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a sarna oolvosa o roña polvosa es en a actua dad una de as enfer-
medades más irnportantes por el daño que causa a raices, estolones
y tubérculos de la pianta de papa; su ncidencia se ha incrementado
deDido ¿ ¿ fdltd ae 'nec d¿s de co'rtro efecl v¿s, d la sobrevivercia por

décadas del agente causal en forma de estructuras de resistencia (qu stosoros) en el sue o, a la

carencia de var edades de papa resistentes, a la fácil d spersión y diseminac ón por medio de

la semila, así como por desco¡ocim ento en e uso económico de tratamientos con agroquí
,nicos, entre otros factores. En Colombia se reportó en 1965,
se encuentra ampliamente d stribuida en los depaftamentos de
Cund namarca, Boyacá, Nar ño y Antioquia, en donde afecta la
producción de tubércu os en diferentes grados de severdad,
con pérdidas económcas para agricultores por a reducción
en a cant dad de semil as aptas para la cerlif cac ón oficial, y en
riesgos frtosanrtaros por la disemirración del patógeno en medio
de la semi la a zonas bres de la enfermedad.

La roña povosa es causada por Spongosporo subterraneo,
parásito intracelular obligado cuyas zoosporas pr mar as, estruc-
turas produciclas por los zoosporangos de resistencia forma
dos dentro de los quistosoros. nadan en la fracción acuosa de
suelo donde estab ecen contacto con los distintos órganos
subterráneos, rakes, elolones, tallos y tubérculos, penetran
generalmente por as lenticelas, heridas o estomas hasta alcanzar
el interior de las células y formar allisus estructums de reProduc
ción. Cuando la semilla germina y produce las pr meras raíces,
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las zoosporas ingresan a sus células epidérmicas, donde
nic almente producen un sobrecrecimiento que luego
se transforman en verrugas, nódulos sucesivos o aga las
a 1o largo de as liaíces o estolones, a manera de rosarios
de color blanco crema.

Fnt c l¡s r#rl ic.rs de ¡¡r,-rc de l¿ enfered¿d
se recomienda: evitar la contam nación de los sue os
mediante el uso de sem lla infectada con el patógeno,
uti zar aguas de riego descontam inadas, recoger y
elim nar todos los res duos de cosecha. evtar el uso
de tubércu os enfermos en a mentación anima (cos-
tumbre que se ha venido extendiendo en el altiplano
cundiboyacense), no fertil izar con estiércol de ganado
vacuno a|mentado con tubérculos nfectados, y efectuar
rotaciones de cultivos para rnterfer r con e c clo de la
e nfe rmedad.

Deb do a que esta afección generalmente se diag-
nostica al rnomento de la cosecha, ya que las plantas
atacadas no man fiestan síntomas vlslbles y dado el pro-
b ema epidemiológ co que se presenta en las principa/es
reg¡ones productoras de papa, se consideró necesario
evaluar la técnica de PCR, con el fin de implementar
d cha metodología, no solo corno una técnica út I par¿
la detección rápida en suelo, sino también como una
herramienta para prevenir la d spers ón del m croorga-
nismo hacia suelos dec arados libres de éste, así como
para el control de cal dad en a producc ón de semi la
de papa libre del patógeno,

Principios básicos y automatización
de la Reacción en Cadena de fa
Polimerasa (PCR)

La Reacción en Cadena de ia Polimerasa (del ingles Poli
merose Chain Redc¡ron o PCR), es una técnica ut lizada
para la amplifcac ón ¡n vitro de secuenc as determ na-
das de ácido desox rribonucleico (ADN). a part r de la
extensión simultánea de nic adores especifcos unrdos
a las cadenas complementanas de ADNt el método de
la PCR fue deado y dencminado por f'4ullis y colabo-
radores en a Corporación Cetus, aunque ei principio
fue descrito en detale por Khorana y colaboradores
en fos años 80. La PCR es una excelente técnica en el
aná isis de ADN y ARN, debido a que ambos oueden
ser amplif cados de manera exponenc a . Dicha técnica
mita e fenómeno de replicación o reproducción del

