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RESUMEN

La sarna polvosa de la papa (Solanum tuberosum, S. phureja) causada por Spongospora
subterranea f. sp. subterranea (Sss), es una de las enfermedades mas limitantes de este
cultivo. En Colombia, se han empleado diferentes métodos de deteccién asintomdtica
de Sss, incluyendo bioensayos con plantas sefiuelo, PCR de ITS y pruebas de ELISA. Sin
embargo, sus niveles de sensibilidad son bajos o requieren tiempos extensos. Una alter-
nativa para complementar dichas herramientas es la PCR cuantitativa en tiempo real
(qPCR). En este trabajo se evalué dicha técnica utilizando los juegos de cebadores
SsTQF1-SsTQR1; Spon421F-Spon494R y SscolF-SscolR (disefiados en este estudio),
bajo la metodologia de SYBR Green®; mientras que con Tagman® se evaluaron los ce-
badores SponF-SponR y la sonda SponP. Una vez determinada la funcionalidad de los
cebadores, se descarté por inespecificidad, el par Spon421F-Spon494R; para los
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restantes se realizaron curvas estandar basadas en diluciones seriadas de quistosoros.
Las pruebas de qPCR detectaron a Sss en las 20 muestras evaluadas de plantas sefiuelo
de Nicotiana benthamiana y papa, utilizando los cebadores SsSTQF1-SsTQR1 (Ct: 10,57-
29,34) y SscolF-SscolR (Ct: 14,39-34,08); mientras que 19 de las muestras fueron
positivas con SponF-SponR-SponP (Ct: 15,63-38,93). A partir de 20 muestras de raices
de papa de cultivos de La Unién (Antioquia, Colombia), fue posible detectar el paté-
geno en 17 de ellas con SscolF-SscolR, estimdndose una concentracién de 6470 a 1,39
x 10'° quistorosos/mL. Estos resultados indican la ocurrencia de altos niveles de inécu-
lo de Sss en esta regién y enfatizan en la necesidad de fortalecer los programas de cer-
tificacién de tubérculo-semilla en Colombia.

Palabras clave: PCR en tiempo real, sarna polvosa, Solanum phureja, Solanum tuberosum.
ABSTRACT

In recent years, potato crops (Solanum tuberosum, S. phureja) have been seriously affected
by powdery scab; a disease caused by Spongospora subterranea f.sp. subterranea (Sss). In
Colombia, asymptomatic detection of Sss has been achieved with bait plants, PCR of
ITS regions and ELISA tests. Unfortunately, these techniques have low sensitivity and
may require long processing times. In this work, Quantitative real time PCR (qPCR) was
tested for detection of Sss using different sets of primers. Primers SSTQF1-SsTQR1,
Spon421F-Spon494R and SscolF-SscolR (designed in this study), were tested using
SYBR Green®, while primers SponF-SponR were tested using the Tagman® probe
SponP. Primers Spon421F-Spon494R were discarded due to lack of specificity. Standard
curves were obtained from serial dilutions of cystosori. The 20 N. benthamiana and
potato bait plants evaluated tested positive for Sss using primers SSTQF1-SsTQR1 (Ct:
10.57-29.34) and SscolF-SscolR (Ct: 14.39-34.08) and 19 samples were positive with
primers SponF-SponR-SponP, with Ct values ranging between 15,63 and 38,93. Sss was
detected in 17 out of 20 root samples from potato crops in La Unién (Antioquia) using
primers SscolF-SscolR, with an estimated concentration of 6470-1.39x10'° cystosori/
mL. These results suggest high levels of Sss in the potato fields from this region and
recall the importance of strengthening seed-certification programs in Colombia.

Keywords: powdery scab, real time PCR, Solanum phureja, Solanum tuberosum.
INTRODUCCION

Spongospora subterranea (Wallroth) Lagerheim f. sp. subterranea Tomlinson (Sss) es un
patégeno obligado protozoario que produce plasmodios capaces de infectar el sistema
radicular y los tubérculos de plantas de papa (Solanum tuberosum L.y Solanum phureja
Juz. et. Buk), causando la enfermedad denominada sarna polvosa de la papa (Harrison
etal., 1997). Este microrganismo también infecta otras plantas cultivadas y no culti-
vadas, principalmente dentro de la familia botdnica Solanaceae. El patégeno se ha re-
portado en todos los continentes, pero es principalmente limitante sobre el rendimiento
y la calidad de los tubérculos, en zonas con bajas temperaturas y suelos con altos
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contenidos de materia organica como las islas britdnicas, el norte de Europa y los Andes
suramericanos (Merzy Falloon, 2009; Santala etal., 2010). En las raices, la enfermedad
se manifiesta en forma de agallas que afectan la absorcién de nutrientes y agua. En
estados avanzados de la infeccidn las raices se desintegran, liberando una gran cantidad
de estructuras de resistencia (quistosoros), las cuales pueden perdurar por varias dé-
cadas en el suelo, sirviendo como fuente de inéculo para cultivos posteriores (Merz,
2008). Por otra parte, en los tubérculos se presentan lesiones pustulosas, corchosas,
con centros polvosos formados por la agregacién de los quistosoros del patégeno. Con
el tiempo, es frecuente la ruptura del peridermo, aunque el nivel de penetracién en los
tubérculos es generalmente superficial (Harrison et al., 1997; Merz, 2008).

En términos generales se ha estimado que la sarna polvosa puede disminuir la produc-
cién de tubérculos hasta en un 50 %, dependiendo del momento de infeccién del pa-
tégeno y de la variedad afectada. Recientemente, Gilchrist et al. (2011) estimaron que
en la variedad Diacol Capiro, la sarna polvosa causa una reduccién del 23 % sobre la
longitud de las plantas, del 32 % en el peso seco foliar y del 30 % en el peso de los
tubérculos; aunque el nimero de estos no fue afectado.

