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RESUMEN

Xylella fastidiosa y Ralstonia solanacearum r3 son bacterias cuarentenadas para
México que causan la enfermedad de Pierce en vid y la marchitez bacteriana en
papa, respectivamente. Estas bacterias requieren una deteccion rapida y confiable
para evitar su introduccion o diseminacion en el pais. Como una alternativa a los
métodos tradicionales en la deteccion o confirmacion de la presencia de estas
bacterias en México, en este trabajo se estandarizaron los protocolos para su
deteccion mediante PCR utilizando los iniciadores especificos previamente
reportados por Minisavage et al., (1994) para el caso de X. fastidiosa y Seal et al
.,1992) para R. solanacearum r3. Se evaluaron los métodos de extraccion de ADN
Plant- DNA-zol , Nucleo Spin plant, CTAB, Dellaporta y Minisavage a partir de
bacterias en cultivo y tejido vegetal infectado; ademas, de las condiciones de la PCR.
Se logré la extraccion de ADN vy estandarizacion de los protocolos, amplificando para
Ralstonia solanacearum r3 un fragmento de 100 pb con los primers T3A:TSA 'y un
fragmento de 733 pb para Xylella fastidiosa con los primers RST31:RST33; sin
embargo, no fue posible eliminar los inhibidores del ADN de esta ultima bacteria

purificada a partir de tejido infectado de vid, con los métodos utilizados para esto.

Palabras clave: PCR, bacteria, estandarizacion, vid, papa
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ABSTRACT

Xylella fastidiosa and Ralstonia solanacearum r3 are restricted bacteria for México
these respectively cause the Pierce disease in grapevine and the bacterial wilt in
potato. These bacteria require a quick and reliable detection to avoid their
introduction or dissemination in the country, as an alternative to the traditional
methods to detect or to confirm the presence of these bacteria, adjustments of the
protocols for polimerasa chain reaction (PCR) were done for the detection of these
species, because antecedent of Minisavage et al., (1994) and Seal et al., (1992) they
did not give results for the conditions of the present work. The methods of DNA
extraction Plant - DNA-zol, Nucleo Spin plant, CTAB, Dellaporta and Minisavage (to
grapevine) were evaluated, in addition to different concentrations for the components
from the mixture of reaction from PCR, number of cycles and temperatures. It was
obtained the DNA extraction and adjustment of the protocols amplifying for R.
solanacearum r3 a fragment of 100 pb with the primers T3A: T5A and a fragment of
733 pb for X. fastidiosa with the primers RST31: RST33, however was not possible to

eliminate the inhibitors from extracted DNA of infected grapevine tissue.

Key words : PCR, bacteria, adjust, grapevines, potato



1. INTRODUCCION

En los ultimos afios la demanda mundial de productos agricolas es muy grande,
exige un incremento en la produccion que minimamente corresponda al incremento
de la poblacion. Una de las limitantes productivas es el dafo por fitopatdgenos como

hongos, bacterias, nematodos, virus vy fitoplasmas (Pedroza, 1995).

En la actualidad, México, asi como la mayoria de los paises, cuenta con una
economia muy activa, en la cual se incluye el intercambio comercial de gran variedad
de productos agricolas implicando con ello, el riesgo de traslado o movilizacion de
patdgenos, que al entrar estos en territorio nacional tienen posibilidades de
establecerse y ocasionar pérdidas a la economia nacional. Entre estos patogenos
cuarentenados se encuentran las bacterias, que son de particular importancia por la
dificultad de controlar una infeccion en campo una vez dada, lo que conduce a

grandes pérdidas en la produccion agricola.

Algunas bacterias cuarentenadas para Mexico son Agrobacterium tumefaciens
(varios hospedantes), Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (tomate vy
otras solanaceas), C. michiganensis subsp. sepedonicum (papa y otras solanaceas),
C. michiganensis subsp. nebraskensis (maiz) Acidovorax avenae pv citrulli
(cucurbitaceas), Pantoea stewartii (maiz) Ralstonia solanacearum r3 ( papa) y Xylella

fastidiosa (vid, durazno, ciruelo y citricos) (DGSV, 1995).

Xylella fastidiosa es un patdgeno que bloguea el sistema vascular de las plantas, se

dispersa por vectores de la familia Cicadellidae y Cercopidae, afectando a



diferentes especies fruticolas. En vid induce la enfermedad de Pierce, en citricos
produce la clorosis variegada o CVC. en durazno produce enanismo, en ciruela la
escaldadura de las hojas y en almendra el tizon o quemadura de las hojas. En
Mexico, esta bacteria fue detectada en el Valle de Guadalupe en 1995y en 1998 se
detectd en Valle Santo Tomas y San Vicente en Baja California Norte, pero aunque
las plantas infectadas fueron destruidas, este patégeno representa un peligro
potencial para la viticultura nacional. Es importante mencionar que una vez que la
bacteria ingresa a la planta no existe hasta el momento forma de controlarla
(Guevara, 2000).

En México la produccion de uva abarca alrededor de 16 estados, entre los cuales
Sonora se ubica como el principal productor con 72 a 87% de la uva industrial, el
92% de uva pasa y el 75% de uva para mesa; pero ademas la importancia social que
guarda este fruto es por sus mas de cuatro millones de jornales que produce al afio,
esto sin contar los empleos indirectos (Yoldi, 1996). Baja California es el segundo
estado productor siendo la Costa de Ensenada una de las zonas de mayor
importancia por el volumen vy calidad de la uva, que le permite ser una de las
regiones con prestigio mundial para la produccion de vinos finos de tal manera que si
X. fastidiosa se diseminara en el pais causaria grandes dafios en la produccion

viticola (Guevara, 2000).

Ralstonia solanacearum  causa la enfermedad conocida como  marchitez
bacteriana, se han descrito 4 razas de esta bacteria de acuerdo a los hospedantes
primarios o 5 biovares de acuerdo al catabolismo de ciertos azucares y alcoholes
(Seal et al., 1992). La raza 1 afecta a tabaco, tomate, otras Solanaceas, plantanos
dipliodes y otras especies cultivadas y malezas (Gabor y Wiebe, 1997). La raza 2
afecta platanos triploides y heliconias. La raza 4 afecta mora y la raza 3 ocasiona la
marchitez bacteriana de la papa, pudricion parda o también conocida como “la
vaquita de la papa” (French, 1985). Esta raza no se ha reportado su presencia en
Mexico, de acuerdo a los monitoreos realizados por los laboratorios distribuidos a

nivel nacional y autorizados por la Direccion General de Sanidad Vegetal.



Si R. solanacearum r3 se estableciera en México afectaria a la segunda
dicotiledonea mas utilizada en nuestro pais como fuente de energia por su alto valor
alimenticio como lo es la papa (Valadez, 1997) . Esta se produce en 23 estados,
distribuidos en las diferentes regiones del pais. De ese total de entidades, cinco
concentran el 52% de la superficie total cosechada y el 54% del total de la
produccién; estos son, por orden de importancia, Sinaloa, Meéxico, Puebla,
Guanajuato y Nuevo Leon (Yoldi, 1998). Es una hortaliza de gran importancia
economica, debido al ingreso que proporciona a sus productores, asi como a la
cantidad de empleos que genera en las diferentes regiones productoras, sobre todo

durante el periodo de cosecha (Valadez,1997).

Para la deteccion de fitobacterias se toman en cuenta los sintomas y signos que
pueden observarse visualmente en el hospedante, la morfologia de las colonias en
medios de cultivo y pruebas bioquimicas. La desventaja para bacterias de lento
crecimiento, es que requieren de 1-3 semanas para su desarrollo y los
contaminantes obscurecen los medios y con ello los resultados. Otra metodologia
utilizada para el diagnéstico de X. fastidiosa y R. solanacearum r3 es el empleo de
anticuerpos especificos con la técnica de ELISA, sin embargo existen muchos
factores que influyen en la certeza del diagnostico (Mejia et al., 2000). Es por eso
que se hace necesario la busqueda de alternativas complementarias de diagnostico

eficiente para estas bacterias.

Actualmente se ha venido utilizando la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR
por sus siglas en inglés) como un método de diagnodstico de fitopatégenos. Esta
técnica consiste en incrementar el numero de copias de un fragmento especifico de
ADN por la accién de una enzima (ADN Taq polimerasa). Es una reaccion enzimatica
ciclica que permite una amplificacion exponencial de una secuencia nucleotidica
particular en el genoma, aun cuando esta se encuentre en concentraciones muy

bajas (Martinez, 2000).



La especificidad y sencillez de esta técnica la hacen de gran utilidad en la deteccion
de fitopatégenos o la confirmacion de su presencia; es muy util sobre todo para la
deteccion de aquellos que son dificiles de cultivar artificialmente, ademas de ofrecer
mayor rapidez y sensibilidad. Por lo antes mencionado se pretende estandarizar los
protocolos de PCR para la deteccion oportuna de X. fastidiosa en vid y Ralstonia
solanacearum r3 en papa, utilizando los iniciadores especificos previamente
reportados por Minisavage et al, (1994) y Pooler y Hartung (1995), para X,
fastidiosa y Seal et al., (1992) para R. solanacearum r3, dado que los procedimientos
de estos autores no mostraron resultados al analizar muestras, en las condiciones en
que fue realizado este estudio. Dado que el mejor método para evitar pérdidas por
bacterias cuarentenadas es prevenir su introduccién al pais, o su dispersién a partir
de las zonas restringidas, se requiere de una deteccién oportuna en material vegetal
de importacion y exportacion. La estandarizacion de los procedimientos especificos
de PCR para X. fastidiosa y R. solanacearum r3 puede agilizar el diagndstico para la
deteccion en plantas o semillas vegetativas de importacion, infectadas por estas
bacterias y de esta manera, reducir su dispersion y prevenir epidemias futuras en

dichos cultivos (Mejia et al., 2001).

1.1 OBJETIVOS

1). Estandarizar las condiciones optimas de PCR para la deteccion de Xylella

fastidiosa y Ralstonia solanacearum r3.

2). Determinar el mejor método para la extraccion de ADN de las bacterias Xylella

fastidiosa y Ralstonia solanacearum r3.

3). Determinar el mejor método para la purificacion de ADN de Xylella fastidiosa

extraido de tejido de vid infectado.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Bacterias cuarentenadas para México.

En la actualidad México, asi como la mayoria de los paises cuenta con una
economia muy activa, en la cual se incluye el intercambio comercial de una gran
variedad de productos agricolas implicando con ello, el riesgo de traslado o
movilizacion de patogenos que al entrar estos en territorio nacional tienen
posibilidades de establecerse y ocasionar pérdidas a la economia nacional. Entre
estos patdgenos cuarentenados se encuentran las bacterias, que son de particular
importancia por la dificultad de controlar una infeccién en campo una vez dada, lo

que conduce a grandes perdidas en la produccion agricola.

Algunas bacterias cuarentenadas para México son Agrobacterium tumefaciens (en
un gran numero de especies) Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(tomate y otras solanaceas), C. michiganensis subsp. sepedonicum (papa), C.
michiganensis subsp. nebraskensis (maiz) Acidovorax avenae pv citrulli (afecta
cucurbitaceas), Pantoea stewartii (maiz) Ralstonia solanacearum r3 (papa) y Xylella

fastidiosa (vid, ciruelo durazno y citricos ) (DGSV, 1995 ).

2.2 Generalidades sobre el cultivo de la vid.

La produccion de uva en nuestro pais abarca cerca de 16 estados, de entre los
cuales Sonora se ubica como el principal productor con 72 a 87% de la uva industrial,
el 92% de uva pasa y el 75% de uva para mesa; pero ademas la importancia social
que guarda este fruto es por sus mas de cuatro millones de jornales que produce al

ano, esto sin contar los empleos indirectos.



2.2.1 Origen

La vid (Vitis vinifera L.) es originaria del Asia Menor, especificamente del Sur del
Caucaso, parte de Rusia, Iran y la India. La historia de la uva acompafia el desarrollo
de las civilizaciones, de ahi que existan numerosos escritos antiguos que asi lo
atestiguan. La generacién de vino es quiza el principal uso que se le ha dado a
través del tiempo; sin embargo, su sabor delicioso, y su alto contenido de azucar,

han permitido que se consuma en fresco o pasa.

El origen de la vid en nuestro continente y especificamente en el pais, se remonta a
la época colonial, ya que la vid europea fue traida por Cristobal Colon durante su
segundo viaje en el afo de 1493; aunque ya algunos tipos de vides silvestres eran
aprovechadas rudimentariamente, principalmente las especies vitis rupestris, vitis

labrusca vy vitis barlandieri (Yoldi, 1996).

2.2.2 Historia del cultivo en México

El cultivo de la uva en México tiene como primer antecedente historico el afo de
1524, cuando Hernan Cortés ordend plantar vides nativas para luego injertarlas con
europeas. De esta manera, la produccion de uva es una clara muestra del proceso
de mestizaje, que se realizd en nuestro pais con la llegada de los espafioles: * Del
cultivo de la Vitis vinifera en América, puede afirmarse que México fue el primer pais
donde los espafioles lo intentaron con éxito. En la década de los treinta se inicia la
explotacion comercial de la uva llevada a cabo por los mineros que se establecieron
en el valle de Santo Tomas fundando asi, en el afio de 1938, la primera empresa

vinicola del pais: “Bodegas de Santo Tomas” (Yoldi, 1996).



2.2.3 Superficie y produccién nacional

Alrededor de 16 estados de la Republica Mexicana son productores de uva; entre los
cuales Sonora, Baja California, Zacatecas, Coahuila y Aguascalientes contribuyen
con el 93% de la superficie sembrada y cosechada: asi como el 95% de la
produccion, a pesar de que existen otros 11 estados productores de vid en México.
La superficie sembrada y cosechada disminuye ligeramente con los afios debido a la

importacion de uva desde Chile.

Hoy en dia, la produccion vinicola del pais tiene tres destinos principales de acuerdo
a datos aportados por la Asociacion Agricola Local de Productores de Uva de Mesa
del estado de Sonora; se sefiala que para 1994, de la produccion total de uva del
pais que ellos estiman en 504,000 toneladas, el 17.50% es para uva de mesa, el
21.82% para uva pasa (que son las de mayor generacion de divisas al pais),

mientras que el restante 60.68% se destina a la industria (Yoldi, 1996).
2.2.4 Variedades

Aparentemente las variedades rojas son mas susceptibles a la enfermedad de Pierce
que las blancas (Anénimo, 2000). Segun su uso, de acuerdo a lo reportado por la
Direccion General de Politica Agricola de la SAGARPA vy de la Direcciéon de Sistema-

Producto, las variedades se agrupan de la siguiente manera:

a) Para la industria vitivinicola en brandis y vinos de mesa: Pinot Noir, Ruby,
Cabernet, Petite Sirah, Grenache, Malber, Cabernet Sauvignon, Cariagne vy
Zinfandel (variedades rojas); y Sauvignon Blanc, Palomino, Chenin Blanc, San
Emilion, Pinot Blanc y White Riesling (variedades blancas). b) Para consumo en
fresco. Barlinka, lItalia, Rish Baba,Emperador, Exotic, Cardinal, Rosa del Peru
Queen, Tokay, Flame, Superior, Ribier y Red malaga (variedades rojas), ademas de
Thompson seedles, Malaga, ,Oliveer Blanch, Dattier de Beirut,y Blak Monukka
(variedades blancas) (Yoldi, 1996).



