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RESUMEN

Conelfin de identificar de manera precoz el agente causal de la sama polvosa de la papa (Spongospora subterraneafs subterranea) tanto
en semillas como en suelos aptos para el cultivo de este tubérculo, se ha desarrollado una prueba basada en la reaccion en cadenade la
polimerasa (PCR) para la deteccion de tres secuencias ITS (espaciadores de transcripcion intema especificos del ADNr) de 372,390y
391 pb presentes en el genoma de S. subterranea. Para ello se estandarizd una metodologia de extraccion y purificacion de ADN del
microorganismo a partir de tejido vegetal infectado (agallas de raiz de papa y plstulas en papa) obtenido en pruebas de propagacion del
patdgeno eninvernadero. Una vez optimizada la PCR y determinada su sensibilidad, se valid la metodologia molecular examinando
muestras de tejido vegetal infectado y suelo infestado por el patégeno, provenientes de los departamentos de Cundinamarca y Narifio.
La PCR detectd ADN del microorganismo tanto en el material vegetal infectado, como en las muestras de suelo analizadas (las 30
submuestras del area experimental fueron PCR positivas). Estos resultados muestran que dicha metodologia se presenta no s6lo como
una técnica Util para la deteccién rapida del patdgeno en suelo, sino también como una herramienta para determinar la presencia del
microorganismo en suelos declarados libres de éste y como una altemativa eficaz para el control de calidad en la produccion de semilla
certificada de papa libre del patégeno.
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ABSTRACT

Atest has been developed for early identification of the casual agent for potato powdery scab (Spongospora subterranea fs subterranea).
Identification was carried out in seeds and soil where this tuber is grown. A polymerase chain reaction (PCR) was set up for detecting
372,390and 391 bp ribosomal DNA intemal transcribed spacer sequences (ITS) in the S. subterraneagenome. Amethod for extracting
and purifying DNA from infected plant material (potato root nodes and pustules on the potato) was standardised. Plant tissue was
obtained by potato tuber propagation using aninoculum from the pathogen in greenhouse conditions. After the PCR had been optimised
and its sensitivity determined, amolecular methodology was validated by examining plant material infected with S. subterraneaand soil
samples infested with the pathogen obtained from the departments of Cundinamarca and Narifio. The PCR detected S. subterranea
DNA from infected material and soil samples (all thirty samples from the experimental area analysed proved PCR positive). These
results show that this molecular method was not just useful for the early detection of the pathogen in soil samples but as a tool for
detecting or determining the possible presence of this micro-organism in places that have been declared free of S. subterraneaand an
effective form of quality control in producing the certified potato seed.
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INTRODUCCION planta de papa y su tubérculo (Solanum tuberosum

L) causando la rofia o sarna polvosa de la papa, en-
Spongospora subterranea f.sp. subterranea (S. fermedad que se distribuye ampliamente a nivel mun-
Subterranea) es un parasito intracelular que produce dial en zonas altas con temperaturas bajas y ricas en
plasmodios infectantes en el sistema radical de la materia organica (Guerrero, 2002); esta enfermedad
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es laresponsable de la depreciacion en la calidad de
los tubérculos debido a la presencia de lesiones en
forma de pustula en la epidermis de los mismos y a
la disminucién en la produccién de papa en varieda-
des susceptibles. En la actualidad la sarna polvosa
es una enfermedad cuya incidencia esta en aumen-
to debido a la persistencia de S. subterranea por va-
rios afios en forma de estructuras de resistencia
(quistosoros), a la carencia de variedades de papa
resistentes, a su facil dispersion y poca susceptibili-
dad a tratamientos agroquimicos, entre otros facto-
res (Harrison et al., 1997).

En Colombia se reportdé en 1965 y se encuen-
tra ampliamente distribuida en los departamentos de
Cundinamarca, Boyaca y Narifio, afectando entre un
50 y un 80% la produccion de los tubérculos segun la
edad de cultivo, implicando pérdidas econémicas en
el sector agroindustrial, problemas fitosanitarios por
la diseminacion del patégeno a zonas libres de la en-
fermedad, y para los productores de semilla de papa,
el rechazo en el programa de semilla certificada.

