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Establecimiento de un sistema diagnéstico para la deteccion
de Ralstonia solanacearum y diferenciacion genética
utilizando marcadores moleculares RAPD

Establishing a diagnostic system for detecting Ralstonia
solanacearum and genetic differentiation using RAPD
molecular markers

Edisson Chavarro Mesa", Jorge Evelio Angel Diaz”

RESUMEN

Con el proposito de identificar de manera rapida y precisa el agente causal de la marchitez bacteriana de la papa
(Ralstonia solanacearum) en tubérculos asintomaticos, se ha desarrollado una prueba diagnodstica basada en la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando iniciadores especificos para amplificar una region 165 rDNA de 292 pb.
Para ello se aisl la bacteria a partir de tubérculos de papa y frutos de platano, empleando técnicas de cultivo, prueba
inmunoldgica y molecular ELISA-NCM y PCR, respectivamente. En tubérculos asintomaticos la PCR detectd la pre-
sencia de R. solanacearum en contraste con la ELISA-NCM que no detecto al patdgeno. El analisis de polimorfismos de
amplificacion al azar de ADN (RAPD) permitio diferenciar y agrupar las procedencias de R. solanacearum por regiones
geograficas y razas bacterianas, sugiriendo que existen diferencias entre las colectas de acuerdo con su lugar de
origen, indicando alta variabilidad genética. Los resultados mostraron que la PCR es una prueba sensible y especifica
para la deteccion de R. solanacearum y por lo tanto puede ser implementada como un método de control del patdgeno
en programas de produccion de semilla y certificacion de areas libres de la enfermedad. Segtin el origen geografico de
las muestras, el patogeno mostrd ser genéticamente heterogéneo, dificultando su control en regiones colombianas con
problemas fitosanitarios con R. solanacearum en cultivo de papa.
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ABSTRACT

A polymerase chain reaction-based diagnostic test (PCR) has been developed for amplifying a region and obtaining a
292 bp product by using specific 165 rDNA primers for the rapid and precise identification of the causative agent
(Ralstonia solanacearum) of bacterial withering of potato in asymptomatic tubers. The bacteria was isolated from potato
tubers and banana fruit using culturing techniques and immunological and molecular ELISA-NCM and PCR tests,
respectively. PCR detected the presence of R. solanacearum on asymptomatic tubers by contrast with ELISA-NCM
which did not detect this pathogen. Analysing random amplified polymorphic DNA (RAPD) led to differentiating
and grouping R. solanacearum by geographical region and bacterial strain, suggesting that differences exist amongst
existing collections according to their place of origin, presenting high genetic variability. The results showed that PCR
is a sensitive and specific test for detecting R. solanacearum and can therefore be implemented as a method for controlling
this pathogen in seed production and certification programmes in areas free of the disease. The pathogen has been
shown to be genetically heterogeneous according to the samples’ geographical area thereby hampering control in
areas of Colombia experiencing phytosanitary problems with R. solanacearum in potato crops
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INTRODUCCION

El cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.)
tiene gran impacto dentro de los sistemas agricolas
en los cuales se desarrolla su produccion, principal-
mente en la region andina, debido a que posee
condiciones agroecologicas propicias para su desa-
rrollo ademas de su potencial alimenticio, que en
términos de calorias es elevado; siendo una alterna-
tiva para contribuir a solucionar problemas de
escasez de alimento a corto plazo con mayor venta-
ja competitiva sobre otros productos tradicionales.
La bacteria ataca mas de 44 familias de plantas en
regiones tropicales y subtropicales, y 200 especies
de plantas dentro de las cuales las de mayor impor-
tancia econbémica incluyen: tabaco, musaceas,
tomate, papa, aji, berenjena, mani y varias plantas
ornamentales (Hayward, 1991). Por lo menos tres
razas de Ralstonia solanacearum son las que pro-
ducen enfermedades en varios hospedantes; una de
ellas ataca a todas las solanaceas y a muchos otros
cultivos que no pertenecen a este grupo de plantas,
asi como algunos platanos; otras sélo atacan a plan-
tas de la familia del platano y una tercera ataca a la
papay en ocasiones al tabaco (Agrios, 2001). En el
platano y banano causa moko, y en papa la enfer-
medad se conoce como dormidera, pudricion parda
o marchitez bacteriana (Pérez, 1993). Debido a su
dificil identificacion se recurre a técnicas que pre-
sentan mayor especificidad, las técnicas de
diagndstico molecular como la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) permiten la deteccion de la
bacteria mediante el uso de iniciadores especificos
y confirman los resultados dados por ensayos

inmunoenzimaticos. Entre los diferentes marcado-
res moleculares conocidos, los RAPD (ADN
polimérfico amplificado al azar) son utiles para el
desarrollo de huellas digitales de ADN cuando se
requiere identificar variedades dentro de una espe-
cie, determinar parentesco de un material y
caracterizar genéticamente el mismo. Esta metodo-
logia RAPD es una técnica molecular basada en la
amplificacion enzimatica (PCR) de fragmentos de
ADN definidos en el genoma, usando como Unico
iniciador (primer) un decanucleétido de secuencia
arbitraria.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién de estudio. El analisis del mate-
rial biolégico se efectud a partir de tejido vegetal
con sintomas caracteristicos de la enfermedad, re-
colectado directamente en campo y enviado al
Laboratorio Nacional de Analisis Molecular-ICA
(LANAM). Se estudiaron 244 aislamientos prove-
nientes de cultivares de papa (Solanum phureja y
Solanum tuberosum) y platano (Musa sp), los cua-
les provenian de regiones colombianas que
presentan habitualmente focos de infeccion
bacteriana y donde es importante realizar el anali-
sis genético y diagnostico de la bacteria. La fuente,
lugar de origen, fecha y tipo de aislamiento se des-
cribe en la tabla 1.