2.3 Principales patogenos que afectan a la vid.

Los principales problemas de la vid en México se pueden clasificar como bidticos y
abioticos. Dentro de los biodticos se encuentran todos los causados por organismos
que afectan la calidad, disminuyen el rendimiento y atacan la estructura permanente
de la parra , las enfermedades mas sobresalientes son el mildiu (Plasmopara
viticola), cenicilla (Uncinula necator), brazo muerto (Eutypa armeniaceae), pudricion
texana (Phymatotrichum omnivorum), enfermedad de Pierce (Xylella fastidiosa) y
virosis (GFV, GLV y GCBYV); plagas como la Chicharrita (Dikerella cockerelli 'y
Erythroneura elegantula), descarnador de la vid (Harrisina brillians), mosquita de la
fruta (Drosophila spp), phylloxera (solo la fase no alada Dactylosphaera vitifoliae); |a
presencia de nematodos (Meloidogyne sp. y Xiphinema sp.) y malezas . Dentro de
los abidticos destacan la presencia de heladas y pH elevado (Jiménez y Madero,
2001).

2.3.1 Caracteristicas y ubicacion taxonomica de Xylella fastidiosa

Xylella fastidiosa es una bacteria gram negativa, alargada, de forma bacilar y pared
celular crenulada doble o triple (Donadio y Soares, 1997) (Fig. 1). Los bacilos miden
de 0.2-0.4 de ancho por 1.0-4.0 um de largo, son inmoviles y se crecen bien en
medios PW, CS20, BCYE (Shaad et al., 2001) y XF26 (Chang y Donaldson, 1993),
se desarrollan a una temperatura entre 20 y 32° C con un optimo de 29°C; puede ser
observada por microscopia de contraste. Esta especie junto con hospedantes
alternos y vectores causa la enfermedad de Pierce en vid, también llamada
“enfermedad de Anaheim” ¢ “vifia enferma de California”, es causada por la
acumulacién de bacterias en los haces vasculares (Fig.2). Fue nombrada como
enfermedad de Pierce en reconocimiento a la contribucion de Newton Pierce en el

estudio de esta enfermedad en 1941 (Guevara, 2000).



La bacteria pertenece al Reino: Protista, Division:  Gracilicute, Orden:
Xanthomonales, Familia: Xanthomonadacea, Genero: Xylella y Especie: fastidiosa
(Schaad, 2001).

Fig.1. Célula de Xylella fastidiosa (Foto Fig. 2 Aglomeracion de bacterlas en
de M Garnier en Donadio, 1997). vasos del xilema (Anénimo, 2000)

2.3.2 Distribucion.

La bacteria con sus diferentes variantes tiene una amplia distribucion mundial, en
algunos lugares se confirma como virulenta y en otros solamente se ha detectado.
Berisha et al., (1998) mencionan que en Kosova Yugoslavia se detectd una cepa
virulenta de X. fastidiosa en plantas de vid con sintomas de la enfermedad de
Pierce. Hernandez y Ochoa (1994) mencionan la presencia de la enfermedad en
Venezuela afectando a vid. También se ha reportado en almendros de la India y
arboles de pera en Taiwan (Leu,1998), asi como en citricos y café en Brasil (Donadio
y Soares, 1997).

En Estados Unidos se ha reportado la presencia de la bacteria desde Florida hasta
Texas por el Golfo, Arizona, Alabama, Arkansas, Georgia, Indiana, Kentucky,
Lousiana, Maryland, Mississippi, Missouri, Montana, Nebraska, New Jersey, New
México, North Carolina, Pennsylvania, Tennessee, Virginia y en California

ampliamente distribuida (Purcell y Hopkins, 1996).



En Meéxico Guevara (2000) menciona que la enfermedad de Pierce fue detectada por
el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) —
Campo Experimental Costa de Ensenada (CECOEN) en 1995 en el Valle de
Guadalupe, Baja California Norte y en 1998 se detectd por ELISA en algunos vifiedos
del Valle de Santo Tomas y San Vicente. Aunque estos brotes se eliminaron, Ia

enfermedad representa un peligro potencial para la viticultura regional y nacional.

2.3.3 Hospedantes.

La bacteria Xylella fastidiosa causa pérdidas econdémicas en varios cultivos agricolas
de importancia, existen varios tipos o cepas, el tipo que induce la enfermedad de
Pierce, el enanismo de la alfalfa y el tizon o quemadura de la hoja en almendro,
parecen ser del miso grupo (PD), mientras que el tipo que produce el enanismo del
durazno, del chabacano y la escaldadura de la hoja del ciruelo pertenece a un tipo o
cepa diferente (PPD) (Hill y Purcell, 1997). Al parecer existe otro grupo que en citricos

produce la clorosis variegada y puede atacar al café (Donadio y Soares, 1997).

Sin embargo los cultivos antes mencionados no son los Unicos hospedantes, se
conocen mas de cincuenta tan solo para el grupo PD (Anexo 7.4), entre estos plantas
forestales, ornamentales y malezas, muchas de las cuales se encuentran en zonas
aledafas o en areas de produccion y podrian servir como reservorios de la bacteria
puesto que algunas plantas son también hospederas de vectores (Hernandez y
Ochoa, 1994).

2.3.4 Sintomas de la enfermedad de Pierce en vid.
Las hojas presentan una clorosis intervenal, mientras los margenes se tornan

amarillos en variedades blancas (Fig. 3) y rojizos en variedades rojas o tintas ( Fig.

4). Conforme la enfermedad avanza, los margenes de las hojas se secan,
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tornandose de color café con aspecto de quemadura, presentan anillos concéntricos
del margen hacia el centro de las hojas y mueren dejando los peciolos adheridos a
los tallos (Fig. 4). En el tallo la enfermedad se expresa por una maduracién irregular
de los brotes nuevos, produciendo zonas verdes rodeadas de zonas castanas,
presentan entrenudos cortos a menudo en forma de zigzag. Los sintomas de
mediados de verano y otofio son mas confiables para la identificacién de la
enfermedad que los de primavera, debido a que es cuando existe la mayor poblacion
de vectores (Guevara, 2000). Otro sintoma caracteristico de la enfermedad es el
retraso del inicio de la brotacién en primavera y cuando estas plantas brotan
presentan pocos retofios y estos son cloréticos o raquiticos. Los racimos sufren
corrimiento, las raices se secan a partir del segundo afio y la planta entera presenta
disminucion en el crecimiento (Ferraro, 1983). Mejia et al., (2000) menciona que los
sintomas son causados por el bloqueo del sistema vascular de la planta,
principalmente el xilema, este bloqueo a su vez es causado por la multiplicacion

bacteriana, la formacion de toxinas, tilides y exudados de defensa de la planta.

Las variedades altamente susceptibles rara vez sobreviven mas de 2-3 afios,
mientras que las mas tolerantes pueden aguantar la infeccién por 5 afios o mas. Ha
sido evidente en los vifiedos jovenes que llegan a infectarse, que los dafios son mas
severos que en vifiedos viejos (Goodwin y Purcell, 1992).

Fig. 3. Sintomas iniciales en variedades Fig.4. Sintomas avanzados en
variedades blancas (Hellman, 2002). rojas (Anénimo, 2002)
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2.3.5 Transmisiony vectores de X. fastidiosa

Xylella fastidiosa se dispersa por material infectado, pero también por vectores con
aparato bucal chupador, principalmente de las familias Cicadellidae y Cercopidae. El
insecto se alimenta de una planta enferma (cominmente una maleza asintomatica)
y adquiere la bacteria, la cual se adhiere al aparato bucal del vector y se reproduce
en el mismo, si el insecto adquiere la bacteria en estado de ninfa la pierde en la
primera muda, sin embargo si la adquiere como adulto, es infectivo durante el resto

de su vida, liberandola cada vez que se alimenta en una planta sana.

En vid los vectores mas conocidos y mas cercanos reportados en California (EUA)
son la chicharrita verde Draeculacephala minerva (Fig. 5), chicharrita verde azul
cabeza roja Carneocephala fulgida (Fig.6) y Graphocephala atropunctata (Fig.7), que
incluso presenta preferencia por algunos cultivares de vid (Purcell, 1981). Auque en
México se reportan estos insectos como vectores para vid, Turner y Pollard, (1959)
mencionan a Homolodisca cuagulata (Fig.8), H. faciales, H. Simillis, H. Insolita,
Graphocephala versuta y Cuerna costalis trasmitiendo a X. fastidosa como vector
principal en durazno. En California se menciona a Homolodisca cuagulata,
Homolodisca lacerata y Graphocephala atropunctata como vectores de la enfermedad

en algunas plantas de uso ornamental como la adelfa (oleander) (Costa et al., 2000).

Fig.7 G. étrb;) nctata * Fig.8 H. cuagulata
(Foto de Dumbar, 2002)

“*Fig. 5 D. minerva *Fig. 6 C. fulgida

*Fotografias de Andénimo (2000)
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2.3.6 Manejo

En primer lugar es necesario que el material propagativo a utilizar este libre de la
bacteria, puesto que una vez que esta ingresa a la planta, comienza su
establecimiento y no existe hasta este momento forma de combatirla; por lo que es
necesario eliminar las plantas enfermas y establecer medidas regulatorias para la
introduccién de material vegetal y su movilizacion en territorio nacional (Mejia vy,
Loépez, 2001).

El principal hospedero de los insectos vectores dentro de los lotes de produccion y
en las zonas circundantes es el zacate gramma (Cynodon dactilon) por lo que se
recomienda el control cultural con rastreos, ademas de hacer un control de malezas
para reducir las poblaciones del vector que aumentan de agosto a noviembre. Para
controlar al vector se recomienda hacer monitoreo y control quimico con productos
como el Dimetoato 1-1.5 | /ha, imidacloprid y diazinon entre otros, ademas de hacer
inspecciones continuas en plantaciones para detectar plantas enfermas (Guevara,
2000).

Se ha intentado controlar a la bacteria directamente en plantas enfermas con
Tetraciclina, pero el resultado fue la disminucion temporal de los sintomas y no se
logré el control (Hopkins y Mortensen, 1971). También se han realizado
experimentos utilizando tratamientos de temperaturas bajas en plantas de vid
infectadas y con sintomas de la enfermedad de Pierce, encontrando que el
preacondicionamiento de las plantas a 2-4° C (para reducir mortalidad), seguido de
un tratamiento de —8 a —12°C repetido por 2- 3 veces o mas, logra una disminucion
de sintomas y mantiene las plantas sanas hasta por tres afos (Purcell, 1977). En
cuanto a la utilizacion de temperaturas altas Goheen, (1973) sefiala que el
tratamiento de material vegetal propagativo a 45°C por al menos 3 horas, tiene un

alto porcentaje de control.
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Robacker y Chang (1992) mencionan que el cultivo de tejidos a partir de apices de
45 mm de brotes en uvas del tipo Muscadine previamente inoculadas, resultdé en
plantas sanas, lo que puede ser una alternativa para rescatar material genético
valioso. El procedimiento anterior ha funcionado también para eliminar
Agrobacterium tumefaciens, otra de las bacterias de interés econémico (Thies y
Graves, 1992).

2.4 Generalidades sobre la papa

La papa en nuestro pais es la segunda dicotiledonea mas utilizada como fuente de
energia, por su alto valor alimenticio, ya que los especialistas consideran que la papa
contiene carbohidratos, proteinas, celulosa, minerales, asi como vitaminas A, C, G y
vitaminas del complejo B. De igual forma se considera que bajo las condiciones
apropiadas, la papa tiene un contenido mayor de nutrientes que los cereales, de tal
forma que le sigue en importancia a la soya, la cual ocupa el primer lugar en cuanto
al rendimiento de proteinas vegetales. La importancia econémica que tiene dicha
hortaliza, se debe al ingreso que proporciona a sus productores, asi como a la
cantidad de empleos que genera en las diferentes regiones productoras, sobre todo

durante el periodo de cosecha (Valadez,1997).

241 Origen

La papa (Solanum tuberosum L.) es originaria de América, especificamente, de la
region sur, donde se ubica la zona andina, que comprende los paises de Peru,
Ecuador, Bolivia y Chile, aunque también se ha podido demostrar, que algunas

variedades silvestres, son originarias de México (Castafios,1993).
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2.4.2 Historia del cultivo

Se considera que los incas cultivaban esta hortaliza desde hace 2,000 afios en Peru ,
lo que habla necesariamente, de la tradicidn de este producto en las culturas
indigenas del continente. Posteriormente, con la llegada de los espafioles el uso de
esta especie se extendid en México y Europa en el afio de 1537. Durante el periodo
de 1600 a 1845, la papa se constituyd como la principal fuente de alimentos de
Irlanda, después de la hambruna, los inmigrantes de este pais, trajeron a

Norteamerica la papa en el afio de 1719 (Hooker, 1981).

2.4.3 Superficie y produccion nacional

La papa se cultiva en gran parte del territorio nacional, se produce en 23 estados,
distribuidos en las diferentes regiones del pais. De ese total de entidades, cinco
concentran el 52% de la superficie total cosechada y el 54% del total de la
produccion; estos son, por orden de importancia, Sinaloa, México, Puebla,
Guanajuato y Nuevo Leon. Revisando los datos de la década actual, en lo que se
refiere a superficie sembrada, podemos encontrar que se ha reducido de manera
significativa ya que pasé de 82,645 has. en 1990 a 63,558 has. en 1996, lo que

representa una diferencia de 23%.