El manejo de la sarna polvosa se fundamenta en la siembra de material certificado en
lotes libres del patégeno, para lo cual es necesario contar con sistemas altamente sen-
sibles de deteccién del microrganismo. Para esto, se han utilizado diferentes métodos
incluyendo la utilizacién de plantas trampa de Nicotiana benthamiana Domin, tomate
(Solanum lycopersicum L.) o papa (Merz, 1989), pruebas de ELISA y flujo lateral con anti-
cuerpos policlonales (Harrison et al., 1993) y monoclonales (Walsh et al., 1996; Merz
et al., 2005; Bouchek-Mechiche et al., 2011), y PCR convencional con los cebadores
especificos Spo8-Spo9 (Bulman y Marshall, 1998); Sps1-Sps2 (Bell et al., 1999) y SsF-
SsR (Qu et al., 2006). Sin embargo, estas metodologias generalmente presentan bajos
niveles de sensibilidad, requieren periodos de tiempo superiores a 24 h para obtener
resultados o no permiten la cuantificacién del nivel de inéculo del patégeno presente
en los suelos o plantas afectadas. Dichas restricciones pueden ser suplidas con el uso
de la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR). Con esta metodologfa, el ADN
de un organismo puede ser detectado y cuantificado durante los ciclos iniciales de am-
plificacién por PCR justo después de que comienza la fase exponencial. De esta forma,
se realiza la medicién de la fluorescencia generada por la liberacién de un colorante in-
tercalante en la doble cadena de ADN (generalmente SYBR Green®) o por la ruptura
de una sonda especifica marcada con fluorocromos. Dicho nivel de fluorescencia puede
ser asociado a una concentracién conocida de ADN o de propagulos de un patégeno,
por comparacién con curvas estandar preestablecidas. La técnica de qPCR permite
obtener resultados en tan solo 6 h, incluyendo la extraccién de ADN y el andlisis de la
amplificacién (Shena et al., 2004).

Para la deteccién de Sss, se han evaluado diferentes formatos de qPCR a partir del ADN
del patégeno presente en fuentes tan diversas como aguas, suelos, plantas sefiuelo,
raices y tubérculos de papa (Van de Graaf et al., 2003). Su utilidad ha sido probada
con muestras de tubérculos obtenidas directamente en el campo, confirmdndose su
capacidad para detectar Sss en tejidos asintomdticos y con niveles de sensibilidad, al
menos 100 veces superiores, respecto a las pruebas de ELISA y PCR convencional (Ward
etal., 2004). Adicionalmente, Qu etal. (2011) disefiaron una prueba de qPCR muiltiple
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para la deteccién simultdnea de Sss y Streptomyces scabies, agente causal de la sarna
comun de la papa, a partir del disefio de cebadores y sondas TagMan®, marcadas con
fluorocromos diferentes. En dicho estudio se detectaron ambos patégenos en niveles
tan bajos como 100 fgy con valores del ciclo umbral (Ct) en el rango de 22 a 38.

En Colombia, la deteccién de Sss en tubérculos y suelos, se ha realizado principalmente
por la evaluacién visual de la sintomatologia de la enfermedad en raices y tubérculos,
la utilizacién de bioensayos con plantas sefiuelo (Ramirez etal., 2009), el conteo directo
de quistosoros previo tamizaje de muestras de suelos (Jaramillo y Botero, 2007; Ramirez
et al. 2009) y la utilizacién de PCR convencional utilizando cebadores especificos
(Carreno, 2009; Osorio, 2012). Para esto, se han utilizado combinaciones de diversos
cebadores que permiten la amplificacién de la regién ITS del ADNr del patégeno (Spo-
Spo2; Spo8-Spo9 y Sps1-Sps2) (Saavedra et al., 2004; Carrefio 2009; Osorio, 2012).
Las pruebas de qPCR se constituyen en una herramienta altamente sensible y eficiente
para la deteccién y cuantificacién de los niveles de inéculo de Sss en plantas y suelos,
en esta investigacion se evalué la utilidad de los cebadores y sondas previamente re-
portados en la literatura para esta técnica, sobre aislamientos colombianos del paté-
geno. Adicionalmente, se disefié un par de cebadores con base en secuencias de las
regiones ITS del ADNr de los tres Tipos de Sss presentes en el pafs, y se validé su utilidad
a partir de muestras de raices de papa y de plantas sefiuelo de N. benthamiana y S. phureja.

MATERIALES Y METODOS

MUESTRAS

La evaluacién inicial de los juegos de cebadores para qPCR, se realizé a partir de 15
muestras de raices de papa (S. tuberosum y S. phureja) con sintomas de sarna polvosa,
obtenidas en cuatro cultivos diferentes del municipio de La Unién (Antioquia) (5° 58’
38" Ny 75° 24’ 54” O). Una vez seleccionados los cebadores, se realizaron evaluaciones
de qPCR en diez plantas de N. benthamiana y diez plantas de S. phureja, previamente
inoculadas con quistosoros de Sss provenientes de los municipios de La Unién y Santa
Rosa de Osos (Antioquia), Zipaquird, Tabio, Subachoque y Villa Pinzén (Cundina-
marca), Tunja, Siachoque, Soracd, Oicatd (Boyaca) y Pasto e Ipiales (Narifio). La inocu-
lacién se realizé siguiendo la metodologia de Vélez (2007); las plantas se mantuvieron
en casa de malla en el Centro Experimental Paysandd, ubicado en el corregimiento San-
ta Elena, municipio de Medellin (Antioquia, 6° 12’ 37” Ny 75° 30’ 11” O, 2550 msnm).
Finalmente, se tomaron 20 muestras aleatorias de raiz en cuatro cultivos de papa del
municipio de La Unién (Antioquia), con el fin de validar la utilidad de las pruebas de
qPCR para la deteccién de Sss en tejidos asintométicos.

