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Deteccion de Spongospora subterraned
(Wallroth) Lagerheim {. sp subterranea
mediante secuencias especificas de ADN en
suelos y tubérculos para semilla de papa

Sandra ). Gémez.!, Cristian O. Saavedra R G.7,
Jorge E. Angel D.°, Omar Guerrero G.7, Héctor Murioz V-

# asarma polvosa o rofa polvosa es en la actualidad una de las enfer-
medades mas importantes por el dafo que causa a ralces, estolones
'y tubéreulos de fa pianta de papa; su incidencia se ha incrementado
debido a la fzlta de medidas de control efectivas, a la scbrevivencia por
decadas del agente causal en forma de estructuras de resistencia {quistosoros) en ef suelo, ala
carencia de variedades de papa resistentes, a fa facil dispersién y diseminacion por medio de
la semilla, asi cormno por desconocdimiento en el uso econdmico de tratamientos con agrogui-
micos, entre otros factores, En Colombia se reportd en 1965,
E se encuentra ampliamente distribuida en los departamentos de
= Cundinamarca, Boyaca, Narifio y Anticguia, en donde afecta la
| produccién de tubérculos en diferentes grados de severidad,
| con pérdidas econdmicas para agricuftores por la reduccidn
I en la cantidad de semillas aptas para la certificacion oficial, v en
riesgos fitosanitarios por la diseminacion det patdgeno en medio
de la semilla a zonas libres de la enfermedad.

La rofa polvosa es causada por Spongospora subterranea,
pardsito intracelular obligado cuyas zoosporas primarias, estruc-
turas preducidas por los zoosporangios de resistencia forma-
dos dentro de los guistesoros, nadan en la fraccidn acuosa del
suelo donde establecen contacto con los distintos érganaos
subterranecs, raices, estolones, tallos y tubérculos, penetran
generalmente por las lenticelas, heridas o estomas hasta alcanzar
el interior de las ¢élulas y formar allf sus estructuras de reproduc-
adn. Cuando la semilla germina v preduce las primeras raices,
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las zoosporas ingresan a sus células epidérmicas, donde
niciaimente producen un sobrecrecimiento que luego
se transforman en verrugas, nddulos sucesivos o agalias
ato largo de las raices o estolones, a manera de rosarios
de color blance crema.

Entre fas pricticas de manejo de la enfermedad
se recomienda: evitar fa contaminacién de los suelos
mediante el uso de semilla infectada con el patégeno,
utilizar aguas de riego descontaminadas, recoger y
eliminar todos los residuos de cosecha. evitar el uso
de tubérculos enfermos en alimentacién animal (cos-
tumbre gue se ha venido extendiendo en el altiplano
cundiboyacense), no fertilizar con estiércol de ganado
vacuno alimentado con tubérculos infectados, v efectuar
rotaciones de cultivos para interferir con el cido de la
enfermedad.

Debido a que esta afeccion generalmente se diag-
nostica al momento de la cosecha, ya que las plantas
atacadas no manffiestan sintomas visibles v dado el pro-
blema epidemioldgico que se presenta en (as principales
regicnes productoras de papa. se considertd necesario
evaluar la técnica de PCR, con el fin de implementar
dicha metodologia, no solo como una técnica til para
la deteccidn rapida en suelo, sino también como una
herramienta para prevenir la dispersion del microorga-
nismo hadia suelos declarados libres de éste, asi como
para el control de calidad en la produccion de semilla
de papa libre del patdgeno.

Principios bdsicos y automatizacion
de la Reaccién en Cadena de [a
Polimerasa (PCR)

La Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (del ingles Pofi-
merase Chain Reaction o PCR), es una técnica utilizada
para la amplificacion in vitro de secuencias determina-
das de acido desoxirribonucleico (ADN), a partir de la
extension simultdnea de iniciadores especfficos unidos
ajas cadenas complementanias del ADN: el método de
lz PCR fue ideado v denominado por Mullis y colabo-
radores en la Corporacién Cetus, aunque el principic
fue descrite en detalle por Khorana y colaboradores
en fos afos 80, La PCR es una excelente técnica en el
analisis de ADN y ARN, debido a que ambos pueden
ser amplificados de manera exponencial. Dicha técnica
Imita el fendmenc de replicacion o reproduccidn del
ADN gue ocurre de forma natural en las células vivas;
la mayor parte de ADN es de doble cadena. es decir,