La enfermedad se diagnostica de una forma
tardia en semillas y cultivos debido a su dificil detec-
cién tanto en el suelo como en semillas asintomaticas;
de ahi que sea necesario implementar una metodo-
logia rapida, altamente sensible y especifica que
permita detectar al microorganismo en suelo y semi-
lla de papa, para el control fitosanitario del patégeno
en programas de produccion de semilla certificada
libre de S. subterranea.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de muestras

El analisis del material biolégico se efectud a partir
de tejido vegetal infectado con sintomas tipicos cau-
sados por S. subterranea (agallas en raices de plan-
tas y pustulas en epidermis de tubérculos), y de sue-
los aptos para el cultivo de papa con presencia de
este patégeno. Las muestras fueron suministradas
y enviadas por el Programa de Produccion de Se-
milla Certificada del ICA, seccional Cundinamarca,
y por el Laboratorio de Diagndstico Fitosanitario,
seccional Narifo, al Laboratorio de Diagndstico
Molecular Vegetal ICA-Tibaitata; una vez recibido
este material, se almacené a —20 °C para la poste-
rior determinacién macroscoépica, microscoépica y
molecular del patégeno.

El Laboratorio de Diagnéstico Fitosanitario
seccional ICA-Pasto suministré 32 muestras de sue-
lo de un campo experimental infestado con S.
subterranea; 30 de estas submuestras (suelo entre
0 cm y 20 cm de profundidad) correspondian a cada
uno de los puntos muestreados de dicho campo. Las
otras dos muestras restantes son mezclas de suelo
de los 30 puntos sefialados de las submuestras en-
tre 0-10 cm y 10-20 cm (grafica 1). Los detalles del
tipo de muestra analizado y su procedencia se ob-
servan en la tabla 1.

Deteccién macroscopica y microscoépica en
tejido vegetal infectado

Una vez recibido y almacenado el material bioldgico,
se efectud una descripcidon macroscopica de las le-
siones tipicas de la enfermedad tanto en semillas de
papa como en raices infectadas. Al microscopio se
determind la presencia de quistosoros tanto en pustu-
las como en agallas de raiz por medio de un montaje
humedo observado bajo los aumentos de 40Xy 100X.

Grafica 1. Esquema obtencién de muestras en suelo de un lote
experimental de aproximadamente 1 Ha infestado con S.
subterranea: recorrido realizado en zig-zag en el departamento
de Pasto para la toma de 30 muestras del suelo entre 0-20 cm de
profundidad (cada numero corresponde a un punto de muestreo).
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Propagacién de S. subterranea bajo
condiciones de invernadero

Para poder efectuar una estandarizacion en la ex-
traccion y amplificacion de ADN de S. subterranea a
partir de tejido vegetal infectado se efectuaron prue-
bas de propagacion del microorganismo bajo condi-
ciones de invernadero. Para esto, se inocularon 50 g
de raices con agallas provenientes de los departa-
mentos de Narifio (municipio de Pasto, vereda Rio
Bobo) y Cundinamarca (municipio de Zipaquira, ve-
reda Paramo de Guerrero) en materas con capaci-
dad para 2 kg con suelo proveniente de la granja San
Jorge del ICA (Cundinamarca); posteriormente se
sembraron por triplicado dos especies de semilla de
papa (S. tuberosum, variedad Parda Pastusa y S.
phureja, criolla) y se determind el estado de desarro-
llo de las plantas y la presencia de infeccion radical
por S. subterranea cada 12 dias; una vez determina-
da la presencia de agallas en la raiz se procedi6 a la
deteccion microscopica de quistosoros y a la extrac-
cion de ADN a partir de éstos.

Tabla 1. Tipo y procedencia del material biol6gico
examinado para la deteccion de S. subterranea por PCR

Lugar
Tipo de muestra

Municipio Departamento

Suelo con infestacion natural y Pasto Narifio
raices de papa con agallas de
rofia polvosa