DETECCION DE Sss POR PCR CONVENCIONAL

Para confirmar la presencia de Sss en las 15 muestras de raices con sintomas de agallas,
se realizaron reacciones de PCR empleando los cebadores especificos Spo8 (5’ CTG
GGT GCG ATT GTCTGT TG 3’) y Spo9 (5’ CAC GCC AAT GGT TAG AGA CG 3’) que
amplifican fragmentos de 391 pb de la regién ITS del ADNr (Bulmany Marshall, 1998).
EI ADN fue obtenido utilizando el kit DNeasy Plant (Qiagen, E.E. U.U.), a partir de 100 mg
de tejido radicular macerado en presencia de nitrégeno liquido y siguiendo las instruc-
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ciones del fabricante. Para determinar la concentracién del ADN extraido, se utilizé la
lectura de absorbancia mediante un Nanodrop 2000C (Thermo, E.E. U.U.). La integri-
dad del ADN se determiné por medio de electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %
suplementado con bromuro de etidio (10 mg/ml). La visualizacién de las bandas se
realizé utilizando el sistema digital de andlisis Bio Doc Analyze (Biometra, Alemania).
Las reacciones de PCR incluyeron 0,1 uM de cada cebador, 1 U de Taq ADN polimerasa
recombinante (Fermentas, Lituania), 0,2 mM de cada dNTP, 1X de buffer de enzima,
2 mM MgClz, 50 ng de ADN y un volumen total de 25 pl. Las amplificaciones se rea-
lizaron en un termociclador T3 (Biometra, Alemania) y consistieron de una desnatura-
lizacién inicial a 98 °C por 3 min seguida por 35 ciclos de 94 °C por 30 seg, 55 °C por
30 seg, 72 °C por 1 min y un periodo final de extensién a 72 °C por 10 min. Luego de
la amplificacién, se tomaron 5 pL de los productos de reaccién y se separaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %.

Los amplicones del tamarfio esperado, fueron purificados mediante el kit QlAquick Gel
Extraction (Qiagen, E.E. U.U.), para proceder a su secuenciacién directa en las dos
direcciones utilizando los cebadores empleados en el PCR y el kit Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction (PE Applied Biosystems, E.E. U.U.). Su corrido y separacién se
realizé en un secuenciador ABI Prism 3730xl (PE Applied Biosystems). Las secuencias
obtenidas con cada cebador fueron editadas mediante el sofiware BioEdit 6.0.6 (Hall,
1999), construyéndose secuencias consenso y confirmdndose su validez por compara-
cién con las bases de datos moleculares del NCBI utilizando el programa BlastN
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi).

EVALUACION DE qPCR PARA DETECCION DE Sss

Una vez confirmada la presencia de Sss, se procedié a evaluar la utilidad por PCR
convencional de los cebadores disefiados para pruebas de qPCR, a partir del ADN de
12 de los aislamientos colombianos de Sss. Los cebadores evaluados fueron: SsTQF1
(5 CCG GCA GACCCAAAACC3’)ySsTQR1 (5 CGG GCGTCACCCTTCA3’) (Van
de Graaf et al., 2003), Spon421F (5’ TGG CTT CTG ATT CGT CTC TAA CC 3") y
Spon494R (5’ TCATTT GAG ATC TAG AGT CAG AAA TGG 3’) (Ward et al., 2004),
SponF (5" CTT TGA GTG TCG GTT TCT ATT CTC CC 3’) y SponR (5’ GCA CGC CAA
TGG TTA GAG ACG 3’) (Qu et al. 2011). Adicionalmente, con base en las secuencias
de los aislamientos de Sss secuenciados en este estudio y de aquellas previamente re-
portadas por Osorio (2012), para los tres tipos de Sss presentes en el pafs, se realizé
un andlisis de alineamiento mediante el programa Clustal W (Larkin et al., 2007) y se
disefiaron los cebadores SscolF (5" TGA AAG CAT GCC TCT TTG AGT GTC GG 3’) y
SscolR (5" CTT TCA AGC CAT GGA CCG ACC AGA G 3’), con la ayuda del programa
Primer 3 (Rozen y Skaletsky, 2000). La especificidad de estos cebadores se evalué por
comparaciones mediante BlastN con las bases de datos moleculares del NCBI. Las
reacciones de PCRy su separacién por electroforesis se realizaron bajo las condiciones
indicadas previamente. Por ultimo, para verificar su naturaleza, se purificaron y secuen-
ciaron al menos dos amplicones obtenidos con cada par de cebadores.