ADN que ocurre de forma natural en las célu as vvas;
a mayor pafte de ADN es de doble cadena, es dec r,

cada cadena de ADN está apareada con otra comp e-
mentaria, durante la amplficac ón as dos cadenas se
separan y una enzima especia izada (una proteína que
rnicia reacciones químicas), llamada pol merasa, hace una
copia de cada una de las cadenas ut lizando la orginal
como piantilla o modelo. La polimerasa necesita otros
dos ingredientes para copiar ADN: el primero. es una
reserv¿ de los cu¿tro blooJes básicos. oue Lo tsriL.yen
la molécula de ADN lamados nucleót dos o bases, y el
segundo, es un fragmento de ADN conocido, denomi-
nado oligonucleótido, cebador o prime¡ formadc por
varios nucleótidos que indican el sitio de repltcación,

El proceso g obal cons ste en una serie de cic os
y cada crc o consta de tres etapas cuya diferencia es la
temperatura a la que transcurren Primero, cada ciclo
comienza separando las dos hebras comp ernentarias
qJe const  tuyer  la  dob e he ce de ADN, es-o se
logr¿ c¿rcrtaldo l¿ molécula ¿ 94-95oC para -o-1per

los puentes de hidrógeno que unen las hebras entre
sí ,  este paso se l lama desnatura zación del  ADN;
segundo, se baja latemperatura entre 65 y 50 "C según
eltipo de in ciadores uti izados, a esta temperatura os
cebadores encuentran as regiones complernentarias
y se unen a el as del mitando la reg ón de ADN que
qu ere ser amplificada, este paso se denom na a inea
miento; y tercero, se incrementa la temperatura a
72"C para que la Toq po imerasa empiece a s ntet zar
ADN añadiendo nuevas bases a los iniciadores que
están enlazados copiando cada una de las cadenas
de ADN, a esta fase se e denom na extensión, Estos
tres ciclos tienen lugar en el m smo tubo de amp ifi-
cación y constituyen un cic o completo de PCR, para
un total de 30 40 ciclos aproximadamente, donde los
componentes de la reacción sueJen acabarse en este
n ve, dejando como resultado más de 100 millones
de copias de ADN. Los requerimientos de a reacc ón
son simples, deoxrnucleótdos para proveer energía
y sintesis para las nuevas secuencas de ADN, DNA
po imerasa, rniciadores, templado (ADN) y buffer de
reacc ón, el cua contene lYgt

Metodología

Obtención de muestras infectadas con S.
subten"ranea

f| ¿^¿ isis del maLe.'" orológico se e ect-ó 
" 

pa1' de
tejido vegetal con síntomas y signos típicos de la roña



polvosa (agallas en raíces de plantas y pústulas en epr
derm s de tubérculos) (Figuras I a y 1 b), y de sue os
cultivados con papa, donde se manifestó el patógeno.
Las muestras fueron recolectadas y env adas por e
Programa de Producción de Semi la Cert ficada del
lCA, Seccona Cundinamarca y por el Laboratono
de Diagnóstico Ftosanltario de Pasto al Laborator o
ce Diagr óst co Mo,ec-l¿r Vegelal ICA-l oarr¿tá (Tabl¿

| )i a secc ona ICA-Nar ño suminlstró 32 muestras
de sue o de un campo exper mental infestado con S.
subterraneot 3O de estas muestras (tomadas de la capa
superior entre 0 cm y 20 cm de profundidad) corres
pondían a cada una de los 3O puntos muestreados de
d cho campo. Las dos muestras restantes son mezc as
totales de suelo de la subsuperfcie entre 0 10 cm y
r0-  )0 rm . ' .q1c- iv¡male '  e  os mismos J0 sr t  oS
muestreados (F gura 2).
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Figura | Sinto.¡¿s de roñn polvosa causados Dor 5 slbie¡ftr43ir e.r
(alrAga as en |ai.es de p ari,r de pepá nfectada por 5 srbretc;rec
proven entes .lel cepaftamenio de Na.iño (b) lLbér.Lros de r¿D¿
de ra vadedad Dacc Cap ro, ccn sinicrus de roña e.r !! etrde mii,
ppven¡entes de dep¿rlanentc ¿e Cund ¡am¿..a