Raices de papa con agallas Pasto Narifio
de rofia polvosa variedad
Parda Pastusa

Tubérculos con pustulas Cundinamarca
epidérmicas variedad

Diacol Capiro

Zipaquira

Tubérculos con pustulas Usme Cundinamarca
epidérmicas variedad Diacol

Capiro

Suelo de cultivo Pasto Narifio
experimental infestado
por S. subterranea

Extraccion de ADN a partir de suelo y tejido
vegetal infectado

El proceso de extraccién de ADN del material obteni-
do en invernadero se realiz6 utilizando tres métodos.
El primero consistié en someter 0.25 g de agallas de
raiz a una solucion de guanidina (5 M isotiocianato
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de guanidina, 10 mM EDTA, 50 mM de Tris HCI [pH
7.5], 8% mercaptoetanol), incubando a temperatura
ambiente por 24 horas. EI ADN extraido se purificd
utilizando volumenes iguales de cloroformo-isoamil
alcohol (24:1), se precipité con un volumen de
isopropanol y acetato de sodio 3 M (pH 5.2), seguido
por dos lavados con etanol 70%; el ADN obtenido se
rehidraté en 50 uL de TE (Bulman et al., 1998).

El segundo método se basé en la extraccion de
ADN por macerado de 0.25 g de muestra con 1 g de
arena de revoque con nitrégeno liquido, resuspendido
posteriormente en una solucién de leche semides-
cremada. Luego de concentrar la suspension (por
centrifugacion) el sobrenadante se sometié a un bu-
ffer de extraccion a base de SDS (0.3% SDS, 0.14 M
NaCl, 50 mM de acetato de sodio pH 5.1). EIADN se
purificé con un volumen de fenol-cloroformo-isoamil
alcohol (25:24:1), mientras que la precipitacion se
efectud con 2.5 volumenes de etanol absoluto, 0.1
volumenes de acetato de sodio y glicogeno por 12
horas, seguido por dos lavados con etanol 70%, el
ADN obtenido se resuspendié en 50 uL de TE
(Volossiouk et al., 1995).

El tercer método utilizado fue un protocolo mo-
dificado del propuesto por Aponte (1998) para la ex-
traccion de ADN de aislamientos Mycosphaerella
fijensis; el protocolo modificado consistié en una
disrupcion celular de 0.25 g de agallas de raiz con
nitrégeno liquido, seguido de una incubacion a 65 °C
con un buffer de extraccion (50 mM Tris HCI, 50 mM
EDTA, 3 % SDS, 1% 23 mercaptoetanol) por 30 mi-
nutos. EI ADN extraido fue purificado primero con un
volumen de fenol saturado (pH 8.0) y luego con un
volumen de cloroformo-isoamil alcohol (24:1), pos-
teriormente se precipité con 0.5 volumenes de eta-
nol absoluto y 0.1 volumenes de acetato de sodio 3
M (pH 5.2) durante 12 horas, seguido por dos lava-
dos con etanol 70% y resuspension en 50 ulL de TE;
una vez obtenida la suspension de ADN, ésta se so-
metié al proceso de purificacion por columnas GFX™
Genomic Columns (Amersham Farmacia) siguiendo
las instrucciones del fabricante.

Las extracciones de ADN a partir de muestras
de suelo del departamento de Narifio (municipio de
Pasto) fueron sometidas a los protocolos de extrac-
cion de ADN para Mycosphaerella fijensis modifica-
do y al protocolo del estuche comercial ULTRA
CLEAN SOIL DNA (Mo Bio Laboratories) siguiendo
las instrucciones del fabricante.
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EIADN extraido de los diferentes materiales bio-
l6gicos y organicos fue corrido en gel de agarosa 0.8%
pretefiido con bromuro de etidio a una concentracion
final de 0.5 ug/mL y visualizado en un transiluminador
UV para determinar la calidad y el estado de la molé-
cula. En cada electroforesis se incluyé un marcador
de 1 kb (DNA Extension Ladder-Invitrogen™). En el
caso de las muestras de suelo procedentes del cam-
po experimental del municipio de Pasto, se determiné
la concentracion (en ng/ul) y el nivel de contaminan-
tes proteicos (A, ,q,) Y humicos (A, ..,) del ADN ex-
traido por espectrofotometria (Biophotometer
EPPENDOREF 6131).