Los datos anteriormente sefialados, tienen su impacto en los volimenes productivos,
en donde se puede observar que las superficies de riego produjeron en promedio el
70% de la produccion, correspondiéndole al 30% restante, a las superficies de
temporal. En rendimiento, los datos son muy similares, ya que el promedio de
productividad durante el periodo de 1990-1996 en las superficies de riego fue de
22.707 ton/ha, mientras que las de temporal alcanzaron sélo 11.886 ton/ha. Es
posible ubicar estados en los que los rendimientos estan por encima de la media
nacional como es el caso de Coahuila donde en 1996 el rendimiento fue de 30.906
ton./ha., Baja California con 31.949 ton./ha., Zacatecas con 32.794 ton./ha. y el que

alcanz6 mayor nivel, fue Jalisco con 34.637 ton./ha (Yoldi, 1998).
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2.4.4 Variedades

Algunos especialistas sefalan que se cuenta en el mundo con mas de un millar de
variedades, las cuales se pueden dividir en una primera instancia, de acuerdo al uso
que se les da en variedades industriales, variedades para consumo en fresco y
variedades llamadas finas. En nuestro pais también existe un importante numero de
variedades entre las que destaca la Alpha, que participa con el 44% de la superficie
nacional cosechada y mas de la mitad de la produccion total del pais; ademas se
cuenta con otras como la Lépez, Tollocan, Atzimba, Greta, Murca, Furore, White
Rose y Criolla, muchas de las cuales son variedades liberadas, resistentes é tizon
tardio, sin embargo no se sabe si presentan resistencia a Ralstonia solanacearum r3,

pues esta raza no se encuentra en México (Yoldi, 1998).

2.5 Principales patogenos que afectan al cultivo

La papa es uno de los cultivos méas afectados por diversos patogenos, insectos,
nematodos, acaros y otros factores. Las principales enfermedades bacterianas son
la pudricién blanda por Erwinia carotovora patovar atroseptica, la pudricion café por
Ralstonia solanacearum, pudricion anular causada por Clavibacter michiganensis
subsp. Sepedonicum (Hooker, 1981). En cuanto enfermedades fungosas la principal
es el tizon tardio causado por Phytophtora infestans, el tizon temprano causado por
Alternaria solani, Oidiosis  por Erysiphe cichoracearum, Esclerotiniosis  por
Sclerotinia sclerotiorum, pudricion por Rhizoctonia solani'y marchitéz por Fusarium
spp. El cultivo se ve afectado también por numerosos virus como el PRLV 6 virus del
enrollamiento de las hojas, los virus, PVY, PVA | PVX, PMV, PSV, que muestran
hojas arrugadas y mosaicos, APMV “Andean Potato Mottle Virus” , APLV “Andean
Potato Latent Virus”, TRV “Tobacco Rattle Virus” AMV el virus mosaico de la alfalfa y
el virus de la mancha anular del tabaco (TRSV), ademas de la punta morada de la
papa causada por un micoplasma y algunas otras enfermedades fisiologicas (CIP,
1985; Hooker, 1981).
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2.5.1 Ralstonia solanacearum caracteristicas y ubicacion taxonémica

Bacteria gram- negativa, redondeada, de pared celular simple , mide de 0.5-0.7 por
1.5-2.5 ym, (Schaad et al., 2001). Su 6ptimo crecimiento es de 30-32°C. Las células
cultivadas en medio son motiles con un flagelo polar, mientras que las silvestres son
no moviles. Esta especie causa la pudricion café o marchitez bacteriana en
numerosas especies cultivadas, R. solanacearum raza 3 causa la marchitez

bacteriana de la papa también conocida como “vaquita de la papa” (Hooker, 1981).

R. solanacearum  Reino: Protista, Clase: Gracilicute Orden: Pseudomonales
Familia:Pseudomonaceae, Genero: Ralstonia y Especie: solanacearum. (Schaad, et
al.,2001).

2.5.2 Distribucion

La marchitez bacteriana estd ampliamente distribuida en todas las regiones
tropicales, subtropicales y templadas del mundo, es uno de los principales factores
limitantes para el cultivo de papa y otras especies, esta enfermedad es causada por
la raza 1 de R. solanacearum . La raza 2 causa la enfermedad del Moko del platano,
la cual se encuentra en Centro, Sudamérica y el Caribe. La raza 3 afecta a papa y
tomate principalmente; y se ha reportado en Inglaterra y Australia, por lo general se

encuentra en zonas frias de alta latitud (Fahy y Presley, 1983).

2.5.3 Razas y Hospedantes

Los especialistas han clasificado a la bacteria Ralstonia solanacearum en 4 razas
fisiologicas, separandolas de acuerdo a los hospedantes que ataca cada una de
ellas en condiciones de campo, los sintomas que presentan en hospederos
diferenciales y por la apariencia de las colonias en un medio que contenga cloruro de

tetrazolium. La raza 1 afecta a tabaco, tomate, otras Solanaceas, platanos dipliodes y
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otras especies. La raza 2 afecta platanos triploides y heliconias. La raza 3 afecta
principalmente papa y tomate, pero no es muy virulenta en otras Solanaceas vy la
raza 4 afecta a mora (Gaxiola, 1978). Este sistema se complementa con
caracteristicas como tamano y color de colonia, produccion de tirosinasa, reaccion
de hipersensibilidad en tabaco, especificidad a antibioticos y temperatura éptima de

crecimiento (French, 1985).

El segundo sistema clasifica a R. solanacearum en 5 biovares (antes biotipos) de
acuerdo a su capacidad para utilizar tres disacaridos y/o para oxidar tres alcoholes.
El biovar Il coincide con la raza 3 en la mayoria de sus caracteristicas, el viobar 5
coincide con la raza 4, pero los biovares |, Il y IV, no parecen estar muy relacionados

en su habilidad patogénica, pues se encuentran en la raza 1 y 2 (French et al.,1995).

Cuadro 1. Clasificacion de R. solanacearum en biovares

7Biovar
1 2 3 4 5

Utilizacion de disacaridos

Celobiosa - + + - +
Lactosa - + + - +
Maltosa - + + - +

Oxidacion de alcoholes

Dulcitol - - + + -
Manitol - - + + +

Sorbitol - - + + -

2.5.4 Sintomas

La bacteria penetra principalmente por heridas y se distribuye a través del sistema
vascular de la planta. Los sintomas varian de acuerdo a la especie hospedante y

otros factores, pero en papa la raza 3 de R. solanacearum, ocasiona marchitez,



esta avanza marchitando la mitad de una hoja, luego las hojas de un lado de los
tallos y cuando el avance de la enfermedad es muy rapido se marchitan todos los
tallos de la planta, lo cual se debe a la pudricion del tejido vascular. Cuando se
realiza un corte transversal en los tallos marchitos se observa un color café y exudan
un mucilago lechoso, pero al realizar un corte longitudinal se observan franjas
alargadas de color obscuro. Los tubérculos no siempre presentan sintomas externos
visibles, pero en infecciones severas se observa exudado bacteriano en los 0jos y
cicatriz del estolon (causando que el suelo quede adherido en la hendidura de los
ojos). Al realizar un corte transversal en un tubérculo enfermo se puede observar un
anillo de color pardo en los haces vasculares donde al presionar salen gotas de
mucilago color perla, posteriormente el tubérculo se descompone por infecciones

secundarias (Roncal, 1990).

2.5.5 Transmision

La bacteria R. solanacearum particularmente la raza 3 se disemina principalmente
por tubérculos infectados al utilizarlos como semilla y en suelos infectados puede
persistir durante cuatro afos, penetra por heridas naturales originadas durante la
emergencia de las raicillas, por dafios mecanicos, por nematodos o por el corte de
raices durante las labores culturales. El uso de tubérculos partidos asi como de
maquinaria usada para eso y otras herramientas, puede contribuir a la dispersion de

la enfermedad (Roncal, 1990).

2.5.6 Manejo

La base del manejo de R. solanacearum r3 actualmente es el uso de semilla sana
con variedades tolerantes. No existe un control quimico efectivo, por lo tanto es
necesario aplicar varias técnicas integradas para lograr la reduccion o erradicacion

de la enfermedad. Cuando esta enfermedad se presenta por dos afios consecutivos,
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es necesario rotar con una especie que no sea solanacea. El control cultural incluye
el control oportuno de malezas, eliminar plantas enfermas, movimiento minimo de la
planta a partir de la emergencia, desinfeccion de las herramientas antes de pasar a
otro lote de cultivo y sembrar de preferencia en la estacion fria. Se recomienda
también el control del nematodo agallador (Meloidogyne incdgnita) en campos
infectados (CIP, 2002).

2.6 Métodos tradicionales de deteccion de X. fastidiosay R. solanacearum
r3

En forma tradicional para la deteccion de fitobacterias se toman en cuenta los
sintomas y signos que pueden observarse en el hospedante, se realiza el aislamiento
en medios de cultivo, una vez que se tienen bacterias se observa la morfologia
colonial y se les realizan diferentes pruebas bioquimicas para determinar a que
género y especie corresponden, la desventaja para bacterias de lento crecimiento
como X. fastidiosa es que requieren de 1-3 semanas para su crecimiento vy la
cantidad de bacteria no es suficiente para realizar pruebas bioquimicas. El método
mas utilizado en los ultimos aflos para deteccion y diagnoéstico de bacterias es el
empleo de anticuerpos especificos con la técnica de ELISA en sus diferentes
variantes y sin embargo puede dar falsos resultados cuando no se tiene la
experiencia necesaria, no se cumplen los requisitos de la técnica o simplemente por
que los anticuerpos reaccionan con los componentes celulares vegetales (Mejia et
al., 2000).

2.6.1 Aislamiento en medios de cultivo
Fry et al., (1990) mencionan que todas las cepas o tipos de la bacteria X. fastidiosa
son dificiles de cultivar en un medio artificial y no crecen en medios generales, por

que se requiere de medios especificos para su cultivo. Chang y Donaldson, (1993)

reportan un medio especifico para cultivar la bacteria aislada de vid el XF-26.
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Mientras que Fry et al., (1990) utilizan el medio PD2 para el aislamiento de la
bacteria . Se ha empleado también el medio BCYE, para el aumento de la bacteria en
citricos como reporta Hartung et al., (1994). Existen otros medios que pueden permitir

el crecimiento de la bacteria como el CS-20 (Shaad et al., 2001).

Para el aislamiento de Ralstonia solanacearum se describen varios medios de
cultivo semiselectivos, sin embargo ninguno ha sido enteramente satisfactorio para
todas las bacterias de la especie. El medio mas conocido y distribuido es el SM-1, el
SMSA, SMSA modificado y el TTC (Shaad et al., 2001).

2.6.2 Morfologia colonial

Chang y Donaldson (1993) describen las colonias de la bacteria X. fastidiosa como
opalescentes, blancas y de un tamafo medio de 0.04-0.43 mm de diametro,
después de 7 dias de crecimiento en medio XF-26. Fry et al., (1990) mencionan que
las colonias son pequefias de 0.5-1.0 mm diametro, redondas con forma de domo y
de color blanco, en medios PD2, PD3 y NA, después de 9 dias de crecimiento.
Mientras Rodriguez (2001) menciona de manera general que las colonias de la

bacteria son convexas, mucoides y opacas.

En el caso de solanacearum r3 Rodriguez (2001), describe a las colonias del género
Ralstonia como blancas y en las primeras horas de incubacién son convexas, pero
conforme pasa el tiempo se hacen fluidas, no producen pigmento fluorescente en
medio B de King.

2.6.3 Tincion diferencial

Como las células bacterianas son incoloras, se requiere del empleo de colorantes

para hacerlas mas nitidas al microscopio, para lo cual se emplean técnicas de tincion
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simple o diferencial. Para la tincion simple el azul de metileno de Loeffler es uno de
los reactivos mas utilizados, es excelente para las bacterias del genero
Curtobacterium, donde puede demostrar el perlado y los granulos en los bacillos
esporulados (Bacillus 'y Clostridium) tefiidos con este reactivo, donde las esporas
aparecen como cuerpos no tefiidos dentro de las células azules. En la tincién
diferencial una de las técnicas mas utilizadas es la “Tincion de Gram”, por que no
solo permite diferenciar la forma y agrupacion de las bacterias, sino también es de
considerable valor para identificacion y clasificacion, al separar a las bacterias en

gram negativas y gram positivas (Rodriguez, 2001).

2.6.4 Pruebas bioquimicas y fisioldgicas

Una serie de caracteristicas fisiolégicas se utilizan para diagnosticar bacterias
fitopatégenas, como la habilidad para usar determinados sustratos, la produccion o
reduccion de sacarosa, metabolismo oxidativo o fermentativo de la glucosa,

temperatura optima de crecimiento, y tolerancia al cloruro de sodio (Seege, 1993).

Las pruebas bioquimicas son de gran importancia en la caracterizacion de las
bacterias fitopatdgenas, ya que utilizan sus propias habilidades metabdlicas,
caracteristicas tales como la produccion de enzimas, tolerancia a ciertos compuestos
toxicos y la transformacion de ciertos sustratos, como cualquier otro método de
caracterizacion e identificacion de bacterias, las pruebas bioquimicas estan sujetas a
ciertas objeciones , como el hecho de que se pueden producir mutantes que lleven
informacion genética de un fago combinado con el material genético de la bacteria y

que presenten otras caracteristicas.

2.6.5 Pruebas de patogenicidad

La caracteristica mas importante de la mayoria de las bacterias fitopatogenas es su

capacidad para destruir las células en la zona infectada en sus hospedantes a lo que
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se llama patogenicidad (Seege,1993). Para probar la patogenicidad de una cepa
bacteriana se requiere de reproducir los sintomas en el hospedante o plantas
homologas en el menor tiempo posible, hasta ahora se tienen: la reaccion de
hipersensibilidad en tabaco, pudricion del tubérculo de papa e inoculacion de frutos
(Rodriguez, 2001). Para bacterias que producen marchitez se realiza la inoculacion

por puncién o por inmersion de la raiz en la suspension bacteriana.

Es posible utilizar pruebas de patogenicidad para X. fastidiosa con el inconveniente
de que los sintomas en sus hospedantes se desarrollan como minimo después de 6
semanas después de la inoculacion y algunos toman incluso hasta 24 meses (Shaad
et al., 2001). En una investigacion realizada para observar la reaccion de plantas de
tabaco a la inoculacion de X. fastidiosa cepa de citricos (CVC), los sintomas de la
enfermedad aparecieron a las diez semanas después de la primera inoculacion (una
inoculacion cada 30 dias) y se observaron los sintomas tipicos como lesiones naranja

obscuro en los margenes de las hojas viejas (Lopes, et al. 2000).