caca cadena de ADN esta apareada con otra comple-
mentanz, durante la amplificacion las dos cadenas se
separan y una enzima especializada (una proteina que
inicia reacciones quimicas), lamada polimerasa, hace una
copia de cada una de Jas cadenas utllizando la original
como plantilla o modelo. La polimerasa necesita otros
dos ingredientes para copiar ADN: el primero, es una
reserva de los cuatro blogues bésicos, que constituyen
la molécula de ADN llamadoes nucledtides o bases, v el
segundo, es un fragmento de ADN conocido, denomi-
nado oligonucledtido, cebador o primer, formado por
varios nucledtidos que indican el sitio de replicaciéon,

El proceso global consiste en una serie de ciclos
y cada ciclo consta de tres etapas cuya diferencia es la
temnperatura a la que transcurren. Primero, cada ciclo
comienza separando las dos hebras complementarias
que constituyen la doble hélice de ADN, esto se
logra calentando la molécula a 94-95°C para romper
los puentes de hidrégeno que unen fas hebras entre
si, este paso se llama desnaturalizacion del ADN;
segundo, se baja la temperatura entre 65y 50 °C seglin
el tipo de iniciadares utilizades, a esta temperatura los
cebadores encuentran las regicnes corplementarias
y se unen a ellas delimitando la region de ADN que
quiere ser amplificada, este paso se denomina alinea-
miento; y tercero. se incrementa la temperatura a
72°C para que la Tag polimerasa empiece a sintetizar
ADN ariadiendo nuevas bases a los iniciadores que
estén enlazados copiando cada una de las cadenas
de ADN, a esta fase se le denomina extension. Estos
tres aiclos tienen lugar en el mismo tuba de amplifi-
cacién y constituyen un ciclo completo de PCR, para
un total de 30-40 ciclos aproximadamente. donde los
compenentes de |a reaccion suelen acabarse en este
nivel, dejando como resultade mas de 100 millones
de copias de ADN. Los requerimientos de la reacciéon
son simples, deoxinucledtidos para proveer energia
y sintesis para las nuevas secuencias de ADN, DNA
polimerasa, niciadores, templado (ADN) y buffer de
reaccidn, el cual contiene Mg*~.

Metodologia

Obtencion de muestras infectadas con §.
subterrranea

El andlisis del materia! bioldgico se efectud a partir de
tejido vegetal con sintomas y signos tipicos de la rofa
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polvosa {zgalias en raices de plantas v plstulas en epi-
dermis de tubérculos) (Figuras la v Ib), v de suelos
cultivados con papa, donde se manifestd el patogeno.
Las muestras fueron recolectadas y enviadas por el
Programa de Produccion de Semilla Certificada del
|CA, Seccional Cundinamarca y por el Laboraterio
de Diagndstico Fitosanitario de Pasto al Laboratorio
de Dizgndstico Molecular Vegetal 1CA-Tibaitata (Tabla
1): la seccional ICA-Narifio suministrd 32 muestras
de suelo de un campo experimental infestado con $.
subterranea; 30 de estas muestras (tomadas de la capa
superior entre 0 cm y 20 cm de profundidad) corres-
pondfan a cada una de los 30 puntos muestreados de
dicho campo. Las dos muestras restantes son mezclas
totales de suelo de la subsuperficie entre 0-10 cm y
10-20 cm respectivamente, de fos mismos 30 sitios
muestreados (Figura 2).

TUBERCLULGS DF PAPA CON SINTOMAS

D3 Bpnogoespora sublefranes

Warigdad Dizcol Capira

Figura |, Sintomas de rofia polvosa causados por S subterranes en;
{a) Agallas en raices de plarla de pepa Infectadz por S subterroneg
prevenientes del cepartamento de Manifo; (i3] tubérculos de papa
de ‘a variedad Diacol Capiro, con sintomas de rofia en su epidermis,
provenientes del departamerito de Cundinamanca.