PCR a partir de ADN de S. subterranea

Los procesos realizados para la detecciéon de S.
subterranea por PCR fueron la preparacion de los
reactantes utilizados en la mezcla maestra para cada
reaccion y la posterior amplificacion en un termociclador
MJ Research PTC-200. Las concentraciones finales
de los compuestos para un volumen de reaccion de
25 uL destinados a la amplificacién de ADN de S.
Subterranea a partir de pustulas de epidermis de tu-
bérculos y agallas de raices, fueron 10 mM Tris-HCI
(pH 8.5), 50 mM KClI, 2.0 mM MgCl,, 160 uM dNTP,
250 nM de cada oligonucleotido, 0.8 unidades de Taq
polimerasa (TucanTag-Corpogen) y 1 uL de ADN
molde. Para el analisis de ADN total de suelo prove-
niente del municipio de Pasto, la mezcla maestra para
PCR, con un volumen final de 25 uL, contenia las
mismas concentraciones de reaccion mencionadas
anteriormente, ademas de Triton® X-100 al 0.1% vy
albumina sérica bovina al 0.04%.

Los programas de termociclado utilizados para
la amplificacién de los tres productos de PCR se
muestran en la tabla 2. Los oligonucleétidos usados
para la amplificacion especifica de tres fragmentos
de 372,390y 391 pares de bases fueron Spo1-Spo2,
Spo8-Spo9y Sps1-Sps2 respectivamente, cuyas re-
giones blanco son secuencias especificas de ITS del
ADNr de S. subterranea (tabla 3) (grafica 2) (Bell et
al., 1999; Bullman et al., 1998).

Para visualizar los productos de amplificacion
de la PCR se realizaron electroforesis en gel de
agarosa al 2% pretefidos con bromuro de etidio al
0.5 wg/mL, utilizando un marcador de peso molecu-
lar de 100 pb (100 pb DNA Ladder-Invitrogen™).

Limite de deteccion de la PCR en muestras
de suelo

La sensibilidad o limite de deteccion de la PCR usan-
do los oligonucleoétidos Spo8 y Spo9 fue determina-
da por la inoculacién de 0.25 g de suelo libre de S.
Subterranea con 10°%, 104, 103, 102, 10, 1y 0.1 formas
de resistencia (quistosoros) de agallas de raiz pro-
cedentes del municipio de Pasto (Narifio); una vez
efectuada la inoculacion, se procedio a la extraccion
y amplificacion de ADN total de suelo con el fin de
determinar la cantidad minima de quistosoros
detectables por PCR en este tipo de muestras.

Para el conteo de estructuras de resistencia en
suspensioén se peso6 0.01 gramos de agalla de raiz
de la cual se obtuvieron los quistosoros que fueron
suspendidos en 1 mL de agua destilada y se efectud
el recuento de formas de resistencia por medio de
una camara de Neubauer (French et al., 1982). Una
vez estimado el nUmero de formas presentes, se elabo-
raron diluciones seriadas 1/10 a 1/10° en agua destilada
para obtener de 10° a 0.1 quistosoros respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccidn macroscopica y microscoépica en
tejido vegetal infectado

La figura 1 muestra lesiones irregulares en for-
ma de pustula en la superficie de tubérculos de papa,
tipicas de la enfermedad; las lesiones causadas por
el rompimiento de células infectadas en la superficie
del tubérculo presentan un color castano purpura cir-
cunscrito por epidermis (pustulas). De igual forma, la
presencia de agallas en hilera en forma de rosario,
de color castano oscuro (lo que indica un avanzado
estado de infeccion por S. subterranea), fueron ob-
servadas en muestras de raiz provenientes del de-
partamento de Narifio (figura 2). Las lesiones obser-
vadas en ambos tipos de muestras concuerdan con
las patologias tipicas de la sarna polvosa causadas
por dicho patégeno, donde se evidencié en las aga-
llas y pustulas la presencia de un polvillo color casta-
Ao que conforma las estructuras de resistencia
(quistosoros) (Guerrero, 2002; Agrios, 1996).