Protocolo para la evaluacion de semilla de
papa. El tamario de la muestra fue de 200 tubércu-
los, tomados en la cosecha o en el almacenamiento
para analizarse en 8 submuestras de 25 tubércu-

Tahla 1. Relocion parn los aislamientos objeto de estudio, (n=244).
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los. Los fragmentos del anillo vascular tomados de
25 tubérculos de S. phureja previamente desinfec-
tados con hipoclorito al 1% se maceran en una bolsa
individual después de afiadir el volumen de la solu-
cién tampén de extraccion, buffer citrato al 1%. Para
cada submuestra se mezcla 500 mL del extracto
del tubérculo con el mismo volumen del caldo SMSA
(Priou, 2001) e incuban durante 48 h a 30 °C con
agitacion constante. Se colocan sobre la membra-
na por duplicado por cada extracto enriquecido para
la prueba serolégica (Priou, 2001), el ensayo de
PCR se le realiz6 a cada extracto enriquecido.

ELISA-NCM® (prueba inmunoenzimatica en
membrana de nitrocelulosa). Los extractos ve-
getales fueron sembrados en medio SMSA para la
realizacién del ensayo inmunoenzimatico con el kit
suministrado por el Centro Internacional de la Papa
(CIP) ELISA-NCM?®, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Como controles negativos se utilizaron:
Pseudomonas fluorecens, Erwinia caratovora,
Pseudomonas chicorii y Xanthomonas albilineans.

Extraccion de ADN bacteriano. Para la ob-
tencion del ADN bacteriano se utilizaron tres
protocolos de extraccion. La metodologia propues-
ta por Boucher et al. (1985), el método descrito por
Seal et al. (1992) para realizar PCR a partir de cul-
tivos liquidos sometidos a calentamiento y la
metodologia recomendada por Chen and Kuo,

(1993) para una extraccion rapida de ADN de bac-
terias Gram negativas. Los 3 protocolos fueron
probados por triplicado y en 4 ocasiones diferentes
la concentracion de ADN fue cuantificada utilizan-
do un Biophotometer Eppendorf 6131; los datos
fueron tomados en el mismo momento de termina-
do el protocolo de extraccion. Después de
consignados los datos de concentracion de ADN
por protocolo se obtuvieron los siguientes datos uti-
lizando el software Microsoft Excel 2000:
concentracién promedio por aplicacion, concentra-
cién promedio total por protocolo, valores de
concentracién maxima y minima, varianza y des-
viacion estandar. EIADN extraido fue corrido en gel
de agarosa al 0.8% pretefiido con bromuro de etidio
al 0.5 pg/mL y fotografiado bajo luz ultravioleta en
el analizador de imagenes Syn Gene®.

Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). La prueba de PCR se realiz6 con las siguien-
tes condiciones para cada reaccion y la posterior
amplificacion en un termociclador MJ Research
PTC-200, las concentraciones finales de los com-
puestos para un volumen de reaccion de 25 pL
destinados a la amplificacién de ADN de R.
Solanacearum, a partir de caldo enriquecido SMSA,
fueron: 10 mM Tris-HCI (pH 8.5), 50 mM KCI, 1.5
MgCl,, 0.2 mM dNTP, 0.5 mM de cada oligonucleo-
tido, 1.25 unidades de Taq (Promega®) y 1 pL de
ADN molde. El programa de termociclado utilizado

Tabla 2. Ciclos de tiempos y temperaturas utilizadas en la prueba PCR
ETAPA TEMPERATURA °C TIEMPO
1 96 (inicio) 2
2 94 (desnaturalizacion) 20"
3 67 (hibridacion) 25”
4 72 (extencion) 30"
5 Repeticion 35 veces 2 a 4
6 72 (extension) 10
7 4 Indefinido
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Tabla 3. Relacikin para los alslamientas amplificados por metodologia PCR-RAPD (n=12)
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seilustra en la tabla 2. Los oligonucleétidos usados
para la amplificaciéon especifica de un fragmento
de 292 pares de bases fueron OLI1 y Y2, cuyas
regiones blanco son secuencias especificas 16S
ADNr (Seal et al., 1999). Para visualizar los pro-
ductos de amplificacion de la PCR se realizaron
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% pretefiidos
con bromuro de etidio al 0.5 pg/mL, utilizando un
marcador de peso molecular de 100 pb (PCR
Marker-Promega™) y fotografiados bajo luz
ultravioleta en el analizador de imagenes Syn Gene®.

Especificidad y sensibilidad de la prueba.
La capacidad diagnoéstica de un método viene de-
terminada por el calculo de sensibilidad y
especificidad de ese determinado método, frente a
la técnica considerada de referencia. Se determiné
la especificidad, sensibilidad y valor predictivo de la
prueba mediante el uso de tablas de contingencia
(Saunders, 1999).

Condiciones para la amplificacion PCR-
RAPD. EL ADN genémico de 12 aislamientos de R
solanacearum, tabla 3, previamente confirmados y
que se encontraban disponibles en el banco de ce-
pas del Laboratorio Nacional de Analisis
Molecular-ICA, se utilizd para generar perfiles de
RAPD con 25 decanucleétidos cuya secuencia co-
rresponde a los iniciadores establecidos por Operon
Technologies Inc (www.operon.com), de los cuales
se tomaron 5 iniciadores reproducibles (OPA 13,

OPC 6, OPC 8, OPC 11y OPD 7), tabla 4, para cada
ensayo planteado por duplicado de reproducibilidad
de la prueba de PCR-RAPD. El criterio de selec-
cion de los 25 iniciadores corresponde a los
resultados obtenidos por Thwaites et al. (1999),
quienes probaron un numero total de 100 iniciado-
res RAPD y encontraron 20 iniciadores
reproducibles, dentro de los cuales se hallaban 4
que generaron un buen patrén de bandas RAPD
en el presente estudio.

