua Caliente, Cartago
Tc-01 Tomate Yas, Cartago

Tc-02 Tomate Yas, Cartago

Tc-03 Tomate Yas, Cartago

Tc-04 Tomate Yas, Cartago

Ts-01 Tomate Sarchi, Alajuela (finca 1)
Ts-02 Tomate Sarchi, Alajuela (finca 1)
Ts-03 Tomate Sarchi, Alajuela (finca 1)
Ts-04 Tomate Sarchi, Alajuela (finca 1)
Ts-05 Tomate Sarchi, Alajuela (finca 2)
Ts-06 Tomate Sarchi, Alajuela (finca 2)
Ts-07 Tomate Sarchi, Alajuela (finca 2)
Ts-08 Tomate Sarchi, Alajuela (finca 2)

Fuente: Datos de Laboratorio

5.1.2. Material de referencia.

Para la estandarizacién de

las pruebas moleculares necesarias para el

diagnodstico de la bacteria se utilizé el material de referencia proporcionado por el

Centro Internacional de la Papa (CIP), el cual es una institucion apoyada por el

Grupo Consultivo para la Investigacion Agricola Internacional (CGIAR).

Este centro se encuentra ubicado en Peru, y las muestras fueron consignadas

para el propdsito investigativo por parte del Laboratorio de Bacteriologia, Division

Manejo Integrado de Cultivos. Se usaron en total 5 cepas de esta bacteria (cuadro

5.2).
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La presentacion de las muestras consistid en cultivos liquidos bacterianos, que
fueron lisados y dispensados en tubos eppendorf de 1,5 ml para luego ser

enviados, esto para evitar problemas de bioseguridad.

También se us6 como material de referencia una cepa de R. solanacearum traida
desde la Coleccion Internacional de Microorganismos de Plantas (ICMP) por sus

siglas en inglés que se encuentra ubicado en Nueva Zelanda.

El numero de accesion de esta cepa es ICMP 8049. Fue aislada en Costa Rica en
el ano 1976, y es biovar 2. Su hospedero en ese momento fue la papa y fue

encontrada a una altura de 1600 m.s.n.m por E. French.
Esta cepa fue revivida siguiendo el procedimiento descrito en el catalogo del

ICMP. Ya revivida se usdé como parametro para comparar las pruebas de

aislamiento, de observacion al microscopio y en pruebas moleculares.
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Cuadro 5.2 Material de referencia de R. solanacearum usado como controles en las

pruebas moleculares.

CIP # Biovar Hospedero Lugar de Afio Colector Altura
Aislamiento

66 1 Papa Pacayas, 1972 L. Gonzales |1900
Costa Rica m.s.n.m.

20 1 Papa San Isidro de |1976 E. French 1400
Coronado, m.s.n.m
Costa Rica

6 3 Heliconia Coto, Costa 1959 |--——- |-
Rica

88 28 Papa S. Rafael 1976 E. French 1500
Oreamuno, m.s.n.m
Costa Rica

95 28 Papa San Juan 1973 |L. Gonzales |2500
Chicua, Costa m.s.n.m
Rica

Fuente: Laboratorio Bacteriologia, Centro Internacional de la Papa (CIP).

5.2. Pruebas preliminares para la deteccion de R. solanacearum

5.2.1. Prueba de exudacion del tallo.

Se tomo una planta de cada muestreo, tanto de geranio como de tomate y se lavo
con abundante agua para eliminar la suciedad presente en el tejido. Luego se

cortaron a nivel de la base del tallo principal y se les hizo otro corte

aproximadamente 30 cm hacia el extremo distal del primer corte.
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El segmento de tallo se colocd en posicion vertical en un beaker con agua
destilada estéril y se dejo reposar el sistema por 15 minutos, observando si se

daba o no la presencia del exudado.
5.2.2. Aislamiento de R. solanacearum en medio de cultivo

Para el aislamiento de la bacteria R. solanacearum se usaron 2 medios de cultivo:
el medio YPGA y el medio King B. Para la preparacion de los medios de cultivo se

siguid el procedimiento descrito en el anexo 4.

Dos procedimiento diferentes se ejecutaron, el primero mediante la maceracion
del tejido afectado y el segundo tomando un pequefio volumen del exudado de la

planta que se obtuvo en la prueba anteriormente descrita

En el primero de los procedimientos se tomaron ciertas hojas de las plantas
afectadas, se lavaron con abundante agua y se secaron en papel toalla. Luego de
esto se procedié a seccionar las partes de las hojas que presentaban dafos
caracteristicos provocados por la enfermedad, resultando en pequefos

fragmentos de hoja de cerca de 5 cm? que poseian partes enfermas como sanas.

Los fragmentos de hoja se colocaron en una placa petri con hipoclorito de sodio al
0.5% por 60 segundos. Después se lavaron dos veces consecutivas con agua
destilada estéril y se secaron sobre papel toalla, llevandose posteriormente a la

camara de flujo laminar.

La secciones de hoja se colocaron en un tubo de ensayo con 5 ml de agua
destilada estéril, y se maceraron con una barra de vidrio hasta destruir

completamente el tejido.
Luego se procedio a realizar diluciones seriadas a partir de esta maceracion hasta

llegar a la dilucion 1:1000. De cada dilucion se sembrdé 1 ml en las placas con los

medios de cultivo mencionados para el aislamiento de R. solanacearum.
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En el segundo de los procedimientos de aislamiento, se aspir6 con una
micropipeta un volumen de 500 ul del exudado del tallo de la parte que se

apreciaba mas blanquecina o con mayor concentracion del exudado.

En una camara de flujo laminar se dispersé el volumen tomado en los diferentes
medios de cultivos dispuestos para el aislamiento de la bacteria en estudio.
Procediendo a realizar movimiento en “ocho” de la placa para esparcir
homogéneamente el liquido sobre ella. Este procedimiento sélo fue empleado

para las plantas de tomate.

En ambos procedimientos de aislamiento las placas se incubaron a 28 °C durante
24-48 horas para su revision. Las placas se revisaron describiendo las

caracteristicas de las colonias presentes.

Dependiendo de la cantidad y caracteristicas de las colonias presentes se
llevaron a cabo purificaciones en los medios King B y Tetrazolio de Kelman (TZC).
Con la finalidad de obtener un cultivo puro de cada microorganismo. Las placas
de las purificaciones fueron incubadas bajo las mismas condiciones. Las
purificaciones se hicieron tomando una pequefia asada del cultivo bacteriano y
rayando por estrias en una nueva placa con medio de cultivo. Todas las placas

fueron mantenidas a una temperatura de 4 °C para su preservacion.

5.2.3. Montaje al microscopio y tincion de bacterias aisladas

Para los montajes se usaron unicamente las placas con los medios YPGA y King
B. Se llevaron a cabo tres tipos de montajes al microscopio, el primero se baso
unicamente en preparar en un portaobjetos un frotis del cultivo o colonia analizada
y banarlo con una gota de agua destilada estéril. Luego se le colocé el
cubreobjetos y se procedidé a examinar el montaje con un microscopio Optico con
luz trasmitida marca Nikon® eclipse €200. Se analizaron a 1000 aumentos,

poniendo para ello una gota de aceite de inmersién en el cubreobjetos.
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El segundo de los métodos usado consistié en una tincidon con safranina, dada la
condicion de R. solanacearum de presentar propiedades de bacteria gram

negativa.

Para esta tincion se prepard un frotis de la bacteria en una gota de agua sobre el
portaobjetos. El cultivo fue fijado a la llama por unos pocos segundos dejando
secar al viento los restos de liquido presentes en la preparacion. Luego se baio el
frotis con una gota de solucion de safranina al 0.5% dejando reposar por
alrededor de 1 minuto. A continuacién se lavé cuidadosamente con agua
abundante dejandola caer sobre la preparacion. Se dejoé secar al viento y con la
ayuda de papel toalla se eliminaron los excesos del liquido. Después se colocé el
cubreobjetos y poniendo una gota de aceite de inmersidén se examind la tincion en
el microscopio a 1000 aumentos, analizando las caracteristicas de los

microorganismos observados.

El tercer método consistio en una prueba de tincién con negro Sudan. Para esto
se hizo la preparacion del frotis y se fij6 a la llama. Seguidamente se bano el frotis
con una solucién de Negro Sudan, y se dejo reposar por 1 minuto. Luego se

procedid a lavar con agua abundante y se dejé secar por poco tiempo.

Finalizado este paso se procedié a banar el frotis con una solucion de safranina al
0.5% y se dejo reposar por un minuto. Al término de este tiempo se lavo la
preparacion con abundante agua para luego secar al aire y con la ayuda de papel
toalla. Se coloco el cubreobjetos y una gota de aceite de inmersion para luego ser
analizado al microscopio bajo 1000 aumentos, describiendo las caracteristicas de

los organismos observados.
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Para preservar los montajes se coloco alrededor del cubreobjetos una pequefa

cantidad de esmalte y se dejo secar por poco tiempo, rotulando debidamente.

5.2.4. Prueba rapida con el kit Agdia® ACL® - Rs inmunostrip para la

deteccion de R. solanacearum

Para esta prueba se siguio el protocolo descrito por el kit (anexo 5). Para las
pruebas a partir de plantas se usaron tres segmentos pequefios de tallo de la
base mientras que para las pruebas a partir de cultivo bacteriano se llevaron las
placas a la camara de flujo laminar y se tomd una asada de la colonia que se

queria analizar.

5.3. Aislamiento y cuantificacion de ADN de las muestras analizadas

5.3.1. Aislamiento de ADN de tejido vegetal

Las extracciones de ADN de plantas se obtuvieron usando para ello el kit de
extraccion Wizard de Promega®. En las primeras oportunidades se siguio el
procedimiento descrito por el fabricante en su totalidad, pero luego se modifico

ligeramente. (anexo 6)

5.3.2. Extraccion de ADN de cultivo bacteriano

Para el aislamiento de ADN de cultivo bacteriano se compararon dos métodos de
extraccion. El primero de ellos fue la utilizacion del kit de extraccion Wizard de
Promega, para este caso se siguid de manera completa el procedimiento descrito

en el kit (anexo 7).

El segundo procedimiento consistioé en una lisis del cultivo. Para esto se probaron
diferentes variantes. Se puso en tubos de 200 pl un volumen de 100 ul de agua
en ciertos casos y de NaOH 50 mM en otros casos. A cada tubo se le agregé en

la camara de flujo laminar una asada con la colonia bacteriana respectiva.
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Los tubos fueron colocados en un termociclador Mastercycler Eppendorf®
siguiendo un programa de 5 minutos a una temperatura de 96° C. Luego se
procedié a centrifugar unas muestras por 2 minutos a 12 000 rpm, mientras que
las otras muestras se dejaron sin centrifugar. Todas las extracciones se

almacenaron a —20° C.

5.3.3. Extraccidén de ADN bacteriano a partir del exudado del tallo

Un ultimo método se aplicoé para obtener ADN de R. solanacearum. Este consistio
en tomar, con una micropipeta del beaker en el que se llevo a cabo la prueba de

exudacion del tallo, un volumen de 100 ul y dispensarlo en un tubo de 200 pl.

Luego de esto el tubo se colocd en el termociclador y se aplicd el programa de
lisis que consistié en 5 minutos a una temperatura de 96° C. Al término de la lisis

las muestras se almacenaron a una temperatura de -20° C.

5.4. Cuantificacién de acidos nucleicos por espectrofotometria

La cuantificacion de acidos nucleicos se realizd unicamente para las muestras

que se procesaron utilizando el kit de extraccion especificado.

Estas cuantificaciones se hicieron en un Biophotometer Eppendorf®. El
procedimiento contemplé en primer lugar preparar una dilucion de 1:500,
agregando 1 ul de muestra a 499 ul de agua ultrapura estéril. Luego de esto todas
las muestras fueron comparadas contra un blanco de agua ultrapura estéril,
siendo leidas una a una en el cuantificador, para obtener la concentraciéon de ADN

en ng/pl.
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De acuerdo con los datos obtenidos en la cuantificacion se llevaron a cabo
diluciones en agua ultrapura estéril, con el fin de obtener una cantidad de ADN
optima para la amplificacién y ademas de que fuera homogénea para todas las
muestras. Para las muestras obtenidas por medio de lisis no se llevaron a cabo
cuantificaciones, lo que se hizo fue tomar un pequefno volumen de la lisis
directamente y de observarse algun tipo de inhibicion se llevaron a cabo

diluciones de la misma.

5.5. Diagnéstico Molecular de R. solanacearum

El diagnostico molecular de la bacteria R. solanacearum se basé en dos
reacciones en cadena de la polimerasa (PCR), para las cuales se utilizaron dos
pares de imprimadores o iniciadores. La primera pareja de iniciadores
denominados OLI-1 y Y-2 (anexo 2) se usaron para determinar la presencia de

esta bacteria a nivel de especie.

Una segunda reaccion se realizé utilizando la pareja de imprimadores B2-I-F y B2-
[I-R (anexo 3), los cuales sirvieron para determinar la presencia de esta bacteria,

pero a nivel de biovar 2 especificamente.

5.5.1. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la deteccion de la

especie R. solanacearum.

Para establecer el protocolo de diagnéstico a nivel de especie usando la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), se usé como base la investigacion llevada a
cabo por Seal et al.,, (1992). Incorporando a este procedimiento diferentes
concentraciones de reactivos, condiciones y aditivos adicionales a la mezcla de
reaccion, de manera que se pudiera establecer la mejor combinacion de estos de

acuerdo con las capacidades y recursos del laboratorio.
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Se preparé la mezcla de reaccién en un tubo eppendorf de 1,5 ml estéril,
afadiendo los componentes que se detallan en el cuadro 5.3 en el mismo orden
en que se citan. Durante la preparacion de la mezcla, los reactivos y tubos de

reaccion fueron mantenidos sobre hielo.