Es importante aclarar que las expresiones pa-
tolégicas observadas en los tubérculos y raices obe-
decen a una patogénesis caracteristica de los dife-
rentes sitios geograficos de donde provienen las
muestras; es decir, en las zonas de cultivo de papa
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agallas maduras de las raices (figura
Tabla 2. Programas de termociclado empleados para la amplificacion 3b)‘ Dichas estructuras fueron obser-
de tres fragmentos especificos presentes en los ITS del ADNr de S. subterranea . .
vadas al microscopio en aumentos de
40Xy 100X.
Oligonucleétidos Ciclos Desnaturalizacion | Alineamiento Extension
] s G A A Erc_)paga((:;_op de Sasubterranea
Spo1-Spo2 35 94°C 30 seg 53 °C 30 seg 72°C 45 seg . ajO condiciones de
1 NA NA 72°C 10 min invernadero
1 94 °C 2 min NA NA )
Spo8-Spo9 35 94°C 30 seg 57°C30seg | 72°C 45 seg Se observaron los primeros sintomas
1 NA NA 72°C 10 min de infeccion radical por S. subterranea
1 95 °C 2 min NA NA en tubérculos de papa criolla (cultiva-
Sps1-Sps2 35 95°C 20 seg 64°C25seg | 72°C 50 seg da con suelo infestado por el patoge-
1 NA NA 72°C 10 min no proveniente de Narifio) y Parda
* NA: no amplificacion. Pastusa (cultivada con suelo infesta-

del departamento de Narifio que se encuentran in-
fectadas por S. subterranea, la enfermedad se pre-
senta en el sistema radical de la planta, lo que pro-
duce un descenso hasta del 50% en la produccion
total de la cosecha de la variedad Parda Pastusa
(Guerrero, 2000). Caso contrario ocurre con los cul-
tivos infectados en Cundinamarca, donde la produc-
cion no se afecta, pero la calidad de los tubérculos
es depreciada debido a la presencia de pustulas en
la epidermis. Lo anterior sugiere que la resistencia
de las raices y los tubérculos a S. subterranea po-
dria estar bajo un control poligénico independiente,
como lo propone N. Fornier (citado por Harrison et
al., 1997), al observar pelos radicales susceptibles a
la infeccion en plantas cuyos tubérculos mostraron
una resistencia considerable a la sarna polvosa.

La confirmacion de infeccion por S. subterranea
en los tejidos vegetales analizados se determiné por
la presencia de quistosoros del patégeno sobre las
pustulas de tubérculos enfermos (figura 3a) y en las

Tabla 3. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la
amplificacién de tres fragmentos especificos presentes en los ITS
del ADNr de S. subterranea.

do por el patégeno proveniente de
Cundinamarca) a los 60 dias de siem-
bra; para las siguientes dos semanas se obtuvieron
agallas en estado maduro tanto en plantas de la va-
riedad Parda Pastusa como en criolla; estos resulta-
dos concuerdan con las observaciones de Guerrero
(2000) quien senala que en Colombia, en especial en
el departamento de Narifio, la variedad Parda Pastusa
es la mas susceptible a infeccion por S. subterranea
posiblemente por factores genéticos de la misma.

Extraccion de ADN a partir de suelo y tejido
vegetal infectado

De los tres métodos de extraccion utilizados para la
obtencion de ADN a partir de las agallas de raiz in-
fectadas en las pruebas de invernadero y de tejido

18S gene
ggaagtaaaagtcgtaacaaggTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACACTGAGTCGGTTCT 70

Spo 8

ACCGGCAGACCCCAAAACEACATGAGAA,CCTGGGTGCQATYGTCTGTTGAAGGGTE'ACGCCCGCTCTGGG 140
Spsl

Spo 1

GCTAGCTCGAAACCTTATGCAAACCGTATT: « - - - ACTGAACTTACTAAAGTGGATCGTTTAACTAAATA 210
CAACTCTTAACAGTGGATATCTTGGTTCCCACAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGCG 280
5.85

AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCAAATCTTTGAACGCAAGTTGCGCTTTCGAGATATCCTTGAAAGCAT 350

GCCTCTTTGAGTGTCGGTTTCTATTCTCCCGGAAACGCCCTGTGCGTGGAAGGGGACTATGAGCTCTGGT 420

*Tm: temperatura de alineamiento.