Figura 2. Esquemna del recorrido reaiizado en zig-zag en un lote
experimental del municipio de Pasto (de aproximacamente « Ha)
con infeccicn natura: de 5. Subterrdnea para su deteccidn a partic
de 30 muestras del suosueio entre 0-20 cm de profundidad {cada
nimero corresponda a punio de muestrec}

Deteccion macroscépica y microscopica
en tejido vegetal infectado

\Jna vez recibido el material bioldgico, se efectud una
descripcion microscopica de las lesiones tipicas de la
enfermedad tanto en semillas de papa como en raices
infectadas. Bajo el microscopio, en aumentos de 40x y
100x se determind la presencia de quistosoros tanto en
pUstulas de tubérculos como en agallas de raiz.

Propagacion de §. subterranea bajo
condiciones de invernadero

La estandarizacién para fa extraccion y amplificacion de
ADN de S subterranea se efectud a partir de tejido
vegetal infectado, obtenido mediante |2 propagacion del
microorganismo tajo condiciones de invernadero. Para
estc, se empled como indculo 50 gramos de mezcla
de suelo infestadc provenientes de los departamentos
de MNarifio {municipio de Pasto, vereda Ric Bobo) vy
Cundinamarca (municipio de Zipaquird, vereda Paramo
Guerrero) en materas que contenian suele proveniente



TABLA 1. Tipo y procedencia del material biolégico examinado para la deteccién de S. subterranea por PCR

‘ = 1 L

Suelo con infestacidn natural y raices de papa con agallas de rofia polvosa Pasto Pariiie

Rags de papa con agallas de:ﬁa poliosa Fasto [Nlariic =
_'Itul:_nirrmlc.s oo m';tul; apiddmices varisdad JJ_'la_f_;d{ap-n:: . Dpaglicd | Cundivrmare
Tubéreulos c_on pustulas epidérmicas variedad Parda Pastusa 1 Usme =1 _ C-.l"lrjirwn:.'-nta i
Suelo de cultiva experimental ;ngstado por 5. subterranea | Pasto - |'Marifio i

de la granja San Jorge del ICA (Cundinamarca); scbre el
suela-indeulo, se plantd la semilla de papa tamafic 37
Se efectuaron siembras por triplicado de dos variedades
diferentes de semilla de papa (Parda Pastusa y criolla
(S. phureja)) v se determind el estado de desarrclio
de las plantas v la presencia de infeccidn radical por 5.
subterraneqa cada |2 dias; una vez determinada la pre-
sencia de agallas en la ralz se procedio a la deteccion
microscopica de quistosoros vy a la extraccidon de ADN
a partir de estos.

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

De los tres métodos de extraccidn utilizados para la
obtencién de ADN a partir de las agallas de ralces infec-
tadas en las pruebas de invernadero y de tejido epi-
dermal infectado, se pudo ebtener un ADM de calidad
optirma para las pruebas de amplificacion. utilizando el
protocolo de Aponte (Aporite, | 998), seguido por el uso

| de celumnas de purificacidn GFX™ Genomic Columns

| (Amersham Farmacia). La extraccién de ADN a partir de
muestras de suelo del departamento de Narific, muni-
dipio de Pasto, fue sometida al protocelo de extraccion
de ADN mediante el uso del estuche comercial ULTRA

| CLEAN SOIL DNA (Mo Bio Laboratories) conforme a
las instrucciones del fabricante.

PCR a partir de ADN de 8. subterranea

Fuercn usades los cebadores Spol-2, Spo 8-2 v
Spsi-2 para la amplificacion de 372, 390 v 391 pares
de bases respectvamente, cuyas regiones blance son
secuencias especificas de TS del ADNr de 5. subterra-
nea (Tabla 2). La amplificacidn fue desarrollada en un
volumen final de reaccion de 25 ml, el cual contenia
0 mM Tris-HCl {pH 8.5), 50 mM KCI, 2.0 mM MgCl,
160 mM dNTP's, 250 nM de cada oligonucledtido.
0.8 unidades de Tag polimerasa {Tucan Tag-Corpo-
| gen), Triton® X-100 al 0.1 %, albimina sérica bovina

TABLA 2. Secuencia de los oligonucleotidos utilizados para la amplificacién de tres fragmentos especificos
presentes en los [TS del ADNr de S. subterranea. *Tm: temperatura de alineamiento.