2.7 Métodos Serologicos

Cuando se introduce un patégeno (antigeno) en la sangre de un organismo de
sangre caliente, este reacciona produciendo anticuerpos, estos son globulinas que
son producidas en células sanguineas. El suero que contiene los anticuerpos es
conocido como antisuero. Los anticuerpos antes mencionados tienen la capacidad
de reaccionar con los antigenos (compuestos de proteina), esto es la base de los
métodos seroldgicos. La doble precipitacion en gel, inmunoflourescencia, y ELISA,
son utilizadas para la deteccion bacterias fitopatogenas y son mas especificas y
precisas que las pruebas bioquimicas vy fisiologicas, debido a que diferencian entre
especies y aun patovares, su inconveniencia es que no permiten determinar la

viabilidad del patégeno.
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2.7.1 DAS-ELISA

La prueba de inmunoadsorcion con enzimas ligadas o ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), es un método confiable y rapido para la deteccion de
agentes fitopatdgenos, ya que hace posible la deteccion de cantidades muy

pequefias de estos agentes en organos de plantas (Cruz, 1997).

La variante DAS- ELISA (sandwich de doble anticuerpo), es la prueba de diagnostico
mas comunmente utilizada en la deteccion de fitopatégenos. Se basa en la
adsorcion de anticuerpos especificos a una placa de poliestireno, seguida de la
adicion de los antigenos o fitopatdégenos, los cuales se adhieren a los anticuerpos
ya adheridos a la placa, posteriormente se agregan nuevamente un anticuerpo
ligado con una enzima (conjugado), que se une a los patdgenos capturados en la
placa, enseguida se agrega un sustrato que reacciona hidrolizado con la enzima,
dando un cambio de color cuando esta presente el patbgeno (anticuerpo + antigenos
+ anticuerpo-enzima + sustrato = color). Los resultados se pueden determinar
visualmente vy cuantificar con un lector de placas que contiene un
espectrofotometro (Cruz, 1997). Esta variante de la técnica es la que se utiliza para

la deteccion de X. fastidiosa y R. solanacearum r3.

2.7.2 Inmuno-PCR

La deteccion de patdégenos que combina el uso de anticuerpos para captar al
patégeno mas el PCR o Inmunocaptura como su nombre lo dice se basa en la
adsorcion del anticuerpos especifico a una placa de poliestireno, enseguida por la
adicion del antigeno o fitopatdgeno, los cuales se adhieren a los anticuerpos,
después del lavado de la placa los fitopatdgenos, en este caso las bacterias quedan
adheridas (capturadas) al anticuerpo y cualquier otro compuesto se elimina. Después

de esto, esta mezcla es agregada directamente a la reaccion de PCR . Este
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procedimiento ha sido usado con éxito para detectar el Plum Pox Potyvirus y

bacterias del género Salmonella (Henson y French, 1993).
2.8 Técnicas moleculares

En las dltimas décadas el surgimiento de poderosas técnicas de recombinacion de
acidos nucleicos ha propiciado una época dorada tanto en la biologia molecular,
como en las demas ciencias biologicas, donde han aportado herramientas para
caracterizar y detectar a microorganismos fitopatogenos (Martinez, 2000). Estas
técnicas estan basadas en el andlisis de acidos nucleicos y detectan variaciones
directas a nivel de ADN conocidas como huellas (Valadez, y Kahal, 2000). Algunas
de las técnicas son Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP), Amplificacion de los polimorfismos en los fragmentos de restriccion (AFLP),
Amplificacion aleatoria de marcadores de ADN polimorfico (RAPD) y Reaccion en

cadena de la polimerasa, conocida por sus siglas como PCR (Lin, et al. 1996).

Los RFLPs y RAPDs son técnicas que se basan en el uso de endonucleasas de
restriccion que fragmentan el ADN de los organismos, estos fragmentos se
amplifican y de acuerdo al patron de huellas, que muestra las similitudes y
diferencias entre fitopatogenos de una misma o diferente especie (Lin, et al. 1996).
Para los RAPDs se utilizan iniciadores aleatorios, donde los polimorfismos se
detectan mediante la presencia o ausencia de bandas, no involucra la transferencia
tipo Southern y son una herramienta para generar mapas genéticos y analizar
relaciones taxonomicas (Valadez y Kahal, 2000). Los RFLPs expresan diferencias en
sitios especificos del ADN mediante el uso de “sondas” que son pequefios
segmentos de ADN cromosomico, para detectar fragmentos de ADN en una muestra
compleja de ADN cromosomico mediante la hibridacion tipo Southern, se usan para
detectar ciertos genes, por ejemplo los que confieren resistencia a fitopatégenos
(Valadez, et al. 1997). Las técnicas anteriormente descritas son de uso constante en
investigacion, pero para deteccion de bacterias fitopatégenas su utilizacion es

menos frecuente.
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2.8.1 PCR

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR (por sus siglas en Inglés), fue
descrita por Kary Mullis en 1985, y desde entonces ha revolucionado las ciencias
biologicas en general; es una de las técnicas mas ampliamente usadas por su gran
especificidad y sencillez (Leyva y Martinez, 2001). Esta técnica se ha venido
utilizando en diagnostico medico, criminalistica, identificacién forense y en deteccion
de fitopatégenos (Brown, 1995). La PCR es una reaccion enzimatica en la cual un
segmento de ADN de una region especifica del genoma de la especie se amplifica
(copia) de manera ciclica en una mezcla de reaccion in vitro. Esto permite un
aumento exponencial del segmento seleccionado de ADN, llegando a obtener
millones de copias que por cantidad es posible visualizar atin cuando la secuencia
que se busca se encuentre en concentraciones muy bajas (Saiki, 1988). Existen
muchas variantes de PCR como lo son : el PCR "nested”, “hot start” PCR, “Touch
down” PCR, PCR inverso, AP-PCR 6 RAPD, RT-PCR, RACE, DD-PCR, PCR
multiple, PCR cuantitativo, PCR in situ y PCR asimétrico (Leyva y Martinez, 2001 ).

2.8.1.1 Componentes de la PCR

La mezcla de reaccion se compone de los siguientes elementos: agua bidestilada
estéril, buffer, sales que en una reaccion estandar se encuentran entre 0.5y 2.5 mM,
Mgcl una concentracion erronea de este puede nulificar la reaccion,
desoxirribonucledtidos trifosfatos o dNTP’s  (dATP, dGTP, dCTP y dTTP ) se
encuentran entre 20 y 200 uM , sin embargo concentraciones altas diminuyen la
especificidad de la reaccion. Iniciadores la concentracion puede estar en un rango
de 0.05-1.0 uM. EI ADN necesario varia de 0.5 — 1.0ug. y la ADN polimerasa se
agrega de 1-2.5 U de la enzima por cada reaccion de 100 ul (Aguilar, 2000). Debido
a que las concentraciones son muy variables, para cada organismo en particular se
tienen que evaluar diferentes concentraciones hasta estandarizar las mas 6ptimas

para una reaccion determinada (Martinez, 2000).
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El buffer o amortiguador

El buffer estandar para PCR contiene 50 mM de KCI, 10 mM de Tris-HClI (pH 8.3) y
1.5 mM de MgCl,. (Sambrook et al., 1989).

Iniciadores, cebadores o primers

Los iniciadores son fragmentos de ADN sintéticos con un nimero pequefio de pares
de bases complementarios a una region de ADN. Los iniciadores alinean a diferente
distancia en pares de bases uno del otro en el ADN molde, dependiendo del
organismo son de 18 — 30 nucleotidos de longitud. Para utilizarlos en una reaccion
se encuentran en solucion y se agrega la misma cantidad de cada uno de ellos
(Henson y French, 1993).

Los iniciadores a utilizar para deteccién de X. fastidiosa por medio de la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa son RST31 y RST33. Estos iniciadores detectan todas
las cepas de la bacteria amplificando un fragmento de 730 pb, la digestion de este
producto con la enzima Rsal se utiliza para diferenciar los grupos de PD y PPD
(Minisavage et al., 1994). Ademas de CVC1 y 272-2int reportados por Pooler y
Hartung (1995), quienes mencionan que los dichos iniciadores detectan mediante

un fragmento de 600 pb solamente la cepa de CVC que causa la clorosis variegada

en citricos.

Nombre Iniciador Tamafo en bp
RST31 5 -GCGTTAATTTTCGAAGTGATTCGATTGC-3° 28
RST33 5-CACCATTCGTATCCCGGTG-3’ 19
CVC1 5 -AGATGAAAACAATCATGCAAA-3, 21
272-2-int 5-GCCGCTTCGGAGAGCATTCCT-3". 21
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Los iniciadores a utilizar para deteccion de R. solanacearum r3 por Reacciéon en
Cadena de la Polimerasa son T3A y T5A. Estos iniciadores detectan las 3 razas de

la bacteria y amplifica un fragmento de 100pb para la raza 3 (Seal et al., 1992)

T3A 5-GGGGGTTCGAATTCCCGCCGCCCCA-3° 25
T5A 5-AGTCCGGTGCTCTAACCAACTGAG-3’ 24
Los dNTPs

Los desoxinucleodsidos trifosfatados (ANTPs) son usados a concentraciones de 100
a 200 uM cada uno, estos se deben mezclar en una relacion 1:1:1:1 dATP, dGTP,
dCTP y dTTP para obtener una solucién de igual concentracion, se mantienen
almacenados como los demas componentes de la reaccion a una temperatura de —
20° C. (Sambrook et al., 1989).

EI ADN blanco

El ADN contenido en la secuencia blanco puede ser agregado al PCR en forma de
cadena sencilla o doble. En el caso del ADN circular cerrado, la amplificacion es
menos eficiente comparado con el ADN lineal, aunque se han reportado
concentraciones minimas de hasta fentogramos. (Leal-Klevezas et al., citado por
Martinez, 2000).

Para ser utilizado en la reaccion el ADN debe ser de calidad, esto es, encontrarse
libre de contaminantes como tejido, proteinas, restos celulares u otras moléculas y
no estar degradado, puesto que esto influye en la eficiencia de la reaccion,
generalmente las caracteristicas anteriores dependen del método de extraccion vy la

asepsia. La cantidad de ADN necesario varia de 0.5 — 1.0 ug.
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Ciclos y temperaturas

La tecnica también llamada reaccion de polimerizacion en cadena en una mezcla de
reaccion consta de tres pasos basicos: el primero es una desnaturalizacion, que sirve
para separar el molde doble de ADN a cadenas sencillas mediante temperatura alta
(94°C ). El segundo paso es el de alineamiento (pareamiento), donde los iniciadores
se alinean con sus secuencias complementarias en el segmento de ADN blanco (la
temperatura de alineamiento varia dependiendo de la longitud y bases nitrogenadas
de la moléecula iniciadora, esta varia de 25°C a 65° C). El tercer paso es la
elongacion (extension), donde la ADN polimerasa Taq comienza a incorporar los
dNTP’s a partir del extremo 3’ de los iniciadores pareados para formar una cadena
nueva de ADN. Este ciclo se repite de 25 a mas veces en un aparato llamado

termociclador (Valadez y Kahal, 2000).

Un ciclo térmico consta de la desnaturalizacion, alineamiento y extension, cada uno
de estos pasos por cierto tiempo a una temperatura especifica. Esta temperatura
depende del de las caracteristicas de los iniciadores a utilizar, el nimero de bases y
la proporcion de cada una de ellas en el iniciador principalmente, que influyen mas
sobre la temperatura de alineamiento. Por lo antes mencionado es muy importante al
estandarizar una reaccion de PCR para un organismo en particular optimizar estas
temperaturas (Martinez,2000). De acuerdo a Minisavage et al., (1994) para la
amplificacion de X. fastidiosa es necesario temperaturas de 95:55:72°C, por
30:30:45 segundos en 40 ciclos. R. solanacerum r3 se amplifica con temperaturas
de 94:48:72 por 10:15:60 segundos en 35 ciclos (Seal, et al.,1992)

La visualizacion del fragmento amplificado se realiza después de someter el producto
de la reaccion a una electroforésis en gel y de la tincion respectiva con bromuro de
etidio; los fragmentos de ADN sintetizados se observan en un transiluminador de luz
ultravioleta en forma de luminiscencia. La PCR es una técnica altamente sensible,
debido a esto la contaminacion es uno de los mayores problemas en el desarrollo de

la misma. Es primordial cuidar que la muestra a amplificar no contenga ADN
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extraio o de otros organismos, que puede provocar que los resultados sean
confusos, méas aun dar falsos positivos. Para evitar contaminacion es recomendable
tomar alicuotas de los “stocks” de reactivos, desinfectar el area de trabajo con

hipoclorito de sodio al 20% y usar material completamente estéril (Rodriguez, 2001)

2.8.1.2 Extraccion de ADN

El ADN posee algunas diferencias con respecto al ARN, es una cadena doble, todos
sus nucledtidos contienen desoxirribosa y ninguno de ellos presenta la base uracilo,
sino que en lugar de este presenta timina (Smith, 1998). En la célula los acidos
nucleicos (ADN y ARN) no se encuentran en forma libre sino asociados con
complejos nucleoproteicos. Estos complejos a su vez pueden encontrarse en
diversos compartimentos celulares como el nucleo, el cloroplasto o el citoplasma
(Ramirez y Aguilar, 2001). Por lo anterior es necesario todo un procedimiento que
permite ir separando y desechando los diferentes componentes celulares hasta

obtener el ADN puro.

Una importante propiedad de la PCR, principalmente en el diagndstico es la
capacidad para amplificar una secuencia blanco a partir de una preparacion cruda de
ADN, es decir ADN extraido con un método estandar de extraccion sin recurrir a un

protocolo sofisticado de purificacion (Valadez, y Kahal, 2000 ).

En algunas bacterias fitopatogenas es posible aislar la bacteria del hospedante para
reducir la cantidad de compuestos contaminantes. Para la extraccion de ADN
bacteriano existen varios procedimientos diferentes. En general estos métodos
siguen aIgUnos principios basicos como el uso de una solucion de lisis para romper
las paredes celulares y las membranas, con el fin de liberar el ADN, seguida del uso
de surfactantes o agentes desnaturalizantes para la solubilizacion y dispersion de
otras moléculas, la separacion o precipitacion del ADN y finalmente el lavado con

etanol. Los método mas utilizados para la extraccion de ADN de fitopatdbgenos son
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Dellaporta (minipreparacion), Doyle y Doyle (CTAB) y varios métodos proporcionados
por diferentes casas comerciales. Sin embargo Lodhi et al., (1994), mencionan que la
vid es una especie que presenta gran cantidad de polifenoles y polisacaridos que

pueden dificultar el diagndstico por téecnicas moleculares.

2.8.1.3 Inhibidores

Koonjul et al., (1999) mencionan que la adicion de Polyvinylpyrrolidona (PVP)
directamente en el tubo de reaccion de PCR al preparar la mezcla produce la
neutralizacion de los efectos inhibitorios de los compuestos polifenolicos sobre la
amplificacion del ARN. De acuerdo Moreira (1998), el uso de agarosa de bajo punto
de fusién (LMP), mezclada con ADN vy tratada con TE, elimina polisacaridos vy
contaminantes en la amplificacion de acidos nucleicos. Existen también métodos

comerciales de purificacion que eliminan los contaminantes del ADN.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Cepas bacterianas utilizadas.