En cuanto a las variantes que se le hicieron a esta mezcla de reaccion original
propuesta, esta en primer lugar la utilizacion de Cloruro de Magnesio a una
concentracion de 1,5 mM tomando como referencia lo descrito por Roncal et al.,
(1999). Esto ya que el laboratorio no contaba con el buffer especificado que
contuviera este elemento. Ademas se utiliz6 una mezcla de nucleétidos (d-NTP’s)
y no cada uno por separado como se especifica, la concentracion de esta fue de
0,2 mM.

Ademas el volumen de los imprimadores que se agregdé fue diferente ya que la
concentracion de trabajo a la que se encontraban era diferente a la concentracidn

que se reporta originalmente.

Los imprimadores OLI-1 y Y-2 se utilizaron inicialmente como lo muestra el cuadro
5.3, a una concentracion de 1 yM tomando como base lo informado por Seal et
al., (1992). Pero ademas de esta concentracion fueron utilizados a una
concentracion de 0,5 uM, de manera que dos concentraciones diferentes de

imprimadores fueron probadas, para determinar cual resultaba mas efectiva.

Otra variante a la mezcla de reaccion fue la adicion de BSA (Suero de Albumina
Bovina) en cantidades que permitieran obtener en cada reaccién una
concentracion final de 500 ng/ul. Esto con el fin de comparar si la adicién de este

elemento mejoraba en alguna medida la amplificacion.
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Cuadro 5.3 Mezcla de reaccion tomada como base para la deteccién molecular de R.

solanacearum a nivel de especie.

Componente Concentracién Volumen para 1
Final reaccion

Agua destilada 37,5 ul

estéril o ultrapura

Buffer para PCR 10X 1X 5,0 u

MgCl, 25 mM 1,5 mM 3,0 pl

d-NTP’s 10 mM 0.2mM 1,0 ul

Imprimador OLI-1 1,0 uM 0,59 ul

(85 uM)

Imprimador Y-2 1,0 uM 0,67 pl

(75 uM)

Taq Polimerasa 1,0U 0,2 ul

ADN blanco* 20u
Volumen total de 50 pl
reaccion.

Fuente: Seal et al., 1992

*La cantidad de ADN variaba ya que el autor aconseja llevar a cabo la lisis de una solucién de 10°

células por ml, realizar diluciones decimales y tomar de cada diluciéon ese volumen.

Diferentes concentraciones de ADN blanco fueron analizadas. Para las muestras
provenientes de plantas obtenidas con el kit de extraccion y que fueron
cuantificadas. Se probaron concentraciones de 1 ng, 5 ng, 10 ng, 50 ng y 250 ng.

Cada una de las cantidades en un volumen de 2 pl.

68



En cuanto a las extracciones de cultivo puro también se probaron diferentes
concentraciones de ADN entre estas estan: 2.5 ng, 10 ng, 25 ng, 50 ng y 100 ng.
Cabe destacar que para las muestras que al ser cuantificadas mostraban
concentraciones muy bajas o incluso 0; se puso un volumen de 2 ul directamente

de la extraccién y de una dilucion 1:10 a partir de esta extraccion.

En las muestras que siguieron un proceso de lisis incluyendo el material de
referencia, se tomaron 2 ul de cada lisis y se colocaron directamente en la mezcla
de reaccion. También fueron analizadas diluciones decimales (1:10 y 1:100) de

estas lisis para efectos de determinar la mejor.

Otro factor que fue variado en cuanto a la preparacién de la mezcla de reaccion
fue el volumen final de reaccién ya que en primer lugar se us6 un volumen de 50
ul segun lo reportado, pero se experimentd también con un volumen de reaccion
final de 25 ul por lo que en este caso la cantidad de los reactivos disminuyé
proporcionalmente a excepcioén del volumen de ADN blanco que fue mantenido en
2 ul.

Una vez completada la mezcla de reaccién los tubos fueron centrifugados en una
microcentrifuga de bajas revoluciones por un tiempo de 3-5 segundos y fueron

colocados en el termociclador Mastercycler Eppendorf®.
En un inicio se aplicé el perfil térmico descrito por Seal et al., (1992) (cuadro

5.4). Pero al igual que en la mezcla de reaccion otras condiciones fueron

analizadas para determinar la mas 6ptima.
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Cuadro 5.4 Perfil térmico tomado como base para la deteccion molecular de R.

solanacearum a nivel de especie.

Ciclos Paso Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial | 96° C 2 minutos
Desnaturalizacién 94° C 20 segundos
50
Hibridacion del 68°C 20 segundos
imprimador
Extension de la copia 72°C 30 segundos
1 Extension final 72°C 10 minutos
1 Mantenimiento 4°C Indefinido

Fuente: Seal et al., 1992

La primera condicion del perfil térmico que fue analizada fue la temperatura de
hibridacién del imprimador, ya que ademas de los 68 °C reportados se usaron las
temperaturas de 68.5 °C, 69 °C, 69.5°C y 70 °C.

La segunda condicion que fue variada fue el tiempo de extension final para lo cual

se probaron tanto 10 minutos que se reporta como un tiempo de 5 minutos.

5.5.2. Reaccién en Cadena de la Polimerasa para la deteccion del biovar 2 de

R. solanacearum

Para la deteccion del biovar 2 de esta bacteria se usé como referencia la
investigacion realizada por Willianson et al., (2002). Al igual que para el caso de la
deteccion a nivel de especie, se realizaron algunos cambios en las
concentraciones de los reactivos de la mezcla de reaccién y en las condiciones de
amplificacion, para determinar cual era la mejor combinacién de elementos para

una adecuada deteccion.
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A la mezcla de reaccion original propuesta por Willianson et al., (2002) se le
cambiaron dos elementos. En primer lugar se utilizaron imprimadores a una
concentracion de trabajo de 5 uM. Esto se logré por medio de una dilucién de los
imprimadores B2-I-F y B2-II-R que se encontraban a una concentracion de 100 y
81 uM respectivamente. También se usaron los imprimadores a una
concentracion de trabajo de 20 yM. Ademas en las primeras reacciones llevadas
a cabo, se agregaron 2 pl de lisis bacteriana y no 50 ng de ADN, como lo reportan

los autores.

Se preparé la mezcla de reaccion en un tubo eppendorf de 1,5 ml autoclavado,
afadiendo los reactivos que se detallan en el cuadro 5.5 en ese mismo orden.

Durante la preparacién de esta mezcla los tubos fueron mantenidos sobre hielo.

Dos mezclas de reaccion diferentes fueron probadas. En la primera se utilizaron
10 pmoles de cada uno de los imprimadores; esto corresponde a una
concentracion de 0,33 uM, si se toma en cuenta que el volumen final de cada
reaccion fue de 30 pl. En la segunda mezcla de reaccion probada se us6 una

concentracion de imprimadores equivalente a 0,66 uM.
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Cuadro 5.5 Mezcla de reaccion tomada como base para la deteccién molecular de R.

solanacearum a nivel de biovar 2.

Componente Concentracién Volumen para 1
Final reaccion

Agua destilada 17,5 ul

estéril o ultrapura

Buffer para PCR 10X 1X 3,0 ul

MgCl, 25 mM 2,5mM 3,0

d-NTP’s 10 mM 0,25 mM 0,75 ul

Imprimador B2-I-F 0,33 uM 20u

(5 uMm)

Imprimador B2-11-R 0,33 uM 2,0 ul

(5 uM)

Taq Polimerasa 1,0U 0,2 ul

ADN blanco* 25ng/ul 50 ng 2,0 ul
Volumen total de 50 pl
reaccion.

Fuente: Willianson et al, 2002
*La cantidad de ADN varid, y para los casos de lisis bacteriana no se cuantificé la cantidad de

ADN que se agreg6 a cada reaccion.

La ultima de las variables propuesta a la mezcla de reaccion fue el uso del Cloruro
de Magnesio a dos concentraciones diferentes a la propuesta, tanto a 1,5 mM

como a 3,5 mM.
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Cuando se probaron las muestras obtenidas por medio de aislamiento de ADN
con el kit Wizard de Promega®, la cantidad de ADN que se agregd si fue
cuantificada. Diferentes cantidades de ADN fueron probadas entre estas:100 ng,

50 ng, 25 ng y 10ng. Se mantuvieron las cantidades de ADN en un volumen de 2

VIR

La utilizacion de BSA (Suero de Albumina Bovina) como aditivo a una
concentracion final de 500 ng/ul, también fue ensayada. Esto con el fin de evaluar

su impacto en la amplificacién.

Una vez completada la mezcla de reaccién los tubos fueron centrifugados en una
microcentrifuga de bajas revoluciones por un tiempo de 3-5 segundos y fueron
colocados en el termociclador Mastercycler Eppendorf®. El perfil térmico que se
aplico se especifica en el cuadro 5.6. Este perfil es el que reportan Willianson et
al., (2002).

Diferentes perfiles térmicos fueron experimentados, variando Unicamente la
temperatura de hibridacion de los imprimadores. Usando temperaturas de
hibridacién que van desde los 65 °C hasta los 72 °C, y variando en cada caso 1
°C.
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Cuadro 5.6 Perfil térmico tomado como base para la deteccion molecular de R.

solanacearum a nivel de biovar 2.

Ciclos Paso Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial |94° C 5 minutos
Desnaturalizacién 94° C 30 segundos
40
Hibridacion del 70°C 30 segundos
imprimador
Extension de la copia 72°C 1 minuto
1 Extension final 72°C 10 minutos
1 Mantenimiento 4°C Indefinido

Fuente: Willianson et al., 2002

5.6. Electroforesis y visualizacion de las amplificaciones

Para el caso de la deteccion a nivel de especie, las muestras se corrieron en

geles de agarosa al 2% (m/v), preparados con buffer TBE 0,5 X. Se utilizé una

tincién con una solucion de Bromuro de Etidio (10 mg/ml), afiadiendo 2 ul de esta

solucién por cada 50 ml de gel.

Para el montaje de las muestras en los geles se tomaron 10 pl de amplificacion y

se mezclaron con 2 ul de buffer de carga 6X. Ademas se colocé marcador de

peso molecular de 50 bp.

Las condiciones de corrida fueron de 85 V durante 1 hora. En los casos que no se

notd una buena separacién de las bandas media hora adicional de corrida fue

necesaria.
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Para la visualizacion de las bandas, los geles fueron trasladados a un
transiluminador donde fueron tomadas las fotografias por una camara Kodak®
290. Las fotografias fueron analizadas digitalmente usando el software Kodak ®
290 IDE.

Para poder visualizar las amplificaciones de las pruebas para la deteccion del
biovar 2, un tratamiento inicial de precipitacién del ADN fue llevado a cabo. Esto
tomando en cuenta la recomendaciéon de Willianson et al., (2002) los cuales
reportaron que usualmente la cantidad de ADN producido era poca por lo cual una

precipitacion era necesaria.

Al ADN amplificado se le agregaron 2,5 volumenes de etanol absoluto, se dejo
reposar por 5 minutos y luego se centrifugo a 13 000 g por 2 minutos. Terminado
este paso se decanto el alcohol dejando secar el boton al aire y resuspendiéndolo
en 20 pl de agua ultrapura estéril. Todo este volumen se monté en los respectivos

geles.

Cabe destacar que también se siguié un procedimiento que no contempld este
tratamiento de precipitacion. En estos casos se monté todo el volumen de
reaccion (30 ul) mezclado con 5 ul de buffer de carga 6X como primera alternativa
y 15 ul de amplificacién que fueron mezclados con 3 ul de buffer de carga 6X
como segunda alternativa. Como patréon se usd un marcador de peso molecular
de 50 bp

En ambos casos las muestras fueron corridas en geles de agarosa al 2% (m/v)
preparados con buffer TBE 0,5 X. Se utilizd una tincidon con una soluciéon de
Bromuro de Etidio (10 mg/ml), afadiendo 2 pl de esta solucion por cada 50 ml de

gel. Las condiciones de corrida consistieron en 85 V durante 1,5 - 2 horas.
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6. RESULTADOS

6.1. Analisis de los sintomas de las plantas muestreadas.

Fue el primer elemento tomado en cuenta para llevar a cabo un diagndéstico de la
enfermedad producida por la bacteria R. solanacearum. De forma general se
encontré que en Costa Rica existen muchos cultivos que son afectados por esta
bacteria, entre los principales se encuentran el tomate y el banano. Se logro
determinar que las producciones de geranio son afectadas con baja frecuencia en
la actualidad, esto debido a los enormes cuidados que han implementado las

empresas productoras.

Las plantas de geranio muestreadas presentaban sintomas muy similares entre
ellas. Se encontré un amarillamiento del follaje asi como una clorosis limitada a
ciertas zonas de las hojas. Las plantas presentaron ademas una necrosis en
forma de “V” hacia los bordes de la hoja. Luego de cierto tiempo las hojas fueron

cayendo hasta terminar con la muerte de las plantas (figura 6.1).

A . B
Figura 6.1 Sintomas observados en plantas de geranio muestreadas. A. Muestra Ge-03,

se sefala necrosis en forma de “V”. B. Muestra Ge-01, se sefiala clorosis en la hoja.
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En cuanto a los sintomas observados en las plantas de tomate, se puede decir
que se encontraron diferencias entre los muestreos. Las plantas provenientes de
Yas de Cartago presentaron el dano conocido como marchitez de la planta, con
un decaimiento generalizado, llegando en los estados mas avanzados de la
enfermedad a la muerte total. Las hojas presentaban un pequeio amarillamiento,
aunque se encontraron hojas verdes que de la misma forma estaban decaidas o

marchitas.

