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EVALUACION DE LA TECNICA DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
EN TIEMPO REAL, Q — PCR, PARA LA DETECCION DE Ralstonia solanacearum,
SEQUEVAR 1.

EVALUATION OF QUANTITATIVE POLYMERASE CHAIN REACTION TECHNIQUE,
Q-PCR, FOR DETECTION OF Ralstonia solanacearum SEQUEVAR 1

RESUMEN

La marchitez bacteriana es la principal enfermedad de origen bacteriano a nivel
mundial, siendo Ralstonia solanacearum E. F. Smith, el agente causal de dicha
enfermedad. Su gran variabilidad genética, hace que alrededor de 50 familias
botanicas sean hospedantes de esta bacteria causando grandes dafios en cultivos de
interés econdémico a nivel mundial. Debido a las caracteristicas de la bacteria, esta es
capaz de sobrevivir sin ningun problema en tejido vegetal asi como en suelo y agua.
Gracias al avance que han experimentando las técnicas moleculares, actualmente se
ha llegado a clasificar a la bacteria hasta el nivel de sequevar mediante la comparacién
de regiones de ADN especificas y muy conservadas como el gen de la endoglucanasa

(Schaad 2001; Hayward 1964; Hayward 1991).

Actualmente una de las herramientas mas avanzadas en la deteccion de patégenos
es la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real, debido al alto

nivel de fiabilidad en cuanto a especificidad y sensibilidad.

Para llevar a cabo la evaluacién de la técnica antes descrita se utilizaron muestras
provenientes de tejido vegetal y suelo de plantaciones de papa y tomate escogidas

mediante un muestreo dirigido para garantizar la presencia del sequevar 1 de la



vi

bacteria R. solanacearum. Las muestras de tejido vegetal, junto con agua estéril,
fueron maceradas para obtener una suspension, la cual fue utilizada para realizar la
siembra de la bacteria en el medio Semiselectivo de Sudafrica Modificado (SMSA) para
lograr aislar la bacteria. Seguidamente, se identificaron las colonias que poseian las
caracteristicas tipicas de la bacteria en estudio: consistencia lechosa, mucoide y
blanquecina de coloracion rojiza al centro. Las colonias identificadas como positivas se
utilizaron para realizar una Reaccion en Cadena de la Polimerasa convencional
empleando los cebadores 630 y 631 que son especificos para el sequevar 1 de la

bacteria Ralstonia solanacearum,

Por otra parte, de la misma suspension utilizada para realizar la siembra de la
bacteria en el medio SMSA, se tomo una alicuota para realizar el proceso de deteccidn
molecular del sequevar 1 de la bacteria, mediante el uso de la Reaccién en Cadena de
la Polimerasa en Tiempo Real (Q-PCR) empleando los mismos cebadores utilizados
para llevar a cabo el PCR convencional, mas la adicién de un agente intercalente que

provocd una emision fluorescente tras la formacion de los amplicones.

Finalmente, se determind que la técnica de deteccién evaluada, PCR en tiempo
real, es especifica para la deteccién de la bacteria Ralstonia solanaceraum al nivel del
sequevar 1, mostrando un 80% de efectividad en las detecciones realizadas,
comparado con los resultados obtenidos mediante la técnica de PCR convencional a

través de protocolos validados en otras investigaciones.



1 INTRODUCCION

La marchitez bacteriana es la principal enfermedad de origen bacteriano a nivel
mundial, siendo Ralstonia solanacearum E. F. Smith, el agente causal de dicha
enfermedad. Su gran variabilidad genética, hace que alrededor de 50 familias
botanicas sean hospederas de esta bacteria causando grandes dafios en cultivos de
interés economico a nivel mundial. Debido a las caracteristicas de la bacteria, esta es

capaz de sobrevivir sin ningun problema en tejido vegetal asi como en suelo y agua.

La bacteria R. solanacearum, desde su primera descripcion, ha sido
subclasificada: en razas, segun las especies vegetales que pueden ser hospederos;
posteriormente en biovares, segun su capacidad de producir acidos a partir de un
sustrato de carbohidratos; y actualmente en sequevares, gracias al avance de las
técnicas moleculares que han permitido la comparacion de regiones de ADN
especificas y muy conservadas como el gen de la endoglucanasa (Schaad 2001,

Hayward 1964; Hayward 1991).

Actualmente la bacteria R. solanacearum sequevar 1, es uno de los agentes
patbgenos mas agresivos dentro del género Ralstonia, siendo sumamente destructivo
en cultivos como papa tomate y geranio. Debido a la agresividad mostrada por parte
de R. solanacearum sequevar 1, esta ha sido clasificada por los Estados Unidos como
un agente potencial que puede ser utilizado como arma en terrorismo biologico

(Lambert 2002).

Los principales métodos utilizados en la deteccion de R. solanacearum pueden ser

clasificados en tres grupos segun su principio de funcionamiento: de modo que se



pueden encontrar los métodos moleculares y de secuenciamiento de genes, métodos
de incubacién en medios selectivos y métodos seroldgicos, siendo estos ultimos los
mayormente utilizados en la deteccion de la bacteria en condiciones de campo; aunque
se ha demostrado que su bajo nivel de especificidad puede incurrir en falsos positivos

en cuanto a la presencia de dicha bacteria.

Debido al rapido desarrollo de los métodos moleculares en la deteccion de
patébgenos, la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa ha mostrado que
podria superar los problemas anteriormente descritos presentes en las técnicas
serolégicas, aunque aun no ha desplazado por completo a dichas técnicas en la
deteccion de R. solanacearum. Lo anterior, es debido a que dicha técnica debe ser
realizada dentro de instalaciones y con el equipo propio de un laboratorio, por lo cual

esta técnica no puede ser utilizada en la deteccion en condiciones de campo.

Ante dicha problemética, la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa en
Tiempo Real Q-PCR, puede ser la mejor opcion en la deteccién de R. solanacearum
sequevar 1 pues ofrece un mayor nivel de fiabilidad en cuanto a especificidad y

sensibilidad.