Para los diferentes ensayos se utilizaron las cepas de referencia XFO1y RSR3 del
Laboratorio de Fitobacteriologia del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria;
ademas de tejido de vid infectado con Xylella fastidiosa colectado en el Valle de

Guadalupe Baja California Norte.

3.2 Medios de cultivo utilizados.

Se evaluaron tres medios especificos para X. fastidiosa, inoculando 10 cajas Petri de
cada medio por el metodo de estria cruzada. Las cajas se colocaron en bloques una
sobre otra en la incubadora a 28° C por 30 dias. Las cajas se revisaron diariamente
para observar la formacion de colonias. Los medios evaluados fueron XF-26, PW
suplementado y CS20 (Anexo 7.1). Para el crecimiento y cultivo de Ralstonia
solanacearum r3 se utilizé el medio selectivo TTC (Anexo 7.2) y se mantuvo a la

misma temperatura.
3.3 Serologia DAS-ELISA.
La primer prueba de deteccion se llevé a cabo con DAS- ELISA, lo que permitié

comprobar la presencia de X. fastidiosa en el tejido de vid y confirmar la identidad de

las bacterias en sus respectivos cultivos.
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a) Sensibilizacion o cobertura de la placa.

Se adiciono en los pozos previamente seleccionados de una placa de microtitulacion,
de acuerdo al mapa de distribucion de muestras, el anticuerpo (gammaglobulina)
especifico para X. fastidiosa y R solanacearum r3 . Para esto, se diluyo el anticuerpo
en soluciéon amortiguadora de cobertura (Anexo 7.3.2), en una relacion de 1:200,
adicionando 100 pL de la dilucién por celda de la placa con excepcion de los pozos
blanco, utilizando una micropipeta y puntas estériles. Se colocaron las muestras por
duplicado, asi como el blanco y los controles positivo y negativo (como se muestra

en el mapa del Anexo 7.3.1).
b) Incubacion

La placa se cubrié con una tapa y se incubé por 4 horas a temperatura ambiente.

c) Lavado.

Con el fin de eliminar el anticuerpo no adherido a la placa, esta se coloco en la
lavadora automatica especial TECAN®, que contenia la solucién amortiguadora
PBST (Anexo 7.3.3). Los pozos de la placa se llenaron automaticamente por la
lavadora, una vez llenos se vacio el contenido de la placa sacudiendo fuertemente, y
se secO golpeando sobre papel secante hasta eliminar todo resto de solucion de

lavado. Esta operacion se repitio ocho veces.

d) Adicién de la muestra

En un tubo Eppendorf se prepard una suspension bacteriana de 1x10° UFC/mL con
200 pL de amortiguador de extraccion y colonias de X. fastidiosa 6 R. solanacearum

r3 segun el caso, todo bajo condiciones de asepsia. Posteriormente la suspension se

agité con vortex por un minuto antes de agregar a la placa. Para X. fastidiosa se
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utilizé el amortiguador de extraccion para vid (Anexo 7.3.4) y para R solanacearum

amortiguador general de extraccion (Anexo 7.3.5)

El control positivo (bacteria liofilizada) proporcionado por la casa comercial se
preparo diluyendo éste en amortiguador de extraccion de acuerdo a las indicaciones
del fabricante. Se preparé también otro control positivo diluido al 50% con respecto a
la concentracion inicial. El control negativo utilizado fue planta sana o amortiguador.

De cada uno de estos controles se adicionaron también 100 L por pozo.

Las muestras de tejido enfermo se desinfectaron externamente, después se pesaron
de 0.5 a 1.0 g del tejido vegetal que se colocaron en bolsas de plastico con 10X10
cm; enseguida se agregd el amortiguador de extraccion correspondiente en una
proporcion de 1:10 (peso:volumen) y se macero con el pistilo de un mortero. De la
parte acuosa, se tomaron 100 yL para cada pozo de la muestra y 100 uL para la

repeticion correspondiente, cambiando de punta estéril en cada adicion.

e) Incubacion

Nuevamente la placa se cubri6 con la tapa y se incubd por 2 horas a temperatura

ambiente en una cdmara hiumeda.

f) Lavado

Se lavd por segunda vez, para eliminar el antigeno que no se adhirié al anticuerpo

primario. De acuerdo al procedimiento descrito anteriormente .
g) Adicion del conjugado (anticuerpo - enzima)
El conjugado que se utilizé para detectar X. fastidiosa es el anticuerpo marcado con

la enzima peroxidasa, incluido en el “kit” comercializado por la compaiiia agdia® .

Este conjugado se prepard diluyéndolo en una proporcion 1:200 en el componente
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MRS. Dicho componente se diluyd previamente en amortiguador PBST en una
proporcién 1:4, considerando 100 uL por cada pozo utilizado de la placa con
excepcion de los blancos. Para el caso de R. solanacearum r3, el conjugado estuvo
compuesto por el anticuerpo mas la enzima fosfatasa alcalina, el procedimiento fue el

mismo, pero la dilucion se llevo a cabo en amortiguador de conjugado (Anexo 7.3.6).
h) Incubacion

La placa se cubrié con la tapa y se incubd de la misma manera anteriormente

descrita.

i) Lavado

Se lavd ocho veces para eliminar los restos de conjugado enzimatico que no se
pegaron al antigeno. El lavado se realizo repitiendo el procedimiento anteriormente

descrito.

j) Revelado (adicion del sustrato)

Para el revelado de las placas con muestras de X. fastidiosa se procedié de la
siguiente manera: en un recipiente pequefo se prepard una dilucion del OPD
amortiguador en agua, en una proporcion 1:10. Se agregd un trozo de 1 cm? (una
pieza se utiliza para 10 mL de dilucion) de papel indicador sumergiéndolo por 2
minutos en la dilucién anterior, el cual contiene el sustrato. La cantidad de sustrato se
prepara considerando 100 uL por pozo de la placa incluyendo los blancos. La placa
se cubrié con la tapa y se coloco en oscuridad por 20 minutos. Cuando se observo la
reaccion de color naranja, la placa de microtitulacion se llevé al lector automatico
Biorad® Modelo 3550 para tener una apreciacion numerica de los resultados. Para
este caso se considera una absorbancia de 490 nanometros con referencia de 495

en el lector.
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En el caso de R. solanacearum r3, se adiciono el sustrato de fosfatasa alcalina
preparado, diluyendo el P-nitrofenil fosfato (Sigma, N2765) en SOLAM (Anexo 7.3.7)
de sustrato en una relacion de 1 mg/1 mL.. Se agregaron 100 uL de esta solucion en
cada pozo de la placa, seguido de una incubacién de 20 a 30 minutos en oscuridad
y en camara himeda a temperatura ambiente, antes de observar la reaccion.
Despues de este tiempo se observo una reaccion de color verde claro y se llevo al
lector automatico considerando una absorbancia de 405 nanometros con referencia

de 415 para el programa del lector automatico.

3.4 Métodos de extraccion de ADN de bacteria a partir de tejido infectado.

Con la finalidad de extraer ADN de bacteria con suficiente calidad para ser usado en

la PCR se evaluaron varios métodos de extraccion que se describen a continuacion.
3.4.1 Métodos comerciales.
3.4.1.1 Plant DNA-Zol.
e De peciolos de vid infectados con X. fastidiosa (confirmado mediante DAS-
ELISA) se pulverizaron 0.1 g. El tejido infectado se congelé previamente en el

mortero a —70° C en un ultracongelador.

e El tejido pulverizado se colocod en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se adicionaron

0.3 mL de Plant DNA- Zol y se mezclo por inversion.

e Eltubo se dejo incubar por 5 minutos a temperatura ambiente y en agitacion.

e Se agregaron 0.3 mL de cloroformo, para luego agitar vigorosamente.

¢ Nuevamente se incubo a temperatura ambiente por 5 minutos y en agitacion.
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Luego se centrifugd a 12000 g por 10 minutos.

El sobrenadante se transfirio a un tubo limpio.

El ADN se precipito con 0.250 mL de etanol absoluto.

Enseguida se mezclo6 por inversion de 6 a 8 veces.

Se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente.

El tubo se colocd en la centrifuga Eppendorf® Modelo 5415D por 5 minutos a

5000g y luego se decanto.

La pastilla formada en el fondo del tubo se lavd con Plant DNA Zol —etanol
absoluto ( 1: 0.75).

Utilizando vortex se mezcld 0.3 mL de esta solucion con la pastilla.

Se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente y luego se centrifugd a 5000g

por 4 minutos.

La pastilla se lavo con etanol al 70% (500 upL) centrifugando a 5000g por 4

minutos.

Se decanto el etanol y el ADN se resuspendio en 50 pyL de agua desionizada

estéril.
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3.4.1.2 Nucleo Spin Plant.

Se pesaron 50 mg de tejido de peciolos de vid infectados con X. fastidiosa
(confirmado mediante DAS-ELISA), se congelaron en un mortero con pistilo a -

70° C (en un ultra congelador) y se maceraron hasta pulverizar.

El tejido pulverizado se transfirio a un tubo Eppendorf de 1.5 mL, adicionandole

300 pL de Amortiguador C1 y se mezclo.

El tubo se dejé incubar por 30 minutos a 65° C de temperaturay se centrifugd 10

minutos a 10 000 g.

El sobrenadante claro se transfiri6 a un tubo limpio, se agregaron 300 uL de
amortiguador C4 mas 200 uL de etanol absoluto y se mezcld con vortex por 30

segundos.

La mezcla resultante se paso a un cartucho o columna colocado sobre un tubo
sin tapa de 2 mL para centrifuga de Nucleo Spin Plant, se centrifugd por 60
segundos a 13 000 rpm para luego descartar el liquido que paso a través del

cartucho.

Como paso opcional para remover contaminantes se adicionaron 500 pL de
amortiguador CW al la columna de NucleoSpin Plant, se centrifugd por 60
segundos a velocidad maxima y se descartd el liquido que fluyo a través del

cartucho.

Se agregaron 500 pL del amortiguador C5 al tubo de Nucleo Spin Plant,

nuevamente se centrifugd por 60 segundos a 13 000 rpm y se descartd el fluido.

El cartucho con tubo, sin agregar nada, se centrifugo por 60 segundos una

velocidad de 13 000 rpm con el fin de eliminar restos del amortiguador C5.
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El cartucho de Nucleo Spin Plant se ajusté aun tubo estéril para microcentrifuga
de 1.5 mL, se adicionaron 50 uL de amortiguador CE previamente calentado a
65° C para diluir el ADN que se encuentra atrapado en el cartucho. Por Gltimo se
centrifugo el cartucho con tubo por 60 segundos a 13 000 rpm y del fluido

resultante se recupero el ADN.

3.4.2 Métodos no comerciales.

3.4.2.1 CTAB ( Doyle y Doyle, 1990).

Se maceraron 0.2 g de peciolos de vid infectados con X. fastidiosa (confirmado
mediante DAS- ELISA) con 1mL de amortiguador CTAB (1.4 M NaCl, 0.02 M
EDTA, 0.1 M Tris-HCL pH 8.0 y 2.0 g de CTAB por 100 mL de amortiguador).

El macerado se vacio en un tubo de microcentrifuga de 2 mL y se coloco en una

estufa a 60 ° C durante 30 min, con agitacion ocasional.

Enseguida se aplico un volumen de fenol-cloroformo (500g de fenol, 0.5 g 8-
hidroxiquinoleina, 480 mL de cloroformo, 20 mL de alcohol isoamilico y 125 mL
de Tris- HCL pH 7.4 aforado a 1000 mL con H, 0 destilada) y se centrifugd a 8000

rpm durante 10 minutos.

El sobrenadante se transfiri6 a un tubo de microcentrifuga limpio. Se aplicod 1
volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugd a 8000 rpm

durante 10 minutos (repitiendo el procedimiento).
Se tomo el sobrenadante y se transfiri6 a un tubo limpio. A continuacion se

aplicaron 0.8 volumenes de isopropanol (almacenado con anterioridad a —20 ° C)

y se dejo toda la noche a —20°C.
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Se centrifugd a 10-13 000 rpm durante 30 minutos y se decanto el isopropanol.

Se agrego etanol al 70% (almacenado con anterioridad a —20 °C) y centrifugo a 8

000 rpm durante 10 minutos.
Se decanto el etanol y se seco la pastilla en una estufa a 60° C (alrededor de 10
a 15 minutos). La pastilla seca se disolvié en 50 uL de amortiguador TE.
3.4.2.2 Dellaporta et al., (1983)
Minipreparacion
Se pesaron de 0.2 a 0.3 g de tejido vegetal y se pulverizaron en un mortero

estéril, para luego vaciar la muestra en tubos para microcentrifuga.

A cada tubo se le adicionaron 500 pl de solucion Dellaporta, 50 uL SDS 20% vy

10 uL de B-mercapto-etanol, por cada tubo y se agitaron vigorosamente.
La muestra se colocé durante 15 minutos a 65° C (en bafio maria) y se
adicionaron 200 pL de acetato de potasio 5 M, para luego mantenerla en hielo por

40 minutos.

Los tubos se centrifugaron por 15 minutos a 13 000 rpm a 4° C (el peso de los

tubos se equilibré con acetato de potasio).

Se extrajo el sobrenadante y se transfirié a un tubo limpio, adicionando luego 600

yL de isopropanol frio.

Para precipitar se dejé incubando a —20°C toda la noche.
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Pasado este tiempo las muestras se centrifugaron 20 minutos a 13 000 rpm a 4°

C, luego se decantd y dejo secar la pastilla.

Se le adicionaron 650 uL agua desionizada estéril por tubo de microcentrifuga

dejando que la pastilla se disolviera.

Enseguida se adicionaron de 10 a 15 uL de RNAsa GIBCO ®, posteriormente se

incub6 a 37° C de 1 hora.

Después de incubar se centrifugd por 5 minutos a 13 000 rpm vy trasfirio el

sobrenadante a un tubo limpio.

Se adicionaron 500 pL de fenol, se agité por inversion y se centrifugd a 13 000

rpom a 4° C durante 5 minutos y el sobrenadante se transfirié un tubo limpio.

El paso anterior se repitio para eliminar proteinas.

Para eliminar el fenol se agregaron 650 pL de cloroformo, se centrifugd y

transfirio la parte superior a un tubo limpio.