Las plantas provenientes de la zona de Sarchi exhibian diferentes sintomas
dependiendo de la finca donde fueron colectadas. Las muestras de la finca 1
demostraron dafios muy similares a los encontrados en el Yas de Cartago, con

una marchitez generalizada en todo el follaje de la planta (figura 6.2).

Las muestras de la finca 2 demostraban un amarillamiento de forma mas
acentuada con lesiones aparentemente mas secas y con hojas secas. Ademas la

enfermedad no se expresaba en toda la planta y la marchitez no era tan evidente.

Figura 6.2 Sintomas observados en plantas de tomate muestreadas, Muestra Ts-01, se

observa la marchitez generalizada.
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6.2. Pruebas preliminares para la deteccion de R. solanacearum

6.2.1. Prueba de exudacion del tallo.

En el caso de las plantas de geranio, no se observé ningun tipo de exudacion del
tallo luego de los 15 minutos en los que se coloco el segmento en el agua. Por lo

cual en este caso la prueba resulté ser negativa.

Cuando la prueba se le aplicé a las plantas originarias de Yas de Cartago, se
observé aproximadamente a los 5 minutos de estar el segmento de tallo en agua,
una emanacion de un hilo blanquecino fino que precipitaba. Este fenbmeno se
mantuvo durante los 30 minutos que durd la prueba y se puede observar en la

figura 6.3.

Las muestras de la finca 1 de Sarchi mostraron resultados positivos para esta
prueba mientras que las plantas de la finca 2 de Sarchi mostraron resultados

negativos

B
Figura 6.3 Muestra Ts-01 mostrando un resultado positivo en la prueba de exudacion del

tallo. B. Se sefala el exudado.
En el siguiente cuadro se resumen los resultados que arrojo esta prueba, nétese

que se muestra unicamente una planta por cada uno de los muestreos, segun la

codificacion presente en el cuadro 5.1.
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Cuadro 6.1 Resultados obtenidos en la prueba de exudacion del tallo de las diferentes

muestras analizadas.

Cédigo de muestra Resultado de la prueba

Ge-01 Negativa
Tc-01 Positiva
Ts-01 Positiva
Ts-05 Negativa

Fuente: Datos de Laboratorio

6.2.2. Aislamiento de R. solanacearum en medio de cultivo

Los aislamientos en los medios de cultivo arrojaron resultados muy diversos
dependiendo del hospedero, del método de aislamiento y por ultimo del medio

que fue utilizado para tal propdsito.

Como se puede apreciar en el cuadro 6.2, el aislamiento a partir de las plantas de
geranio en medio YPGA y siguiendo el método de la maceracién, mostrd la
presencia de dos colonias bacterianas claramente distinguibles en cuanto a su
morfologia. La primera presentd un color entre crema y amarillento y con poca
fluidez; no presentd verticilos, de una forma irregular y un borde entero. La
segunda colonia se caracterizd por presentar un color un poco mas claro y con

mayor fluidez; ademas tenia una forma circular con el borde entero (figura 6.4).

Cabe destacar que estos resultados se obtuvieron de la placa correspondiente a
la dilucién 1:1000 de los aislamientos, debido a que se logré comprobar que en
las placas correspondientes a diluciones mas concentradas el crecimiento fue tan
alto, que no se pudo diferenciar entre las colonias presentes. Cada colonia se

purificd en una nueva placa.

Las plantas provenientes del Yas de Cartago se utilizaron para llevar a cabo un
aislamiento en medio YPGA siguiendo el procedimiento de maceraciéon. En la
placa correspondiente a la dilucion 1:1000 se encontré la presencia de una

colonia bacteriana de aspecto lechoso, color crema y forma un poco circular.
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En tanto el aislamiento a partir de las plantas de tomate provenientes de la finca 1
de Sarchi siguiendo dos procedimientos diferentes, arrojé resultados que variaron

entre un método y el otro.

Siguiendo el método de maceracion y en medio de cultivo King B se obtuvo en la
placa de mayor dilucion, el crecimiento de dos colonias diferentes. Como lo
muestra el cuadro 6.2 ambas presentaron morfologia similar, con colonias entre
circulares e irregulares y un poco fluidas. Estas se diferenciaban Unicamente por
su color mostrando unas un color amarillo y las otras un color crema. Se llevé a

cabo una purificacion de las colonias.

Por otro lado siguiendo el método del exudado y en medio de cultivo King B fue
necesaria la purificacién de las colonias presentes en las placas, para su mejor
analisis. Se lograron aislar en cultivo puro dos tipos de colonias diferentes. La
primer colonia presentd color blanco, forma circular y una estructura interna
translucida. Mientras tanto la otra colonia presentd color crema, aspecto un poco
lechoso y forma circular. Para analizarlas mejor se purificaron estas colonias tanto

en medio King B como en medio TZC (figura 6.4).
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Figura 6.4  Aislamientos bacterianos obtenidos a partir de diferentes muestras
analizadas. A. Cultivo de geranio por el método de maceracion dilucién 1:1000 en medio
YPGA. B y C. Cultivo de tomate finca 1 de Sarchi por el método de exudado, purificacion
en medio TZC y King B respectivamente. D y E. Control positivo en medio de cultivo TZC

y King B respectivamente.

Como se observa en el cuadro 6.2, en el medio King B las colonias mantuvieron
su morfologia mientras que en el medio TZC; la primera colonia casi no creci6
presentando solamente unos pequefos puntos rojos. La segunda colonia crecio
en mayor cantidad presentando colonias color entre blanco y crema de aspecto
lechoso, fluido y con puntos entre rojo y rosado en el centro de las colonias

bacterianas.

En este apartado hay que hacer mencion de las caracteristicas mostradas por la
cepa ICMP #8049 la cual se us6 como control positivo en estas pruebas. El
cuadro 6.2 resume estas caracteristicas, en el medio de cultivo King B las
colonias de esta cepa presentaron una forma circular de color entre crema vy
nacarado con borde entero y aspecto lechoso. Mientras tanto en medio TZC las
colonias de esta resultaron circulares de color blanco con puntos de color rojo
sangre en el centro; en una purificacion posterior el color rojo sangre se hizo mas
claro llegando a ser entre rojo y rosado (figura 6.4). Las plantas provenientes de la

finca 2 de Sarchi no se usaron para llevar a cabo aislamiento en medio de cultivo.
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Cuadro 6.2 Resultados obtenidos en los diferentes aislamientos de bacterias presentes

en las muestras analizadas

: Método . : e
Origen _ : Medio Colonias Descripcién
Hospedero aislamiento y : : ,_ :
muestra e Cultivo aisladas morfologica colonia
purificacion
) Color crema forma
Agua Maceracion, )
_ _ o _ irregular, borde entero
Caliente, Geranio dilucién y extension | YPGA 2
Cartago en placa Color blanco forma
circular borde entero
Maceracion,
Yas, o ] Aspecto lechoso,
Tomate dilucion y extension | YPGA 1 )
Cartago color crema y circular
en placa
. Color Amairillo,
Maceracion, ) ]
o ) irregular fluida
dilucién y rayado en | King B 2
Color crema, irregular,
placa
) fluida
Finca 1,
] Tomate Color crema, lechosa,
Sarchi King B 1
Exudado, extension fluida y circular
y purificacion por Circular, color crema
rayado TZC 1 con puntos rosados
en el centro
Circular color crema-
N ) nacarado, aspecto
Control Resuspension de | King B 1 )
- . lechoso, fluida con
positivo, cepa extension en
Papa o borde entero
ICMP placa y purificacion
Blanca, con puntos
#8049 por rayado
TZC 1 rojo sangre en el
centro

Fuente: Datos de Laboratorio
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6.2.3. Montaje al microscopio y tincion de bacterias aisladas

Se encontré una relacién entre la morfologia de colonia en la placa y las
caracteristicas que presenté la bacteria al microscopio. Esto aunque algunas
diferencias a nivel macroscopico fueron muy dificiles de detectar y ciertas colonias
con aspecto similar contenian bacterias que a nivel microscépico eran muy

diferentes sobre todo en el tamano.

En el cuadro 6.3 se resumen los datos obtenidos en los montajes al microscopio
tefidos con safranina. Se referencian las colonias del cuadro 6.2 en ese mismo
orden omitiendo las colonias de las placas con medio TZC las cuales no se

observaron al microscopio.

Todas las bacterias se tifieron de rojo con safranina. La tincion con negro Sudan
no dio los resultados esperados y el montaje sin colorante y solo con agua sirvio

para determinar la motilidad del microorganismo, pero no brindé mayores detalles.

Aunque las pruebas de aislamiento y montaje al microscopio no arrojaron datos
claros y determinantes, se establecié que solo tres colonias de todas las aisladas
concordaron con las caracteristicas tanto a nivel macroscopico como

microscopico que mostro el control positivo.

De estas 3 colonias una fue aislada a partir de plantas de tomate del Yas de
Cartago por el método de maceracion; y las restantes 2 fueron aisladas de plantas
de tomate de la finca 1 de Sarchi, una de ellas con el método de maceracion y la
otra con el método de exudado. Demostrando ademas que los aislamientos de

plantas de geranio no concuerdan con el control positivo.
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Cuadro 6.3 Descripcidn microscopica de colonias presentes en los aislamientos de

bacterias presentes en las muestras analizadas

Origen del

Aislamiento

Agua Caliente,

Cartago

Descripcion colonia
(VLI

Color crema forma

irregular, borde entero

Descripcion microscépica

Bacilo, de tamafio mediano

relativamente y con movilidad

Color blanco forma

circular borde entero

Bacilo, de tamafio mediano

relativamente y con movilidad

Yas, Cartago

Aspecto lechoso, color

crema y circular

Bacilo, muy pequefio

relativamente y con movilidad

Finca 1, Sarchi

Color Amairrillo,

irregular fluida

Bacilo grande y grueso

relativamente con movilidad

Color crema, irregular,
fluida

Bacilo, muy pequefio

relativamente y con movilidad

Color crema, lechosa,

fluida y circular

Bacilo, muy pequefio

relativamente y con movilidad

Control positivo,
ICMP #8049

Circular color crema-
nacarado, aspecto
lechoso, fluida con

borde entero

Bacilo, muy pequefio
relativamente casi como coco y

con movilidad

Fuente: Datos de Laboratorio

Como se aprecia en el cuadro 6.3 se determind la presencia de 3 bacterias

diferentes basado principalmente en el tamafo. En la figura 6.5 se puede

observar la diferencia entre estos 3 tamanos de bacterias observados.
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Figura 6.5 Bacterias observadas en los montajes al microscopio. A. Bacilos medianos.

B. Bacilos pequefos. C. Bacilos mas grandes y gruesos. D. Control positivo, nétese la

concordancia con B.

6.2.4. Prueba répida con el kit Agdia® ACL® - Rs inmunostrip para la

deteccion de R. solanacearum

Los resultados alcanzados con esta prueba cuando se efectué en plantas se
denotan en el cuadro 6.4. Nétese que de los cuatro muestreos solamente en dos
casos las plantas brindaron resultados positivos para esta prueba, en el muestreo

en el Yas de Cartago y en la finca 1 de Sarchi.
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Cuadro 6.4 Resultados obtenidos en la prueba con el kit Agdia® ACL® - Rs inmunostrip

con las diferentes muestras analizadas.

Cdédigo de muestra Resultado de la prueba

Ge-01 Negativa
Tc-01 Positiva
Ts-01 Positiva
Ts-05 Negativa

Fuente: Datos de Laboratorio

Como se puede observar en el cuadro 6.4, los resultados de esta prueba

concuerdan con los del cuadro 6.1. Por otro lado cuando la prueba se efectuo con

colonias bacterianas aisladas de las diferentes plantas se obtuvieron de la misma

forma resultados que concuerdan con las pruebas de aislamiento y montaje al

microscopio. De manera que exclusivamente las colonias que concordaron con el

control positivo en el aislamiento y en el montaje al microscopio arrojaron

resultados positivos en esta prueba (figura 6.6)

Figura 6.6

Agdin
T Agdie
A ¥ Radla

| 1

Banda de control

Resultado muestra

i
'

Resultado de prueba con el kit Agdia® ACL® - Rs inmunostrip con las

diferentes muestras analizadas. A. Ge-01, negativa. B. Tc-01, positiva. C. Ts-01, positiva.

D. Ts-05, negativa.
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6.3. Aislamiento y cuantificacion de ADN de las muestras analizadas

6.3.1. Aislamiento de ADN de tejido vegetal

Las extracciones de ADN de plantas con el kit Wizard de Promega® arrojaron
datos muy variables en cuanto a la concentracién pureza de ADN que se logré

obtener.

Sin embargo, el ADN obtenido no presentd problemas en las diferentes
amplificaciones cuando se usé a una concentracion adecuada incluso las

extracciones que mostraron una cantidad de 0 ng/ul pudieron ser amplificadas.

Se demostré que los cambios aplicados al protocolo mejoraron la cantidad de
ADN obtenida. Los datos completos de las extracciones obtenidas se pueden

observar en el anexo 10.

6.3.2. Extraccion de ADN de cultivo bacteriano

Con las extracciones de ADN a partir de cultivo bacteriano utilizando el kit Wizard
de Promega® se consiguieron cantidades de concentracion y pureza muy
variables de una extraccién a otra. Los datos de forma completa se detallan en el

anexo 10.