La presente investigacion pretendié demostrar, que actualmente la técnica de Q-
PCR, podria ser la mejor opcion para la deteccion en condiciones de campo de la
bacteria R. solanacearum, pues esta supera los problemas presentes en las técnicas
serologicas como ELISA y las técnicas moleculares como el PCR convencional. La
evaluacion de la técnica de Q-PCR para la deteccién de dicha bacteria, se llevo a cabo

a partir de muestras provenientes de tejido vegetal y suelo.



2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La bacteria Ralstonia solanacearum E.F. Smith, que ocasiona la marchitez
bacteriana, es la principal enfermedad de origen bacteriano en el mundo (Kelman,
1953; Hayward, 1991). Esto causa un fuerte impacto en la agricultura debido a que
sus ataques causan grandes pérdidas a nivel mundial en cultivos de interés econémico
como lo son papa, tomate y geranio (Champoiseau, Jones, Allen 2009). La clasificacion
de R. solanacearum raza 3 biovar 2 (sequevar 1), por parte de los Estados Unidos,
como un agente potencial para bioterrorismo (Lambert, 2002), deja en claro la

agresividad de este patdgeno asi como la importancia en su deteccién temprana.

En condiciones de campo, la técnica mas utilizada por su rapidez y facilidad de uso
en la deteccion de R. solanacearum, a partir de muestras de tejido vegetal y suelo, es
el ensayo por inmunoabsorcidon ligado a enzimas ELISA. Sin embargo, el principal
problema de esta técnica es su bajo nivel de especificidad, lo que provoca falsos
positivos impidiendo asi la deteccién del patégeno hasta el nivel de especificidad de
sequevar. Por otra parte, las técnicas serolégicas necesitan de una gran cantidad de
bacterias presentes en la muestra para que estas puedan ser detectadas, por lo que su
nivel de sensibilidad es otro impedimento para una deteccion fiable del patégeno de
interés. Esta problematica podria ser resuelta a través de técnicas moleculares,
especificamente mediante la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en
Tiempo Real Q-PCR, vya que esta técnica permite mejorar considerablemente los
niveles de especificidad y sensibilidad gracias a su novedoso sistema de amplificacion y

cuantificacion simultaneo.



No obstante, esta técnica aun no ha sido utilizada para la deteccion de R.
solanacearum sequevar 1, por lo cual se carece de una metodologia de campo
aceptada a nivel internacional para la deteccion en campo del patdgeno de interés,
dando como consecuencia la dependencia de métodos serolégicos como principal
herramienta de deteccién a nivel de campo para la bacteria R. solanacearum corriendo

el riesgo de la fiabilidad de sus resultados.



3 MARCO TEORICO

3.1 MARCO CONCEPTUAL
3.1.1 Ralstonia solanacearum
3.1.1.1 Descripcion

- Taxonomia de la especie

Ralstonia solanacearum

Cuadro 1. Taxonomia de la especie.

Clase Betaproteobacteria
Orden Burholderiales
Familia Burholderiaceae
Género Ralstonia
Especie Ralstonia solan_acearum
E.F. Smith

Ralstonia solanacearum E.F Smith, es el agente causal de la marchitez
bacteriana, principal enfermedad de origen bacteriano en el mundo, que afecta a mas
de 50 familias botanicas (Hayward, 1991), dentro de las cuales se encuentran
especies de interés econdmico, incluyendo tomate (Lycopersicum esculentum L.), papa
(Solanum tuberosum) y tabaco (Nicotiana tabacum L.). Es una bacteria anaerobica,
gram negativa; en forma de bacilos, midiendo 0.5-0.7x1.5-2.0 Um de tamafo. Es muy
sensible a la desecacion y es inhibida en cultivo de bacterias con concentraciones bajas
(2%) de cloruro de sodio (NaCl). Para la mayoria de cepas, la temperatura 6ptima de
crecimiento esta entre 28 y 32 ‘C; aunque algunas cepas se desarrollan mejor por
debajo de los 27 °C (Champoiseau, Jones, Allen 2009). Se caracteriza por interrumpir
el flujo de agua a través del xilema como resultado de la acumulacion de masas de

bacterias, resultando en la marchitez de la planta (Gonzalez, Arias, Peteira 2009).



La marchitez bacteriana generalmente ocurre en tierras bajas de areas tropicales
y subtropicales, pero el subgrupo de Ralstonia solanacearum llamado raza3 biovar 2
(R3bv2) ataca plantas de altitudes altas o en zonas templadas (Champoiseau, Jones,
Allen 2009). R3bv2 es un patdgeno extremadamente destructivo de la papa,
causando la podredumbre parda de la papa en las tierras altas del tropico de Africa,
Asia y Latinoamérica. Recientemente ha aparecido en Europa, en donde ha causado
disturbios en la produccion de semilla de papa por las pérdidas generadas a causa de
las medidas cuarentenarias. Debido a la agresividad de este patdogeno, en 2002 fue
listado como un agente potencial para bioterrorismo en Estados Unidos (Lambert,
2002), lo que deja en claro el dafio que esta bacteria puede llegar a causar en la

agricultura.

3.1.1.2 Diversidad de Ralstonia solanacearum y nivel mas alto de especificidad.

Definicion de sequevar.

La diseminacion de la bacteria alrededor del mundo, en conjunto con el amplio
rango de hospederos que puede afectar, la convierten en la enfermedad bacteriana
mas importante en las plantas (Buddenhagen, Kelman 1964; Hayward 1991). Existen
cientos de aislados de Ralstonia solanacearum que son genéticamente distintos.
Historicamente, la subdivision de las especies fue poco rigurosa, pues se basoé en el
rango de hospederos y biovares, los cuales se basaban en la capacidad de producir
acido a partir de un panel de carbohidratos (Schaad, Jones, Chun 2001; Hayward,
1964; Hayward, 1991). Actualmente, una clasificacion filogenética mas significativa

basada en la secuencia del gen de la endoglucanasa, el cual es un gen intimamente



ligado a la virulencia del patdégeno; y el gen hrpB, divide a las especies complejas en

cuatro filotipos (Poussier, Prior, Luisetti, Hayward, Fegan 2000).