Las condiciones fueron optimizadas a par-
tir de las concentraciones descritas por Thwaites
et al. (1999) para permitir alta reproducibilidad
de los fragmentos generados por la metodolo-
gia. Los parametros de reaccion tomados en
cuenta para la optimizacién fueron principalmen-
te la concentracion de MgCl,, la concentracion
de oligonucledtido, concentracién de templado
y la concentracién de Taq polimerasa. Las con-
centraciones finales de los compuestos para un
volumen de reaccién de 25 uL destinados a la
amplificacidon de ADN de R. solanacearum por
metodologia de PCR-RAPD fueron: Buffer (10
mM Tris-HCI (pH8.5), 50 mM KCI, 0,1% de triton
100X), 3.0 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP, 1 mM de
cada iniciador RAPD, 2.0 unidades de Taq
(Promega®), 0.04% Seroalbimina bovina y 1 uL
de ADN molde, 50 hg/mL. Las amplificaciones fue-
ron realizadas en un termociclador MJ Research
PTC-200, luego del anadlisis de las pruebas de
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Tabla 4. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados en las pruebas de

PCR-RAPD
N° INICIADOR SECUENCIA 5’ -3’ % G-C REPORTE
1 OPA-13 CAGCACCCAC 70 En el presente trabajo
2 OPC-6 GAACGGACTC 60 Thwaites et al., 1999
3 OPC-8 AGT CAGCCAC 60 Thwaites et al., 1999
4 OPC-11 AAA GCT GCG G 60 Thwaites et al., 1999
5 OPD-7 TTG GCACGG G 70 Thwaites et al., 1999

Tabla 5. Ciclos de tiempos y temperaturas utilizadas en la prueba

PCR-RAPD
ETAPA TEMPERATURA °C TIEMPO (Minutos)
1 94 6
2 36 1
3 72 2
4 Repeticién 44 veces del 1-3
5 72 10
6 4 Indefinido

optimizacién y reproducibilidad. Los ciclos de tiem-
pos y temperaturas utilizados estan descritos en
la tabla 5 (Williams et al., 1990; Raba, 2003).

Los fragmentos de ADN amplificados se hi-
cieron migrar en un gel de agarosa al 1.5% (p/v),
mediante electroforesis (por 3 horas, con una co-
rriente de 100V en buffer TBE) (Maniatis et al.,
1982). La visualizacion se realizé mediante tincion
del ADN con bromuro de etidio (0.5 pg/mL) en un
digitalizador de imagenes Syn Genea utilizando el
programa GeneSnapa. Para el calculo aproxima-
do de los pesos moleculares de las bandas
obtenidas se utilizé el programa GeneToolsa, el
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cual toma como patron de comparacién el mar-
cador de peso molecular (1 kb DNA Ladder Gibco
™) corrido en el gel. El criterio utilizado para iden-
tificar una banda como polimérfica fue su presencia
0 ausencia en forma consistente en dos amplifi-
caciones independientes. Estos resultados
permitieron construir una matriz binaria que com-
bin6 todos los polimorfismos detectados en los
aislamientos de R. solanacearum en estudio, con
los 5 iniciadores anteriormente descritos. Esta ma-
triz fue analizada utilizando el software NTSYS
(Thwaites et al., 1999). Para cada par de aisla-
mientos se determiné el grado de similitud
utilizando el coeficiente de similaridad de Dice
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(Sneath y Sokal, 1973), y luego construir un
dendograma mediante el algoritmo UPGMA
(Unweighted pair Group Method with Arithmatic
Mean). Para evaluar la consistencia de los
agrupamientos representados en el dendograma
se determino el valor de la correlacién entre la
matriz de los valores cofenéticos de los datos de
similitud y la misma matriz de similitud. Adicional-
mente, los datos RAPD fueron sometidos a un
analisis de coordenadas principales (PCA). Estos
dos ultimos analisis se realizaron utilizando las
subrutinas adecuadas del programa NTSYS.

RESULTADOS

Extraccion de ADN bacteriano. Los dos me-
jores protocolos evaluados son los citados por Seal
et al. (1992) y Chen and Kuo (1993) con prome-
dios totales de 108.4 mg/uL, y 191.7 mg/uL
respectivamente, con el protocolo de Boucher et
al. (1985) se obtuvo la menor concentracién pro-
medio de ADN 91.8 mg/pL. Los valores de varianza
y desviacion estandar entre metodologias que pre-
sentaron mayor valor son los de las metodologias
de Boucher et al. (1985) y Seal et al., (1992); es-
tas medidas de dispersién sugieren poca
reproducibilidad y amplios rangos en las concen-
traciones de ADN obtenidas. Los valores de
varianza y desviacion estandar sugieren que el
protocolo de Chen and Kuo (1993) es el mejor de

los tres protocolos debido a que posee un valor de
10.3 de desviacion estandar contra valores de 27.8
y 30.4 de los protocolos de Boucher et al. (1985)
y Seal et al. (1992), respectivamente, esto indica
la homogeneidad de las concentraciones del ADN
obtenido con la metodologia descrita por Chen
and Kuo (1993), la cual debido a esto se consi-
dera en este trabajo la mas reproducible y
confiable (tabla 6).

Evaluacion por hectarea de semilla de papa de
Solanum phureja

Prueba NCM-ELISA. Las ocho submuestras
de S. phureja analizadas por duplicado, tal como lo
recomienda Priou (2001) para el analisis de lotes
de semilla de papa resultaron positivas, evidencian-
dose la coloracion purpura (figura 1) para las
submuestras y una concentracion bacteriana de 108
a 107 bact/mL, confirmando el grave estado de los
tubérculos.

Reactividad cruzada. Esta ocurre cuando la
prueba NCM-ELISA arroja un falso positivo si esta
misma es realizada simultaneamente con bacterias
diferentes a R. solanacearum. En el ensayo se pro-
baron 4 bacterias de diferente especie a R.
solanacearum, encontrandose reactividad cruzada
con Pseudomonas chicorii (figura 1, C7-8). Puede
ocurrir que se comparta la misma conformacion

Tabla 6. Datos estadisticos para la estandarizacion de ADN bacteriano

Aplicacion 1| Aplicacion 2| Aplicacion 3 Aplicacion 4, Promedio total Maximo Minimo Varianza Desv. Estandd
12 (1] 1E ] 13 17
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Figura 1. Analisis NCM-ELISA de 8 submuestras obteni-
das por hectarea de semilla de Solanum phureja. El orden
de siembra en la membrana corresponde: pozos A-1 a A-8;
submuestras 1 a la 8, cada submuestra conformada por 25
tubérculos de Solanum phureja'y sembradas por duplicado
sobre la membrana. Pozos C-1 a C-6, controles blancos
de reaccioén. Pozos C-7 y C-8; Pseudomonas chicorii. Po-
zos D-1 a D-3, controles blancos de reaccién. Pozos D-4 'y
D-5; cepa 6.2. Pozos D-6 a D-8, controles blancos de reac-
cién. Centro inferior, tira control positivo de reaccién; colo-
racion purpura: reaccion positiva; ausencia de color: reac-
cién negativa.