18

Oligonucleoétidos Secuencia *Tm ccmccnsccrrcumnmccucccssrscccsrcrcmccrrcrcnr’% ng“ 490
Spo2

Spst 5-CCTGGGTGCGATTGTCTGTT-3" | 58.8°C EETECCCGGTCATATAGAACCATTTTTTGACTCTAGATCTCAAATGAGGTAAGAS T cccgetganctta 560
Sps2 5"-CACGCCAATGGTTAGAGACG-3' | 56.8 °C
Spo1 5-ATTGTCTGTTGAAGGGTG-3' 50.4 °C dgeards =7
Spo2 5-GGTTAGAGACGAATCAGAA-3 49.4 °C
Spo8 5-CTGGGTGCGATTGTCTGTTG-3" | 57.3°C Grafica 2. Ubicacion de los sitios de alineacién de los
Spo9 5"-CACGCCAATGGTTAGAGACG-3" | 56.8 °C oligonucleétidos especificos dentro de los espaciadores de

transcripcion interna (ITS) de S. subterranea (secuencia tomada
del andlisis realizado por Bullman et al., 1998).
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Figura 1. Tubérculo de la variedad Diacol Capiro proveniente del
departamento de Cundinamarca, con sintomas de sarna polvosa
causados por S. subterranea.

Figura 2. Agallas en raices de planta de papa variedad Parda
Pastusa infectada por S. subterranea provenientes del departamento
de Narifio.

epidérmico de los tubérculos infectados se pudo ob-
tener un ADN de calidad 6ptima para las pruebas de
amplificacion, utilizando el protocolo de Aponte
(1998), seguido por el uso de columnas de purifica-
cion. La figura 4 muestra una electroforesis en gel de
agarosa al 0.8% donde se observa el efecto del uso
de columnas de purificacion (GFX™ Genomic
Columns. Amersham Farmacia) en tejidos vegetales
y suelo (lineas 2, 4, 6 y 8), con respecto al ADN no
purificado por este método con el mismo tipo de
muestras (lineas 1, 3, 5y 7); como se puede obser-
var, las columnas de purificacion disminuyen sustan-
cialmente la cantidad de ADN inicial y a su vez la
concentracion de sustancias inhibidoras de PCR,
brindando un molde éptimo para la amplificacion,
como se muestra en la figura 6.

Por otro lado, el ADN total de suelo extraido de
las 30 submuestras analizadas provenientes del cam-
po experimental de Pasto mediante el estuche comer-
cial Ultra Clean Soil DNA (Mo Bio Laboratories), pre-

(b)

Figura 3. Estructuras de resistencia (quistosoros) de S. subterranea
observadas a 40x tomadas de: (a) agallas de raiz, y (b) pustulas de
epidermis con rofa polvosa.

sentd un alto nivel de contaminantes humicos (pro-
medio A, 0.79 = 0.08) y proteicos (promedio A,
-5 1-27 = 0.18) tipicos de este tipo de muestra. Dichos
resultados son similares a los reportados por Zhou et
al. (1996), en un estudio donde se recuperd ADN de
diversos tipos de suelo, utilizando tres tratamientos
de extraccion diferentes, y se obtuvo A, .. para com-
puestos humicos de 0.88 y A, .., de 1.23 para com-
puestos proteicos, usando un buffer de extraccion a
base de SDS-CTAB (Zhou et al., 1996). Sin embargo,
a pesar de la presencia de contenidos humicos vy
proteicos, el estuche comercial permitié obtener un
ADN de buena cantidad (la concentracion promedio
de ADN extraido fue de 154 = 64.8 ng/uL) y calidad
donde se observa un ADN no degradado y apropiado
para las pruebas de PCR (figura 5).
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Figura 4. Efecto del uso de columnas de purificacion de ADN en tejidos
vegetales y suelo infectados con S. subterranea. Lineas 1y 3, ADN de
agallas de raiz (Marifio) y pustulas de tubérculo (Cundinamarca) sin
tratamiento con columnas, respectivamente; lineas 5y 7, ADN de suelo
(Narifio y Cundinamarca) sin tratamiento con columnas; lineas 2, 4, 6
y 8, ADN purificado con columna de las mismas muestras de agallas
de raiz, pustulas de tubérculo y suelo mencionadas anteriormente.