Una vez confirmada la especificidad de los cebadores por PCR convencional, se procedié
a evaluarlos mediante qPCR con SYBR Green®. Las reacciones se realizaron utilizando el
kit Maxima® SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Fermentas), en 25 pL de reaccién
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conteniendo 12,5 pL del kit, 10 pL de agua estéril libre de nucleasas, 0,75 pL de cada
cebador (10 pM) y 50 ng de ADN. Las reacciones fueron realizadas en un equipo Rotor-
Gene Q-5plex Platform (Qiagen) y consistieron de 95 °C por 2 min, seguido por 40
ciclos de 95 °C durante 15 seg y 60 °C durante 1 min para los cebadores SsTQF1-
SsTQR1, Spon421F-Spon494R y SscolF-SscolR; mientras que para los cebadores
SponF-SponR las condiciones fueron 95 °C durante 2 min y 40 ciclos de 95 °C durante
25 segy 60 °C durante 1 min. El juego de cebadores SponF-SponR fue también eva-
luado bajo el formato Tagman®, utilizando la sonda SponP (5’ FAM-TCT TTC AAG
CCATGG ACC GAC CAG A- BHQ-1 3’) disefiada por Qu et al. (2011). En estas reac-
ciones se utilizé el kit Maxima Probe/ROX qPCR Master Mix (2X) (Fermentas) en 25 pL
de reaccién conteniendo 12,5 pL del kit, 9,5 pL de agua destilada libre de nucleasas,
0,75 pL de cada cebador (10 uM), 0,5 pL de sonda (10 uM) y 50 ng de ADN. Las
reacciones consistieron de 95 °C por 2 min, seguido por 40 ciclos de 95 °C durante 15
segy 60 °C durante 1 min. La adquisicién de fluorescencia se realiz6 después de cada
ciclo de amplificacién y los valores de Ct para cada muestra fueron definidos utilizando
los valores por defecto del software Rotor-Gene Q ver. 1.7, siendo consideradas como
positivas aquellas muestras que superaron el valor umbral antes del ciclo 40 (Shena et
al., 2004). Las eficiencias de las reacciones se calcularon con la férmula E = 1067
donde E es la eficiencia de la amplificacién y m la pendiente de la curva estdndar
generada a partir de la concentracién de quistosoros vs los valores de Ct. Todos los en-
sayos presentaron dos controles negativos con agua destilada estéril y un control
positivo consistente en ADN de una muestra de Sss obtenida directamente de quis-
tosoros del patégeno por Osorio (2012). Finalmente, para corroborar la presencia de
bandas tnicas en las amplificaciones de qPCR, se realizaron corridos electroforéticos
en gel de agarosa al 2,5 %.

PREPARACION DE CURVAS ESTANDAR

Se realizaron curvas estandar para ser utilizadas con cada uno de los tres juegos de ce-
badores seleccionados bajo los sistemas SYBR Green® y Tagman®, a partir de la pre-
paracién de diluciones seriadas de quistosoros de Sss, obtenidos de muestras de agallas
de raices de S. phureja, maceradas y tamizadas en mallas de 90y 25 pm. De esta forma,
100 mg de quistosoros fueron diluidos en 10 mL de agua destilada y se procedié a su
conteo directo utilizando una cdmara de Neubauer, obteniéndose un promedio de
16.520.000 quistosoros/mL con base en cinco lecturas independientes. A partir de esta
concentracién inicial se preparé una suspensién de 12.500.000 quistosoros/mL y sus
diluciones respectivas de 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000. Posteriormente se procedié a
extraer el ADN de los quistosoros presentes en dichas diluciones, mediante el kit ULTRA
CleanTM Soil DNA isolation (MO Bio Laboratories, E.E. U.U.) siguiendo las recomen-
daciones del fabricante. Las reacciones de qPCR se realizaron bajo las condiciones
descritas anteriormente.

VALIDACION DE LAS PRUEBAS DE qPCR

Se realizaron evaluaciones mediante qPCR a partir de 20 muestras de raices de plantas
sefiuelo y de 20 muestras obtenidas en forma aleatoria de cultivos de papa del muni-
cipio de La Unién (Antioquia). EIl ADN fue extraido utilizando el kit DNeasy Plant
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(Qiagen)y las pruebas se realizaron con los cebadores SSTQF1-SsTQR1 y SscolF-SscolR
bajo el formato de SYBR Green® y SponF-SponR con la sonda Tagman® SponP. Las
condiciones de las amplificaciones fueron similares a las descritas anteriormente para
ambos formatos de qPCR. La cuantificacién del inéculo de Sss en dichas muestras, se
realizé por comparacién con los valores de Ct en la curva estandar realizada para cada
juego de cebadores.

RESULTADOS

DETECCION DE Sss POR PCR CONVENCIONAL

Se confirmé la presencia de Sss en 14 de las 15 muestras de papa con sintomas de
sarna polvosa conseguida del municipio de La Unién, obteniéndose amplicones de 391
pb en las reacciones de PCR convencional con los cebadores Spo8-Spo9 (Fig. 1A).
Cinco de estos amplicones fueron secuenciados y el andlisis de BlastN indicé valores de
identidad entre el 96 % al 99 %, con valores e entre 1e'”* y 0,0 y porcentajes de co-
bertura del 99 al 100 %, con respecto a secuencias de Sss previamente depositadas en
las bases de datos moleculares del NCBI (AY604172, AF102819, EF593112, AY604171
y AF305697).
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Figura 1. A. Deteccién de Spongospora subterranea mediante PCR convencional con los cebadores espe-
cificos Spo8-Spo9, a partir de 15 muestras de raices de papa con sintomas de sarna polvosa, obtenidas
en el municipio de La Unién (Antioquia). Marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas); 1a 15:
muestras de raices; 16: control positivo (ADN de quistosoros de Sss), 17: control negativo. B. gPCR
con los cebadores especificos disefiados en este estudio (SscolF-SscolR), a partir de 12 muestras de
raices de papa con sintomas de sarna polvosa, obtenidas en el municipio de La Unién (Antioquia). Mar-
cador de peso molecular 25 pb (Promega), 1 a 12: muestras de raices de papa, 13: control positivo

(ADN de quistosoros de Sss), 14: control negativo.
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EVALUACION DE qPCR PARA DETECCION DE Sss

Una vez confirmada la presencia de Sss, se evalué la amplificacién y especificidad de los
cebadores Spon421F-Spon494R, SponF-SponR y SscolF-SscolR, SsTQF1-SsTQR1
mediante PCR convencional. Para los tres primeros juegos de cebadores, se obtuvieron
los productos del tamafio esperado de 72, 138 y 97 pb, respectivamente, mientras que
la amplificacién con SSTQF1-SsTQR1 generd muiltiples bandas, incluyendo la del tama-
fio esperado de 61 pb. El andlisis de secuencias de al menos dos amplicones selecciona-
dos para todos los cebadores, permitié confirmar la identidad de estos por compa-
raciones con las bases de datos moleculares (Tabla 1).