—_—_-—__ — 292 pb

Figura 2. Productos de amplificacion. Los carriles 1 al 9
corresponden a las siguientes muestras: carril 1 marcador
de 100 pb; carriles 2 al 7 submuestras 1, 2, 3,4, 5y 6 de
tubérculos sintomaticos de S. phurgja; carriles 8 y 9 control
positivo y negativo, respectivamente.

20

proteica de los epitopes de la bacteria, que son re-
conocidos por los anticuerpos especificos para R.
solanacearum. Con los datos dados por el NCM-
ELISA se realiz6 el andlisis de tablas de contingencia
para encontrar la sensibilidad y especificidad de la
prueba.

Reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). Alas submuestras de S. phureja se les rea-
lizd la prueba de PCR con los iniciadores especificos
OLI1 y Y2 evidenciandose producto de amplifica-
cién de 292 pb. Se logré detectar la presencia de la
bacteria en 6 submuestras (figura 2). De esta for-
ma se confirman los resultados dados por el ensayo
inmunoenzimatico. Respecto a la reactividad cru-
zada, la PCR no encontré producto de amplificacién
para la bacteria Pseudomonas chicorii.

Deteccion de R. solanacearum en tubérculo de
Solanum tuberosum

Diagnéstico fitopatoldgico. De los 36 tubér-
culos analizados 21 de ellos, que corresponden al
59%, eran tubérculos asintomaticos, el 41% res-
tante corresponde a 15 tubérculos sintomaticos. Es
importante realizar las pruebas diagnésticas a los
tubérculos asintomaticos para detectar la presen-
cia de la bacteria en estos mismos.

o o Q w »

+ 0

Figura 3. Analisis NCM-ELISA de 36 tubérculos de Solanum
tuberosum. El orden de siembra en la membrana corres-
ponde a: pozos A-1 a E-5; aislamientos 1 al 36 a partir de
tubérculos de Solanum tuberosum, respectivamente, sem-
brados individualmente. Pozos E-5, 6, 7 y 8; controles blan-
cos. Centro inferior, tira control de reaccién; coloracion pur-
pura: reaccion positiva; ausencia de color: reaccién
negativa.
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Prueba NCM-ELISA. El 59% es decir 21 de
los tubérculos fueron positivos a la prueba ELISA-
NCM, el 41% restante corresponde a 15 tubérculos
gue son negativos al ensayo de ELISA-NCM, de-
tectandose una concentracion bacteriana de 10%a
107 bact/mL (figura 3).

Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR). EL 97% equivalente a 35 tubérculos, die-
ron productos de PCR positivos con los iniciadores
OLI1y Y2, observandose bandas de amplificacién
de 292 pb, para cada aislamiento, con estos re-
sultados se detecta la presencia de R.
solanacearum en tubérculos de S. tuberosum
sintoméaticos y asintomaticos. El 3% restante co-
rresponde al aislamiento 11 que es negativo a la

prueba ELISA-NCM y al ensayo de PCR (figura 4
y 9).

Tubérculos sintomaticos y asintomaticos
analizados por la prueba de PCR y la ELISA-
NCM. La PCR detecté en un 98% de tubérculos
asintomaticos de Solanum tuberosum en compa-
racion con la prueba ELISA-NCM, que no detecté
en su totalidad los tubérculos asintomaticos, 47%
fue el porcentaje de tubérculos asintomaticos que
logré detectar la prueba inmunoenzimatica (figura
6). Para el caso de tubérculos sintomaticos, la prue-
ba de PCR detecto la totalidad de los tubérculos
que manifestaban la patologia caracteristica, la
ELISA-NCM logré detectar el 73% de tubérculos
sintomaticos (figura 6).

«— 292 pb

@

«— 292 pb

(b)

Figura 4. Productos de amplificacién de 292 pb con los oligonucleotidos OLI1 y Y2 para la deteccién molecular de R.
solanacearum en tubérculo de S. tuberosum. w; marcador de 100 pb. (a) Aislamientos 1 al 10. (b) Aislamientos 11 al 20.

w 21 22 23 24 2526 27 28 29 30 c+

«— 292 pb

@

(b)

Figura 5. Productos de amplificacién de 292 pb con los oligonucleotidos OLI1 y Y2 para la deteccidon molecular de R.
solanacearum en tubérculo de S. fuberosum. w; marcador de 100 pb. (a) aislamientos 21 al 30. (b) aislamientos 31 al 36.

21



Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. VIII N° 1 Julio 2006 14-31

Porcentaje
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Figura 6. Porcentaje de tubérculos de Solanum tuberosum
sintomaticos y asintomaticos que logra detectar las prue-
bas de PCR y NCM-ELISA.

Analisis de especificidad y sensibilidad
mediante el uso de tablas de contingencia. Los
resultados obtenidos en la prueba PCR se eva-
luaron como positivos y negativos de acuerdo con
la presencia/ausencia de producto de amplifica-
cion. Se evalué la reactividad cruzada con nueve
aislamientos de ADN distintos al de R.
solanacearum (tabla 7). Estos resultados fueron
sometidos al analisis de tablas de contingencia 2x2
(Saunders D., 1999) para determinar sensibilidad
y especificidad de la prueba, tomando como prue-
ba estandar el analisis NCM-ELISA ofrecido por el
Centro Internacional de la Papa (CIP) como kit
diagnostico de R. solanacearum en tubérculo de

papa.

Para el analisis de contingencia se capté al
azar una submuestra de 25 aislamientos compues-
tos de muestras positivas y negativas de los 244
aislamientos estudiados. Se obtuvo un total de 11
muestras positivas y 14 muestras negativas, de las
cuales, en el analisis de contingencia, se estable-
ci6 que 0 aislamientos de las 11 muestras positivas
son falsos positivos, es decir, son valores negati-
vos reales que la PCR reporta como positivos. El
21% (3 muestras) de las 14 muestras negativas son
falsos negativos o valores positivos reales que la
PCR reporta como negativos. La sensibilidad de
esta prueba fue del 78% y la especificidad del 100%
(tabla 8).
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Tabla 7. Aislamiento de ADN de microorganismos
fitopatogenos distintos a R. solanacearum

Adslamientos de ADN

Preudomonas fluorecens

Pseudomonas chicorii

EFwinia caralovor

Xanthewmonas albdlineans

Rosellinia sp.

Ferricillitin ap.