Fi8ura 21 Esquema del recoffrdo re¿l¡zado en zg-zag €n un lote
expermenirl del mun c pio de %no (de apfoximaiamenie i Ha)
,-on nÉccón naturarde 5 Subrerór,.ed paÉ sL detecc ón a partr
de l0 mLesirus de suc5uelo entre 0 20 crn de profundidad (cada
r i ' . le  o or  e ro"de r  pJr to oe -L 'n,éo)

Detección macroscópica y microscópica
en teiido vegetal infectado

Una vez recibido el material b ológ co, se efectuó una
descrpcón m croscóprca de as lesiones típicas de 1a
enfermedad tanto en semilas de papa como en raíces
infectadas. Bajo e m croscop o, en aumentos de 40x y
00" se deter r ró l¿ p-esenc a de q:islosoTos t¿1to er

pústulas de tubérculos como en aga las de raí2.

Propagación de S. subterranea baio
condiciones de invernadero

La estandarización para la extracc ón y amplificac ón de
ADN de 5 subÍerroneo se efectuó a parlir de tejidc
vegetal nfectado, obtenido meciante la propagac ón del
m croorganisrno bajo condic ones de nvernadero. Para
esto, se empleó como inócu o 50 gramos de mezc a
de srelo infestado provenientes de los depaftamentos
de Narño (munrcipo de Pasto, vereda Río Bobo) y
Cundinamarca (municip o de Z paqu rá, vereda Páramo
Cuerrero) en materas que contenían suelo proveniente



TABLA 1. ftpo y procedencia deJ mateial L,iológrco examinado para la detección de S. subterroneo por PCR

Suelo con infestación natural y raÍces de papa con agalas de roña po vosa Pasto

Rafces de papa con aga las de roña polvosa Pasto

Tubérculos con pústulas epdémicas variedad Parda,t)stusa usme

Suelo de cu tivo exp€rimental rnfestado por 5. subteffoneo Pasto Nariño

de lagranla SanJorge de lCA (Cundinamarca); sobree
suelo-i'rócu o. se pl¿'rto d sen-ill¿ dc papa Lan-aro 3¿.
Se efectuaron s embras por tr plicado de dos variedades
dr'e'en.es de senil¿ de oapa (Pard" Dast,s¿ y criolra
/\ ¡f,¡p¿)) v se dete.-ninó e estado de des¿rrollo
de las plantas y la presenc a de infección radical por S.
subteroneo cada l2 días; una vez determ nada la pre
sencia de agallas en la raíz se procedió a la detecclón
microscópica de qu losoros y a la exlracción de ADN
a pailir de estos.

Extracción de ADN a partir de suelo y
tejido vegetal infectado.

De los tres métodos de extracción uti izados para la
obtenc ón de ADN a part r de las agal as de raíces infec
Lad¿s en las prr,,ebas de nve'r¿dero y de te do eo'
dermal infectado, se pudo obtener un ADN de caldad
óptima para las pruebas de amplficac ón, ut izando el
protocolo de Aponte (Aponte, 998), seguido por e uso

de co umnas de purif cac ón GFX " Cenomic Columns
(Amersham Farmac a). La extracción de ADN a partir de
muestras de suelo de depaftar¡ento de Nariño, muni-
c pio de Pasto, fue sometida al protocolo de extracción
de ADN med ante el uso del estuche comercral ULTRA
CLEAN SOlt DNA (lYo B o Laboratories) conforme a
las instrucciones del fabr cante.