Muestra | Identidad en GenBank = n.°accesién = Tamafio (pb) | % dentidad | Valore
Cebadores SscolF-SscolR

L1R1 Spongospora subterranea EF593112 68 85% 4x107°
L4R1 Spongospora subterranea EF593112 66 88 % 6x 1008
L1R2 Spongospora subterranea EF593112 60 95% 3x107"
L4R1 Spongospora subterranea EF593112 67 86 % 3 x10-%
Cebadores Spon421F-Spon494R

L1R2 Spongospora subterranea AY604171 37 100 % 0,002
L1R1 Spongospora subterranea AY604171 40 97 % 3x 100
Cebadores SsTQF1-SsTQR1

L1R2 Spongospora subterranea EF593112 33 95 % 0,007
L2R2 Spongospora subterranea EF593112 25 95 % 0,005
Cebadores SponF-SponR

L1R1 Spongospora subterranea EF593112 100 100 % 9x 10"
L2R2 Spongospora subterranea EF593112 98 100 % 4x10%
L1R3 Spongospora subterranea EF593112 97 100 % 4x10%
L3R1 Spongospora subterranea EF593112 98 100 % 4x10%

Tabla 1. Resultados de BlastN a partir de secuencias de regiones ITS del ADNr obtenidas con la utili-
zacién de cuatro juegos de cebadores disefiados para la deteccién de Spongospora subterranea mediante
qPCR.

Las pruebas de amplificacién utilizando qPCR permitieron detectar a Sss en las 12
muestras sintomadticas utilizadas para la evaluacién, cuando se utilizaron los juegos de
cebadores SsTQF1-SsTQR1, SponF-SponR y SscolF-SscolR; lograndose valores de Ct
que oscilaron entre 23,31-35,44; 13,21-25,93 y 14,89-32,71, respectivamente. El em-
pleo de los cebadores Spon421F-Spon494R, no permitié la deteccién del patégeno en
ninguna de las muestras evaluadas y por esto se descarté su utilizacién en las pruebas
de qPCR posteriores. Finalmente, con el fin de confirmar la especificidad de los ampli-
cones obtenidos, se corrieron geles de electroforesis a partir de los productos de qPCR,
encontrandose bandas Unicas del tamafio esperado para los tres juegos de cebadores
seleccionados, incluyendo aquellos disefiados en este estudio (Fig. 1B).

PREPARACION DE CURVAS ESTANDAR
Las curvas estandar realizadas para los tres juegos de cebadores seleccionados, arro-
jaron coeficientes de correlacién R? de 0,984; 0,968 y 0,961, asi como pendientes de
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-3,69, -3,82 y -3,63 para los cebadores SsTQF1-SsTQR1, SscolF-SscolR, y SponF-
SponR, respectivamente. Por esto, las eficiencias de las reacciones calculadas fueron
de 0,89, 0,83 y 0,88 para dichos juegos de cebadores (Fig. 2).

I YAND 3 36471
R?=0.98 R?=0.97 R?=0.96
274 M=-3.69 M=-3.82 34 M=-3.63
4582 354 B=51.91 B=49.40
Eficiencia=0.87 Eficiencia=0.83 Eficiencia=0.88

32

304

Ct

251 B
T T T T T T T r T r
10° 10° 107 10° 10* 10°

T T T T

108 107 10*
Quistosoros/mL

Figura 2. Curvas estdndar construidas en las pruebas de qPCR para la cuantificacién de quistosoros
de Spongopsora subterranea. (A). Cebadores SscolF-SscolR. (B). Cebadores SsTQF1-SsTQR1. (C).
Cebadores SponF- SponR. Se presentan los valores del coeficiente de correlacién (R?), la pendiente (M),
el intercepto (B) y la eficiencia de la reaccién.

VALIDACION DE LA PRUEBA DE QPCR

Los resultados de las pruebas de validacién de qPCR, indicaron que bajo el sistema de
SYBRGreen® con los dos juegos de cebadores evaluados (SsTQF1-SsTQR1 y SscolF-
SscolR), se detectaron como positivas para Sss las 20 muestras de plantas sefiuelo
inoculadas con quistosoros del patégeno provenientes de los cuatro principales departa-
mentos productores de papa en Colombia (Fig. 3); mientras que con el sistema Tagman®
con SponF-SponR, se detecté a Sss en 19 de las muestras. Los valores de Ct calculados
en estas evaluaciones para plantas sefiuelo ocurrieron en el rango de 10,56 a 38,39y las
concentraciones de quistosoros/mL determinadas con base en las curvas estandar
construidas para cada par de cebadores, se presentaron entre los ordenes de magnitud
de 1x10%a1x10° (Tabla 2).