i 5'CCTGGGTGCGATTGTCTGTT 37

| Sps| |

S k62 | 5'CACGCCAATGGTTAGAGACGS
. Spol  5LATTGTCTGTTGAAGGGTG-3'
 Sp02 | 5-GGTTAGAGACGAATCAGAAZ
‘_ 5o “ o B TEEGIGEEATTETCTGTTGS
| Spod 5 CACGCCAATGGTTAGAGACGS
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al 0.04% vy | ml de templado de ADMN. Las muestras
fueron incubadas a 94 *C por 2 minutos para desna-
turalizar el ADN. Se realizaron 35 ciclos de 94 °C por
30 segundos, 72 °C por 45 segundos y 56 °C por 30
segundos en un termociclador M| Research PTC-200.
Los productos de amplificacion fueron visualizados tras
una electroforesis en gei de agarosa al |.5%, pretefido
cen bromuro de etidio.

Resultados v discusion

La infeccion por 5. subterraneg en los tejidos vegetales
analizados (provenientes de los departamentos de Cun-
dinamarca y Narifio), se cetermind por la presencia de
estructuras microscépicas de resistencia (quistosoros) en
&l polvillo caracteristico que aparece sobre las pUstulas
de tubérculos enfermas (Figura 3a) v en las agallas de
las rafces (Figura 3b).

El ADN extraido a partir del tejido vegetal infec-
tado en mvernadero, fue sometido a tratamiento de
purificacién por columnas vy diluido posteriormente
en proporcon 1/50: dicho templado arrojé sefial de
amplificacién positiva al efectuar una PCR utilizando los
oligonucledtidos Sps |-2, Spo 1-2 y Spo 8-9 especifi-
cos para 5. subterranea; los productos de amplificacién
cbservados al nivel de 400 pb (Figura 4) concuerdan
con las pruebas PCR realizadas por Bell y colaborada-
res {1999) (quienes obtuvieron un producto de 391
pb usando los iniciadores Spsl-2) v por Bullman vy
colaboradores {1998 (quienes obtuvieran productos
de 372 y 390 pb usando los iniciadores Spol-2 y Spe
8-9 respectivamente). Estos resultados, confimman la
homologia genética que existe entre los aislamientos
de ADN de 5. subterranea obtenide de material vegetal
infectado de distintas zonas del als, con les aislamien-
tos de dferentes cultivares de papa realizados en otros
paises (Bell y cel. 1999 Bulman v col, 1998); ademas,
pone de manifieste la utilidad diagnostica de los ITS
empleando oligonucledtidos especie-especificos parafa
deteccion del patdgeno tante en suelo como en semillas
aptas para el cultvo de papa.

El ADN extraido a partir de las muestras de suelo
provenientes del campo experimental de Pasto, a
pesar de tener altos niveles de compuestos himicos
y proteicos, presentd sefal de amplificacion positiva
en todas las 30 muestras de suelo analizadas utlizando
los oligonucledtidos Spol y Spe 2 (Figura 5); estos
resultados, se obtuvieron gracias a la estabilizacion
de la enzima frente a la presencia de &cidos himicos

Figura 3. Estructuras de resistencia (quistosoros) de 5 subterraneg observados
a 40w tomadaos de: (&) Agallas de raiz , v () Plstutas de epidermis con rofa
oolvosa

400 pb

Figura 4. Amglificacion con oigonucledtidos especificos a partir de ADN
purificace con colurnnas y diudo {preporcion |/50) de agalfa de raiz infectada en
invernadero. Linea 11 Marcador de peso malecular |00 po; inea 2: oroduce de
amplificacién con les inicaderes Sps | —Sgs 2; linea 3: producto de amplificacidn
con los inicacores Spo  —5po 2; linea 4 aroducto de amplificacion con los
inciadores Soo B-Spo?; linea 5: cortrol de reaccién negativo

BIBLIOTECA AGROPECUAR

DE COLOMBIA



y tal vez de otros inhibidores entre la Tag polimerasa
y el ADN blanco. Con lo anterior, se puede mostrar
la especificidad de los oligonucledtidos Spol-2, en la
deteccidn directa de 5. subterranea en suelo, puesto
que no se abservarcn otros productos de amplificacidn