Se repitié el paso anterior con 550 pL de cloroformo, centrifugando y transfiriendo

la parte superior a un tubo limpio.

Se adicionaron 75 uL de acetato de Na 3 M y 500 uL de isopropanol, manteniendo

el tubo por 30 minutos a —20 °C.

Después de centrifugar 10 minutos a 13 000 rpm a 4° C, la pastilla se lavo con 2

volumenes de etanol al 70%, centrifugando por 5 minutos a 13 000 rpm a 4° C.

El etanol se decantd vy la pastilla de ADN se dejo secar, para resuspenderla en
30-40 yL de TE (EDTA 1 mMy Tris-HCI 10 mM).
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3.4.2.3 Método modificado de Minisavage et al., (1994)

Utilizando amortiguador SCPAP (Succinato de sodio 1.0 g, Citrato trisodico 1.0 g,
KoHPO4 1.5g KHPO, 1.0 g y 0.02 M de Ascorbato de sodio, se tomd un peciolo
de vid, previamente desinfectado externamente, se insertd en la punta de una
jeringa, pasando el amortiguador a través de él para extraer las bacterias que se

encuentran en el sistema vascular de la planta’ (aproximadamente 400 uLh.

Utilizando este filtrado o en su defecto 0.2 g de tejido de peciolo pulverizado en
mortero enfriado a -70° C en ultracongelador, se agregé amortiguador de
extraccion y se colocd en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, ademas de 5% de
Polyvinylpolypyrrolidona (insoluble y tratada con acido por el procedimiento de
Holben et al., 1988).

Se adicionaron 400 pL de solucion de lisis (TAE 1X, 0.75% de SDS, 0.15 mg de

recién disuelta proteinasa K/ mL y 2% de Triton X-100").

El tubo se incubo por 1.5 horas a 65° C en una estufa.

Se adicionaron 100 de Na Cl 5M mas 80 pL de CTAB- Na Cl (4.1 % de Na Cl +
10 % CTAB) precalentado a 65° C. Los tubos se mezclaron por inversion y se

incubaron 10 minutos a 65° C.

Después se aplicd un volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se

centrifugd a 13 000 rpm’ durante 20 minutos .

Se tomo el sobrenadante y se transfirié a un tubo limpio. A continuacioén se aplico

1 volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1).
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o Se centrifugd a 13 000 rpm’ durante 15 minutos y se transfirio el sobrenadante a
otro tubo. Enseguida se agregaron 0.6 volumenes de isopropanol frio y se dejo
a —20° C toda la noche.

e Se centrifugd 20 minutos a 13 000 rpm’ a temperatura ambiente, para luego
decantar. Después se agrego etanol frio al 70% y se centrifugd a 8 000 rpm'

durante 10 minutos.

e Se decanto el etanol y se seco la pastilla. Esta de disolvio en 50 uL de agua
bidestilada estéril".
1 Modificado

3.5 Métodos de extraccion de ADN de colonias bacterianas.

Para la extraccion de ADN directamente de las colonias de X fastidiosa y R.
solanacearum r3, se probaron los métodos Plant-DNA-zol y CTAB anteriormente

descritos.

Antes de empezar el procedimiento para extraer el ADN de colonias bacterianas
se adicionaron 300 pyL de amortiguador de extraccion en un tubo Eppendorf
estéril en el cual se suspendié una asada de colonias de la bacteria. Los 300 uL
de suspension bacteriana se utilizaron en lugar del tejido pulverizado y los

procedimientos de extraccion continuaron como ya se han descrito anteriormente.
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3.6 Estandarizacion de la reaccién de PCR para X. fastidiosa.

Los diferentes componentes utilizados en la mezcla de reaccion fueron de la casa
GIBCO BRL®

3.6.1 Concentracion de ADN.

Para estimar la cantidad oOptima de ADN se utilizo ADN extraido por el método de
Plant- DNA-zol directamente de cultivos de bacteria purificada. La concentracion
de ADN en solucion acuosa se determind por medio de un espectrofotometro
Perkin Elmer Lambda Bio. Se evaluaron las concentraciones de 79, 158, 316 y
474 ng de ADN por reaccion (158 ng/uL) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Estandarizacion de la concentracion de ADN de Xylella fastidiosa.

Amortigua Mg Cl. dNTPs Iniciadores Enzima ADN

dor picomoles
mM uM RST31 RST33 U ng
1 1X 1.5 200 50 50 1.5 079
2 1X 1.5 200 50 50 1.5 158
3 1X 1.5 200 50 50 1.5 318
4 1X 1.5 200 50 50 1.5 474

NOTA: La mezcla total por tubo de reaccion fue de 50 uL y las cantidades indicadas

corresponden a concentraciones finales en la reaccion.
3.6.2 Estandarizacion de la concentracion optima de enzima.
Para realizar la estimacion 6ptima requerida de enzima, ADN polimerasa Taq, se
utilizaron 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 unidades de la misma por reaccién, considerando la

concentracion comercial del producto de 5.0 U/uL. Las cantidades del resto de los

reactivos permanecieron sin variacion como se muestra en el cuadro 3.
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Cuadro 3. Mezclas de reaccién para la estandarizacion optima de la enzima
ADN polimerasa Taq para X. fastidiosa.

Amortigua MgCl, dNTPs Iniciadores Enzima ADN

dor (picomoles)

mM  uM  RST31 RST33 U ng
11X 15 200 50 50 1.0 316
21X 15 200 50 50 15 316
31X 15 200 50 50 2.0 316
4 11X 15 200 50 50 2.5 316

NOTA: La mezcla total por tubo de reaccion fue de 50 uL y las cantidades

indicadas corresponden a concentraciones finales en la reaccion.

3.6.3 Estandarizacion de la concentracion de cloruro de magnesio.

Para estimar la cantidad optima del cloruro de magnesio se evaluaron cuatro

concentraciones del mismo 1.5, 2.0, 2.5y 3.0 mM (Cuadro 4).

Cuadro 4. Mezclas para la estandarizacion de la concentracion de MgCl, para
X. fastidiosa.

Tubo Amortigua Mg Cl; dNTPs Iniciadores Enzima ADN

dor picomoles
mM uM RST31 RST33 U ng
1 1X 1.5 200 50 50 15 316
2 1X 2.0 200 50 50 1.5 316
3 1X 2.5 200 50 50 1.5 316
4 1X 3.0 200 50 50 1.5 316

NOTA: La mezcla total por tubo de reaccion fue de 50 pL y las cantidades

indicadas corresponden a concentraciones finales en la reaccion.
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3.6.4 Estandarizacion de la cantidad de dNTPs.

Para encontrar la mejor concentracion de dNTPs, se utilizd una presentacion
comercial que contiene las cuatro bases en una concentracion de 10 mM de cada
una de ellas. Se probaron cuatro diferentes concentraciones 100 uM, 200 MM, 300

MMy 400 yuM como se muestra en el cuadro 5.

Cuadro 5. Estandarizacién de la concentracion de dNTPs para X. fastidiosa

Tubo Amortigua Mg Cl, dNTPs Iniciadores Enzima ADN

dor picomoles
mM uM RST31 RST33 U ng
1 1X 18 100 50 50 1.5 316
2 1X 1.6 200 50 50 1.5 316
3 1X 1.5 300 50 50 18 316
4 1X 1.8 400 50 50 1.5 316

NOTA: La mezcla total por tubo de reaccion fue de 50 pL y las cantidades

indicadas corresponden a concentraciones finales en la reaccion.

3.6.5 Estandarizacion de la concentracion 6ptima de iniciadores.

La concentracion inicial de los iniciadores especificos esta dada en cierto nimero de
pgg/umole y/o nanomoles, por lo tanto se realizd una dilucion de nanomoles a
picomoles. Cada nanomol se diluye en 10 yl de agua. La solucion queddé a 100
picomoles/uL. De ésta, se prepard6 una segunda dilucion para tener una
concentracion de 25 picomoles/ pL. Para la optimizacion de la concentracion de

iniciadores se evaluaron 25, 37.5, 50 y 62.5 picomoles por reaccion (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Mezclas de reaccion para la estandarizacion de la cantidad de
iniciadores para X. fastidiosa.

Tubo  Amortigua | Mg Cl; dNTPs Iniciadores Enzima ADN

_~dor picomoles
mM UM RST31 RST33 U ng
1 1X 1.5 200 250 250 1.5 316
2 1X 1.5 200 IE e 1.5 316
3 1X 1.5 200 50.0 50.0 1.5 316
4 1X 1.5 200 62.5 62.5 1.5 316

NOTA: La mezcla total por tubo de reaccion fue de 50 uL y las cantidades

indicadas corresponden a concentraciones finales en la reaccion.

3.6.6 Evaluacién de temperaturas para la amplificacion de X. fastidiosa.
Se evaluaron diferentes temperaturas teniendo como base lo mencionado por
Minisavage- et al., (1994), empezando con 95:48:72° C por 20:20:20 segundos. La
temperatura de alineamiento se fue aumentando un grado por evaluacion y los
tiempos 10 segundos a cada fase del ciclo.

3.7 Estandarizacion de la reacciéon de PCR para R. solanacearum r3.

Todos los reactivos utilizados para la estandarizacion del PCR de R. solanacerum

r3 fueron también de casa comercial GIBCO BRL® .
3.7.1 Concentraciones evaluadas
Para realizar la estandarizacion de la cantidad de ADN se utilizaron extracciones

de bacteria por los métodos de Plant DNA-zol y CTAB. EI ADN utilizado se

cuantifico en el espectrofotémetro por el procedimiento ya descrito logrando una
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lectura de 405 ng/ uL. Para realizar la estimacion optima de la concentracion de
los diferentes componentes de la mezcla se utilizaron cuatro tubos por
evaluacion. Para ADN se evaluaron 202, 405, 810 y 1215 ng (Cuadro 7). De
enzima ADN Taqg polimerasa 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 unidades (Cuadro 8). Se
evaluaron 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 mM de Mg Cl, (Cuadro 9). dNTPs 100 MM, 150 uM,
200 puM y 250 puM (Cuadro10). Las concentraciones de iniciadores evaluadas
fueron 12.5, 25, 37.5 y 50 picomoles (Cuadro 11). Las temperaturas se evaluaron

de la misma manera que para X. fastidiosa antes descrita.

Cuadro 7. Estandarizacion de la concentracion de ADN para R. solanacearum r3.

Amortigua Mg Cl; dNTPs Iniciadores Enzima ADN

dor picomoles
mM UM RST31 RST33 U ng
1 1X 2.0 200 26 25 2.5 202
2 1X 2.0 200 25 25 25 405
3 1X 2.0 200 25 25 25 810
4 1X 2.0 200 25 25 25 1215

NOTA: La mezcla total por tubo de reaccion fue de 50 pL y las cantidades

indicadas corresponden a concentraciones finales en la reaccion.

Cuadro 8. Estandarizacion de la Taq polimerasa en R. solanacearum r3

Amortigua Mg Cl; dNTPs Iniciadores Enzima ADN

dor picomoles ,
mM uM RST31 RST33 U ng
1 1X 2.0 200 25 25 1.0 810
2 1X 2.0 200 25 25 1.5 810
3 1X 2.0 200 25 25 2.0 810
4 1X 2.0 200 25 25 2.5 810

NOTA: La mezcla total por tubo de reaccion fue de 50 pL y las cantidades

indicadas corresponden a concentraciones finales en la reaccion.
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Cuadro 9. Mezclas para la estandarizacion la concentracion de Mg Cl, en R.
solanacearum r3.

Amortigua Mg Cl, dNTPs Iniciadores Enzima ADN

dor : picomoles
mM  uM  RST31 RST33 U ng
11X 1.0 200 25 25 2.5 810
21X 15 200 25 25 2.5 810
31X 20 200 25 25 2.5 810
4 11X 25 200 25 25 25 810

NOTA: La mezcla total por tubo de reaccién fue de 50 pL y las cantidades

indicadas corresponden a concentraciones finales en la reaccion.

Cuadro 10.Estimacion de la concentracion de dNTPs para R. solanacearum r3

Amortigua Mg Cl; dNTPs Iniciadores Enzima ADN

dor picomoles
o mM  uM  RST31 RST33 U ng
11X 20 100 25 25 2.5 810
21X 20 150 25 25 2.5 810
3 X 20 200 25 25 2.5 810
4 11X 20 250 25 25 2.5 810

NOTA: La mezcla total por tubo de reaccion fue de 50 pL y las cantidades

indicadas corresponden a concentraciones finales en la reaccion.
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Cuadro 11. Cantidad de iniciadores para R. solanacearum r3.

Amortigua Mg Cl, dNTPs Iniciadores Enzima ADN

dor picomoles
mM uM RST31 RST33 U ng
1 1X 2.0 200 1256 125 25 810
2 1X 2.0 200 250 250 25 810
3 1X 2.0 200 375 375 25 810
4 1X 2.0 200 50.0 50.0 25 810

NOTA: La mezcla total por tubo de reaccion fue de 50 uL y las cantidades

indicadas corresponden a concentraciones finales en la reaccion.

3.8 Electroforesis en geles de agarosa.

3.8.1 Visualizacion de la calidad del ADN.

El procedimiento para la realizacion de los geles de agarosa fue llevado a cabo
con base en las recomendaciones de Maniatis et.al. (1989). Se prepararon geles
de agarosa al 1%, pesando 0.333 g de agarosa (de acuerdo a la capacidad del
portageles) esta cantidad se disolvio en 30 mL de amortiguador TAE 1X y se
calenté a 95° C. Cuando la agarosa estuvo completamente transparente se dejo
enfriar a 45° C y se le agregoé bromuro de etidio, esta mezcla se vertio en un
portageles, al cual previamente se le habia colocado un peine de acrilico para

formar los carriles.

Una vez solidificado el gel se retir6 el peine y el portageles se colocod en la
camara de electroforesis, enseguida se agregé amortiguador TAE 1X hasta
cubrir el gel. De cada muestra de ADN extraido por los diferentes métodos se
tomaron 790 ng y se mezclaron con 3 yL de amortiguador de carga y esta

mezcla se depositd en uno de los carriles del gel.
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La camara de electroforesis se conecté a una fuente de poder (BIO-RAD Modelo
200/2.0) y se mantuvo a 60 voltios por 10 minutos y a 80 voltios por 30 minutos,
se apago la fuente de poder y el gel se retird colocandolo en un transiluminador

(Kodak ®.) de luz UV para visualizar la presencia de ADN.
3.8.2 Visualizacion de los productos de PCR.

Para observar la amplificacion de fragmentos de ADN después de la PCR tanto
en la estandarizacion de los diferentes componentes de la mezcla de reaccion
como en la mezcla final se prepararon geles de agarosa con el procedimiento

anteriormente descrito pero a una concentracion de 1.5 %.