Este enfoque agrupa a las cepas por su origen geografico de modo que, el
filotipo | agrupa a las cepas provenientes de Asia, el filotipo Il cepas provenientes de
Ameérica, el filotipo Il cepas provenientes de Africa y el filotipo IV cepas provenientes
de Indonesia (Fegan, Prior 2005; Gonzalez, Arias, Peteira 2009). Cada filotipo esta
compuesto de un numero de sequevares. Un sequevar es definido como un grupo de
cepas con secuencias altamente conservadas dentro de la zona secuenciada. Los
sequevares, son principalmente definidos sobre secuencias parciales del gen de la
endoglucanasa. Se han secuenciado 140 aislados de R. solanacearum logrando
identificar 23 sequevares. Cada sequevar estd compuesto de un nuimero de lineas
clonales, las cuales pueden ser identificadas utilizando métodos de huellas génicas

como PFGE, AFLP’s o rep-PCR. (Fegan, Prior 2005).

3.1.1.3 Importancia econémica

Ralstonia solanacearum ha sido descrita como una de las bacterias
fitopatdgenas mas destructivas del mundo. Esta ha afectado al menos 3.75 millones de
acres de campos de cultivo de papa en mas de 80 paises, con pérdidas anuales
estimadas en mas de $ 950 millones. (DEFRA, 2003). En los afios de 1998 y 1999, el
brote de R3bv2 que se presentd en Holanda dej6 pérdidas estimadas en $ 2.7 millones
como resultado de la podredumbre parda de la papa (Meiners, 2000). Ademas, la

industria de floricultura de Estados Unidos incurrié en pérdidas cuando la bacteria fue



recientemente detectada y confirmada en esquejes de geranio provenientes de Kenya y
Guatemala. Combinando las pérdidas producidas en papa, tomate, pimientos,
berenjena y cultivos que puedan ser afectados por R. solanacearum R3bv2, estas

pueden alcanzar los $70,191,390 millones anualmente (ERS, 2003).

3.1.1.4 Distribucion geogréfica

Ralstonia solanacearum es una bacteria extendida a nivel mundial. R.
solanacearum raza 3 biovar 2 se encuentra en Areas norteamericanas,
especificamente en México; asi mismo se puede encontrar en muchos paises
europeos como Francia, Holanda, Alemania, Rusia e Inglaterra entre otros. Este
patdogeno también ha sido identificado en Asia incluyendo a paises como China,
Taiwan, India, Indonesia y Japdén entre otros. En la region, este patdégeno esta
presente en Egipto, Etiopia, Kenya, Sudéafrica, entre otros. En Latinoamérica, R.
solanacearum raza 3 biovar 2 esta presente desde México, pasando por toda
Centroamérica, hasta llegar al sur de Argentina. Finalmente, R. solanacearum raza 3
biovar 2, esta presente en Australia y Papua Nueva Guinea (CABI, 2003).
Actualmente, Canadd y Estados Unidos son los Unicos paises en los cuales Ralstonia
solanacearum raza 3 biovar 2 no se encuentra presente (Champoiseau, Jones, Allen

2009).



3.1.2 Sintomatologia

3.1.2.1 Papa (Solanum tuberosum)

Tanto los signos como los sintomas que ocasiona R. solanacearum en el cultivo
de papa y de tomate son bastante similares. En las primeras etapas de la enfermedad
los sintomas se manifiestan en el follaje provocando el marchitamiento de las hojas mas
jovenes durante los momentos mas calidos del dia. Durante la noche, la planta parece
recuperarse debido al descenso de la temperatura. Si la enfermedad continda su
desarrollo bajo condiciones favorables, esta empieza a provocar marchitez y
desecamiento generalizado en toda la planta, se pueden encontrar hojas totalmente
secas de coloracion verde; posteriormente se presenta un amarillamiento del follaje y

finalmente la muerte de la planta. (Champoiseau, Jones, Allen 2009).

En tallos jovenes, los haces vasculares infectados pueden ser observados como
rayos largos y estrechos de color marrén oscuro. En plantas jévenes, sumamente
susceptibles de variedades suculentas se puede manifestar un desplome del tallo. Si la
infeccién es muy avanzada, las secciones transversales del tallo pueden mostrar una
coloracion marrén en los tejidos infectados. En etapas posteriores de la enfermedad de
la podredumbre de la papa se pueden encontrar sintomas en los tubérculos. Las
secciones transversales de las papas muestran una decoloracion gris-marron de tejidos
vasculares. Si la infeccién continua, la decoloracion puede extenderse a la medula o
corteza del tubérculo. La presencia de un exudado mucilaginoso, tanto en tallos como
en tubérculos, indica la presencia de células bacterianas (Champoiseau, Jones, Allen

2009).
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Figura 1.Tubérculo de papa infectado con Ralstonia solanacearum raza 3 biovar 2

(Champaiseau 2009).

3.1.2.2 Tomate (Lycopersicum sculetum)

La marchitez también aparecer en concentraciones de plantas en las partes
bajas de los campos en donde el agua puede acumularse. Los sintomas que se
presentan en tomate y otras solanaceas infectadas con Ralstonia solanacearum raza 3
biovar 2 pueden ser identificados porque las hojas marchitas no caen de la planta y
mantienen su tamafio y color verde, hojas infectadas pueden tornar una coloracion
amarillenta y retardar su crecimiento. Si la infecciébn es muy severa puede provocar una
coloracion marrén y desecacion. En los tallos sintométicos cortados a nivel del suelo se
muestra un exudado mucilaginoso blanquecino en la superficie del corte. Cortes de tallo
colocados en agua producen un flujo bacteriano del xilema del tallo infectado. El
desarrollo de la infeccion bacteriana dentro del sistema vascular resulta en la muerte de

la planta. (Floyd 2008; Champoiseau, Jones, Allen 2009).
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Figura 2. Planta de tomate afectada por Ralstonia solanacearum raza 3 biovar 2

(Champoiseau 2009).