Mientras tanto las extracciones por medio de lisis bacteriana resultaron ser
mejores en cuanto a tiempo y a facilidad. Esto porque en tan solo 5 minutos de
lisis fue posible obtener ADN amplificable. Sin embargo, por medio de lisis no se
pudo establecer la cantidad exacta de ADN que se puso a reaccionar, esto

dependio de la cantidad de colonias que se tomé para la lisis.
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6.3.3. Extraccion de ADN bacteriano a partir del exudado del tallo

No se encontré diferencia entre la amplificacion de ADN obtenido por extraccion y

la amplificacién de ADN obtenido de la lisis del exudado bacteriano.

6.4. Diagndéstico Molecular de R. solanacearum

6.4.1. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la detecciéon de la

especie R. solanacearum

Los imprimadores OLI-1 y Y2, demostraron ser adecuados para la deteccion
molecular de la especie R. solanacearum, esto se comprobd mediante la
amplificacion de los controles positivos facilitados por el Centro Internacional de la
Papa (CIP) (cuadro 5.2). Para todos los controles se produjo la banda esperada

de 288 bp, aunque representaran biovares diferentes (figura 6.7).

288 bp

Figura 6.7 Amplificaciéon de ADN con imprimadores OLI-1 y Y-2 para los controles
positivos de R. solanacearum suministrados por el CIP. Carril 1. Marcador de peso 50 bp.
2. CIP#6. 3. CIP# 66. 4. CIP# 88. 5. CIP# 90. 6. CIP#95. 7 y 8. Controles negativos
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En cuanto a la estandarizacion y optimizacion de la reaccion, hay que decir que la
disminucion del volumen de reaccion de 50 ul hasta 25 ul no produjo diferencia en

cuanto a la amplificacion.

La reduccién en la concentracién de los imprimadores de 1 yM a 0,5 yM no
presentd efecto negativo sobre la amplificacion de la banda de 288 bp, pero si
ocasiond la reduccion en la aparicion de bandas inespecificas de bajo peso

molecular (figura 6.8)

1 234 56 782910 1. 234-5678 910
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Figura 6.8 Amplificacion de ADN con imprimadores OLI-1 y Y-2, mostrando diferentes
concentraciones de imprimadores. A. Concentracion de 1 yM. B. Concentracién de 0,5
MM. Los carriles corresponden a las mismas muestras. Carril 1. control positivo CIP# 88.
2-4. Plantas Ts-01, Ts-03, Ts-04. 5. Marcador de peso 50 bp. 6-7. Lisis bacteriana en
NaOH, aislamiento finca 1 Sarchi por maceracion. 8-9. Lisis bacteriana en agua,

aislamiento finca 1 Sarchi por maceraciéon. 10. Control negativo.

Se logré establecer que la adicién de BSA a la reaccion produce efectos positivos,
ya que muestras, sobre todo de las plantas que no mostraron amplificacion sin
este elemento, manifestaron la banda de 288 bp luego de agregar dicha proteina

a la mezcla de reaccion.

Ademas se determind que altas concentraciones de ADN en la reaccion inhiben
sensiblemente la amplificacion, estableciéndose que la cantidad idonea de ADN
va desde 10 ng hasta 50 ng. Esto fue valido tanto para los casos de las

extracciones de planta como las de cultivo bacteriano.
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Las lisis bacterianas tanto de cultivo como de exudado demostraron ser un
método eficiente para obtener ADN amplificable. No obstante un exceso en la

cantidad de cultivo que se lisa puede producir inhibicion de la amplificacion.

Por otro lado se determiné que un leve aumento de temperatura permite la
eliminacion de las amplificaciones inespecificas de bajo peso molecular, este
hecho se puede observar en la figura 6.9 donde los controles positivos 1A'y 1B
mostraron diferencia manifestando a 69 °C la desaparicion de las bandas
inespecificas de bajo peso. Por otro lado este efecto también se observé en

muestras negativas, siendo notaria la diferencia entre 10A y 10B.

1--ZW3-4.5.657°8 910
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Figura 6.9 Amplificacion de ADN con imprimadores OLI-1 y Y-2, mostrando diferentes
temperaturas de hibridacién de los imprimadores. A. 68 °C. B. 69 °C. Carril 1A.
Control positivo CIP#88; 2A. Planta Ts-01; 3A-5A. Diluciones de ADN lisis bacteriana en
agua, aislamiento Yas de Cartago por maceracion; 6A. Marcador de peso 50 bp; 7A-9A.
Diluciones de ADN lisis bacteriana en agua, aislamiento finca 1 Sarchi por maceracion;
10A. Control negativo; 1B. Control positivo CIP#88; 2B y 7B. Aislamientos Yas de
Cartago por maceracion; 3B, 4B y 5B. Plantas Ts-01, Ts-03, Ts-04 respectivamente; 5B.
Marcador de peso 50 bp; 7B y 9B. Aislamientos finca 1 Sarchi por maceracion; 10B.
Control negativo.
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Con respecto al diagndstico y deteccion de la bacteria en las muestras analizadas
los resultados se resumen en el cuadro 6.5. Las muestras de la finca 2 de Sarchi
no fueron analizadas por PCR debido a los resultados negativos mostrados por
estas en todas las pruebas preliminares. Las de geranio aunque también
resultaron negativas anteriormente se analizaron por PCR para tener un
parametro de medicion en esta especie. Se muestra en el cuadro 6.5 una planta
por muestreo, ya que se demostré que entre las plantas de cada muestreo no

existié ninguna diferencia.

Cuadro 6.5 Resultados obtenidos en la prueba de PCR para el diagndstico de R.

solanacearum a nivel de especie

Muestra Resultado de la prueba

Planta Ge-01 Negativa
Planta Tc-01 Positiva
Planta Ts-01 Positiva

Aislamiento Yas Cartago por Negativa
maceracion

Aislamiento finca 1 Sarchi por Positiva®
maceracion

Aislamiento finca 1 Sarchi por Positiva

exudado
Lisis de exudado planta Ts-01 Positiva

Fuente: Datos de Laboratorio
*Nota: los resultados de esta muestra no fueron consistentes, sélo en pocas ocasiones
mostré amplificacion y en estos casos fue débil.

Fuente: Datos de Laboratorio

Para finalizar se determin6 que la disminucién del tiempo de extension final a 5
minutos disminuye la intensidad de las bandas en los controles positivos y por

ende afecta la amplificacién.
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Se defini6 como mezcla de reaccidon mas adecuada la que contempla un volumen
de 25 pl de reaccion. Ademas una concentracion de imprimadores de 0,5 yM
cada uno y la adicién de 0,62 ul de BSA por reaccion. Se definié que la cantidad
de ADN debe estar entre 10-50 ng y la concentracién de los demas elementos se
mantienen. En cuanto al perfil térmico, el unico cambio fue el ascenso a 69 °C de
la temperatura de hibridacion. Estas condiciones se aplicaron en la amplificacion

mostrada en la figura 6.10.

1 .2 3-8 .6 7§

Figura 6.10 Amplificacion con imprimadores OLI-1 y Y-2, utilizando la mezcla de
reaccion y el perfil térmico final para la deteccidén a nivel de especie. Carril 1. Control
positivo CIP#88; 2 y 3. Planta Ts-01, 10 ng y 50 ng respectivamente; 4. Lisis de exudado
bacteriano planta Ts-01; 5. Lisis de aislamiento finca 1 Sarchi por el método de exudado;

6 y 7. Controles negativos; 8, Marcador de peso 50 bp

6.4.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa para la deteccién del biovar 2 de
R. solanacearum

Se demostré que los imprimadores B2-1-F y B2-1I-R son efectivos para detectar la
presencia del biovar 2 entre muestras de varios biovares, ya que bajo las mismas
condiciones, solo las muestras que presentaban el biovar 2 mostraron la banda

esperada de 68 bp (figura 6.11).
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En cuanto a la concentracion de los imprimadores se logro establecer que a una
concentracion de 0,66 uM la amplificacion de los controles positivos mejord
considerablemente, sin embargo junto con este efecto aparecieron
amplificaciones inespecificas de bajo peso molecular, cuya migracion fue muy
similar a la banda esperada de 68 bp por lo que produjo confusiéon en la

interpretacion.

68bp —>

Figura 6.11 Amplificaciéon con imprimadores B2-I-F y B2-1I-R para los controles positivos
de R. solanacearum suministrados por el CIP. Carril 1. Marcador de peso 50 bp; 2. CIP#
6; 3. CIP#66; 4. CIP#88; 5. CIP#90; 6. CIP#95; 7. Control negativo.

Estas bandas inespecificas de bajo peso molecular también se pudieron observar
en algunas amplificaciones cuando se usaron los imprimadores a 0,33 uM, pero

con menor frecuencia.

La adicion de BSA trajo consigo un efecto negativo sobre la amplificacion
inhibiendo completamente la reaccion, lo que se demostré por la ausencia de

amplificacion en los controles positivos.

En cuanto a la cantidad de ADN ideal para la reaccidén, se establecié que las
cantidades probadas no muestran ninguna diferencia mas que en la intensidad de
la banda que se produce. Lo cual se pudo demostrar al llevar a cabo diferentes
diluciones de la extraccion de ADN del cultivo bacteriano correspondiente al
control positivo ICMP# 8049 (figura 6.12).
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Otro aspecto que se evalué fue la temperatura de hibridacion de los
imprimadores. Se obtuvo de forma general que cuando se aumenta la
temperatura de hibridaciéon disminuye la presencia de amplificaciones
inespecificas de bajo peso molecular (figura 6.13). Este aspecto también se ve
afectado por otras condiciones como concentracion de reactivos en la mezcla de
reaccion. Por tanto el aumento de la temperatura de hibridacion funciona siempre

y cuando se mantengan intactas las demas condiciones.

Figura 6.12 Amplificacion de ADN con imprimadores B2-I-F y B2-lI-R mostrando
diferentes concentraciones de ADN blanco de la muestra ICMP#8049. Carril 1. Marcador
de peso 50 bp; 2. Control positivo CIP#88; 3 y 8. Controles negativos; 4, 5, 6 y 7. Control
positivo ICMP# 8049: 100 ng, 50ng, 25ng y 10 ng respectivamente.

Se establecié que la mejor concentracién de Cloruro de Magnesio es de 3,5 mM
ya que la concentracion de 2,5 mM promueven la aparicion de amplificaciones
inespecificas de bajo peso molecular y la concentracion de 1,5 mM provocan que

no se dé la amplificacion (figura 6.14).

En el analisis de las muestras de plantas de tomate de Yas de Cartago y las de la
finca 1 de Sarchi; aislamiento de finca 1 de Sarchi por el método de exudado y la
lisis del exudado propiamente de planta Ts-01. Ninguna de ellas concord6 con los
controles positivos, mostrando la banda esperada de 68 bp, lo cual demuestra

que no pertenecen al biovar 2. Vale sefalar que soélo se analizaron las muestras.
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Figura 6.13 Amplificacion de ADN con imprimadores B2-I-F y B2-lI-R mostrando

diferentes temperaturas de hibridacién de los imprimadores. A. 68 °C. B. 70 °C. En ambos
casos las mezclas de reaccidén son idénticas y las muestras son las mismas. Carril 1.
Marcador de peso 50 bp; 2 y 3. Controles positivos CIP# 88 y 95 respectivamente; 4 y 5.
Controles negativos CIP# 6 y 66 respectivamente; 6. Planta Ts-01; 7. Control negativo de

reaccion.

Figura 6.14 Amplificacion de ADN con imprimadores B2-I-F y B2-lI-R mostrando
diferentes concentraciones de Cloruro de Magnesio. Carril 1 y 2. Controles positivos CIP#
88 y 95 respectivamente; 3 y 4. Controles negativos CIP# 6 y 66 respectivamente; 5.
Control positivo ICMP# 8049; 6. Control negativo de reaccion (todas las anteriores con
una concentracion de Cloruro de Magnesio de 1,5 mM); 7. Marcador de peso 50 bp;
Carriles 8-13 muestras en el mismo orden que de 1-6 pero con una concentracion de

Cloruro de Magnesio de 3,5 mM.
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7. DISCUSION

7.1. Anélisis de los sintomas de las plantas muestreadas

Los datos arrojados al examinar las plantas de geranio muestreadas nos
indicarian en principio la presencia de la enfermedad “marchitez bacteriana del
Sur”. En esta enfermedad la bacteria R. solanacearum se encarga de provocar un
fuerte dafno a toda la planta. La infeccion en la planta puede darse tipicamente
empezando a través de las raices, dafnando zonas radicales y procesos como el
crecimiento de raices secundarias. Una vez dentro de la planta, la bacteria se
multiplica y se mueve por el tejido vascular en un proceso que se acelera con
altas temperaturas, la colonizacion depende de la parte de la planta que este
siendo colonizada. El siguiente paso es la colonizacion del xilema, donde la
bacteria se adhiere a las paredes de los vasos o invade el lumen. Estando aqui se
adhiere por medio de una atraccion polar a la superficie de las células y
seguidamente llega a localizarse en sus sitios preferidos del mesdéfilo. Aqui se
encarga de bloquear los vasos lo cual se convierte en la principal causa de la
marchitez (CABI, 2003).

Segun Kim y Olson (2003), el principal sintoma de esta enfermedad es la
marchitez, sin embargo puede venir acompanado de efectos secundarios como el
amarillamiento general en las hojas y una necrosis en forma de “V”. De manera
que segun lo mostrado por las plantas muestreadas se podria decir que existe la
posibilidad de que estén afectadas por la bacteria, mas esto no es seguro debido
principalmente a que en ninguna de las plantas se observd la marchitez que

provoca en la hoja de geranio una forma de sombirilla.