Para estimar el peso molecular de los fragmentos se utilizd 1ug (1uL) de
marcador de 100 pares de bases de la casa comercial GIBCO BRL® . Tomando
15 pL del tubo de reaccion de PCR se mezclaron con 3 puL de amortiguador de
carga. Esta mezcla se depositd en uno de los carriles del gel. La electroforesis se
corrid 10 minutos a 60 voltios y 25 minutos a 80 voltios. El gel se observo en el
transiluminador de luz UV y los fragmentos de ADN sintetizados se compararon

con el marcador de peso molecular y finalmente se tomaron las fotografias.

3.9 Métodos para eliminar inhibidores de la reaccion de PCR para X.

fastidiosa.

La vid es una especie que presenta una gran cantidad de inhibidores de la PCR
que los procedimientos de extraccion de ADN no logran eliminar. Debido a lo
anterior se evaluaron diferentes métodos para eliminar los inhibidores en la

reaccion de PCR para X. fastidiosa.

RIBLIOTEC.. "~ TRAL LA (R
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3.9.1 Inmunocaptura

El procedimiento de inmunocaptura se llevo a cabo siguiendo los mismos pasos
que para la prueba de ELISA hasta el paso c). Esto es, se sensibilizo la placa
ocupando 3 pozos para la muestra y no se sensibilizaron celdas para controles.
La placa de microtitulacion se incub6 y lavo de la manera ya descrita. La muestra
se prepard de igual manera que para el procedimiento de ELISA preparando la

cantidad suficiente de cada muestra para los 3 pozos.

La placa se lavo y secod. Inmediatamente después de esto se agregaron 15 pL por
pozo de agua bidestilada estéril previamente calentada a 90° C en un tubo
Eppendorf. Se puso la tapa a la placa de microtitulacion y se colocd sobre un
vaso de precipitado con agua caliente. Esta se dejo reposar por 10 minutos y se
destapo para colectar con una micropipeta y puntilla estéril el agua de los pozos.
El agua de cada muestra se colecto en un tubo Eppendorf de 0.5 mL
(conteniendo el anticuerpo y posiblemente la bacteria). De esta agua se
agregaron 2 plL la mezcla para la PCR. Estos tubos de reacciéon se llevaron al
termociclador y se program6 con las condiciones probadas para la amplificacion

de X fastidiosa.

3.9.2 Utilizacion de diferentes concentraciones de PVP agregada

directamente a la reaccion de PCR.

De acuerdo a los antecedentes mencionados por Koonjul et al., (1999), se
decidié probar el efecto de la Polyvinylpyrrolidona (PVP) agregada directamente
en el tubo de reaccion de PCR, utilizando ADN extraido de peciolos de vid

infectados con X. fastidiosa.
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Se evalu6 el efecto de PVP con diferente peso molecular, tomando de una
solucion madre al 20% recientemente preparada, para lograr diferentes

concentraciones finales de PVP en una reaccion total de 50 L.

Cuadro 12. Concentraciones de PVP probadas en la reaccion de PCR.
P. M. PVP Stock al20 % Concentracion final %

10 000 1.25u 0.5%
2.50 1.0
3.79 1.0
5.00 pi 2.0

24-30 000 1.25 0.5 %
2.50 1.0
3.75 ul 1.5
5.00 ui 2.0

40 000 1.25 0.5 %
2.50 pi 1.0
3.75 ul 1.5
5.00 ui 2.0

NOTA: La mezcla total de reaccién por tubo fue de 50 uL

3.9.3 Purificacion del ADN en bloques de agarosa.

Tomando como base la informacion de Moreira, (1998); para este procedimiento
se utilizd agarosa a una concentracion de 1.6 % en una mezcla de 1: 1 V/V con
ADN en solucion acuosa, extraida por diferentes métodos. Esta mezcla se calento
y luego solidifico enfriandola. Los pequefios bloques se colocaron en un matraz
con capacidad de 20 mL, se agregd amortiguador TE y se coloco en agitacion por
5 horas, pasadas las cuales se cortd una pequefia rebanada de un bloque (2.5 pL)
para agregar a un tubo de reaccion con la mezcla de PCR , sustituyendo al ADN y

llevo al termociclador con el programa probado para X. fastidiosa.
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3.9.4 Sistema de purificacion de ADN Prep-A-Gene®

Este sistema se utilizd para purificar ADN de X. fastidiosa en solucion. En un
tubo estéril de 1.5 mL se agregaron 3 volumenes (150 pL) de “amortiguador de
purificacion”, 40 uL de ADN en solucion y 10 uL Prep-A-Gene matrix,
considerando estos dos Ultimos como base para calcular el volumen de

amortiguador.

Se incub6 por 10 minutos a temperatura ambiente con agitacion ocasional,

centrifugando después por 30 segundos a 10 000 rpm.

El sobrenadante se decantd, luego se resuspendio la pastilla en “amortiguador de
purificacién” 25 veces lo agregado de Prep-A-Gene matrix (250 pL). Luego se

centrifugo por 30 segundos y decanté el sobrenadante.

La pastilla se lavo dos veces con “amortiguador de lavado 25X” (preparado
agregandole 1 volumen de etanol absoluto antes de usarlo). Después se

centrifugo para eliminar los restos de etanol.

Enseguida se diluyé la pastilla en 1-1.5 volumen (50 pL) de “amortiguador de
dilucién” y se incub6d 10 minutos a 60° C y se centrifugo (eliminando los restos) a
maxima velocidad y el sobrenadante con el ADN se pasé a un tubo limpio y se

verificd que no quedaran rastros de Prep-A-Gene matrix.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Prueba de crecimiento en diferentes medios de cultivo.

De los diferentes medios especificos probados para Xylella fastidiosa como son XF-
26, PW suplementado y CS20, solamente se observd crecimiento bacteriano en el
medio PW suplementado, observandose el inicio de este crecimiento a partir de los 8
dias después de la siembra y alcanzando mayor crecimiento después de los 15 dias
en incubadora a 28° C en el total de las cajas Petri. En los medios XF-26 y CS20 el
crecimiento de X. fastidiosa fue nulo, solamente se desarrollaron bacterias
contaminantes. Para el caso del medio XF-26, es posible que la falta de crecimiento

se haya debido a que no se agregaron los aminoacidos Lisina y Serina.

Ralstonia solanacearum r3 mostr6 un abundante crecimiento tan solo un dia después
de la siembra en medio selectivo TTC sin ningun problema, manteniéndola a 28° C,
aunque es posible que las colonias se desarrollen en cuestion de horas. Sin embargo

para su aislamiento inicial se requiere de 72 horas de crecimiento.

4.2 Morfologia colonial de X. fastidiosa y R. solanacearum r3

Las colonias de Xylella fastidiosa desarrolladas en el medio PW suplementado fueron
de tamafio muy pequeino de 0.3 a 1.0 mm de diametro, de forma redonda, convexas,
de aspecto humedo y mucoide de un color ligeramente crema, casi cristalino (lo mas
comun), aunque se desarrollaron también colonias de color amarillo muy claro casi
crema, como las reportan Donadio y Soares, (1997). Es muy posible que las colonias
presenten caracteristicas de acuerdo al medio de cultivo y a la cepa o grupo de la
bacteria, esta observacion fue debida a que la cepa utilizada de referencia tenia un
origen diferente a la obtenida del tejido de vid infectado presente en las plantas

analizadas.
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La bacteria Ralstonia solanacearum r3 en el medio TTC desarrollé colonias de color
blanco, redondas, de tamafio variable 0.5-3.0mm, convexas con un punto de color
rosaceo en el apice, este punto va adquiriendo un tono morado a medida que
envejecen las colonias, estas se unen mostrando abundante crecimiento hasta cubrir
el medio de cultivo, los cultivos viejos ya no presentan color blanco, sino que todo el

crecimiento bacteriano es de color morado.

4.3 DAS ELISA.

El procedimiento de DAS ELISA tomé aproximadamente un dia y medio, esta
técnica fue muy eficiente en este trabajo para confirmar la identidad de X. fastidiosa y
R solanacearum r3 en medio de cultivo y asi poder reaislarlas posteriormente: asi

como, para confirmar la presencia de estas bacterias en tejido vegetal enfermo.

Es importante resaltar que para el caso de X. Fastidiosa, los analisis de DAS ELISA
mostraron resultados positivos cuando las muestras de tejido se tomaron de
peciolos de planta infectada, mientras que al analizar muestras de tejido de hoja de
la misma planta, la evaluacion mostro valores negativos, confirmando la preferencia

de la bacteria por tejido de conduccion en la planta Guevara (2000).

4.4 Métodos de extraccion de ADN de tejido vegetal.

De los dos métodos comerciales de extraccion de ADN para Xylella fastidiosa, el
que funciond mejor fue Plant DNA-Zol, con el cual se logré obtener una buena
cantidad y calidad de ADN; ya que mostrd poca fragmentacion en gel de agarosa al
1%. Por su parte, el ADN obtenido con el método de Nucleo Spin Plant no se logrd

observar visualmente.
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En cuanto a los métodos no comerciales el que funciono mejor fue el de CTAB, con el
cual se logro obtener gran cantidad de ADN; sin embargo, con los métodos de
Dellaporta y Minisavage no fue posible observar ADN en el gel. Aun cuando con
algunos meétodos se verifico la presencia de ADN, no se logrd la amplificacion
respectiva en la reaccion de PCR. Este resultado negativo pudo deberse a que en el
ADN purificado contenia una mezcla de ADN de planta y posiblemente de bacteria,
pero también pudo deberse a la presencia de inhibidores no eliminados con los

métodos de purificacion utilizados.

4.5 Extraccion de ADN de colonias bacterianas.

Para la extraccion directa de ADN a partir de colonias de Xyllela fastidiosa y R.
solanacearum r3, los métodos CTAB y Plant-DNA-zol dieron buenos resultados,
logrando suficiente cantidad y calidad del ADN obtenido; aunque con “Plant-DNA-zol”

el ADN fue menos fragmentado.

4.6 Mezcla de reaccion definitiva de PCR para X. fastidiosa.

Utilizando ADN bacteriano extraido con el método de Plant-DNA-zol directamente de
colonias bacterianas de X. fastidiosa, se logro la estandarizacion de cada uno de los
componentes de la PCR, las cuales se muestran en el cuadro 13. La amplificacion
obtenida fue de un fragmento de aproximadamente 733 pb (Figuras 9 y 10) con los
iniciadores RST31: RST33, tal como lo reportan Minisavage et al., (1994). Cabe
resaltar que este resultado no concuerda con lo reportado por Pooler y Hartung
(1995), quienes mencionan que con los iniciadores CVC1 y 272-2int no se amplifica
la cepa CD que causa la enfermedad de Pierce; ya que solo reconocen la cepa de
CVC de X. fastidiosa que causa la clorosis variegada en citricos dando lugar a un
fragmento de 600pb. Sin embargo, en el presente trabajo si se logro la amplificacion

del fragmento de 733pb en la cepa PD de vid con dichos iniciadores.
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El programa de ciclaje que logro resultados positivos fue: 5 minutos a 95° C para
desnaturalizacion inicial, seguido de 10 ciclos [95° C, 40 s; 50° C, 40 s; 72° C, 60 s],
ademas de 30 ciclos de [95° C, 40 s; 55° C, 40 s; 72° C, 60 s], con una extensién

final de 7 minutos a 72° C.

Cuadro 13. Mezcla de reaccion definitiva para la PCR de X. fastidiosa

Reactivo Concentracion Concentracion
~ final del stock "

Buffer 1X 10 X
Mg Cl; 2.5mM 50 mM
Mezcla de dNTPs 200 uM 10 mM
Primer RST31 50 pmoles 25 pmol / uL
Primer RST33 50 pmoles 25 pmol / uL
Taq polimerasa 1.256 1) S5U/puL
ADN 320 ng -
H2 0 bidest. estéril - -

NOTA: La mezcla de reaccion final fue de 50 L

En la Figura 9, carril 2, se muestra la amplificacion un fragmento de 733 pb utilizando
el ADN extraido con el método CTAB; mientras que en las reacciones en donde fue
adicionada la PVP en las diferentes concentraciones y pesos moleculares
mencionados, no mostraron amplificacién alguna. En la Figura 10, carriles 2 y 3, se
muestran los productos de amplificacion de ADN X. fastidiosa obtenido con el
metodo de Plant DNA-Zol. Notese que en la Figura 9, ademas del producto de 733
pb se observa otro producto de mayor peso molecular, que pudiera indicar
inespecificidad de la reaccion, posiblemente originado por el método de extraccion

utilizado; mientras que el la Figura 10 no se aprecia dicho producto.
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Figura 9. Amplificacion de ADN de X. fastidiosa Figura 10. Amplificacion de X

obtenido con el método CTAB con los iniciadores fastidiosa con el método Plant DNA-
RST31:RST33. Carril 1: marcador de peso zol y los iniciadores RST31:RST33.
molecular de 100pb; Carril 2: producto de 733 pb; Carril 1: marcador de peso molecular
carriles 3 a 8: amplificaciones con 0.5y 1.0 % de de 123 pb. Carriles 1 a 3: ADN de
PVP adicionadas a la reaccion de PCR de 10 000, Xylella fastidiosa obtenido con Plant
24 000 y 40 000 PM con resultados negativos. DNA-Zol.

En la Figura 11. Carriles 3, 4 y 8, se muestra la amplificacion de un fragmento de
alrededor de 700 pb con los iniciadores CVC1 y 272-2int, cabe resaltar que este
resultado no concuerda con lo reportado por Pooler y Hartung (1995), quienes
mencionan que con los iniciadores no se amplifica la cepa CD que causa la
enfermedad de Pierce; ya que solo reconocen la cepa de CVC de X. fastidiosa que
causa la clorosis variegada en citricos dando lugar a un fragmento de 600pb. Sin

embargo, en el presente trabajo si se logro la amplificacion del fragmento de 733pb
en la cepa PD de vid con dichos iniciadores.
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Fig. 11. Amplificacion de X. fastidiosa en gel de agarosa al 1.5%. Carril 1:
marcador de peso molecular 100pb; carril 2: control negativo sin ADN; carriles
3,4 y 8: fragmentos amplificados de 733 pb en la cepa PD de X. fastidiosa con
iniciadores CVC1 y 272-2int especificos para la cepa que causa CVC en
citricos. Carriles 5 y 6 PCR utilizando ADN purificado en bloques de agarosa.
Carril 7 PCR utilizando ADN purificado por Prep-A-Gene®

4.7 Calidad y concentracion del ADN.

La calidad del ADN extraido por los diferentes métodos se visualizd claramente por
electroforesis en un geles de agarosa al 1%. El ADN utilizado para X. fastidiosa se
cuantifico en un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda Bio® por el procedimiento
ya descrito, logrando una lectura de 158 ng/ul. EI ADN utlizado para R.
solanacearum r3 se cuantifico en el espectrofotometro por el procedimiento ya

descrito logrando una lectura de 405 ng/ ul.
4.8 Visualizacion de los productos de PCR.
Los fragmentos de ADN amplificados por PCR se visualizaron con éxito en geles de

agarosa a una concentracion de 1.5 %, con un marcador de peso molecular de 100

pares de bases como referencia.
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4.9 Métodos para eliminar inhibidores de la PCR para X. fastidiosa.