3.1.2.3 Geranio (Pelargonium sp.)

Los sintomas iniciales se presentan como una clorosis anormal y la marchitez de
las hojas bajas. ElI enroscamiento hacia arriba de los margenes de las hojas es un
sintoma tipico. En esta etapa de la enfermedad, al igual que en la papa, la planta
parece recuperarse durante las noches al presentarse temperaturas mas bajas. Si las
condiciones son favorables para el desarrollo de la enfermedad, se puede presentar un
rapido avance de la marchitez que puede atacar toda la planta, iniciando desde las
hojas mas viejas hasta las mas jovenes, pudiendo llegar a provocar el desplome del
tallo. Con regularidad las hojas marchitas se vuelven cloréticas y posteriormente

marrones necréticas. Los margenes se pueden volver cloréticos y posteriormente
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necroticos, hasta que finalmente la planta entera se deseca y muere. (Champoiseau,

Jones, Allen 2009).

Figura 3.Seccion transversal con exudado bacteriano causado por Ralstonia

solanacearum raza 3 biovar 2 (Champoiseau 2009)

La expresion de los sintomas es favorecida por las altas temperaturas (29°C —
35°C), estos pueden desarrollarse rapidamente tras haberse dado la infeccion.
Después de la infeccion, el patégeno puede sobrevivir en la planta durante un tiempo
prolongado sin producir sintomas, con lo cual puede ser dispersado al no ser detectada
su presencia en plantas asintomaticas. Plantas con infeccion latente pueden contener
grandes poblaciones de R3bv2 (arriba de 1078 células/g de tejidos de tallo) y a menudo
arrojar un gran numero de bacterias de sus raices en las aguas de escorrentia o el
suelo. Hospederos alternos de R. solanacearum como S. dulcamara a menudo parecen
saludables, aun cuando estan infectadas. Sin embargo, cuando los sintomas de la
marchitez aparecen, estos son muy similares a los descritos para tomate

(Champoiseau, Jones, Allen 2009).
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Un sintoma muy comun, es el aparecimiento de un exudado pegajoso y lechoso
en la superficie de tallos recién cortados; esta condicion indica la presencia de masas
densas de células bacterianas en haces vasculares infectados, especialmente en el
xilema. Otro sintoma comun se presenta al colocar secciones de tallos recién cortadas
en agua. El sintoma consiste en el aparecimiento de una baba blanca viscosa que sale
del extremo cortado del tallo. Este fluido representa el exudado bacteriano saliendo de
los extremos cortados de haces vasculares que ha sido colonizados. (Champoiseau,

Jones, Allen 2009).

3.1.3 Factores epidemioldgicos

3.1.3.1 Ciclo de la enfermedad

Ralstonia solanacearum infecta a sus plantas hospederas principalmente a
través de las raices, entrando por medio de las heridas formadas por la emergencia de
raices laterales o por heridas en la raices causadas por organismos del suelo. La
bacteria también puede entrar a la planta por medio de heridas en los tallos,
manipulacion o por herramientas. Una vez que la bacteria ha infectado por medio del
tallo o las raices, esta coloniza a la planta a través del xilema y tejidos vasculares
(Gonzalez, Arias, Peteira 2009). R3bv2 tiene un efecto mas severo en las plantas entre
24°Cy 35°C, la severidad decrece cuando la temperatura supera los 35 °C o desciende
por debajo de 16 °C actividad por debajo de los 16 °C no es comun (Champoiseau,

Jones, Allen 2009).



14

3.1.3.2 Sobrevivencia de la bacteria

Esta bacteria puede sobrevivir desde dias hasta aflos en aguas infestadas,
suelos humedos o capas profundas del suelo, formando un deposito de inoculo desde
el cual puede dispersarse. Factores como la diversidad biolégica y ambiental pueden
afectar la sobrevivencia de R. solanacearum tanto en habitat de suelo como en agua.
Las poblaciones de bacterias pueden decrecer rapidamente a bajas temperaturas (< 4
°C), pero R3bv2 puede sobrevivir en un estado fisiologicamente latente, viable, pero
no en un estado cultivable. R3bv2 puede sobrevivir inviernos moderados en malezas
hospederas o en la rizésfera de plantas hospederas, actuando como un inoculo de

reserva (Champoiseau, Jones, Allen 2009).

3.1.3.3 Diseminacion de la bacteria

La propagacion vegetativa puede jugar un papel importante en la diseminacién
de R3bv2, particularmente por la via de semillas de papa infectadas en estado de
latencia, asi mismo puede suceder con los esquejes de geranio. La infeccidén de planta
a planta se puede presentar cuando las bacterias se desprenden de las raices
infectadas y se movilizan cerca de las raices de plantas sanas. La dispersion del
patogeno, desde campos infestados hasta campos libres del patdégeno, puede ocurrir
por la transferencia de suelo a través maquinaria de uso agricola, y por la escorrentia
superficial después de la aplicacion de riego o una lluvia. Este patdogeno, también

puede ser diseminado desde estanques infestados o rios, hacia campos sanos a traves



15

de inundaciones o aplicaciones de riego. R. solanacearum es principalmente un

patogeno trasmitido por el suelo y el agua (Champoiseau, Jones, Allen 2009).

3.1.4 Técnicas utilizadas en la deteccidn e identificacion de Ralstonia

solanacearum

Ralstonia solanacearum raza 3 biovar 2 puede ser identificada por medio de
muestras de plantas sintomaticas o asintomaticas y de muestras de agua o suelo por
medio de algunos métodos microbiolégicos y moleculares. (Priou, Gutarra, Aley 2006;
Schaad, Jones, Chun 2001; Weller, Elphinstone, Smith, Boonham, Stead 2000). Una
combinacion de al menos dos pruebas distintas es necesaria para la identificacion de
especies y biovar. Pruebas de deteccidén pueden facilitar la deteccion temprana de R.
solanacearum en plantas, o muestras de suelo y agua que estén contaminadas, pero

la mayoria de estas pruebas no pueden ser utilizadas para detectar raza o biovar.