A esta discusion se suma el hecho de que esta enfermedad tiende a confundirse
con otras enfermedades que de la misma forma atacan al geranio. Por ejemplo, la
infeccion con Xanthomonas provoca marchitez y el efecto de sombrilla en las
hojas, sin embargo la bacteria produce unas pequefas manchas en las hojas
cosa que no la produce R. solanacearum (Whipker, 2003).
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Ademas la infeccion por Botrytis en geranio generalmente produce en las hojas
una necrosis en forma de “V” similar a la producida por Ralstonia diferenciandose
unicamente por la presencia de esporas. También hay que destacar que las
plantas de geranio son sumamente sensibles al estrés hidrico, por lo que, bajo un
régimen de deficiencia de agua estas plantas suelen mostrar sintomas de

marchitez y amarillamiento de las hojas (Whipker, 2003).

Con todo lo discutido queda claro que el diagnéstico de esta enfermedad no se
puede llevar a cabo simplemente analizando sus sintomas, es necesario por tanto
llevar a cabo las demas pruebas y en base a los resultados se puede dar el

resultado de forma global y mas precisa (Directiva del consejo UE, 1998).

Las plantas de tomate muestreadas indican que también en esta especie se
podrian presentar problemas de diagnostico a nivel de sintomas. Las muestras
tomadas del Yas de Cartago y de la finca 1 de Sarchi mostraron sintomas muy
parecidos con una marchitez generalizada en toda la planta que se da en un
tiempo muy corto y que hace que la mayoria de sus hojas decaigan de un

momento a otro manteniendo su coloraciéon verde.

Gabor y Wiebe (1997) afirman que los sintomas de una tipica infeccion por R.
solanacearum en tomate empiezan con la caida de las hojas basales seguido de
la marchitez total de la planta. Ademas estos autores indican que el

amarillamiento foliar no esta relacionado con esta enfermedad.

De manera que las plantas muestreadas en la finca 2 de Sarchi, no cumplirian
con los sintomas descritos para esta bacteria, ya que segun los resultados las
plantas de esa finca mostraron un amarillamiento muy localizado, con presencia
de lesiones secas y con una marchitez en general muy débil. Sin embargo estos
aspectos no son suficientes para asegurar el diagnostico y mas bien es obligatorio

realizar las otras pruebas para descartarlo totalmente (Jones et al., 1991).
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7.2. Pruebas preliminares para la deteccion de R. solanacearum

7.2.1. Prueba de exudacion del tallo

La prueba de exudaciéon del tallo, aunque resultdé ser una de las mas sencillas,
mostroé que sus resultados son determinantes en el diagndstico de la enfermedad

y causada por la bacteria R. solanacearum.

Segun la Directiva del consejo UE (1998) en su diario oficial, este fendmeno no se
produce con ninguna otra bacteria que cause infecciones vasculares en las

plantas de papa o tomate.

Lo que ocurre en esta prueba es que al cortar el tallo en su parte basal y hacer
otro corte un poco mas arriba, el segmento de tallo pierde todo tipo de equilibrio
hidrico por lo que por un efecto mas de osmosis el agua sube dentro del
segmento a través de los haces vasculares y las bacterias que se concentran mas
en esa zona al presentar mayor densidad tienden a bajar. Esto no se da con otras
bacterias porque su ubicacién dentro de la planta y de los tejidos es diferente
(Elphistone et al., 1996).

De forma general este es un método que descarta de forma categoérica la
presencia de un hongo, debido a que estos nunca produciran el efecto de hilar la
sustancia lechosa en agua, aun cuando se ubiquen en el sistema vascular. Sin
embargo una relacion directa entre los sintomas y ésta prueba debe ser
establecida, y si es posible llevar a cabo el resto de pruebas confirmatorias para

descartar cualquier error (Jones et al., 1991).
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La experiencia en un laboratorio de diagnostico como el del Ministerio de
Agricultura y Ganaderia de Costa Rica, indica que esta prueba lleva en gran
medida el peso del resultado. En este tipo de laboratorios obligados a brindar un
resultado en forma rapida y precisa se ha establecido que R. solanacearum es la
unica que produce este efecto por lo menos entre las bacterias fitopatdgenas que

son analizadas en este laboratorio

De esta forma se puede decir de forma previa, antes de entrar en las pruebas
confirmatorias sobre todo la de PCR que es la que interesa en el presente trabajo
se diria que unicamente las plantas de tomate del Yas de Cartago y de la finca 1

de Sarchi presentan la bacteria R. solanacearum.

7.2.2. Aislamiento de R. solanacearum en medio de cultivo

Los medios de cultivo son sustratos artificialmente creados para poder mantener
un determinado microorganismo en condiciones axénicas en un laboratorio para

mayor facilidad de manejo y estudio (Madigan et al., 1999).

Debido a los requerimientos nutricionales de cada uno de los organismos
patdgenos, algunos de los medios de cultivo y técnicas utilizadas para su
diagndstico pueden servir para varios de ellos, pero otros han sido desarrollados
para ser utilizados unicamente con una especie de patégeno, e incluso con una
sola variante o raza de la misma, es asi como reciben la denominacién de medios

selectivos o especificos (Engelbrecht, 1994).

" VILLALOBOS, J. 2005. Diagnéstico de R. solanacearum. (Comunicacién personal)
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De manera general un medio de cultivo debe contener los elementos basicos que
le permitan a cualquier microorganismo su sobrevivencia. Entre estos elementos
podemos citar los macronutrientes como el carbono, fésforo, azufre, potasio,
magnesio, sodio y hierro. También debe proporcionar micronutrientes como el
manganeso o el zinc. Un medio de cultivo que contenga los elementos minimos
sera un medio de cultivo general y permitira el crecimiento de la mayoria de los

microorganismos (Madigan et al., 1999).

La selectividad de un medio de cultivo empieza a la hora de analizar el
metabolismo propio de cada grupo de microorganismo. Esto puede conducir a
tener que quitar ciertos elementos o en otros casos agregar otros. El principal
mecanismo para crear un medio de cultivo selectivo es por medio de la adicién de
antibiéticos que inhiben el crecimiento de muchos microorganismo excepto el que

nos interesa (Engelbrecht, 1994).

Los medios YPGA y King B, usados en el presente trabajo para el aislamiento de
la bacteria R. solanacearum tienen la desventaja de permitir el crecimiento de una
amplia gama de bacterias. Por lo que es normal que aparezcan bacterias que no

corresponden a la bacteria que interesa (Directiva del consejo UE, 1998).

En estos casos es de suma importancia regular condiciones como la temperatura
y el pH que en dado caso podrian aumentar la selectividad del medio. De todas
formas, cuando aun sigan creciendo bacterias que no son las que interesa es
determinante analizar detalladamente las caracteristicas de la colonia, pues una
clara distinciéon de la colonia permite su posterior purificacion (Madigan et al.,
1999).

Un elemento que podria causar un aumento en la aparicion de bacterias no

deseadas en el medio de cultivo, es el método que se use para su aislamiento.
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El material que se usa para el aislamiento por lo general viene del campo, donde
esta expuesto a toda clase de microorganismos. Cuando la planta es trasladada
al laboratorio estos microorganismos sobre todo saprofitos se encuentran en la

planta y posiblemente sean inoculados en la placa.

El primer método que se utilizé para el aislamiento de la bacteria fue a base de la
maceracion de tejido afectado seguido por la dilucidn y la extension en placa. En
este sentido es muy importante el paso en el que se lava el material con
abundante agua y jabdn, aqui se elimina la materia organica que es de esperar

que esté cargada de microorganismos (Stead, 1992a).

Luego es muy importante que los segmentos que se cortan no contengan dafos
muy avanzados ya que es probable que la presencia de saprofitos sea mayor.
Ademas los lavados con cloro y agua juegan la funcion de eliminar los pocos

saprofitos que quedaran en la superficie del materia.

La intencién al macerar el material es que las bacterias que en teoria se
encuentran dentro del tejido sean liberados al medio y al llevar a cabo diluciones
seriadas se pretende obtener colonias aisladas que permitan su analisis y su

posterior purificacion.

En el segundo método de aislamiento usando el exudado bacteriano es de vital
importancia en primer lugar lavar el material que se vaya a usar, esto reduciria la
cantidad de saprofitos. También hay que cuidar que el agua sea lo mas limpia
posible y que la prueba se lleve a cabo bajo las condiciones de mayor asepsia
posible (Stead, 1992a).

En ambos métodos una de las fases mas criticas es cuando se inocula en la
placa. Se recomienda que esta fase sea realizada en un camara de flujo laminar,
ya que de otra forma la simple exposicion de la placa al aire provoca que muchos

organismos no deseados aparezcan en la placa.
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Comparando los medios de cultivo YPGA y King B se puede decir que ambos
pueden cumplir con la funcién de aislar la bacteria, pero asi mismo ambos medios

de cultivo permiten el crecimiento de otros microorganismos sobre todo bacterias.

Comparando los métodos de aislamiento se puede afirmar que la probabilidad de
aislar la bacteria usando el método de exudado es mucho mayor que cuando se
usa el método de maceracién. Esto tomando en cuenta que si se toma el exudado
existe una prueba visual de que la bacteria estd presente y en una buena
concentracion, mientras que por el otro método depende de la concentracién que
presente la bacteria en la hoja. En cuanto a la presencia de saprofitos, usando
adecuadamente la técnica del exudado se pueden eliminar estos
microorganismos ya que no se da la inoculacidon del material vegetal en la placa
(Engelbrecht, 1994).

En este sentido la identificacion de la bacteria es un poco complicada. Sin
embargo, una comparacion entre las posibles colonias del patégeno versus las
colonias que presenta un control positivo ayuda a desechar algunas colonias que
difieren de esas caracteristicas y permite que colonias que comparten ciertas
caracteristicas sean evaluadas por otras pruebas para confirmar si se trata o no

de la bacteria que interesa.

El otro medio de cultivo (TZC) usado para purificaciones brinda una idea mas
precisa en la identificacion del patégeno. Esto porque la adicion de Cloruro de
Trifenil Tetrazolio (TZC) a este medio hace posible que al ser metabolizado por la
bacteria se produzca formazan, una sustancia de color rojiza que se distingue
claramente en el medio de cultivo. No todas las bacterias tienen la capacidad de
metabolizar el TZC, por lo cual las colonias son claramente distinguibles
(Engelbrecht, 1994).
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La observacion de las colonias aisladas vino a reforzar lo comprobado hasta el
momento en los demas medios de cultivo y en las pruebas anteriores, ya que
fueron las mismas colonias que anteriormente concordaron con el control positivo

en este medio.

Un aspecto importante del medio TZC es que brinda una idea de la patogenicidad
de la bacteria, cosa que no es posible en los demas medios de cultivo. Esta
bacteria tiende a perder muy rapido la patogenicidad cuando se encuentra en
medio de cultivo y es por esto que poder monitorearlo visualmente es de suma
importancia. Se reporta que conforme la bacteria muestra colores mas claros que
se acercan al rosado es porque estan perdiendo su capacidad patogénica (Stead,
1992a).

Entonces segun los resultados obtenidos, solamente el control positivo
conservaria la patogenicidad, mientras que el resto de cultivos aislados casi no
podrian sobrevivir en un sustrato natural. Esto se explica principalmente por el
hecho de que los primeros aislamientos estaban muy contaminados y fue
necesario llevar a cabo varias purificaciones, lo que significé un subcultivo y cada

uno de estos fue disminuyendo esa capacidad invasiva.

7.2.3. Montaje al microscopio y tincion de bacterias aisladas

El grupo taxonoémico al que pertenece la bacteria R. solanacearum se caracteriza
por ser un grupo de bacilos rectos o ligeramente curvados con flagelacién polar.
Ademas son Gram negativos quimioorganotréficos aerdbicos que no muestran

nunca metabolismo fermentativo (CABI, 2003).

Existen ciertos elementos que permiten distinguir esta bacteria en un microscopio.
En primer lugar hay que observar la forma, R. solanacearum es un bacilo; luego
hay que tomar en cuenta que esta bacteria posee varios flagelos, estos flagelos le

dan la capacidad de movimiento (Jones et al., 1991).
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Otros elemento es la tincion, esta bacteria es Gram negativa o sea, tiene una
pared celular bastante compleja compuesta por la membrana plasmatica, un
espacio periplasmico, una pequefa capa de peptidoglicano y una capa externa de
lipopolisacarido. Al tener una pequefia capa de peptidoglicano esto no evita que el
decolorante de la tincion gram entre y disuelva los cristales que forma el cristal

violeta. Al agregar la safranina la bacteria se tifie de rojo (Madigan et al., 1999).

De manera que una forma de abreviar el proceso es agregando unicamente
safranina, aunque se sabe que las bacterias gram positivas también se verian
rojas. Pero para efectos de poder observarlas al microscopio la utilizacion del
colorante es valida para provocar el contraste. El otro elemento importante en la
identificacion de la bacteria es la observacién de los granulos de Acido Poli-B-
Hidroxibutirico (PHB). Estos granulos son inclusiones de un compuesto lipidico
que consta de unidades de acido hidroxibutirico. Los mondmeros de este acido se
unen por enlaces ester formando un largo polimero (Directiva del consejo UE,
1998).

Las inclusiones de PHB pueden ser observadas al microscopio por medio de dos
colorantes: el Negro Sudan y el Azul de Nilo. Estos dos colorantes tifien
especificamente estas inclusiones, en el caso del Azul de Nilo se veran color
naranja fluorescente brillante en un microscopio de fluorescencia y en el caso del
Negro Sudan se veran de color negro azulado en un microscopio 6ptico (Madigan
et al., 1999).