Rhizoctonia solani

ADN total de suelo

ADN total de suelo inoculado con
Spongospora subterranea

Tabla 8. Tabla de contingencia PCR vs. NCM-ELISA

ELISA - NCM
X + -
y Total
+ 11 0 11
- 3 11 14
Total 14 11 25
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Ampilificacion aleatoria de polimorfismos de
ADN (PCR-RAPD). Para la evaluacion de la diversi-
dad genética de R. solanacearum se probaron 25
iniciadores, de los cuales se tomaron 5 iniciadores
RAPD, teniendo como parametro de seleccion la alta
reproducibilidad que genero cada iniciador. En el ana-
lisis se tomaron bandas mayores de 200 pb (Lo Presti
etal., 1998; Lépez, 2004), ya que bandas de menor
tamario poseen baja reproducibilidad. Se logré am-
plificar un total de 394 bandas, de las cuales 380
fueron RAPD, es decir, bandas polimérficas, en un
rango de tamario de 418-4072 pb (tabla 9).

Frecuencia de variacién molecular por
genotipos. Se calculé contando el numero total de
bandas polimorficas (Marulanda et al., 2002) en-
contradas por cada una de las tres regiones
geograficas objeto de estudio, teniendo en cuenta
la fuente de cada aislamiento que correspondia a
S. phureja'y Musa sp. La frecuencia de variacién
molecular por genotipos fue 0.34 para Rio Negro,
departamento de Antioquia, y cuya fuente de los
aislamientos era S. phureja; para Lorica, departa-
mento de Cordoba, la frecuencia fue de 0.07 y los
aislamientos provenian de Musa sp; Fuente de Oro,
departamento del Meta, presenté una frecuencia de
0.01y la fuente de los aislamientos fue Musa sp.

Perfiles electroforéticos para los 5 inicia-
dores seleccionados con los aislamientos de R.
solanacearum. Se presentan los perfiles
electroforéticos obtenidos para 12 aislamientos de
R. solanacearum con los iniciadores RAPD; OPA
13, OPD 7, OPC 6, OPC 8 y OPC 11; se puede
observar gran similitud o patrdn monomérfico exis-

tente entre los aislamientos F4,, F4,y F4, al igual
que para el patron de bandeo de los aislamientos
6.2,,6.2,y 3.1,. Respecto de los aislamientos G,,
G,, G,, M,, M, y M, presentaron mayor polimérfismo
al momento de la visualizacién del perfil
electroforético (figura 7 y 8).

Estimacion del coeficiente de correlacién
cofenético. Se determind el valor de la correlacion
entre la matriz de los valores cofenéticos de los da-
tos de similitud y la misma matriz de similitud. Se
calculo el coeficiente de correlacion cofenético, el
cual arroja un valor de r = 0.998, valor muy cercano
a 1, lo que permite un grado de confiabilidad muy
alto, es decir, que el arbol (dendrograma) representa
la matriz de similitud original de una manera
confiable y que el método UPGMA es uno de los
que crea menor distorsion del arbol respecto de la
matriz original de similitud.

Se logra visualizar en el dendrograma obte-
nido, utilizando las matrices de distancia genética,
que el analisis intraespecifico con marcadores
RAPD diferencio las procedencias de cada uno de
los aislamientos y las agrupd por regiones geo-
graficas. Se muestra tres grupos claramente
diferenciados, correspondientes a las tres regio-
nes de donde se colect6 el material vegetal, éstas
fueron; Antioquia, Meta y Cordoba (figura 9). Ade-
mas existe la formacion de dos grandes grupos
conformados por razas de la bacteria, para los ais-
lamientos de S. phureja provenientes del
departamento de Antioquia su agrupacion corres-
ponde a la raza 3 biovar 2, respecto de los
aislamientos de Musa sp. que provenian de los

Tabla 9. Resumen de marcadores RAPD en R. solanacearum

Mo fotal de mmenadores

15

Mimero total de imciadores polimdrhicos

Mumero fotiel de bandas :||11p||!'i-:_'._||;,l.i|~; it pavriar de miciadores |'||:-|i|11n':-r|'5||;||-x AL

5

Rango de tamanio de los producios de amplificacidn

4184072 ph

Mimero promedio de bandas por iniciador polimdafico T8

Mimers total de bandas BAPD wentificadas

Mimero promedio de bandas RAPD por iniciador polimdrfico T6
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Figura 7. Productos de amplificacion PCR-RAPD con los iniciadores OPA 13 y OPD 7. lzquierda: Linea 1: marcador de
peso molecular de 1 kb; lineas 2 ala 13: aislamientos G,, G,, G,, M,, M,, M, F4,, F4, F4, 6.2,,6.2,y 3.1,, respectivamente.
Derecha: lineas 1 a la 12: aislamientos G,, G,, G,, M,, M,, M, F4,, F4,, F4,,6.2,, 6.2,y 3.1, respectivamente. Linea 13:
marcador de peso molecular de 1 kb (la relacién, origen y fuente de aislamiento, ver tabla 3).
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Figura 8. Productos de amplificacion PCR-RAPD con los iniciadores OPC 6, OPC 8 y OPC 11. Izquierda: linea 1: marca-
dor de peso molecular de 1 kb; lineas 2 a la 13: aislamientos G,, G,, G,, M,, M,, M,, F4,, F4,, F4,, 6.2, 6.2,y 31,
respectivamente. Centro: lineas 1 a la 12: aislamientos G,, G,, G,, M,, M,, M,, F4,, F4,, F4,,6.2,, 6.2,y 3.1, respectiva-
mente. Derecha: lineas 1 ala 12: aislamientos G,, G,, G,, M,, M,, M, F4,,F4,, F4,,6.2,,6.2,y 3.1, respectivamente. Linea
13: marcador de peso molecular de 1 kb (la relacién, origen y fuente de aislamiento, ver tabla 3).
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departamentos de Meta y de Cérdoba la agrupa-
cién se da para la raza 2 biovar 1, esto quiere decir
que el analisis RAPD logré distinguir los aislamien-
tos por razas segun el hospedero de la bacteria
(figura 9).