Estas pruebas de deteccion incluyen flujo bacteriano, plaqueado en un medio
semi-selectivo como un modificado SMSA (Elphinstone, Hennessey, Wilson, Stead
1996), ensayos inmunodiagnosticos utilizando anticuerpos especificos, reaccidon en
cadena de la polimerasa PCR con cebadores especificos, y pruebas de patogenicidad
utilizando hospederos susceptibles como plantulas de tomate (Elphinstone, Hennessey,
Wilson, Stead 1996; Schaad, Jones, Chun 2001; Weller, Elphinstone, Smith, Boonham,

Stead 2000, Champoiseau, Jones, Allen 2009).
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Pruebas comercialmente disponibles como tiras inmunologicas pueden ser
utilizadas para la rapida detecciéon de R. solanacearum, tanto en campo como en
laboratorio. Cepas de R. solanacearum pueden ser subclasificadas en filotipos y luego
en sequevares por medio de PCR y analisis de secuencia de genes (Champoiseau,

Jones, Allen 2009).

3.1.4.1 Reaccion en cadenade la polimerasa (PCR)

Creada por Kary Mullis en 1983, la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa, PCR, es ampliamente utilizada en la biologia molecular y consiste en
producir copias de una regidén especifica del acido desoxirribonucleico, ADN, de un

organismo (Mullis 1990).

Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de la enzima ADN
polimerasa para replicar hebras de ADN debido a la funcion de adicion de nucleétidos al
extremo 3" de una cadena de ADN, teniendo una segunda cadena complementaria
como molde, para lo cual emplea ciclos de altas y bajas temperaturas alternadas para
separar las hebras de ADN recién formadas entre si tras cada fase de replicacion y, a
continuacion, dejar que vuelvan a unirse a polimerasas para que vuelvan a duplicarlas.
Conforme se ha ido utilizando la técnica de PCR, esta ha sido simplificada gracias al
descubrimiento y aislamiento de ADN polimerasa termoestable, denominada Taq
polimerasa, a partir de la bacteria termofilica Thermus aquaticus (Chien, Edgar, Trela

1976).
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3.1.4.1.1 Reactivos

La reaccion requiere de los siguientes componentes:

ADN polimerasa termo estable: puede soportar altas temperaturas, para PCR de
rutina la enzima Taq de Thermus aquaticus (Chien, Edgar, Trela 1976), es la
mas utilizada. Esta enzima cataliza la adiccion covalente de nucleétidos al
extremo 3’de una cadena de ADN, teniendo una cadena complementaria como
molde (Mullis, 1990). La enzima es activa Unicamente en presencia de iones de
Mg2+ y de ADN preexistente, el cual debe servir como iniciador o cebador y

como molde (Gardner, Simmons, Snustad 2000).

Fuente de nucleotidos (dNTPs): los nucleétidos consisten en un grupo fosfato,
un azucar de cinco carbonos (pentosa) y un compuesto ciclico nitrogenado
denominado base. Existen cuatro bases diferentes, adenina (A), citosina (C),
timina (T) y guanina (G). Los nucleétidos son los constituyentes basicos de la

molécula de ADN (Gardner, Simmons, Snustad 2000).

Cebadores de ADN: son pequefias secuencias de ADN, usualmente de 18 a 24
pares de bases de longitud, disefiados para alinearse a una secuencia de ADN
molde en los extremos de la region a ser amplificada (Nakhla 2004). La ADN
polimerasa reacciona sobre el extremo 3~ de esta molécula, afadiendo los

nucleotidos complementarios al ADN molde (Gardner, Simmons, Snustad 2000).
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= ADN objetivo: este puede ser bicatenario o monocatenario; aislado de un
organismo. Normalmente existen varios miles de copias de ADN en la mezcla de
la reaccion (Nakhla 2004).

= Cationes divalentes: son requeridos para iniciar la actividad de la Tag polimerasa
generalmente suele utilizarse magnesio Mg+2 en una concentracion molar que
exceda la concentracion de los dNTPs y de los cebadores debido a que estos
también capturan los iones y debe quedar disponibilidad del cation par la

polimerasa (Nakhla 2004).

= Amortiguador: es utilizado para establecer un valor adecuado de pH para el buen
funcionamiento de la ADN polimerasa. Generalmente, el amortiguador mantiene
el pH dentro de un rango de 8.3 a 8.8 a temperatura ambiente y baja

aproximadamente a 7.2 cuando es incubado a 72 °C (Nakhla 2004).

3.1.4.1.2 Ciclo de amplificacion

El procedimiento de PCR consiste en tres pasos que conforman un ciclo de
copiado. Por medio de un termociclador, la temperatura de la mezcla cambia en cada
paso para optimizar la reaccion. Los ciclos son repetidos hasta alcanzar la cantidad de
copias de ADN deseadas. A continuacién se describen los pasos de cada ciclo de PCR

(Fulladolsa 2009).



19

PASO 1: Desnaturalizacion
Se eleva la temperatura de la muestra a +/- 95 C, provocando la ruptura de los
puentes de hidrogeno que existen entre las bases complementarias de las hebras del

ADN. De esta manera se logra la separacion de las hebras de ADN (Fulladolsa 2009).

PASO 2. Apareamiento

La temperatura disminuye hasta +/- 55 °C y los cebadores se aparean con su
secuencia complementaria en la hebra molde del ADN objetivo (Fulladolsa 2009).
PASO 3: Extension:

La temperatura se eleva hasta +/- 72 °C para que la ADN polimerasa pueda
adicionar nucleétidos a la nueva cadena de ADN en crecimiento. Se uniran bases a la
hebra molde hasta que se llegue al final de la regidon que se desea amplificar (Fulldolsa

2009).