De manera que aunque existan varios elementos caracteristicos de Ralstonia la
simple observacion al microscopio no es un método que brinde de forma concreta
un diagndstico. Mas aun lo mejor que se puede hacer es llevar a cabo un montaje
de un control positivo del cual se tenga certeza su identidad. A la hora de analizar
las muestras o aislamientos bastara con comparar entre el control y la muestra
bajo las mismas condiciones y al menos desechar las que no compartan
caracteristicas y a las que si compartan practicarles otras pruebas confirmatorias
(Directiva del consejo UE, 1998).
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Precisamente esto fue lo que se practicd con las diferentes colonias aisladas a
partir de las plantas muestreadas, el resultado indic6 que en los aislamientos
existian 3 tipos de bacterias de acuerdo principalmente al tamafo. Las bacterias
mostraron forma bacilar y se tifieron de rojo. De manera que al final las que
concordaron con el tamafo del control fueron las que se tomaron como posibles

colonias de R. solanacearum.

7.2.4. Prueba rapida con el kit Agdia® ACL® - Rs inmunostrip para la

deteccion de R. solanacearum

Para el caso de muestras de plantas los resultados obtenidos mediante esta
prueba sirvieron para confirmar los resultados obtenidos en la prueba de
exudacién del tallo, demostrando concordancia tanto en las muestras positivas

como en las negativas.

Para el caso de muestras de cultivo bacteriano los resultados de esta prueba

confirmaron los resultados previos obtenidos con el montaje al microscopio.

Otra forma de verlo es como un ELISA reducido y con menos sensibilidad. Entre
las limitaciones que se le atribuyen a estas pruebas estan que las muestras
vegetales deben estar lo mas limpio posible porque de lo contrario puede inhibir la
reaccion. Ademas las muestras de cultivos bacterianos deben contener una
concentracion de bacterias por arriba de las 10° ufc/ml, de no ser asi el resultado

sera negativo (French et al., 1995).

Ademas problemas de almacenamiento de los “kits” o de mala lectura de las

pruebas pueden conllevar a cometer errores en el diagnostico
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7.3. Aislamiento y cuantificacion de ADN de las muestras analizadas

7.3.1. Aislamiento de ADN de tejido vegetal

El aislamiento de ADN es una etapa critica en aplicaciones moleculares, ya que
en estos casos se requiere de ADN de excelente calidad. La capacidad de
obtener ADN puro de alto peso molecular depende en gran medida del protocolo

utilizado para la extraccion

En estudios de diagndstico molecular de enfermedades la necesidad de obtener
ADN en buenas cantidades y de excelente calidad es mayor, ya que el ADN del
organismo que se va a diagnosticar se encuentra en menor proporcion en relacion

con el de la planta.

En este sentido los kits comerciales brindan una oportunidad sobre todo en el
aspecto de facilidad de manejo y reduccion de la contaminacion y exposicion a
reactivos altamente daninos. Sin embargo la calidad de los kits varia mucho por lo

que se debe tener cuidado a la hora de elegir uno de estos (Poussier et al., 2002).

El kit Wizard de Promega® mantiene un esquema general de un proceso de
aislamiento de ADN. En primer lugar la maceracion del tejido es de vital
importancia para ir liberando un poco las moléculas y facilitar la labor que pueda
llegar a hacer la solucién de lisis. Esta solucion lo que hace principalmente es
romper las membranas y paredes celulares liberando al medio todos los

componentes celulares, este proceso se ve ayudado por la temperatura.

La adicion de ARNasa y la solucién de precipitacion de proteinas es terminar de
separar las moléculas que componen las células. La solucion de precipitacion de
proteinas separara todas las proteinas de los acidos nucleicos y la ARNasa
precipitara todo el ARN dejando solo al ADN en la fase superior en una forma

bastante pura (Poussier et al., 2002).
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La precipitacion con isopropanol y el posterior lavado con etanol, son pasos que
también se incluyen en la mayoria de los protocolos de aislamiento de ADN. El
efecto que hace que el ADN precipite en presencia de isopropanol es de
deshidratacion, ya que las fuerzas que mantiene en ADN con el solvente llegan a
ser menores que las fuerzas que mantiene el isopropanol con ese mismo
solvente. Esta precipitacion se ve favorecida con la centrifugacion (Klug y
Cummings, 1999).

Las cantidades de ADN obtenidas usando este “kit” variaron mucho de una
muestra a otra, esto puede deberse a varios factores. Puede ser que el material
de origen no haya sido macerado de forma uniforme en todas las muestras.
Ademas no se descarta que se haya cometido errores en la ejecucion del

protocolo.

Los resultados demuestran que los cambios al protocolo mejoraron en gran
medida la cantidad de ADN extraido. El principal cambio fue aumentar el tiempo
de las centrifugaciones. Esto demuestra que el protocolo originalmente esta
disefiado para obtener calidad y no cantidad, ya que al aumentar los tiempos de
centrifugacion existe mayor probabilidad de que precipite mas ADN, pero de la
misma forma precipitaran mas sustancias contaminantes sobre todo proteinas

(Klug y Cummings, 1999).

De cualquier forma el ADN obtenido siempre mostré buenos resultados en las
amplificaciones, incluso en aquellas extracciones cuyas cuantificaciones
mostraron cantidades de ADN de 0 ng/ul. Este hecho se explica diciendo que
aunque no pudo ser cuantificado en estas muestras si se obtuvo ADN y de buena

calidad.

El hecho de que este ADN no fuera cuantificado se puede deber a que la dilucion
de la cuantificacion fue muy elevada, mala calibracion del cuantificador o
contaminacién del blanco con pequefas cantidades de ADN lo cual al tarar a cero

elimina la absorbancia que pudieran presentar las muestras.
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En cuanto a las extracciones de ADN de cultivos bacterianos, el “kit” resultd ser
mas efectivo. Los resultados demuestran que las cantidades de ADN obtenidas
de cultivos bacterianos fue relativamente mas alta que la obtenida a partir de
planta. La principal causa de esto podria ser el hecho de que en el caso de las
bacterias no hay que disolver ningun tipo de tejido, ademas los tiempos de
centrifugacion son mayores a lo que se le suma el hecho de que la temperatura

de lisis es 15 °C mayor.

Para terminar, la lisis bacteriana mostré resultados muy positivos, tanto a partir de
las colonia como del exudado. En ambos casos el efecto es el mismo, el calor
hace que se degraden las paredes celulares y el contenido celular entre este el
ADN es liberado al medio. En este caso una centrifugacion podria mejorar la
pureza al precipitar componentes celulares, pero los hechos demostraron que
esto no es necesario y que vasta con la lisis para obtener una buena amplificaciéon

(Klug y Cummings, 1999).

7.4. Diagnéstico Molecular de R. solanacearum

7.4.1. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la detecciéon de la

especie R. solanacearum

Los resultados obtenidos con los imprimadores OLI-1 y Y-2, sugieren la
capacidad de los mismos para detectar a nivel molecular la especie R.
solanacearum. Ademas la amplificacién de los diferentes controles del CIP
sugieren que el biovar que presente la bacteria no presenta diferencias en cuanto
a la amplificacion. Los biovares 1, 2, y 3 que se probaron mostraron la banda de

288 bp esperada.

La especificidad de los imprimadores se ve demostrada al llevar a cabo un
analisis con la herramienta BLAST del NCBI. En este analisis se demostrd que la
secuencia del imprimador OLI-1 no tienen secuencias complementarias con

ningun otro organismo de los que se encuentran en su base de datos.
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El alineamiento de esta secuencia mostré concordancia con todas las cepas de R.
solanacearum y sinénimos presentes en la base de datos. Segun lo mostrado la
secuencia de este imprimador alinea en un 100% de sus bases con un segmento
dentro de la secuencia del gen ARN 16S. En cuanto al imprimador Y-2 se
encontré una especificidad similar, con la diferencia de que alineaba parcialmente
con secuencias de otros microorganismos presentes en la base de datos. Esto
demuestra que este imprimador cumple una funcidén de flanquear la regién que

interesa. Sin embargo sigue siendo especifico para la especie.

Al buscar alinear las secuencias de los dos imprimadores dentro de la base de
datos se logré predecir de forma digital la secuencia del segmento amplificado.
Este segmento se puede observar en el anexo 11, haciendo énfasis en el hecho
de que en los datos generados en este analisis el segmento amplificado tiene una

longitud de 285 bp, cuando lo que se reporta es 288 bp.

Diversos método de deteccion molecular, han sido reportados para esta bacteria.
De todos parece que la Reaccion en Cadena de la Polimerasa es que tiene
mayor aceptacion. El desarrollo de una amplia gama de imprimadores especificos
para esta bacteria ha llevado a investigadores a discutir sobre cuales son los
mejores (McGregor et al., 1996).

En la mayoria de los casos los autores indican que los imprimadores cumplen
debidamente su funcion. Por ejemplo, Caruso et al. (2003) concluyen que usar la
combinacion de imprimadores OLI-1, OLI-2 y JE-2 en un método conocido como
Co-PCR brinda una alta especificidad y sensibilidad en el ensayo, tanto que hace

posible la deteccion de pequenas concentraciones de la bacteria en agua.

Por otro lado, Pradhanang et al. (2000) llevaron a cabo una comparacién entre un
PCR convencional usando los imprimadores OLI-1 y Y-2 y un PCR anidado
usando los imprimadores OLI-1, OLI-2, JE-2 y Y-2 en muestras de suelo. Ellos
concluyeron que el PCR anidado brinda una mayor sensibilidad y previene

inhibiciones que puedan darse con el PCR convencional.
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Los resultados obtenidos demuestran que la técnica de PCR convencional
cumplié su objetivo, esto porque el objetivo principal es el diagndstico a nivel de
biovar 2 y ninguno de los métodos antes mencionados aunque sean mas

sensibles logran tal tarea (McGregor et al., 1996).

Ademas hay que destacar que se esta trabajando en una instituciéon encargada de
la seguridad fitosanitaria del pais. Por lo tanto se debe cumplir al maximo con las
exigencias que se piden a nivel mundial. En el Anexo 9 se sefialan los
imprimadores que han sido reconocidos por la EPPO para llevar a cabo un
diagnostico molecular de la bacteria R. solanacearum. Ahi se mencionan los
imprimadores OLI-1 y Y-2 por lo que en un conflicto a nivel fitosanitario este
diagndstico seria valido (EPPO, 2004).

Las muestras analizadas arrojaron resultados que respaldan las pruebas
anteriormente realizadas. Las muestras vegetales de plantas de tomate del Yas
de Cartago y de la finca 1 de Sarchi mostraron la banda de 288 bp, mientras que
las muestras de geranio de Agua Caliente de Cartago mostraron resultados
negativos. Estos datos son consecuentes con la prueba de exudacion del tallo y

con los resultados obtenidos con el kit Immunostrips.

Las muestras provenientes de aislamientos en medio de cultivo por el contrario no
brindaron datos consecuentes con la prueba kit Immunostrips al menos en uno de
los casos. La colonia aislada de las plantas provenientes del Yas de Cartago por
el método de maceracién y que presentdé morfologia similar al control positivo y
ademas fue positiva con el kit Immunostrips no mostré la banda esperada en la

amplificacion.
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Segun Roncal et al. (1999) la bacteria R. solanacearum muta con mucha
frecuencia y en corto tiempo cuando se encuentra cultivada en el laboratorio. Este
es el motivo por el cual la bacteria puede que conserve los antigenos que hacen
posible su deteccién en la prueba rapida pero que su material genético haya
variado en tal proporcion que su deteccion a nivel molecular no fue posible. Sin
embargo esto es solo una especulacion y lo mejor seria validar los resultados del
kit.

En cuanto a la estandarizacién de la amplificacion hay que decir que tres
elementos basicos permitieron la optimizacion de la reaccidn. A destacar: la
disminucién en la concentracion de los imprimadores, la adicion de BSA y el

aumento de la temperatura de hibridacién.

Disminuir la concentracion de los imprimadores a la mitad trajo consigo una
marcada disminucion en la aparicion de amplificaciones inespecificas de bajo
peso molecular. Se dice que existen muchas posibles causas para la aparicién de

estas bandas.

La primera se conoce como dimerizacion de imprimadores. Harris (1998) expresa
que los dimeros de imprimadores son pequefos productos de 40-50 pares de
bases que se forman por la hibridacion de los imprimadores completa o
incompletamente y la subsecuente extensidn por la ADN polimerasa. El mismo
autor afirma que disminuir su concentracion y analizar cuidadosamente la

secuencia de los imprimadores son tareas que ayudan a evitar el fenémeno.

La aparicion de estas bandas de bajo peso molecular también se puede deber a
un efecto conjugado entre hibridaciones inespecificas de los imprimadores en
zonas que no son blanco y contaminacién por ADN foraneo. En este caso lo mejor
es cerciorarse que los imprimadores sean completamente especificos y aplicar
medidas que minimicen la contaminacién como por ejemplo separar las areas del

laboratorio.

111



La temperatura de hibridacion es un factor de suma importancia en PCR, esta
relacionada con dos aspectos: la naturaleza de los imprimadores y la cantidad de
ADN blanco. Entre mayor sea la longitud de los imprimadores mayor debera ser
su temperatura de hibridacién, ademas si esos imprimadores tienen un alto
porcentaje de GC también se elevara esta temperatura. Asi mismo entre mayor
sea la cantidad de ADN blanco que se pone en la reaccidn mayor debera ser la

temperatura de hibridacion.

El aumento en la temperatura de hibridacién provoca que unicamente se unan
secuencias que son complementarias en su totalidad evitandose asi la
dimerizacion de imprimadores y la hibridacion con regiones del ADN que no son
blanco (Wilson, 1997).