PCR a partir de ADN deS. subterranea

Fueron usados los cebadores Spo -2,  Spo B-9 y
Sps -2 para a amplfcación de 372, 390 y 39 | pares
de bases res pectivam e nte, cuyas regiones b anco son
secuenc as específicas de ITS del ADNr de 5. subteffa
neo (Tabla 2). La amplificación fue desari.cllada en un
volumen flnal de reacción de 25 m, el cual contenía

0 mlY Tris lCl (pH 8.5), 50 mf1 KC 2,0 mY lYgC,.
160 mf4 dNTP's,  250 nf"1 de cada o lgonuc eót ido,
0.8 un dades de lcg pol merasa (Tucan lcq Corpo-
gen), Tr ton'¡ X 100 al 0. 7o, albúmina sérca bov na

TABLA 2. Secuencia de los oligonucleotidos utilizados para la amp|fcación de tres fragmentos especíticos
presentes en los ITS del ADNr de S. subterroneo. 

*Tm: temperatura de olineamiento.

Sn< | 5' CCTGGGTGCGATTGTCTGTT 3'

( n q l s6.8 "C

Spo I 5'-ATTGTCTGTTGMGGGTG-3' 50,4 "C

Spo2 5'-GGTTAGAGACGMTCAGM-3' 49.4 "C

Spo8 5' CTG GGTGCGATTGTCTGTTG3' 57,3 "C
(ñ^q
¿ Y v ' 5' CACG CCAATGGTTAGAGACG3' 5ó.8 "C
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al 0.04% y ml de templado de ADN Las muestras
fueron ncubadas a 94 "C por 2 m nutos para desna
tura rzar el ADN. Se realizaron 3 5 ciclos de 94 "C por
30 segundos,  7)"C por  45 segundos y 56 "C por  30
segundos en un termoc clador F4l Research PTC 200.
Los productos de amplficación fueron v sua zados tras
u ra e ec l . r  o fo 'es is  e- l  ge l  ceag¿rosa¿ l .57o.o 'ete ido
con bromuro de etid o.

Resultados y discusión

La infección por 5 subter,:neo en los telidos vegeta es
ana zados (provenientes de os departamentos de Cun
,:inamarco y \dr 10). se ceterri-Ó por l¿ oresel c d de
estructuras microscóo cas de res stencia (qu stosoros) en
e povi lo característico que aparece sobre as pústulas
ce tuoe'c-los erfermos (Figura 3a) y er as agallas de
las raices (Figura 3 b).

E ADN extraído a partir de tejido vegetal nfec
tado en invernadero, fue sometldo ai tratamiento de
pur ficación por columnas y dilu do poster ormente
en proporción l/50: dcho temolado arrojó seña de
amp ificación posrtva a efectuar una PCR utilizando los
oigcnuceótdos Sps 2,  Spo l -2  y  Spo 8-9 especí f -
cos paa 5 subterronea,los productos de amplifcación
observados a nive de 400 pb (Fgura 4) concuerdan
con las pruebas PCR rea izadas por Be I y colaborado
raq / gao\ f . l icr-c<, .h-.r\ ,c 'ñ¡ rr prOduCtO de 30l' v J  

\

pb usando los rn icadores Sps -2)  y  por  Bu man y
colaboradores ( I 998) (quienes obtuvlerorr productos
de 37) y 394 pb usando los nic adores 5po l-2 y Spo
F o -esrcciv¿ménle\ Fsloq re..' l l.dos, con'r-raT l¿
homc ogÍa genética que existe entre los aisiamientos
de ADN de S. subtendred ooten do de material vegetal
infectado de drst ntas zonas del país, con los a s amien
tos de d ferentes cultvares de papa reahzados en otros
paises (Bell y col 1999 Bulman y col, l99B); además
pone de manif esto a utilidad diagnol ca de los ITS
empleando o igonucleótidos espec e-específcos para la
detección del patógeno tanto en suelo como en semillas
d P L d )  P d , d