3.1.4.1.3 Diseilo de los cebadores

Los cebadores de ADN son disefiados para alinearse en los extremos de las
hebras opuestas del ADN molde, en la region a ser amplificada (Nakhla 2004; lowa
State University 2005). De esta manera, ambas hebras son sintetizadas al mismo
tiempo, de tal modo que los nucledtidos adenida (a) y timina (T) se alinean y citosina
(C) y guanina (G) también lo hacen. Debido a que la mezcla de reaccién contiene
cebadores complementarios a ambas hebras de ADN, los productos de la sintesis de
ADN pueden ser copiados (lowa State University 2005). Para el disefio de cebadores

deben considerase algunos aspectos (Nakhla 2004).



20

Longitud: mientras mas largo sea el cebador, mas especifico serd su
alineamiento. Sin embargo, el ADN de algunos organismos tiene muchas
regiones con secuencias repetidas, por lo que si se disefia un cebador para
alguna de estas regiones perderd su especificidad. Los cebadores deberan
alinearse Uunicamente en la region de interés y no en sitios multiples.
Generalmente, un cebador de 18 a 24 nucleétidos es suficientemente largo

para alinearse especificamente a una region particular del ADN (Nakhla 2004).

ADN objetivo: si la region de ADN de interés es repetida o se alinea consigo
misma luego de la desnaturalizacion, la amplificacion sera dificil (Nakhla 2004).

Auto-complementariedad: los cebadores no deben ser auto-complementarios
para evitar que se alineen entre ellos mismos en vez de hacerlo al ADN molde.
Asimismo, el cebador delantero no debe ser complementario al cebador reversa

(Nakhla 2004).

Extremo 3"del cebador: es crucial para la especificidad, este extremo debe ser
una G o una C, teniendo cuidado de que no termine en CG o CG en el extremo
contrario para evitar la auto-complementariedad. El extremo 4'no tiene que ser

complementario a la secuencia de ADN molde (Nakhla 2004).

Contenido de G y C: estos nucleétidos se acoplan entre si por tres enlaces de
hidrogeno, mientras que los A y T lo hacen por medio de dos enlaces de

hidrogeno. Por lo tanto, los enlaces G-C son mas fuertes y el porcentaje de
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estos nucledtidos afectara su acoplamiento al ADN objetivo. Un disefio adecuado

para un buen cebador debera incluir entre 40 y 60% de C o G (Nakhla 2004).

3.1.4.1.4 Electroforesis en gel de agarosa para visualizacion de bandas de ADN

El método de electroforesis de &cidos nucleicos hace referencia a la migracion de
una particula cargada bajo la influencia de un campo eléctrico con el objetivo de
separar, identificar y purificar moléculas o fragmentos de DNA y RNA (Padilla et al.
2006; Alvadalejo 2006). Fue empleado por primera vez por Tiselius en el afio 1937

(Garcia 2000).

Los geles de agarosa se comportan como un tamiz molecular y permiten separar
moléculas cargadas en funcién de su tamafio y forma, de manera que moléculas de
ADN de diferente tamafio van a movilizarse de forma distinta en una electroforesis en

gel (Padilla et al. 2006).

El gel de agarosa se coloca en un aparato horizontal, denominado camara de
electroforesis, el cual constituye un sistema eléctrico termodinamico. Consiste en una
caja dividida en dos compartimentos por medio de una plataforma en el centro. El gel se
coloca sobre la plataforma y se agrega tampon de electroforesis. La camara posee
electrodos en cada compartimento. El aparato recibe energia de una fuente de poder y

libera energia en forma de calor. Las moléculas de ADN son sometidas a electroforesis
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y se desplazan al polo positivo, ya que a pH superiores a 5 poseen carga negativa

(Fulladolsa 2009).

La movilidad electroforética del AND se ve afectada por la composicion y la
fuerza ionica del tampdén de electroforesis. En ausencia de iones, la conductividad
eléctrica es minima y el ADN migra lentamente. En un tampdn de elevada fuerza ionica
la conductividad eléctrica es elevada y se genera una mayor cantidad de calor. Los
tampones para la electroforesis de ADN contienen EDTA, y tris-acetato (TAE), tris-

borato (TBE) o tris-fosfato (TPE) con pH entre 7.5-7.8 (Osma y Querci 2007).

El peso molecular de los acidos nucléicos puede determinarse en electroforesis al
comparar las movilidades electroforéticas de varios marcadores de peso molecular
conocido. Existen patrones de varios rangos de peso molecular, se debe aplicar el que

abarque el peso molecular esperado (Garcia 2000).

Los geles de agarosa se tifien con bromuro de etidio el cual es una sustancia que
se intercala entre las bases del DNA y es fluorescente cuando se ilumina con luz
ultravioleta. Luego de la electroforesis, se visualiza el gel con una lampara de luz UV, y
se observan las bandas correspondientes a las muestras de DNA aplicado y los

marcadores de peso molecular (Padilla et al. 2006).
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3.1.4.2 PCR en tiempo real (Q-PCR)

Es una variante de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizada para
amplificar y simultdneamente cuantificar de forma absoluta el producto de la
amplificacion de ADN. Mediante la deteccion de fluorescencia se puede medir la
amplificacion de AND sintetizado en cada momento, ya que la cantidad de fluorescencia
producida en la reaccion es proporcional a la cantidad de ADN formado. Los
termocicladores para llevar a cabo el PCR en tiempo real, incorporan un lector de
fluorescencia y estan disefiados para poder medir en cualguier momento, la
fluorescencia emitida en cada uno de los ciclos donde se realice la amplificacion. Los
sistemas de deteccion por fluorescencia utilizados en el PCR en tiempo real pueden ser
de dos tipos: agentes intercalantes y sondas especificas marcadas con fluorocromos

(Costa 2004).