La adicién de BSA a la mezcla de reaccidon demostré tener efectos importantes en
la prevencidn de inhibiciones en la amplificacién. Poussier et al (2002) demostro
al igual que este trabajo que la adicion de BSA permite la amplificacion de
muestras de sustratos naturales que usualmente presentan problemas de
inhibicion. Se cree que lo que hace el BSA es interactuar con sitios activos
secundarios de la ADN polimerasa por lo que la enzima no se ve afectada por los
elementos externos a la reaccion lo que permite que la amplificacion se de sin

problemas (Kreader, 1996).

7.4.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa para la deteccién del biovar 2 de

R. solanacearum

En este trabajo se logré establecer que los imprimadores B2-I-F y B2-1I-R pueden
detectar de manera especifica la bacteria R. solanacearum biovar 2. Se comprobé
porque en los controles enviados por el CIP unicamente las cepas con el biovar 2
mostraron la banda de 68 bp esperada mientras que las cepas de los otros

biovares no mostraron esa banda.
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No existen muchos reportes acerca del uso de estos imprimadores para la
deteccion especifica del biovar 2. Unicamente dos autores reportan su uso Weller
et al. (2000) llevaron a cabo una adaptacion de un protocolo descrito por Mark
Fegan en 1998 para usar estos imprimadores en un protocolo de PCR en tiempo
real. Mientras tanto Willianson et al. (2002) adaptaron el protocolo descrito por
Weller para usar los mismos imprimadores en un PCR convencional. En ambos

casos lograron la amplificacion especifica de las cepas biovar 2 unicamente.

El producto de 68 bp deriva de una regién ITS altamente variable que se ubica
entre los genes ADNr 16S y ADNr 23S. En un analisis de los imprimadores con la
herramienta BLAST del NCBI, no se encontraron secuencias que alinearan
completamente. Esto se justifica con el hecho de que ninguna de las cepas
presente en esta base de datos se reporta como biovar 2. En este mismo analisis
se produjeron alineamientos pero incompletos hasta de 5 bases en muchos

organismo lo cual en principio no deberia significar ningun problema.

El uso de estos imprimadores también se justifica con el hecho de que al igual
que los imprimadores OLI-1 y Y-2 estos se encuentran reconocidos por la EPPO

en la lista oficial de este organismo que se puede ver en el anexo 9.

En esta reaccion las bandas inespecificas de bajo peso molecular representaron
un problema mucho mayor al que se presentd en la reaccion para la deteccion a
nivel de especie. Principalmente a la hora de interpretacion de los geles ya que la
banda esperada de 68 bp se deberia encontrar muy cerca de una banda de 50 bp

que segun Harris (1998) podrian estar formando los dimeros de imprimadores.

Las causas de estas bandas pueden ser muy variadas y el hecho de que no
aparezcan siempre se puede deber a que la reaccidn es muy susceptible a
pequefos cambios en concentraciones de reactivos y a pequefos errores

humanos (Harris, 1998).

113



Se determind que al aumentar la concentracién de los imprimadores la aparicion
de bandas inespecificas de bajo peso molecular se hizo mas evidente. Esto se
justifica debido a la mayor probabilidad que tienen estos imprimadores de unirse

entre ellos.

El aumento en la temperatura lo que provoca es que se trabaje a mayor
astringencia. El concepto o nivel de astringencia con que se trabaje indica la
precision y la especificidad con que se quiere trabajar. La mayor astringencia se
dara cuando la temperatura de hibridacién sea igual a la temperatura de fusién
(Tm) de los imprimadores, una temperatura mayor a esta imposibilitaria la union
del imprimador con su secuencia homdloga debido al exceso de energia (Harris,
1998).

Normalmente se recomienda que la temperatura de hibridacion de los
imprimadores sea de 5 grados menos que su Tm. En este caso las Tm de los
imprimadores son 73,9 °C y 72,6 °C. Por lo que una temperatura de hibridacion de

71 °C significa un alto grado de astringencia.

Pero no sélo la temperatura de hibridacion y la concentracidn de los imprimadores
podrian producir amplificaciones inespecificas de bajo peso molecular. Este
fendmeno también se puede dar por exceso de enzima ADN polimerasa, y el
equilibrio entre cloruro de magnesio y nucleétidos. Ademas no se descarta que el

disefio de los imprimadores no sea el mas adecuado (McGregor et al., 1996).

Los buenos resultados obtenidos al aumentar la concentracion de Cloruro de
Magnesio de 2,5 mM a 3,5 mM obedecen a que una mayor cantidad de este
elemento propicia una mayor eficiencia en la amplificacion (McGregor et al.,
1996).
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Los resultados obtenidos en las muestras analizadas indican que las plantas que
presentaron la infecciéon con R. solanacearum ninguna pertenecia al biovar 2. Las
muestras positivas para la deteccién a nivel de especie fueron de tomate, de
manera que podrian pertenecer al biovar 1 o al biovar 3; ambos reportados en

esta planta.

Segun CABI (2003) el biovar 1 ataca las plantas de tomate provocando marchitez
generalizada en toda la planta y llegando a producir la muerte total poco tiempo

después de haber iniciado la infeccion.

En tomate se da un fendmeno que no se da en los demas hospederos y es que
diferentes biovares pueden atacar esta planta. Al contrario en hospederos como el
geranio solo se encontrara un biovar. Ademas hay que agregar que mundialmente
se ha establecido que la raza 3 de esta bacteria sélo posee biovar 2 por lo que
son casi sindnimos. Todo esto conduce al punto de que para el caso de geranio si
se detecta la presencia del biovar 2 automaticamente se estaria detectando la

raza 3 que viene dada por el hospedero en este caso el geranio (CABI, 2003).

7.5. Evaluacion global del procedimiento de deteccion

El principal objetivo del presente estudio fue la deteccion del biovar 2 de la
bacteria R. solanacearum. La ejecucion de todo un proceso previo a las pruebas
moleculares se llevd a cabo para tener una base y criterio que apoyara los

resultados de las pruebas moleculares.

Se logré establecer una correspondencia entre los pruebas preliminares
incluyendo la observacion de los sintomas en el campo y los resultados de las
pruebas moleculares, por lo que el método garantiza de manera mas confiable el

diagndstico.

115



De todos las pruebas realizadas en el presente trabajo, la mas sensible y la que
llevara el peso del diagndstico es la prueba de PCR, pero no hay que dejar de
lado los aportes de pruebas tan sencillas como la prueba de exudaciéon del tallo

que correspondio con los resultados de PCR.

French et al. (1995) compararon diversos métodos de deteccidon estableciendo
como mejores técnicas el PCR y el ELISA y como peores las pruebas de
aislamiento. Mientras tanto Pradhanang et al. (2000) en un estudio similar
establecieron el PCR como la técnica mas sensitiva de diagndstico sobre todo el
PCR anidado. Ellos determinaron que después del PCR la prueba de ELISA
indirecto constituye una herramienta muy viable y concluyen que el aislamiento en
medio de cultivo es viable siempre y cuando se combine con una técnica de

deteccion especifica y cuando se usen medios selectivos para tal propdsito.

Para finalizar hay que recapitular todo el proceso de diagnostico. La primera fase
de analisis de los sintomas en el campo sirve para darse una idea acerca de la

posible infeccién, no determina de ninguna forma el diagnéstico.

En una segunda parte las pruebas preliminares ayudaran en gran medida a
fortalecer la hipotesis de la posible infeccion. Pruebas como la de exudacion del

tallo brindan una gran ayuda en el proceso de diagndstico.

Aunque el aislamiento en medio de cultivo no siempre funciona cual se quiere,
siguiendo el procedimiento adecuado hara posible el estudio del microorganismo
en un estado de pureza y con mayor concentracion. Ademas en microbiologia
siempre se dice que el aislamiento es la prueba que indica si el microorganismo
esta vivo o muerto. El PCR detecta la bacteria pero no dice si esta viva o muerta
(Pradhanang et al.,, 2000).

Los “kits” de diagndstico rapido también contribuyen en el diagnéstico y por ultimo

el PCR termina de asegurar el diagndstico de una manera casi inobjetable. Al final

cuando se integran todas las pruebas el diagndstico adquiere mucha precision.
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CONCLUSIONES

En el diagnostico de la bacteria R. solanacearum deben incluirse varias pruebas

de seleccién y al menos una prueba confirmatoria que respalde el resultado.

El mejor medio de cultivo de los usados para la identificaciéon de colonias de R.
solanacearum es el medio TZC. Y el mejor procedimiento para el aislamiento es

utilizando el exudado bacteriano.

Los montajes al microscopio son utilies como prueba de seleccion rapida siempre

y cuando se tenga una referencia del microorganismo.

Los resultados de las pruebas preliminares de exudacién del tallo y la prueba
rapida con el kit Immunostrips concuerdan con los resultados de las pruebas
moleculares a nivel de especie por lo que el diagnodstico es mas certero llevando a

cabo las tres pruebas.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa usando los imprimadores OLI-1 y Y2

permite la deteccion molecular de la bacteria R. solanacearum a nivel de especie.

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa usando los imprimadores B2-I-F y B2-Il-

R permite la deteccion del biovar 2 de R. solanacearum.
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RECOMENDACIONES

Vigilar el estado de los kits de diagnostico para evitar futuras confusiones con los
resultados de estos kits esto porque se podrian estar analizando falsos positivos o

falsos negativos si la calidad del kit no es la mejor.

Evitar los repetidos subcultivos de la bacteria porque es muy probable que la

mutacion sea muy frecuente.

En el caso de realizar pruebas moleculares a plantas donde no se pueda usar
toda la planta y se deba usar solo hojas se recomienda tomar una muestra
significativa siguiendo los parametros establecidos por el laboratorio para elevar

las probabilidades de detectar bajas concentraciones de la bacteria.

Se recomienda que el proceso de diagndstico de esta bacteria se de en forma

integral junto con el area de fitopatologia y no solo el area de biologia molecular.
Se recomienda estandarizar y optimizar mas la amplificaciéon a nivel de biovar 2

para evitar las bandas inespecificas de bajo peso molecular y evitarse

confusiones en la interpretacidn de los geles.
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Anexo 1. Distribucion Geografica de la raza 3 de Ralstonia solanacearum

Fuente: CABI, 2003. Simbologia:
O Presente, no se tienen muchos detalles

@ Presente, diseminada totalmente
O Con reportes ocasionales, limitados a ciertas areas

Lista de paises que poseen Ralstonia solanacearum raza 3. CABI (2003)

Area geogréfica Paises.
Norte América Presente en México y ausente en los estados Unidos y Canada.
Belgica, Francia, Alemania, Hungria, Holanda, Espana, Islas
Europa Canarias, Reino Unido y Libano. Belgica, Francia, Alemania,
Hungria, Holanda, Espafia, Islas Canarias, Reino Unido y Libano.
Bangladesh, China (Fujian, Guangdong Guangxi, Hebei, Jiangsu,
Taiwan, Zhejiang), India (Himachal Pradesh, Madhya Pradesh,
Asia Maharashtra, Manipur, Meghalaya, Tamil Nadu, Tripura, Uttar
Pradesh, West Bengal), Indonesia (Java), Iran, Japon (Kyushu),
Nepal, Pakistan, Filipinas, Siri Lanka, Republica de Korea.
Africa Burundi, Egipto, Kenia, Libia, Reunion, Sur Afrecha, Zambia
Argentina, Bolivia, Brazil (Goias, Parana, Pernambuco, Rio Grande
Sur América
do Sul, Santa Catarina, Sao Paulo), Chile, Colombia, Peru, Uruguay
América Central y )
] Costa Rica, Guadalupe
el Caribe
. Australia (New South Wales, South Australia, Victoria) Papua
Oceania ]
Nueva Guinea.

Fuente: CABI, 2003

127



Anexo 2. Informacion de los imprimadores OLI-1y Y-2.

Informaciéon

Secuencia 5°- 37

GGGGGTAGCTTGCTACCTGCC

CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

Temperatura de 144°C 80.1°C

desnaturalizacion (T,)

Peso Molecular, g/mol 6454 7265
Longitud 21 bases 24 bases
Adenina 2 bases 3 bases
Citosina 6 bases 10 bases
Guanina 8 bases 6 bases

Timina 5 bases 5 bases
Contenido GC 66% 66%
Escala de sintesis 0,05 ymol 0,05 ymol
Concentracion 85 uM 75 uM
Fabricante Fermentas® Fermentas®

Fuente: Certificado de andlisis Fermentas®
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Anexo 3. Informacion de los imprimadores B2-I-F y B2-1I-R

Informacion

Nombre

Secuencia 5°- 3’ TGGCGCACTGCACTCAAC | AATCACATGCAATTCGCCTACG
Temperatura de
73,9°C 72,6°C
desnaturalizacion (T,)
5444 6663
Peso Molecular, g/mol
Longitud 18 bases 22 bases
Adenina 4 bases 7 bases
Citosina 7 bases 7 bases
Guanina 4 bases 3 bases
Timina 3 bases 5 bases
Contenido GC 61 % 45 %
Escala de sintesis 0,05 pmol 0,05 pymol
Concentracion 100 uM 81 uM
Fabricante Fermentas® Fermentas®

Fuente: Certificado de andlisis Fermentas®
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Anexo 4. Composicion y preparacion de los medios de cultivo para el aislamiento

de R. solanacearum.

Medios YPGA

Extracto de Levadura.................. 5¢g
Bacto peptona.........ccccceeeeennnnn. 59
Glucosa.........ooooiiiie 10¢g
Bactoagar...........cccceeeeiiiiiiiinnn, 15¢

Disolver en un litro de agua destilada, autoclavar y dispensar.