El grupo mas divergente resulta el del depar-
tamento de Antioquia, soportado por el 45%, donde
se evidencia la formacion de dos subgrupos; un pri-
mer grupo correspondiente a los aislamientos G,,
G,, G,, que presentan un perfil de bandas similar
en la mayoria de los iniciadores probados, también
es posible observar en el dendrograma una alta re-
lacién entre estos aislamientos. En un segundo
grupo estan los aislamientos M,, M,, y M,, con valo-
res de similitud de 0.97; este departamento presenté
el valor mas alto cuando se calculd la frecuencia de
variacion molecular, soportando de esta forma la
divergencia del grupo. Los grupos de Meta y Cor-
doba, aislamientos: F,, F,, F,y 6.2, 6.2, 3.1,
respectivamente, son los menos divergentes, pre-
sentado valores de similitud altos en un rango de
0.68-0.98. Para el calculo de la frecuencia de varia-

cién molecular estos grupos presentaron valores
relativamente bajos.

En el grafico obtenido se muestra la posicion
tridimensional de tres grupos claramente diferen-
ciados que corresponden a los tres departamentos:
Antioquia, Meta y Cérdoba; sin embargo, la regién
de Antioquia de donde provenian los aislamientos
de S. phureja resulta la mas divergente, evidencian-
dose la formacién de un grupo disperso en la
coordenada del departamento. Esto confirma la
agrupacion por departamentos que arrojé el
dedrograma, queriendo decir que los marcadores
RAPD discriminaron los aislamientos por fuente
geografica. Respecto de la agrupacién por razas,
el analisis de coordenadas arroja la ubicacion de la
raza 2 biovar 1, que son los aislamientos de Musa
sp., departamentos de Meta y de Coérdoba,
posesionados en una misma coordenada, distante
alaraza 3 biovar 2, que se encuentra en una coor-
denada independiente y son aislamientos de S.
phureja, cuya fuente es Antioquia, apoyando lo en-
contrado en el dendrograma (figura 10).

ke parin msnio Haza Bavar

TIEN if fh N0

Cordioba

Figura 9. Dendrograma construido a partir de la matriz de distancia genética basada en los datos RAPD entre 12 aisla-

mientos de R. solanacearum.
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DISCUSION

Extraccién de ADN bacteriano. El método
de extraccion a partir de cultivos liquidos descrito
por Chen and Kuo (1993) permite una buena recu-
peraciéon de ADN bacteriano en todos los
aislamientos estudiados, es un método que requie-
re de 30 minutos para la extraccion y otros 30
minutos para el secado del ADN. Puede ser utiliza-
do para diagnostico molecular, ya que es un
protocolo relativamente corto en comparacioén con
otros mas largos que requieren la utilizacion de
lisosima y proteinasa K, que aumentan el tiempo
de extraccién por mas de dos horas. Este método
esta estandarizado para la obtencién rapida de ADN
a partir de bacterias gram negativas y se obtiene
un ADN de alta calidad.

Diagnodstico de R. solanacearum en semi-
lla de Solanum phureja. La ELISA-NCM es una
prueba inmunoenzimatica para la que se usan mem-
branas de nitrocelulosa en lugar de placas de
microtitulaciéon. Para la lectura de los resultados, la
reaccién enzimatica produce una coloraciéon pur-

pura en las muestras positivas, las cuales varian
de claro a oscuro segun la concentracion de R.
Ssolanacearum en las muestras.

Es importante advertir que la intensidad de la
sefal es cualitativa y depende de la agudeza visual
del observador (Marinkelle et al., 2000). Ni la colo-
raciébn morada clara (semejante o mas clara a la
concentracion 107 bact/mL), nila coloraciéon marrén
o verde son consideradas como positivas (Priou,
2001).

Para el andlisis de lote de semilla de papa de
S. phureja se encontrd que las 8 submuestras dis-
puestas por duplicado sobre la membrana son
positivas, observandose la coloracion purpura para
cada unade ellas. En el ensayo NCM-ELISA se pro-
baron 4 bacterias de diferente especie a R.
solanacearum, encontrandose reactividad cruzada
con Pseudomonas chicorii.

La PCR amplificé un producto de 292 pb para
6 submuestras probadas con los iniciadores OLI1y
Y2. De esta manera se logro detectar la bacteria en

Chrdoba

Dim-3 -0.0

kit i1||;| TiF]

Meta

0,31 LS
Mm=1

0LZE

0.55

Figura 10. Analisis de coordenadas principales (PCA). Diagrama en tres dimensiones que muestra las agrupaciones

formadas por los aislamientos.
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semilla de papa de S. phureja, la PCR se presenta
como una prueba confirmatoria para ensayos
inmunoenzimaticos. Respecto de la reactividad cru-
zada, la PCR no encontré producto de amplificacion
para la bacteria Pseudomonas chicorii. Los resulta-
dos son reproducibles manifestandose la banda
patrén para todos los ensayos de PCR.

Diagnéstico de R. solanacearum en semi-
llade S. tuberosum. En el ensayo de ELISA-NCM
se logré detectar 21 tubérculos de S. tuberosum, el
equivalente al 59% entre material asintomatico y
sintomatico, y el 41% que corresponde a 15 tubér-
culos no son detectados por la prueba
inmunoenzimatica. En comparacioén con la prueba
de PCR que logra detectar un 97%, 35 tubérculos
entre asintomaticos y sintomaticos, el tubérculo
numero 11 resultdé negativo a ambas pruebas
diagnésticas y corresponde al 3% restante que no
es detectado por los ensayos inmunoenzimatico y
molecular.

Cuando se compararon los resultados de de-
teccion para ambas pruebas, enzimatica y
molecular, se hallé que la prueba de PCR logra
detectar la bacteria en un 98% de los tubérculos
asintomaticos, comparando con el ensayo de
ELISA-NCM que detecta el 47% de tubérculos
asintomaticos; de esta manera se tiene que la prue-
ba de PCR resulta 6ptima en la deteccién de
tubérculos ausentes de manifestaciones patologi-
cas, actuando esta prueba como confirmatoria a
ensayos inmunoenzimaticos. También puede ser
implementada en programas de certificacién de
semilla de papa.