Por otra parte, en las evaluaciones realizadas a partir de las 20 muestras de raices ob-
tenidas en La Unién (Antioquia), se detecté la presencia del patégeno en 18 de las
muestras utilizando el sistema SYBR Green® con los juegos de cebadores SsTQF1-
SsTQRT, al igual que con el sistema Tagman® usando los cebadores SponF-SponR;
mientras que con los cebadores SscolF-SscolR dicha deteccidn se realizé en 17 de las
20 muestras evaluadas (Fig. 3). En este caso los valores de Ct se presentaron en un
rango de 13,09 a 39,9 y las concentraciones estimadas de quistosoros/mL oscilaron
entre 6,35y 1 x 10" (Tabla 2).

DISCUSION
La sarna polvosa de la papa causada por Sss, es una de las enfermedades mds limitantes

en la actualidad para el cultivo de la papa en Colombia. A pesar de que este patégeno
fue reportado en el pais desde la década de 1960, fue recientemente cuando su
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Figura 3. Curvas de amplificacién por qPCR utilizando el sistema SYBR Green® y los cebadores SscolF-
SscolR para la deteccién de Spongospora subterranea a partir de 20 muestras de plantas sefiuelo de

Nicotiana benthamiana 'y Solanum phureja (arriba) y 20 muestras de papa obtenidas en cuatro cultivos del
municipio de La Unién (Antioquia) (abajo).

importancia econémica se torné relevante. Adicionalmente, en los tltimos afios se ha
confirmado que este patégeno acttia como vector del Potato mop-top virus (PMTV) en las
diferentes regiones colombianas cultivadoras de papa del pais (Vélez, 2007; Gil et al.,
2011). La re-emergencia en la dltima década de la sarna polvosa de la papa en Colom-
bia, se debe entre otros aspectos a la deficiente calidad del tubérculo-semilla utilizado
por la mayorfa de los agricultores, las deficiencias en las practicas de rotacién de cul-
tivos, la ausencia de variedades tolerantes a dicho patégeno y la carencia/deficiencia
de asistencia técnica estatal o gremial, que no cuenta con herramientas apropiadas
para el diagnéstico asintomatico y para la certificacién de semilla libre de Sss y PMTV
(Osorio, 2012). Este ultimo aspecto es clave para el manejo de la sarna polvosa, por
cuanto los primeros sintomas de la enfermedad en las raices generalmente se presentan
en estados avanzados del desarrollo de los cultivos, justo antes de la floracién de las
plantas, mientras que en los tubérculos pueden incluso sélo ser evidentes durante el
periodo de poscosecha (Merz, 2008). Asi mismo, dependiendo de las variedades cul-
tivadas, es posible la presencia de sintomas en tubérculos pero no en raices, o viceversa
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Sistema de PCRq SYBR Green® Tagman®
Cebadores SsTQF1-SsTQR1 SscolF-SscolR SponF-SponR
Muestras Ct* { Quistosoros/mL | Ct i Quistosoros/mL Ct i Quistosoros/mL
Muestras de plantas sefiuelo

BS9P 21,34776,75¢10° 25,337778,82x10° 283771 6,43%10°
CS10-P 23,82 1,44x10° 27,91 1,86x10° 30,72 1,41x10°
csap 12,4171 77%108 17,067 128x10° 19,06 2,65x10¢
CS4-Pll 23,58 1,67x10° 27,26 2,76x10° 29,52 3,06x10°
BS4-P 25,51 5,03x10* 29,22 8,46x10° 31,62 7,90x10*
BS7P 23,387 71,90x10° 26,64 4,00x10° 29,00 4.05x10°
BS7-PlI 27,55 ¢ 1,41x10* 31,02 2,87x10° 33,93 1,77x10*
BST0-P 10,56 5,63x10° 1439 77637x10° 1563 2,44x10°
BS2-P 25,26  5,88x10* 28,27 1,50x10° 31,43 8,94x10*
NS6-p 25754355104 29387725108 32494 49%104
NS4-T 25,85 | 4,06x10* 30,09 5,04x10° 31,95 6,36x10*
Madrid-T 29,14 | 5,23x10° 33,9 5,07x10* 38,39 9,87x10?
ZipaquiraT | 26,1 3,48x10° 30,127 493x10° 31,977 76,28x10°%
NS12-T 27,05 : 1,93x10* 31,53 2,12x10° 33,25 2,75x10*
NS1 25T 26,727 237104 378371 76x10° 3327773 71%104
NS1-T 25,33 | 5,61x10* 29,01 9,62x10° 30,58 1,54x10°
S.ROSA-T 29,34 | 4,62x10° 34,08 4,55x10* 36,63 3,09x10°
P3T 29,217 499x10° 33,2177 70x10° 40 -

P3-TlI 28,76 | 6,62x10° 33,37 6,98x10* 38,13 1,17x10°
NS6-T 27,49 1,46x10° 30,42 4,13x10° 3591 | 4,91x10°
Muestras de papa obtenidas en campo

F1R1 39,9 6,35 >40 - >40 -

F1R2 15,21 3,10x107 15,81 2,70x10° 14,33 | 5,64x10°
F1R3 18,96 | 2,98x10° 14,36 6,47x10° 14,12 6,47x10°
FIR4 sq0 3732 6.47x10° 18,62 1 3.53x10°
F1RS >40 - >40 - >40 -