2 1314 15

400 phb

19 1 T2 7314

(b)

300 pb

Figura 5. Productas de amplificacion de 372 pb obtenides con los
oligonutledtidos Spol -2 de ADM total de sueio infestado con S, Subteridnea,
provenientes del campo experimental del departamento de Narifio. (a} Lineas
2-3: mezda total de 30 muestras tomadas entre O-10 cm y 10-20 ¢m de
profundidad respectivamente; Lineas 3-13: muestras de las estaciones | a
[0; lineas |4-15: controles positvo y negativo. (B) Lineas 2- 11 muestras de
las estaciones || a 20; lineas | 2-13: contreles positive v negativo: linea i4:
contral de extraccion negative (suels libre de S sutterranea} (o) Lineas 2-11.
muestras de las estaciones 21 a 30, lineas |2- 13 controles positiva y negatve,
linea 14: control de extraccion negativo. En las tres figuras, anarece en a Linea
I marcader de peso moelecular 100 pb (Invitrogen})

diferente al esperado; eslo indica que no existe reacdion
cruzada entre los oligonucledtidos utilizados y el ADN
de otros micreorganismos del suelo. De igual forma, los
oliganucledtidos Spo 8-9 y Sps | -2 arrojaron resultados
similares al dar reacciones de amplificacion positiva en
30 estaciones muestreadas.

La importancia de la PCR en la deteccidon de S.
subterranea radica en la sensibilidad y especificidad de ia
técnica para tal fin. Como se ha mostrado, la metodole-
gla utilizada fue altamente especifica para detectar Unicay
axciusivamente ADN de 5. subterraneg en suelo, agallas
de raiz y pUstulas de tubérculos infectados, y presenta
una alta sensibilidad, ya que fue capaz de detectar hasta
| quistosoro en Q.25 gramos de suelo. lo que permitirfa
la implementacién de dicha metodologia en programas
de monitoreo y manejo de la enfermedad, asf como
para estudios epidemioldgicos de investigacidn a nivel
nacional; ademas, estos resuttados podrian postular la
PCR como prueba de referenciz para el diagndstico
de 5 subterranea en material vegetal infectade y suelo,
si se contindan marteniendo estos mismos resultados
en estudios posteriores con un mayor ndmere de
muesiras.

Bibliografia

AGRIOS, G. Rtcpatologla, Editorial Limusa. México D.E 1996, p
296 297

APONTE. 5. Caracterizacidn Molecular v andlisis de variabilidad
genética en los aislamentos de Mycosphaerella fiilensis provenien-
tes del Magdalena medio y Santander Colombiano. 1998 Tess
para optar el titulo de Bidiogo. Pontificia Universidad Javeriana

BELL, K., ROBERTS. |., VERALL, S et a! Detection and quantifi-
cation of Spangospora subterranea f. so. subterranea in soils and
on tupers using specific PCR primers. EN: Furopean Journal of
Flan Sathology 1999, 105: 903-915 p

BULLMAN, S R, MARSHALL, |. W. Detection of Spongospora
subterranea In potato tuber lesons using The polymerase chain
reaction (PCR) SN: Plant Patnol, 1998 47 75%9-746 p.

GUERRERQO, Q. Descripcidn y manejo de las principales enferme-
dades de la papa ICA-Subgerencia de Proteccidn v Regulacion
Agricala Secaionar Narifio. San Juan de Fasto. 2002, 32 p.

GUERRERC, O. La rona o sarna polvosa de la papa en el departa-
mento de MNanfia, Resumen, EN: Pepas colombianas. 22 edicién
2000 Vol 3 N21-2,127-12% p

HARRISOM, | G.. SEARLE R |., WILLIAMS, IN. A, powdery scab
disease of potato-a review. EN: Plant Pathol. 1997 46: 1-25p

VOLOSSICUE, T, ROBR, |., NASAR, R, Direct DNA extraction
for PCR mediated assays of soil organisms EN: Applied and
envirenmental microbiology. 1995 61: 3972-3976 p

JP—



	 
	Principios basicos y automatizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa.
	Metodologia.
	Deteccion macroscopica y microscopica en tejido vegetal infectado
	Resultados y discusion.
	Bibliografia.