Sensibilidad y especificidad de la prueba
implementada. La prueba de PCR demandé poco
tiempo, obteniéndose resultados en un promedio
de 12 horas segun el numero de muestras por ana-
lizar. Es un ensayo confirmatorio de los resultados
dados por inmunoensayos, la especificidad es del
100% segun el andlisis de contingencia, presenta
una sensibilidad del 78%. Los datos arrojados por
el ensayo de contingencia dejan ver la PCR como
una prueba confirmatoria, estandarizada y susten-
tada con datos numéricos de sensibilidad y
especificidad para el diagnostico rutinario de R.
Ssolanacearum a partir de tubérculos semilla en es-
tado asintomatico o sintomatico. El andlisis de PCR
parece ser el método mas adecuado para una

tipificacion y para una deteccion especifica, porque
a diferencia de lo que sucede con las proteinas y
con algunos antigenos, como los lipopolisacaridos
utilizados en inmunoensayos, el ADN de una bac-
teria no sufre ningin cambio en funcién del estado
o crecimiento bacteriano. Por ello, los resultados
son mucho mas reproducibles y se pueden selec-
cionar genes que caractericen a cada especie
fitopatdgena; ademas presenta niveles de sensibi-
lidad y especificidad de gran interés practico. No
obstante es recomendable trabajar simultaneamen-
te con los ensayos inmunoenzimaticos que
presentan buena sensibilidad y un rango de detec-
cion de 10* ufc/mL (Robinson, 1993).

Reproducibilidad de la prueba diagnostica
de PCR. Cualquier tipo de prueba diagnéstica debe
cumplir con ciertos requisitos que aseguren la efec-
tividad de la misma, como son; especificidad,
sensibilidad y, uno muy importante, reproducibilidad.
Para la PCR se logré amplificar ADN bacteriano a
partir de distintos aislamientos como lo eran papa 'y
platano, identificandose la raza 3 y 2 con los inicia-
dores OLI1y Y2. Se encontré una banda patron de
292 pb. La importancia de esto es que se cuenta
con una prueba altamente especifica disefiada y
estandarizada para el diagnéstico molecular de R.
solanacearum. Estos resultados son semejantes a
los obtenidos por Seal et al., (1992, 1993) y
Pradhanang et al. (2000).

Amplificacién aleatoria de polimorfismos
de ADN (PCR-RAPD). Un total de 394 bandas
RAPD fueron amplificadas para los aislamientos
de R. solanacearum, de las cuales 380 fueron
polimorficas. No se evidencié ninguna banda
monomorfica entre los 12 aislamientos de la bac-
teria, es decir, la presencia de alguna banda
marcadora genero-especifica, pero al contrario se
observa alto polimorfismo entre aquellos aislamien-
tos provenientes de las tres distintas regiones
colombianas (Antioquia, Meta y Cordoba). Los per-
files de las bandas son caracteristicos para cada
uno de ellos; si se observa los patrones de las ban-
das para cada una de las razas de la bacteria: raza
3 biovar 2 y raza 2 biovar 1, representadas por los
aislamientos provenientes de S. phurejay Musa sp.
respectivamente, se muestran marcadores RAPD
raza-especificos para aislamientos de S. phureja,
raza 3 biovar 2, que pueden ser tomados como pa-
trones moleculares; sin embargo, no es posible
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proponerla aun como marcador de raza, debido a
las posibles diferencias de secuencias que pueden
haber entre las amplificaciones, lo que atiende a
uno de los problemas que presenta la técnica; ha-
bria que realizar estudios fingerprinting (huella digital
por PCR) u otras caracterizaciones moleculares con
distintas metodologias para confirmar el anterior re-
sultado.

Respecto a la raza 2 biovar 1 no se evidencia
ningun patron molecular consistente raza-especifi-
co; no obstante, las agrupaciones por razas se
logran ver en el arbol (dendrograma) conformado
por dos grandes grupos, de los cuales hace parte
cada una de las razas sefialadas. Esto evidencia la
elevada variabilidad intraespecifica, tanto a nivel
bioquimico-molecular como de patogenicidad, en
funcion de las distintas especies de vegetales que
actuan como hospedadoras de la bacteria
(Hayward, 1994). Los coeficientes de similaridad
demuestran la estrecha similitud entre las cepas de
R. solanacearum, cuyos valores oscilan 0.68 y 1.00
(68%-100% de similaridad). En el dendrograma se
pudo observar la formacion de tres grupos, reunien-
do las tres regiones geograficas colombianas,
donde se colectaron los aislamientos de la bacte-
ria.

El departamento de Antioquia se identifico
como el mas divergente, soportado por el 40%, pero
con una alta similitud entre los dos subgrupos con-
formados por seis aislamientos de la bacteriay que
fueron obtenidos de S. phureja. Para los aislamien-
tos G,, G,y G,, el indice resultd de 100%, el resto
de aislamientos M,, M, y M, presentaron el 97% de
similaridad, esto soporta el patron molecular obser-
vado, donde se visualiza 4 bandas marcadoras que
corresponden a; 1569, 1477, 1100 y 517 pares de
bases. En el departamento del Meta, el analisis re-
sulté con indices que oscilan entre 0.94y 0.97 para
los aislamientos F, F, y F, obtenidos de Musa sp.,
esto sugiere una estrecha relacién genética entre
estos aislamientos. Cérdoba representada por tres
aislamientos cuya fuente era Musa sp. tiene valo-
res de similaridad entre los rangos de 0.68 y 0.76,
las cepas 6.2,,6.2,y 3.1, son las de mas bajo indi-
ce, pero sus valores no dejan de ser significativos y
demuestran una cercania genética. Estos aisla-
mientos han sido sometidos a procesos de
criopreservacién y utilizados como aislamientos con-
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trol al inicio de la investigacién, queda ver si el man-
tenimiento y reactivacion de las cepas provenientes
de criopreservacion influye en la integridad del
genoma bacteriano. Es importante sefialar que el
analisis RAPD también discrimind los aislamientos
de R. solanaceraum por razas, lograndose detec-
tar dos grandes grupos que correspondian a la raza
3 biovar 2, representada por aislamientos a partir
de S. phureja y raza 2 biovar 1, aislamientos reali-
zados a partir de Musa sp.