F2R1 19,317 72,40x10¢ 21,48 891x107 1615 175x10°
F2R2 21,24 7,19x10° 20,8 1,35x108 21,78 | 4,56x107
F2R3 18,99 | 2,92x10° 20,97 1,21x108 22,32 3,23x107
F2R4 13,79 | 7,47x107 13,85 | 8,79x10° 14,31 | 5,74x10°
F2RS 16,37 © 1,50x107 15,72 2,86x10° 16,3 1,58x10°
F3R1 37,12 | 3,61x10' 18,04 © 7,09x10° 1412 | 6,46x10°
F3R2 11,41 3,31x108 13,09 | 1,39x10' 13,09 | 1,26x10'°
F3R3 19,58 2,02x10° 2211 611x107 23.8 1,24x107
F3R4 18,32 | 4,45x10° 17,45 1,01x10° 18,03 5,17x108
F3RS 21,12 7,77x10° 21,17 1,08x10® 21,53 5,37x107
F4R1 21,76 | 5,20x10° >40 - 14,56 | 4,88x10°
F4R2 20,82 | 9,36x10° 22,49 | 4,85x107 22,81 | 2,35x107
FAR3 2136 6,68x10° 21,1 1,12x108 21,8 45207
F4R4 15,76 & 2,19x107 14,87 4,77x10° 15,49 2,67x10°
F4RS 20,45 | 1,18x10° 22,45 4,99x107 24,52 7,79x10°

Tabla 2. Deteccidén y cuantificacién por qPCR de Spongospora subterranea a partir de 20 muestras de
plantas sefiuelo inoculadas con quistosoros del patégeno provenientes de suelos infestados en
diferentes departamentos de Colombia y 20 muestras de raices de papa colectadas al azar en cuatro
cultivos de papa en el municipio de La Unién (Antioquia). * Valores de Ct superiores a 40, corres-
ponden a resultados negativos.
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(Jaramillo y Botero, 2007), o alin que se presente confusién con los sintomas de la
Rofia comtn, causada por S. scabies (Qu et al., 2011).

Por lo anterior, en este estudio se planted la evaluacién de diferentes sistemas de qPCR
para la deteccién asintomdtica de Sss, como una estrategia para complementar las
metodologias actualmente disponibles para este fin en el pais, que incluyen pruebas
de ELISA, PCR convencional con cebadores especificos dirigidos a las regiones ITS del
ADNr y bioensayos con plantas sefiuelo (Osorio, 2012). Adicionalmente, se disefié un
juego de cebadores para qPCR (SscolF-SscolR), con base en secuencias de regiones ITS
de aislamientos colombianos de Sss. Los resultados indicaron la funcionalidad de tres
de los cuatro juegos de cebadores evaluados para la deteccién de aislamientos colom-
bianos de Sss, dos bajo el sistema de SYBRGreen® [SsTQF1-SsTQR1 (Van de Graaf et
al., 2003) y SscolF-SscolR (de este estudio)] y uno utilizando el formato Tagman®
[SponF-SponR y sonda SpoP (Qu et al., 2011)]. Los cebadores Spon421F-Spon494R
(Ward et al., 2004), no presentaron amplificacién por gPCR con el ADN de los 12
aislamientos colombianos de Sss inicialmente evaluados, por lo que fueron descartados
para las pruebas de validacién posteriores. Esta situacién puede deberse a la inespe-
cificidad de estos cebadores, con respecto a las secuencias de las regiones ITS que
presentan los aislamientos colombianos de Sss. En este sentido, estudios recientes
realizados por Carrefio (2009) y Osorio (2012), han encontrado que en el pafs se pre-
senta un mayor nivel de variacién entre las poblaciones del patégeno. Asi por ejemplo,
Osorio (2012), determiné la presencia de tres Tipos principales de Sss en Colombia, dos
de los cuales (Tipos | y Il) corresponden a los Tipos mundialmente reportados (Qu y
Christ, 2004), mientras que el tercero (Tipo Ill) solo se ha registrado en Colombia y se
presenté en mayor proporcién (65 % de 127 aislamientos analizados), con porcentajes
de divergencia del 5 %y 2 %, con respecto a los Tipos | y Il, respectivamente.

En el presente estudio se validé la utilidad de la técnica de qPCR para su utilizacién a
partir de muestras de raices asintomdticas de plantas sefiuelo de N. benthamiana y S.
phureja, previamente inoculadas con quistosoros de Sss obtenidos en los cuatro prin-
cipales departamentos productores de papa del pafs (Antioquia, Boyaca, Cundinamarca
y Narifio), asi como con muestras de raices de papa, tomadas aleatoriamente de cuatro
cultivos ubicados en La Unién (Antioquia). En el primer ensayo fue posible la deteccién
del patégeno en la totalidad de las muestras cuando se utilizé el sistema SYBRGreen® con
los dos juegos de cebadores evaluados, mientras que con el sistema Tagman®, se detecté
el patégeno en 19 de las 20 muestras. La prueba arrojé valores de Ct tan bajos como
10,56, pero en general se presentaron en el rango de 20 a 33, aunque con algunas
detecciones en ciclos extremos (Ct: 38 a 39). Para el caso de las muestras de campo, las
pruebas detectaron el patégeno en 18 de las 20 muestras, y en este caso los valores de
Ct se presentaron en el rango de 13,09 a 39,9, aunque con mayor frecuencia los ciclos
de umbral se presentaron entre 18 y 25. Por esto, fue evidente que los niveles de infeccién
de Sss, representados por la presencia de diferentes estructuras del plasmodioférido
incluyendo plasmodios, zooesporangios, zoosporas y quistosoros, fue mayor en los ma-
teriales de papa cultivados en La Unién que en las plantas sefiuelo. Esta situacién se puede
explicar por el escalamiento de inéculo de Sss presente en los suelos de este municipio,
en donde se ha cultivado continuamente por varias décadas papa en sistemas de rotacién
con pasto kikuyo (Pennisetum clandestinum Hoechst Ex Chiov.), lo que en términos
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epidemiolégicos en lugar de conducir a la reduccién de los propagulos del patége- no
en el suelo, ha causado su aumento, por cuanto se ha demostrado que el pasto kikuyo
es un hospedero de Sss en Colombia (Arcila et al., 2011).