3.1.4.2.1 Agentes intercalantes

Son fluorocromos que aumentan notablemente la emision de fluorescencia
cuando se unen a ADN de doble hélice. EI mas empleado en PCR a tiempo real es el
SYBR Green | (Lee., Squirrell, Leslie, Brown 2004). El incremento de ADN en cada ciclo
se refleja en un aumento proporcional de la fluorescencia emitida. Este sistema de
deteccidn tiene la ventaja de que la optimizacién de las condiciones de la reaccion es
muy facil y ademas, es mas barato que las sondas especificas. El principal

inconveniente de los agentes intercalantes es su baja especificidad, debido a que se


http://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_en_cadena_de_la_polimerasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Producto_(qu%C3%ADmica)
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unen de manera indistinta a productos generados inespecificamente o a dimeros de

cebadores, muy frecuentes en el PCR (Costa 2004).

Para mejorar la especificidad se deben emplear condiciones de reaccion optimas
y una seleccion cuidadosa de los cebadores para disminuir el riesgo de formacion de
dimeros. Ademas, es recomendable iniciar la reaccion de sintesis de ADN a
temperaturas elevada (hot-start PCR), lo cual disminuye de forma notable el riesgo de
amplificaciones inespecificas. Para ello se pueden usar polimerasas recombinantes
modificadas que sélo funcionan después de ser activadas a temperaturas elevadas
(Moretti, koons, Budowle 1998) o anticuerpos que bloquean el centro activo de la
polimerasa hasta que la reaccidn alcanza temperaturas altas en las que el anticuerpo
se desnaturaliza liberando la polimerasa y permitiendo su actividad. Ademas la mayoria
de los equipos para PCR a tiempo real tienen la posibilidad de determinar la
temperatura de fusion de los fragmentos amplificados. Cada fragmento amplificado
tiene una Temperatura de fusion caracteristica, que depende sobre todo de su longitud
y de la composicion de sus bases. Esta aplicaciébn permite comprobar, aunque no
siempre con absoluta garantia, la especificidad de los fragmentos detectados en la
PCR. Por otra parte, los agentes intercalantes no permiten la identificacion de

polimorfismos en la secuencia diana (Costa 2004).

3.1.4.2.2 Sondas de hibridacién especificas

Consisten en dos sondas marcadas con dos tipos de fluorocromos, un donadory

un receptor. El proceso se basa en la transferencia de energia fluorescente mediante
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resonancia (FRET) entre las dos moléculas. Las mas utilizadas son las sondas de
hidrélisis, también denominadas sondas TagMan, las sondas molecular beacons y las

sondas FRET (Costa 2004)

3.1.4.2.3 Sondas de hidrolisis

Son oligonucleétidos marcados con un fluorocromo donador en el extremo 5” que
emite fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el extremo 3'que absorbe la
fluorescencia liberada por el donador. Para que esto ocurra, las moléculas donadora y
aceptora deben estar espacialmente proximas. Ademas, el espectro de emision de la
primera se ha de solapar con el espectro de absorcion de la segunda. Mientras la sonda
esta intacta, la fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor. Sin
embargo, durante la amplificacion de ADN diana, la sonda se hibrida con su cadena
complementaria. Al desplazarse a lo largo de la cadena, en su accion de sintesis, la
ADN polimerasa de Thermus aquaticus, que tiene actividad 5’ exonucleasa, hidroliza el
extremo libre 5 de la sonda, produciéndose la liberacion del fluorocromo donador
(Holland, Abramson, Watson, Gelfand 1991). Como donador y aceptor estan, ahora,
espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por el primero es captada por el lector

(Costa 2004).

Figura 4. Mecanismo de las sondas de hidrdlisis (Costa 2004).
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3.1.4.2.4 Molecular beacons

Son sondas parecidas a las anteriores. Tiene una molécula donadora en el
extremo 5’y una aceptora en el extremo 3'pero, ademas, presentan una estructura
secundaria en forma de asa, en la que reside la secuencia de unidn especifica con el
ADN molde. Los extremos permanecen plegados cuando la sonda no esta hibridada, lo
que conlleva que donador y aceptor estén muy cerca uno de otro. En esta conformacion
la fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor y no es captada por
el lector del equipo. Sin embargo, al hibridar con el ADN molde la sonda se abre,
alejandose donador y aceptor, pudiendo ser detectada la fluorescencia emitida por el

primero (Cimino, Metchette, Tessman, Hearst, Isaacs 1991).

+
I

a0ON dann

Figura 5.Mecanismo de molecular beacons (Costa 2004)

3.1.4.2.5 Sondas FRET

Este sistema de compone de dos sondas que se unen a secuencias adyacentes
del ADN molde. Una de las sondas lleva un donador en el extremo 3’y la otra un

aceptor en el extremo 5°. Cuando las sondas estan hibridadas, los dos fluorocromos
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estan proximos. Al ser excitado el donador, se transfiere su energia al receptor que, a
su vez, emite la fluorescencia que detecta el lector del equipo. En todos estos sistemas,
el incremento de ADN en cada ciclo se corresponde con un aumento de hibridacion de
las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma proporcion de fluorescencia
emitida. El empleo de sondas garantiza la especificidad de la deteccion y permite
identificar polimorfismos o mutaciones puntuales, pero su coste es mas elevado que el
SYBR Green y la optimizacién de las condiciones de la reaccion resulta mas dificil

(Costa 2004).

Figura 6.Mecanismo de las sondas FRET (Costa 2004).

3.1.4.2.6 Equipos utilizados en el PCR en tiempo real

Estan compuestos por un termociclador y un lector de fluorescencia y disefiados
para poder efectuar la lectura de fluorescencia emitida en cada uno de los ciclos de la

reaccion. Las diferencias mas importantes entre los equipos que se encuentran
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actualmente en el mercado hacen referencia a la rapidez y al nUmero de muestras que
se pueden procesar al mismo tiempo. El nUmero de canales de lectura que presentan
los equipos también es importante. Disponer de varios canales de lectura permite
detectar la emision de varios tipos de fluorocromos a la vez. De esa manera, se
pueden usar varias sondas marcadas con distintos fluorocromos, para identificar
distintos tipos de ADN molde en la misma reaccion o incorporar controles internos a la

reaccion, para detectar la presencia de inhibidores (Costa 2004).