El procedimiento de inmunocaptura que normalmente es eficiente en la amplificacion
de bacterias dificiles de identificar, en este caso no tuvo éxito al tratar de eliminar los
inhibidores de la reaccion. Esto puede ser debido a que la estructura de la bacteria
es compleja, ya que no permite liberar faciimente el ADN debido a la presencia de

tres paredes celulares que la rodean (Donadio y Soares, 1997).

Ninguna de las cuatro diferentes concentraciones de PVP de las tres presentaciones
de peso molecular agregada directamente en el tubo de reaccion de PCR
neutralizé los efectos inhibitorios de los diferentes compuestos contaminantes en el
ADN extraido de tejido de vid infectado por X. Fastidiosa (Fig.11). El uso de
cantidades minimas de ADN embebido en agarosa al 1.6 %, pretratada con TE no
logro eliminar los polisacaridos y contaminantes, puesto que simplemente se no se
logré la amplificacion del fragmento tipico para X. fastidiosa. La utilizacion del
sistema de purificacion comercial de ADN  Prep-A-Gene® para purificar ADN
previamente extraido y en solucion acuosa, no mostrd resultados positivos en la

amplificacion.
4.10 Mezcla de reaccion final de PCR para R. solanacearum r3.

La estimacion optima de la concentracion de los diferentes componentes de la
mezcla para R. solanacearum r3, se logré utilizando ADN extraido de bacteria, con
las concentraciones de cada uno de los reactivos que lograron mejores resultados
las cuales se muestran en el cuadro 14. La programacion de temperaturas que
lograron amplificar fue 3 minutos a 94° C para desnaturalizacion inicial, seguido de
30 ciclos [94° C, 30 s; 56° C, 30 s; 72° C, 60 s], con una extension final de 8 minutos
a 72° C. El fragmento amplificado fue de aproximadamente 100 pb (Fig.12), como se
ha reportado para la raza 3 de esta bacteria utilizando los iniciadores T3A y T5A
(Seal et al., 1992).
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Cuadro 14. Mezca de reaccion definitiva para R. solanacearum r3.
Reactivo Concentracion Concentracioén

final del stock

Buffer 1X 10 X

Mg Cl; 2.0mM 50 mM
Mezcla de dNTPs 200 uM 10 mM
Primer T3A 25 pmoles 25 pmol / ul
Primer T5A 25 pmoles 25 pmol / ul
Taq polimerasa 25U SU/pl
ADN 8 .

H2 0 bidest. estéril - -

NOTA: La mezcla de reaccion final fue de 50 pL
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Figura 12. Productos de amplificacion de ADN de Ralstonia
solanacearum r3 obtenido con Plant DNA-Zol. Carril 1:
marcador de peso molecular 100 pb; carriles 2 y 3 productos
amplificados de 100pb. Carril 4: control negativo.
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5. CONCLUSIONES

En las diferentes evaluaciones realizadas en la presente investigacion, se llego a las

siguientes conclusiones:

1. El cultivo in vitro de Xylella fastidiosa en medio nutritivo PW suplementado fue

posible después de 7 dias.

2. El cultivo de Ralstonia solanacerum r3 no presenta ningun problema para su

desarrollo in vitro en medio TTC.

3. La técnica de DAS ELISA detect6 sin problema a Xylella fastidiosa a partir de
tallos, peciolos o nervaduras gruesas de tejido infectado; sin embargo, el resultado
es negativo cuando se utiliza tejido foliar con nervaduras secundarias para preparar

la muestra.

4. La técnica de DAS ELISA también resulté ser de gran utilidad en la deteccion de
Ralstonia solanacerum r3 directamente de tubérculo, que es el dérgano que

comunmente se importa como semilla.
5. Ningun meétodo de extraccion de ADN de Xylella fastidiosa a partir de tejido

infectado mostré resultados positivos en su deteccion con PCR, posiblemente por la

presencia de inhibidores presentes en el ADN aislado.
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6. Los métodos de extraccion de ADN de Plant DNA-zol y CTAB resultaron eficientes

en la deteccion con PCR de Xylella fastidiosa y Ralstonia solanacerum r3.

7. Los procedimientos utilizados para eliminar inhibidores del ADN de Xylella

fastidiosa no mostraron resultados satisfactorios.

8. La tecnologia de PCR mostro ser una herramienta eficiente y rapida para detectar

o confirmar la presencia de Xylella fastidiosa y Ralstonia solanacerum r3.
9. Se demostro la funcionalidad de los iniciadores CVC1 y 272-2int en la deteccién

de Xylella fastidiosa cepa PD mediante el producto amplificado de 733 pb, después

de la estandarizacion de las condiciones de PCR realizadas en este trabajo.
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7. ANEXO

7.1 Medios de cultivo para Xylella fastidiosa

7.1.1 XF-26
(g /L H,O destilada)

SALES
K;HPO, 1.5
(NH,4),HPO, 0.5
MgSQO,4 7 H,0O 2.0
ACIDOS TRICARBOXILICOS
Citrato trisodico 1.5
Succinato disdico 1.5
AMINOACIDOS
L - Arginina 0.4
L - Alanina 0.2
L - Asparagina 0.4
L — Cisteina 0.4
Glicina 0.2
L — Glutamina 2.0
L — Histidina 0.4
L — Isoleucina 0.2
L — Leucina 0.2
L - Lisina 0.2
L - Metionina 0.2
L - Fenilalanina 0.2
L - Prolina 0.2
L - Serina 0.2
L - Treonina 0.2
L - Triptofano 0.04
L - Valina 0.2
Rojo de fenol 0.02
Almidén de papa 0.2
Agar 15




7.1.2 PW (Suplementado)

(g /L H,0 destilada)

Soytona 4.0
Tryptona 1.0
Hemin Chloride 10 mg
MgSO, 7 H, O 0.4
Kz HPO, 1.2
KH, HPO, 1.0
(NH,), HPO,4 0.8
Rojo de fenol 20 mg
L- Glutamina 4.0
L- Histidina 1.0
Albumina de Suero de Bovino 6.0
Almidoén de papa 2.0
Ciclohexamida 23 mg
Agar 12
7.1.3 CS20
(g /L H,0O destilada)
Soytona 2.0
Tryptona 2.0
Hemin Chloride 5.0 mg
MgSO, 7 H, O 0.4
(NH4), HPO, 0.85
Kz HPO, 1.0
L- Glutamina 6.0
Dextrosa 1.0
Almidén de papa 2.0
L- Histidina 1.0
Rojo de fenol 10 mg
Agar 12

75



7.2 Medio selectivo TTC para Ralstonia solanacearum r3.

(g /L H20O destilada)

Casaminoacidos

1.0

Peptona 10.0
Glucosa 5.4
Agar 17.0
2,3,5- Trifenil cloruro de tetrazolio 5.0ml

Esterilizar el medio y antes de vaciar agregar el cloruro de

tetrazolio.

7.3 DAS ELISA

7.3.1 Distribucion de muestras en la placa de poliestireno.

MAPA DE DISTRIBUCION DE MUESTRAS

2 3 4 5 6 8 9 10 11 12
A B P B P
B
C [+] *H (+] “H
D
E + P + P
F
G - *D - *D
H

B =Celda blanco, donde solo se agrega sustrato, [+] = Testigo positivo concentrado,

+= Testigo positivo diluido,

- = Testigo negativo, * = Muestras.
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7.3.2 Buffer de cobertura

(g /L H2O destilada)

Carbonato de sodio 1.59
Bicarbonato de sodio 2.93
Acida de sodio 0.20

Ajustar pH a 9.6, refrigerar a 4° C.

7.3.3 Buffer de lavado PBST

(g /L H20O destilada)
Cloruro de sodio 8.00 g
Fosfato dibasico de sodio (anhidrido) 1.15¢
Fosfato monobasico de potasio 0.20g
Cloruro de potasio 0.20g
Tween - 20 0.50¢g
AjustarpHa 7,4.

7.3.4 Buffer de extraccion para vid

(g /L H,O destilada)

Tris 60.5

Cloruro de sodio 8.0
Polyvinilpyrrolidona (PVP) MO 24-40 000 20.0
Polietilen Glycol 10.0

Acida de sodio 00.2

Tween 20 0.5 ml
Ajustar el pH a 8.2 y mantenera 4° C.
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7.3.5 Buffer general de extraccion

g/L 1X PBST
Sulfato de Sodio - ] 1.30
Polivinilpirrolidona 20.00 mi
Acida de Sodio 00.20
Albumina de pollo 2.00
Tween — 20 20.00 ml
Ajustar pH a 7,4. Mantener a 4° C.
7.3.6 Buffer de conjugado ( ECL).
g/L 1XPBST

Albumina de Suero de Bovino 2.00

Polivinilpirrolidona (PVP) PM: 24-40,000 20.00

Acida de Sodio | | 00.20

Ajustar pH a 7,4. Conservar a 4° C.

7.3.7 Buffer o Solucion Reveladora (PNP)

(g /L H,O destilada)

Dietanolamina 2.00
Agua destilada 20.00 ml
Acida de Sodio 0.20

Ajustar pH a 9,8. Conservar a 4° C.




7.4 Especies hospedantes para Ia cepa PD de Xylella fastidiosa

Nombre cientifico
Acacia longifolia

Acer macrophyllum
Acer negundo

Aesculus californica
Aesculus californica
Aesculus californica*
Agropyron sp.*

Alnus rhombifolia
Ampelopsis arborea
Amsinckia douglasiana
Artemisia absinthium*
Artemisia douglasiana
Artemisia douglasiana
Artemisia douglasiana
Avena fatua

Avena fatua

Baccharis pilularis
Baccharis pilularis
Baccharis salicifolia
Beta vulgaris*

Bidens pilosa var. pilosa
Brassica rapa*

Bromus catharticus
Bromus rigidus

Bromus sp.

Callicarpa americana
Callistephus chinensis
Calycanthus occidentalis*
Calycanthus occidentalis*
Canna sp.
Chenopodium ambrosioides
Chenopodium ambrosioides
Citrus limon

Citrus reticulata

Citrus sinensis
Claytonia perfoliata
Conium maculatum
Coprosma baueri
Cotoneaster francheti
Cotoneaster rotundifolia
Cynodon dactylon
Cynodon dactylon
Cynodon dactylon*
Cyperus acuminatus*
Cyperus eragrostis
Cyperus esculentus
Cytisus scoparius
Daucus carota var. sativa
Daucus carota*
Digitaria sanguinalis
Digitaria sanguinalis
Distichlis spicata*

Duranta repens
Echinochloa crus-galli
Echinochloa crus-galli
Elymus sp.*

Epilobium californicum
Epilobium paniculatum
Eragrostis diffusa
Erodium cicutarium
Escallonia montevidensis
Eschscholzia californica*
Eugenia myrtifolia
Fragaria californica
Franseria acanthicarpa
Fraxinus dipetala
Fraxinus latifolia
Fritillaria sp.*

Fuchsia magellanica
Genista monspessulana
Hedera helix

Hedera helix

Hedera helix*
Helianthus sp.
Heteromeles arbutifolia*
Heteromeles arbutifolia
Hordeum murinum
Hordeum nodosum*
Hordeum vulgare
Hydrangea paniculata
Juglans californica
Lactuca serriola
Lactuca serriola*
Lathyrus cicera
Lathyrus clymenium
Lathyrus sativa

Lolium multiflorum
Lolium temulentum
Lonicera japonica
Majorana hortensis
Malus sylvestris

Malva parvifolia
Matricaria suaveolens
Medicago hispida
Melilotus alba
Melilotus indica
Melilotus officinalis
Melilotus sp.

Melissa offcinalis
Mentha sp.

Mimulus aurantiacus
Nasturtium officinale*
Nerium oleander*
Nerium oleander*
Oeanthe sarmetosa
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Oenothera hookeri
Parthenocissus quinquefolia
Parthenocissus tricuspidata
Paspalum dilatatum
Pelargonium hortorum
Pennisetum clandestimun
Phalaris minor

Phalaris paradoxa
Philadelphus lewisii
Phleum pratense
Pittosporum crassifolium
Plantago lanceolata
Plantago lanceolata*
Platanus occidentalis

Poa annua

Poa pratensis*
Polygonum convolvulus
Polygonum persicaria
Polygonum ramosissimum*
Polypogon monspelensis*
Populus fremontii
Populus sp.*

Portulaca oleracea*
Prunus armeniaca*
Prunus demissa

Prunus mume

Prunus sp.

Pseudotsuga menziesii*
Pyracantha augustifolia
Quercus agrifolia
Quercus domosa*
Quercus lobata

Reseda odorata
Rhamnus californica*
Rheum rhaponticum
Rosa californica

Rosa californica

Rosa californica*
Rosmarinus offcinalis
Rubus discolor

Rubus discolor

Rubus sp.

Rubus ursinus

Rubus ursinus

Rumex crispus

Salix bebbiana*

Salix laevigata

Salix lasiolepis

Salix sessilifolia*
Sambucus canadensis
Sambucus mexicana*
Sambucus mexicana
Sambucus mexicana
Setaria lutescens
Sonchus asper

Sorghum halepense
Sorghum halepense*
Sorghum vulgare
Sorghum vulgare*
Symphoricarpos albus
Symphoricarpos albus
Syringa vulgaris
Tatragonia expansa*
Toxicodendron diversilobum*
Toxicodendron diversilobum
Toxicodendron diversilobum
Trifolium fragarium
Trifolium hybridum
Trifolium incarnatum
Trifolium pratense
Trifolium repens

Trifolium repens var. latum
Umbellularia californica
Uritca dioica ssp.gracilis
Urtica dioica ssp.gracilis
Veronica sp.

Vicia monathus

Vinca major

Vinca major

Vinca minor

Vitis californica

Vitis californica*

Vitis rupestris

Vitis vinifera

Vulpia myuros var. hirsuta
Xanthium strumarium
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