Medio King B.
Peptona.........cooovvviiiiiiii 209
Glicerol........ooviiiiiiieeeeee 10 mi
MgSOy4 * 7TH20.....eciiiieeeeeee 159
K2HPO4 ..................................... 1,96 g

Disolver en un litro de agua destilada, autoclavar y dispensar.

Medio Tetrazolio de Kelman (TZC)

Caseina hidrolizada.................... 19

Bacto peptona.........ccccceieiennnn. 10g
Dextrosa........uueeeeeeeiiiiiiiiiiiiiis 59
Bactoagar..........ccccceeeiiiiiiininin, 15¢

Disolver en un litro de agua destilada, autocalavar. Simultaneamente preparar una
solucidon de Cloruro de trifenil-tetrazolio 10 mg/ml. Cuando el medio salga de la

autoclave dejarlo enfriar y agregar 5 ml de la solucion esterilizada por filtracién.

Fuente: Directiva del Consejo de UE, 1998
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Anexo 5. Procedimiento kit ACL-Immunostrips para R. solanacearum agdia®.

2. Tomar la 3. Coloque la
1. Agregar 0,5 muestra, muestra dentro de
ml del buffer preferiblemente de tubo con el buffer
BEB1 en tubo la base del tallo BEB1 y deje
limpio. (en caso de cultivo  pmmmp ~ reposar por 2
mmm)> bacteriana se minutos, y agite

toma una asada) suavemente

-
0
(]
' — 05ml

4. Agregue una 5. Agregue 10 ul del 6. Agite y deje reposar
gota de la soluciéon  extracto de la muestra por 5 minutos
de deteccion en un  en el tubo que contiene
tubo nuevo la solucién de deteccién

' N !
9. Inserte la tira en el

i tubo con la marca
7. Al mismo tubo h tra dentro. dol
agregue una gota de uestra dentro de

la solucion _ _ liquido, y lea el
bloqueadora. 8. Agite y deje reposar resultado

. por 5 minutos Positive Resut

v

Fuente: Manual Instructivo kit ACL-Immunostrips para Rs. Agdia ®

v
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Anexo 6. Procedimiento aislamiento de ADN con el kit Wizard de Promega® a

partir de tejido vegetal.

1. Tomar tejido vegetal congelar a—-70° C y
macerar hasta pulverizar. Pesar 40 mg y
colocarlo en un tubo.

2. Agregar 600 ul de la solucion de
lisis “Nuclei lysis Solution”. Agite en
un vortex por 3 segundos

3. Incubara 65° C
por 15 minutos

4. Agregar 3 ul de la solucién de
ARNasa y agitar invirtiendo el tubo

5. Incubar a 37° C por 15 minutos, y luego deje
enfriar la muestra a temperatura ambiente por 5
minutos. Agregar 200 ul de la solucion de
precipitacion de proteinas y agitar a alta velocidad
por 20 segundos

6. Centrifugue a 16 000 g por 3 minutos

7. Transfiera el sobrenadante a un nuevo que
contenga 600 ul de isopropanol a temperatura
ambiente. Mezcle invirtiendo el tubo varias veces

8. Centrifugue a 13000 g por 2 minutos

9. Decante el sobrenadante cuidadosamente y lave
el boton con 600 ul de etanol al 70% a temperatura
ambiente

10. Invierta el tubo varias veces y centrifugue a
13000 g por 2 minutos. Luego decante el alcohol
cuidadosamente

11. Seque el botdn invirtiendo el tubo sobre papel por
15 minutos. Resuspenda el ADN en 100 ul de la
solucién de rehidratacion. Incube la muestra a 65° C
por una hora o déjelo a 4° C de un dia para otro

Fuente: Manual Instructivo kit de aislamiento de ADN Wizard de Promega®
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Anexo 7. Procedimiento aislamiento de ADN con el kit Wizard de Promega® a

partir de cultivo bacteriano.

1. Tomar una
colonia con el asa

2. Resuspender la colonia en
600 ul de la solucién de lisis
“Nuclei lysis Solution”

3. Incubara 80°C
por 5 minutos

4. Agregar 3 ul de la solucion de
ARNasa

5. Agregar 200 ul de la solucion de precipitaciéon
proteica y agite fuertemente por 20 segundos.
Incube en hielo por 5 minutos y centrifugue a
16000 g por 3 minutos

6. Transfiera el sobrenadante a un tubo limpio
que contenga 600 ul de isopropanol a
temperatura ambiente

7. Agiten suavemente invirtiendo el tubo y
centrifugue a 13000 g por 2 minutos

8. Decante el sobrenadante cuidadosamente y lave
el botén con 600 ul de etanol al 70% a temperatura
ambiente

9. Invierta el tubo varias veces y centrifugue a
13000 g por 2 minutos. Luego decante el alcohol
cuidadosamente

10. Seque el botoén invirtiendo el tubo sobre papel por
15 minutos. Resuspenda el ADN en 100 ul de la
solucion de rehidratacion. Incube la muestra a 65° C
por una hora o déjelo a 4° C de un dia para otro
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Fuente: Manual Instructivo kit de aislamiento de ADN Wizard de Promega®.

Anexo 8. Lista de plagas cuarentenarias para la NAPPO (zona norteamericana);

se resalta R. solanacearum.

Nombre cientifico Nombre comuiun Canada  Mexico EE.UU.
Virus

Wirus latente andine de 12 papa (APLV) QA QA QA
Virus moteado andine (APMMoV) QA QA QA
Arracacha virus B - oca stram (AVE-O) QA QA QA
Wirus rizade apical de la remolacha (BCTV) QA QA QF
Mosalco deformante de la papa (Brasil) (FDLMV) QA QA QA
Wirus T de la papa (PVT) QA QA QA
Wirus U de 1a papa (PVL) QA QA QA
Wirus V de la papa (FVV) QA QA QA
Virus T de la papa, variedad Ye (PVYc) QA QA QA
Amarnllamiento de las nervaduras (PYVV) QA QA QA
Virus del amanllamiento de la papa (PYV) QA WE QA
Enrcllamiento apical de las hojas de solanum NR NE QA
Mancha anular del tabaco - variedad calico (TESV- QA QA QA
Estriado del tabaco, vanedad papa (TSV) NR QA NR
Marchitez manchada del tomate (TSWW) NE QA NE
Viroides

Wiroide del tubérculo fusiforme de la papa (PSTVd) QF QA QF
Bacterias

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus Pudncién anular del ENQ QA ENQ
Evwinia chrysanthemi (raza papa) besenla BENQ QA ENQ
Ralstonia solanacearum cepa 3 Waquita de la papa QA QA QA

mgns—

Angiosorus (Thecaphoval solani Carban QA QA QA
Oospora pustulans (sm. Pelyscytalum pustulants)  Mancha de la cascara BNQ QA ENQ
Puccinia pittieriana P. Henn Fova comun QA INE. QA
Swnchytrium endobioficum (Schilbersky) Percival  Vermuga de la papa QP QA QA
Nematodos

Digylenchus destructor Thome Pudricién seca de la papa QF QA QF

Diitylenchus dipsaci (Taza papa v maiz) . del tallo ¥ bulbo QA QA ENQ
Globodera pallida (Stone) Behrens M. enguistador QF QA QA
Globodera rostochiensis (Wollemweber) Behrens Nematodo dorado QP QP QP

Melotdogyne chirwoodi (Golden er al, 1980) Nematado agallador QA QF ENQ
Insectos

Premnotripes spp. Gusano blanco NR Q4 NR

Lepfinotarsa decemliineata Escarabajo de la papa QF QA NR

IWE: No reglamentada

QA: Plaga cuarentenaria, no esid presents (aussnte) en un area (WIMFE IM * 19).
QF: Plaga cuarentenaria, presente pero ne esta extendida v s2 encuentia bajo control oficial (WIME I ° 19)

QT: Plaga cuarentenania tansitoria
B Plaga no cuarentenania reglamentada

NAPPO, 2003

Fuente:

134



Anexo 9. Anticuerpos, imprimadores y sondas aceptables para la deteccion

serologica y molecular de plagas cuarentenarias de la papa segun la NAPPO. Se

resalta R. solanacearum y los imprimadores usados en este trabajo.

Plaga

C m.
sepedonicus

E. chrysanthemi

E ¢ atroseptica

R
solanacearum

PSTVd

Prueba

Inmunofluorescen-cia

ELISA
PCR

Nested PCR

RT-PCR

ELISA

PCR
ELISA

PCE

Inmunofluorescencia

ELISA

PCR

RT-PCR

Agslamiento

Prabe
ET-PCE.

Fuente: NAPPO, 2003

Reactivo para deteccidn

Monoclonal 941 (Agdia)

Moneclonal 1H3 (Agdia)
Primers: Splf, Spsr
Primers: CMS6, CMS7

Estuches de primers:
Cms50, Cms72. Cms85
Primers: CMSIF1,
CMSIR1, CMSIF2,
CMSIR2
Primers/sondas: Cms 50-
2F. Cms133R. CMS 50-
53T

Monoclonal 6AG

Primers: ADE1, ADE2
Monoclonal 4F6 (Agdia)

Monoclonal 6G6 (ITVIA)
Primers: ECA1f ECAZr

Primers: Y45, Y44
(Probelia)

Polyclonal: TACR-276;
Adgen 1091; IPO-952
Moneclonal 6.9-D5

Polyclonal IACR-278;
Adgen 1091

Primers: PS96-H, PS96-1
Primers: OLI-1, Y-2
Primers/sondas: B2-I-F,
B2-II-E. B2-P

Medium: SMSA

Agdia

Primers: no wdentificado

Referencia

De Boer v Wieczorek
(1984)
De Boer ef al (1988)

Li v De Boer (1995)

Schneider er af
(1993)
Mills er al (1997)

Lee et al (1997)

Schaad et al (1999)

Singh er al (2000)
MNassar et al (1996)
De Boery

McNanghton (1987)
Gorris et al (1994)

De Boer v Ward
(1595)
Frechon er al (1995)

Elphinstone ef al
(2000)

Smgh v Trevors
(2001)
Elphinstone er al
(2000)

Seal ef al (1992)

Seal ef al (1993)
Weller er af (2000)

Elplunstone er al
(1994)

Shamloul er 2l (1997)
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Anexo 10. Cuantificacion de las extracciones de ADN llevadas a cabo en el
presente estudio.
1. Extracciones de planta con el protocolo original.

Muestra Dilucién ADN ng/ul Relacién A260/A280 ‘

Ge-01 1:500 100,0 0,8
Ge-02 1:500 25,0 -
Ge-03 1:500 25,0 -
Ge-04 1:500 50,0 0,67
Tc-01 1:500 0 -
Tc-02 1:500 0 -
Tc-03 1:500 0 -
Tc-04 1:500 0 -
Ts-01 1:500 0 -
Ts-02 1:500 0 -
Ts-03 1:500 0 -
Ts-04 1:500 0 -

2. Extracciones de planta con los cambios al protocolo

Muestra Dilucién ADN ng/ul Relacién A260/A280 ‘

Ts-01 1:500 256,1 1,28
Ts-02 1:500 150,0 1,50
Ts-03 1:500 0 -

Ts-04 1:500 150,0 2,0

3. Extracciones de cultivo (Unicamente colonias que mostraron resultados

positivos en la prueba rapida con el kit immunostrips y el control positivo)

Muestra ‘ Dilucién ADN ng/ul Relacion A260/A280
Aislamiento Yas, 1:500 50,0 0,5
Cartago
Aislamiento finca 1 1:500 125,0 0,71
Sarchi (maceracion)
Aislamiento finca 1 1:500 225,0 1,8
Sarchi (exudado)
Control positivo, 1:500 125,3 0,71
ICMP #8049

Fuente: Datos de laboratorio
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Anexo 11. Region del ADN de R. solanacearum amplificada por los imprimadores
OLI-1yY-2

Direccion

Sequence:
1286311 TTCTTCRCAC

1288261

1285411

12868461

1285511

1268561

1285611

12EE66 1

« )

ACGEGGCATT GCTGGATCAG GGTTGCCCCC ATTGTCCARA

A

TTCCCCACT

GCTECCTCCC GTHGGHGEET GLGCCGTGTE TCAGTCCCAG

TGTECCTEAT

CGTECTCTCA GRCCAGCTAC TGRTCGTCGE CTTGGTGGGC

CTTTACCCCA

CCAACTAGCT ARTCAGHCAT CGGCCGCTCC TATAGCATGA

GLECTTGLGE

TCCCCCACTT TCACCCTCAG GTCGTATGCG GTATTAGCTA

GTETTTCGRC

TRGTTATCCC CCACTACAGG GCACGTTCCS ATGTATTACT

CRECCGTTCE

e
CCACTCGCCG GCAGGTAGCA AGCTACCCCC GCTGCCGTTC

e . e

GRETTGCATE

FSEE 1 6

rREMA-1E65
rEHA-ribozomal RHA-185

s> |mprimador Y-2

—

Imprimador OLI-1

REAG1EA

RHA

rRHA-165
rRMA=ri bozomal

RSAG16E

RHA

rRHA-165
rREMA-1 i bozomal

RIAG1GA

RHA

rRHA-165
rRMA=r i bozomal

REBE16E
RMA

rRHA-165
rREMA-1 i bozomal

REBG1GE
FHA

rRHA-165
rRMA-1 i bozomal

REBG1GE
RMA

rRMA-165
rREHA=ri bosomal

REBE1GA
FHA

rRHA-165
rRMA-1 i bozomal

RMA-165

FHA-165

RMA-165

FHA-165

FHA-165

RHA-165

FHA-165

Fuente: NCBI:48221:1206311-1206661 Ralstonia solanacearum GMI1000 plasmid pGMI1000MP,

complete sequence
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