El ADN extraído a part r de las rnuestras de sue o
provenientes del campo experffrenta de Pasto, a
pFs¿r de te'ler ¿llo, rive er r:e '-o-rpuesto- h¡ri.os
y proteicos, presentó señal de amplificac ón pos tiva
en todas as 30 muedras de suelo analizadas ut lizando
os oligonucleótidos Sool y Spo 2 (Figura 5); estos
resutados,  se obtuveron gracas a la  estabi l izacón
de ia enzima frente a a presenc a de ácidos húm cos

Figu ra 3. Esüu.tJr¿s de resistenci¿ (qLrLstosorct de 5 sLóter dnea observados
a.10x tornados de: (a),\a as de raíz , y (b) Púlulas de epderm s con roña

Figura 4. Am¡lif.acón con o:gonucleótdos específcos a pal1 | de ADN
pJ.fcacoconcorr¡nasyd: ldo(pfoporción, ,50)de¿galaderak nfecad¿en
nvernadefo iínea I r Plarcador de peso mo ecu ar 00p¡ .inea2 ¡rodu-o ce
ar¡p fca.ón.onlos nic¡¿oresSps Sps2; ínea3 producto de amplificac ó¡
con os nic,acores Spo Spo 2; líne¿ 4r ,roducto de af¡plilcación ron los
lnciadores S:o 8-Spo9; inea 5: co¡trolde rea.cón negatvo
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y tal vez de otros infribidores entre l¿ L7q polirrera:a
y e ADN blanco, Con lo anterior, se puede mostrar
a especifcidad de os oligonucleótidos Spol-2, en la
detección directa de 5. subteroneo en suelo, puesto
que no se observaron otros productos de amplifcación

trguft 5, Produclos de amplifca.jón de 372 pb obtenjdos ccn los
o gonu.leóido5 spo | 2 de AD N toial de sueio infeslado con 5 subte.r¿¡e,?,
rroven entes de campo ex¡erimenta de depadamerito de Narño (a) Lineas
2 J: ¡]ez.l¿ total de 30 ¡nlrestrar iom¿d¿s entre 0 0 cm y L0-20.m de
profundi¿ad ¡esDectvarnente; Líneas 3 13: .¡uestr¿s de l¿s estacones I a
0i íneas 4 5: controLes positrvo y negativo. (b) Líneas 2 | mLelras de

as estac,ones I a 20 líne¿s 2 3: controles pos'tvo y negatvo líñe¿ i4
controlde extr¿.ción negatvo (suelo bre de 5 sut'ter¡oneo) (c) Líneas 2 I ll
r¡r.relras de as estac ones 2 | a 30 líne¿s 2- l3r controles postivo y negatrvo
linea | 4 | contro de extrucción negat vo. En las t' es fguras, aearéce en la Linea

diferente a esperado; esLo indicaque no existe teacciórr
cruzada entre los o igonucleótidos utilizados y el ADN
de otros microorganismos del suelo. De igualforma, os
oligonucleótidos Spo 8-9 y Sps l-2 arrolaron resutados
sim ares al dar reacc ones de amplficación positiva en
3O estaciones muestreadas,

La impodanca de a PCR en a detección de 5.
subterronea radica en la sensib lidad y especificidad de la
técnica paratal fin, Como se ha mostrado, la metodo o
gía ut lizada fue aitamente especifica para detectar única y
exclusivamente ADN de S. subtencneo en suelo. aga as
de rai y pústulas de tubérculos infecLados, y presenta
una alta sensibil dad, ya que fue capaz de detectar hasta
I qu losoro en 0.25 gramos de suelo, lo que perrn tiría
la implementación de dicha metodología en programas
de monitoreo y manejo de a enfermedad, asl como
para elud os ep demio ógicos de investigac ón a n vel
nacional; además, estos resutados podrían postular a
PCR como prueba de referencia para el diagnóstico
de 5 subteroneo en material vegetal infectado y suelo,
s se contrnúan manteniendo estos rn smos resultados
en estudios posteriores con un mayor número de
muesTras.
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