PCR a partir de ADN de S. subterranea

El ADN extraido a partir del tejido vegetal infectado
en invernadero fue sometido al tratamiento de purifi-
cacion por columnas y diluido posteriormente en pro-
porcién 1/50; dicho ADN molde arroj6 senal de am-
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Figura 5. Extraccion de ADN total de 30 muestras de suelo de un
cultivo experimental de papa infestado con S. subterranea ubicado
en el departamento de Narifio (ver grafica 1). En las tres figuras
aparece en la linea 1 el marcador de peso molecular de 1Kb
(Invitrogen). (a) Lineas 2-13: corresponden a ADN de los puntos
de muestreo de 1 al 12 (ver grafica 1); linea 14: corresponden al
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plificacion positiva al efectuar una PCR utilizando los
oligonucleotidos Sps 1-2, Spo 1-2 y Spo 8-9 para S.
Subterranea; los productos de amplificacion obser-
vados al nivel de 400 pb (figura 6), concuerdan con
las pruebas de PCR realizadas por Bell et al. (1999)
quienes obtuvieron un producto de 391 pb usando
los iniciadores Sps1-2, y por Bullman et al. (1998)
quienes obtuvieron productos de 372y 390 pb usan-
do los iniciadores Spo1-2 y Spo 8-9, respectivamen-
te. Estos resultados confirman la homologia genética
que existe entre los aislamientos de ADN de S.
Subterranea obtenidos de material vegetal infectado
de distintas zonas del pais con los aislamientos de
diferentes variedades de papa evaluados en otros
paises (Bell et al., 1999; Bullman et al., 1998); ade-
mas, pone de manifiesto la utilidad diagnéstica de los
ITS, al poder amplificar dichas secuencias emplean-
do oligonucleidtidos especificos de la especie para la
deteccidn del patégeno tanto en suelo como en semi-
llas para garantizar la sanidad del cultivo de papa.

No obstante, el uso de columnas de purificacion y la
disminucién de inhibidores por medio de diluciones
de ADN total de suelo (figura 4, lineas 6 y 8) no arro-
jaron el mismo resultado de amplificacion obtenido a
partir de tejido vegetal infectado, debido a diversos
componentes de origen organico e inorganico pre-
sentes en el suelo que inhiben la PCR y que, a su
vez, pueden degradar, inhibir y/o capturar la molécu-
la de ADN (figura 4, linea 7), inhabilitandola para la
reaccion de amplificaciéon (Wilson, 1997).

Caso contrario ocurrié con el ADN extraido a
partir de las muestras de suelo provenientes del cam-
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control negativo de extraccién (suelo libre de ADN de S.
subterranea). (b) Lineas 2-15: corresponden a ADN de los puntos
de muestreo del 13 al 26 (ver grafica 1); linea 16: corresponden al
control negativo de extraccion. (c) Lineas 2-5: corresponden a ADN
de los puntos de muestreo 27 a 30 respectivamente; linea 6: control
negativo de extraccion.
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Figura 6. Amplificacion de ITS de S. subterranea con oligonucledtidos
especificos (ver grafica 2). Linea 1: marcador de peso molecular de
100 pb; linea 2: producto de amplificacion con los iniciadores Sps 1y
Sps 2; linea 3: producto de amplificacién con los iniciadores Spo 1y
Spo 2; linea 4: producto de amplificacién con los iniciadores Spo 8 y
Spo 9; linea 5: control de reaccion negativo.

po experimental de Pasto que, a pesar de tener nive-
les altos de compuestos humicos y proteicos, arrojo
sefial de amplificacion positiva en las 30 submuestras
de suelo analizadas utilizando los oligonucleétidos
Spo1y Spo 2 (figura 7). Estos resultados se obtuvie-
ron debido a la estabilizacion de la enzima frente a la
presencia de acidos humicos y de tal vez otros
inhibidores entre la actividad de la Taq polimerasa y
el ADN blanco (Kuske et al., 1998; McGregor et al.,
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Figura 7. Productos de amplificacion de 372 pb con los
oligonucledtidos Spo1 y Spo 2 a partir de ADN total extraido de
muestras de suelo infestado con S. subterranea provenientes del
campo experimental del departamento de Narifio (ver grafica 1).
En las figuras 7a, 7b y 7c en la linea 1 aparece el marcador de
peso molecular de 100 pb (Invitrogen). (a) Linea 2: mezcla de
suelo de los 30 puntos de muestreo tomadas entre 0-10 cm de
profundidad, linea 3: mezcla de suelo de los 30 puntos de muestreo
tomadas entre 10-20 cm de profundidad; Lineas 3-13: amplificacion
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1996); asi como al uso de un ADN 6ptimo para reac-
ciones de amplificacién obtenido a partir del estuche
comercial de extraccion de ADN total de suelo.