Ademas, del uso de la qPCR para la deteccién de Sss, esta técnica puede ser utilizada
para cuantificar en forma relativa o absoluta los niveles de inéculo de los patégenos
(Shena et al., 2004). En este trabajo se realizé la cuantificacién absoluta de Sss en
términos de quistosoros/mL, por comparacién del valor Ct con curvas estdndar,
basadas en el conteo directo de suspensiones de quistosoros, obtenidos de agallas de
raices de S. phureja. De esta forma, en las pruebas de validacién realizadas con plantas
sefiuelo fue posible establecer concentraciones de quistosoros/mL en los tejidos
radiculares en los érdenes de 1 x 10% a 1 x 10%; mientras que en las pruebas de campo,
dichos valores se presentaron en un rango de 6,35 a 1 x 10'° quistosoros/mL. Estas
evaluaciones reflejan un alto nivel de variacién con respecto a los del inéculo presentes
entre plantas, incluso de un mismo lote, lo que se pudiera deber entre otros factores,
a la distribucién errdtica que presenta el patégeno en los suelos (Merzy Fallon, 2009),
a las diferencias en los microclimas y microestructura del suelo en cada sitio de siembra
y a las variaciones en las reacciones de defensa de las plantas, dada la falta de unifor-
midad genética de los materiales de siembra que comtdinmente se cultivan en el pafs. Por
esto, es fundamental que en trabajos tendientes a evaluar la presencia del patégeno en
lotes de cultivo destinados a producir semilla certificada o para evaluar resistencia al
patégeno de materiales vegetales mejorados, se realice un muestreo amplio y se
considere el andlisis por qPCR, de varias submuestras por cada area bajo analisis.

Por otra parte, aunque el objetivo de este trabajo no era evaluar los niveles de sensi-
bilidad de la técnica de qPCR, en comparacién con las otras metodologfas utilizadas
para la deteccién de Sss, es importante destacar que la técnica fue capaz de detectar
cantidades tan bajas como 2,4 quistosoros/mL, lo cual se acerca a los limites de sensi-
bilidad reportados por Van de Graafetal. (2003), para esta prueba (<2 quistosoros/gr
suelo y >0,5 quistosoros/mL en raices de plantas sefiuelo). Se ha calculado que dichos
limites de deteccién son superiores en al menos 100 veces, con respecto a las pruebas
de ELISA y PCR convencional (Ward et al., 2004), mientras que en términos de ADN,
Qu et al. (2011) reportan que la qPCR utilizando sonda Tagman®, puede detectar
hasta 100 fg de Sssy S. scabies.

En trabajos previos realizados por nuestro grupo para detectar Sss en plantas de papa
y suelos con antecedentes del patégeno (Osorio, 2012), utilizando PCR convencional
con los cebadores Spo8-9 y SsFy SsR disefiados por Bulman y Marshall (1998) y Qu et
al. (2006), se presentaba como principal restriccién, la ausencia de amplificacién,
cuando se realizaban extracciones de ADN convencionales que no empleaban kits
comerciales, o en su defecto la generacién de amplificaciones inespecificas, lo cual des-
de el punto de vista practico afecta el diagnédstico del patégeno. Ademas de la falta de
especificidad de los cebadores, se ha reportado que dichos problemas se deben princi-
palmente a la inhibicién de la Taq polimerasa por parte de metabolitos secundarios
como el acido clorogénico, el cual se produce en los tejidos de papa afectados por la
sarna polvosa y otras enfermedades; asi como por la presencia de 4dcidos htimicos y
fulvicos en los suelos, que acttian quelatando los componentes de las reacciones de
PCR (Singh et al., 1998). Aunque la técnica de qPCR también es afectada por estos
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factores, los mayores niveles de sensibilidad que ofrece la técnica, pueden conducir al
diagndstico del patégeno, atin bajo condiciones de inhibicién parcial, por cuanto la
deteccidén se basa en las primeras fases de los ciclos de PCR y no depende de la acu-
mulacién exponencial de los productos finales, como ocurre con la PCR convencional
(Shenaetal., 2004). Por esto, los resultados del estudio abren la posibilidad de aplicar
las metodologias de qPCR evaluadas para la deteccién y cuantificacién rutinaria de Sss
en Colombia, siendo posible seleccionar formatos basados en SYBRGreen® o en sis-
temas Tagman®, dependiendo de las necesidades de los usuarios y de la disponibilidad
de recursos. Adicionalmente, el uso de qPCR representa ventajas evidentes con respecto
a los tiempos de procesamiento, por cuanto todo el proceso desde la llegada de la
muestra hasta la entrega de resultados requiere maximo de 6 h.

Como un esquema general de deteccién asintomdtica de Sss, se sugiere el empleo inicial
de técnicas de ELISA y/o PCR convencional utilizando anticuerpos y/o cebadores espe-
cificos para el patégeno, respectivamente, y para aquellos casos que presentan valor agre-
gado (ej. materiales de semilla prebasica o bdsica, lineas élites de mejoramiento genético,
etc.), importancia epidemioldgica (ej. deteccién de Sss en zonas libres del patégeno,
puertos de ingreso al pafs, etc.) en los que se requieren pruebas confirmatorias, o en pro-
yectos de investigacién, se recomienda utilizar la metodologia de qPCR, pues dados sus
altos costos actuales, es dificil su utilizacién rutinaria en la préctica agricola nacional.
Se espera que los organismos de sanidad vegetal estatales, los gremios de productores
y especialmente las compafifas productoras de tubérculo-semilla certificadas en el pars,
incorporen estas herramientas de deteccién de Sss en sus actividades de diagndstico
fitosanitario.
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