Para el andlisis de frecuencia de variacién
molecular, los datos arrojados son similares a los
encontrados por el dendrograma. Las colectas o
genotipos traidos de Antioquia presentaron un va-
lor de 0.34, de esta forma se confirma como el
grupo de mayor variacién respecto al nodo de la
formacion de los subgrupos del dendrograma, que
se encuentra en una valor de similaridad del 40%,
lo que puede deberse principalmente a la persis-
tencia de la bacteria por varios afios en esta region
y al manejo que se le ha dado a la enfermedad,
generandose presion de seleccion y de esta ma-
nera alta variabilidad genética, dificultandose
algunas veces el control de R. solanacearum en
cultivos de papa. Es importante relacionar esta di-
versidad con la agresividad de la bacteria; estos
aislamientos resultaron patol6égicamente muy ac-
tivos, aumentado la severidad de la infeccién en
cuestion de dias, esto se observd al momento de
la recepcion y manejo del material en el laborato-
rio. Los aislamientos que tienen menor frecuencia
de variacién molecular son los de Musa sp. depar-
tamentos del Meta y de Cérdoba con valores de
0.01 y 0.07 respectivamente, confirmado los da-
tos del dendrograma, no obstante el indice 0.07
correspondiente a Cérdoba presenta una diferen-
cia significativa de 0.06 en contra del departamento
de Meta si consideramos que la fuente de los ais-
lamientos era Musa sp.

El analisis de coordenadas principales (APC)
muestra 3 grupos diferenciados, construidos por las
tres regiones geograficas en estudio. El analisis en
tres dimensiones logroé discriminar en dos coorde-
nadas las respectivas razas de la bacteria, raza 3 y
2; esto soporta la elevada variabilidad intraespecifica
encontrada entre las razas y los departamentos,
evidenciandose en el dendrograma grupos indepen-
dientes.
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Varios métodos de caracterizacion para la iden-
tificacion de la variabilidad genética de R.
solanacearum han sido utilizados: PCR-RFLP, Rep-
PCR y RAPD (Jaunet and Wang, 1999; Louws et
al., 1994 y Poussier et al., 1999), y mas reciente-
mente AFLP (Poussier et al., 2000). La técnica
SDS-PAGE también ha sido util para la caracteri-
zacion de la diversidad genética de R.
solanaceraum. Dristig y Dianese (1990) trabajaron
en la caracterizacion de proteinas de membrana
de la bacteria en distintos biovares, encontrando
agrupaciones individuales para cada biovar. Smith
et al. (1995) aplicaron la metodologia de
electroforesis de campo pulsado para fragmentos
de ADN gendmico digeridos por endonucleasas de
restriccion (RC-PFGE) en aislamientos de R.
solanacearum que pertenecian alaraza 3. Esim-
portante resaltar que este grupo de investigacion
encontrd la raza 3 muy homogénea, resultados
similares a los obtenidos en este estudio.

En trabajos recientes realizados por Thwaites
et al. (1999) se demostré el poder de discrimina-
cién de los marcadores RAPD para agrupar los
aislamientos por posicién geogréfica y razas de la
bacteria, resultados consistentes con el presente
estudio. Otra herramienta de caracterizacién han
sido los AFLP. Recientemente Poussier et al. (2000)
logro caracterizar un buen nimero de asilamientos
de varias partes del mundo, demostrando que la
bacteria presenta una alta diversidad intraespecifica,
permitiendo generar agrupaciones por analisis AFLP
por origen geografico, razas y biovares. Son con-
sistente los resultados obtenidos por varios grupos
de investigacion alrededor del mundo, cuando en
la mayoria de analisis por indices de similaridad y
su respectiva agrupacion en arboles o dedrogramas
las agrupaciones siguen siendo por posicién geo-
grafica y razas, notandose la elevada variabilidad
del patdgeno en distintas partes del mundo, pre-
sentandose como una bacteria muy variable y de
amplia distribucion en el mundo. Cabe resaltar que
esta variabilidad puede estar asociada con genes
que confieren tolerancia a condiciones ambienta-
les adversas o incluso con resistencia a bactericidas,
lo que dificulta el control de la bacteria en ciertas
regiones. La existencia de variacién genética para
un patégeno es importante porque ésta puede
traducirse en diferencias en la virulencia o respues-
tas para su control quimico, siendo de gran

relevancia para conocer la estructura de la pobla-
cién de un microorganismo (Tibayrenc, 1996;
Sanchez, 2004).

CONCLUSIONES

El protocolo descrito por Chen and Kuo (1993)
permite una buena recuperacion de ADN bacteriano
en los aislamientos estudiados y puede ser
implementado en el diagnoéstico molecular de R.
solanacearum.

La PCR presenta una alta especificidad y sen-
sibilidad comparada con la prueba estandar
NCM-ELISA, el 100% y 78%, respectivamente; es-
tos rangos resultan éptimos para implementar el
ensayo de PCR como prueba rutinaria en el diag-
nostico de la bacteria, siendo reproducible, e
identifica razas 1,2y 3.

La PCR detecto tubérculos asintomaticos de
S. tuberosum previo prenriquecimiento de la mues-
tra en comparacioén con la prueba ELISA-NCM, que
no detectdé en su totalidad los tubérculos
asintomaticos.

Es posible utilizar la PCR en programas de
evaluacion epidemiolégica que impliquen el anali-
sis de poblaciones y el movimiento del material de
siembra, para el caso de importaciones y exporta-
ciones, estudio de poblaciones y areas libres o con
presencia de la bacteria para el control fitosanitario
de la bacteria.

El analisis intraespecifico con marcadores
moleculares RAPD diferencié las procedencias de
R. solanacearum y las agrupé por regiones geo-
graficas y razas bacterianas, indicando que hay
diferencias entre las colectas de acuerdo con su
region geografica. Lo que hace suponer la alta va-
riabilidad genética de la bacteria.

La raza 3 biovar 2 presenta un patrén molecu-
lar que puede ser usado como marcador
raza-especifico para poblaciones bacterianas co-
lombianas; no obstante la diferencia de pesos
moleculares y variacion de secuencias, se presen-
ta como un inconveniente de la técnica de
PCR-RAPD para este fin.
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La variabilidad genética encontrada y los ana-
lisis de agrupamiento por dendrogramas y analisis
de coordenadas principales (PCA), construidos por
metodologias moleculares, no permiten considerar
a R. solanacearum como un grupo homogéneo
genéticamente, esto implica que el control de la
bacteria en ciertas zonas del pais productoras de
papa y platano se dificulte, lo que constituye una
relacion genética asociada con genes de resisten-
cia a ciertos bactericidas.
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