Con lo anterior se puede demostrar la especifi-
cidad de los oligonucleétidos Spo1-2 en la deteccién
directa de S. subterranea en el suelo, puesto que no
se observaron otros productos de amplificacién dife-
rentes al esperado; esto indica que no existe reac-
cion cruzada entre los oligonucleétidos utilizados y
el ADN de otros microorganismos del suelo. De igual
forma, los oligonucleétidos Spo 8-9 y Sps 1-2 arroja-
ron resultados similares de amplificacién en las 30
muestras analizadas (estas pruebas se analizaron
por duplicado).

Limite de detecciéon de la PCR en muestras
de suelo

El estudio realizado por Bell et al. (1999) para la de-
teccioén y cuantificacion de S. subterranea logré de-
terminar entre 1y 3 quistosoros por gramo de suelo,
utilizando un método de columnas de purificacion
Sephadex; en este caso, se logré detectar hasta 10
quistoros de S. subterranea en 0.25 gr de suelo ino-
culado (la prueba se realizé por duplicado), utilizan-
do el estuche comercial de extraccion de ADN de
suelo. Aunque los resultados obtenidos por Bell et
al. (1999) difieren de los obtenidos en esta investiga-
cion, se debe aclarar que la visualizacion de los pro-
ductos de amplificacién equivalentes al ADN de un
(1) quistosoro se efectu6 por medio de una técnica
de tincién de acidos nucleicos (SYBR Gold staining),
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de ADN de los puntos de muestreo del 1 al 10 (ver gréafica 1);
lineas 14-15: controles positivo y negativo de reaccion. (b) Lineas
2-11: amplificacion de ADN de los puntos de muestreo del 11 al 20
(ver grafica 1); lineas 12-13: controles positivo y negativo de
reaccion, respectivamente; linea 14: control de extraccion negativo
(suelo libre de S. subterranea). (c) Lineas 2-11: amplificacion de
ADN de los puntos de muestreo del 21 al 30 (ver gréfica 1); lineas
12y 13: controles positivo y negativo de reaccion respectivamente;
linea 14: control de extraccién negativo.
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la cual permite una mejor resoluciéon de productos
de PCR menores de 1 ng, diferente a la usualmente
utilizada con bromuro de etidio. Por tal motivo es pro-
bable que la metodologia usada en el presente tra-
bajo pueda amplificar fragmentos de ADN a partir de
una forma de resistencia y que no puedan ser
visualizados en gel de agarosa pretefidos con
bromuro de etidio, o que se haya dado la ausencia
total de quistosoros en la dilucién 1/108 utilizada para
la inoculacion en suelo y posterior extraccion de ADN.
No obstante, los resultados obtenidos muestran una
sensibilidad 250 veces mayor con respecto a la téc-
nica ELISA con anticuerpos monoclonales especifi-
cos para la cuantificacion de quistosoros en suelo
(esta metodologia permite la deteccion confiable de
indculo hasta 10* quistosoros por gramo de suelo)
(Rodriguez et al., 2002); dicho aspecto es de suma
importancia, ya que el conocimiento de la cantidad
de inéculo presente en un suelo apto para el cultivo
permitira predecir el grado de severidad de la enfer-
medad en la cosecha.

La importancia de la PCR en la deteccion de S.
Subterranearadica en la sensibilidad y especificidad de
la técnica para tal fin. Como se ha mostrado, la meto-
dologia utilizada fue altamente especifica para detec-
tar Unica y exclusivamente ADN de S. subterranea en
suelo, agallas de raiz y pustulas de tubérculos infecta-
dos, ademas de detectar ADN de al menos 10 estruc-
turas de resistencia (quistosoros) por cada 0.25 gra-
mos de suelo, confiriéndole una alta sensibilidad en la
determinacion del patégeno.

Los resultados del presente trabajo de desarro-
llo tecnolégico pueden ser aplicados en los progra-
mas de sanidad vegetal y produccién de semilla de
papa para el diagnostico, control y manejo de la en-
fermedad.
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