3.1.4.2.7 Ventajas del PCR en tiempo real

La primera gran ventaja de la PCR a tiempo real es su rapidez, puesto que no se
necesita ningun proceso adicional de deteccion. Ademas, gracias a su rapidez, estos
equipos se pueden rentabilizar al maximo, permitiendo un flujo mucho mayor de
muestras y de ensayos. Otra ventaja muy importante de la PCR a tiempo real es que al
utilizar sistemas cerrados, el riesgo de contaminacion disminuye de forma muy
importante (Weller, Elphistone, Smith, Boonham 2000). Los sistemas a tiempo real
permiten cuantificar la concentracion inicial de acido nucleico presente en las muestras
de manera mucho mas sencilla, mas precisa y sobre todo en un rango mucho mayor
gue en los procedimientos convencionales. Los equipos para PCR a tiempo real tienen
una gran capacidad ya que en el mismo instrumento se pueden llevar a cabo ensayos
cualitativos, cuantitativos, determinacion de mutaciones, PCR multiple, etc., mientras
que para los procedimientos convencionales se requieren multiples equipos (Costa

2004).
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3.1.4.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa Anidada (Nested PCR)

Técnica que comporta dos reacciones en cadena de la polimerasa (PCR)
sucesivas, con dos pares de cebadores distintos, de tal modo que los cebadores
utilizados en la segunda PCR (internal o nested PCR) flanqueen una region genémica
amplificada en la primera reaccion en cadena (external PCR) (Gonzalo, Diaz,

Saladrigas-Isenring, Halphen 2003)

Este método intenta reducir la contaminacion en el producto, debido a la
amplificacion de sitios de unién no esperados. Ademas, El método de la PCR anidada
se utiliza sobre todo cuando se tienen pequefias cantidades del ADN de interés o
cuando se quieren evitar las amplificaciones inespecificas que a veces se observan con
la PCR clasica, dado que en cada etapa se realiza un nimero menor de ciclos (las PCR
de muchos ciclos conllevan a menudo errores de lectura y de sintesis, debido, entre
otras cosas, a la falta de fidelidad de la polimerasa Taq) (Gonzalo, Diaz, Saladrigas-

Isenring, Halphen 2003).

Ademas, si el producto de la primera PCR es el resultado de una amplificacion
inespecifica, el segundo par de cebadores internos no reconocera la secuencia
complementaria, y por consiguiente no habra amplificacion. Cabe mencionar que
aunque el método en si comprende dos reacciones en cadena de la polimerasa
consecutivas, lleva el nombre de la segunda PCR (la internal PCR o nested PCR) por
ser esta segunda reaccion la que aporta el amplicon de interés (Gonzalo, Diaz,

Saladrigas-Isenring, Halphen 2003).
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Figura 7.Mecanismo de funcionamiento de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Anidada (Gonzalo, Diaz, Saladrigas-Isenring, Halphen 2003)

3.1.4.4 Medio Semiselectivo y Diferencial

El aislamiento de R. solanacearum, a partir de tejido fresco proveniente de
plantas sintomaticas, generalmente no suele presentar mayores complicaciones,
debido a la alta densidad del patogeno en el tejido. Sin embargo, el aislamiento del
patogeno a partir de plantas asintomaticas presenta mayor dificultad, debido a la baja
cantidad de células viables presentes. Como es de esperar, el aislamiento del

patogeno a partir de muestras de suelo, es la manera mas problematica debido a la
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presencia de otros microorganismos, muchos de los cuales se multiplican mas

rapidamente de lo que lo puede hacer R. solanacearum (Schaad, Jones, Chun 2001).

Distintos medios han sido descritos para el aislamiento de R. solanacearum,
pero ninguno es completamente satisfactorio, ya que estos no son capaces de
sostener el crecimiento de todas las cepas de R. solanacearum, y/o no son capaces de
suprimir el crecimiento de las bacterias Gram negativas que estén o no emparentadas.
El medio mas conocido y mas ampliamente utilizado es SM-1, SMSA y el SMSA
modificado. Aunque SMSA y su modificaciébn contienen glicerol, el reemplazo del
glicerol por glucosa puede ser ventajoso ya que de esta manera se permite un
crecimiento mas rapido de R. solanacearum evitando asi algunos de los problemas de

competencia y antagonismo con otras bacterias (Schaad, Jones, Chun 2001).

En medio de incubacion SMSA deben transcurrir de 48-72 horas a 28 C para
gue se presente un crecimiento 6ptimo del patégeno. Plantas hospederas pueden ser
explotadas para realizar aislamientos de suelo o para aislar numerosas poblaciones

(Schaad, Jones, Chun 2001).

3.1.4.5 Técnicas seroldgicas

Los anticuerpos han sido muy utilizados y en muchos formatos de prueba para

deteccion e identificacion de bacterias. Los formatos mas populares y exitosos incluyen

aglutinacion, ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA),
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inmunofluorescencia (IF), prueba lateral de tira de flujo y ensayos a través de flujo

(Schaad Jones, Chun, 2001).

3.1.4.5.1 Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas ELISA

ELISA es una técnica que utilizada anticuerpos enzimaticamente marcados para
detectar bacterias o secreciones bacterianas y extractos que son unidos a un soporte
solido. Cuando el anticuerpo se une al patébgeno que se desea detectar la enzima
produce un cambio de color en el sustrato. Si se presentan condiciones favorables,
ELISA puede ser utilizada en la deteccion de bacterias en plantas sintomaticas debido a
que estas muestras contienen elevadas poblaciones del patégeno (mayor de 10E5
CFU/ml). Varios protocolos de ELISA han sido mejorados para detectar bacterias a
concentraciones tan bajas como 10E3 CFU/mI pero tal sensibilidad no es tipica en la
mayoria de ensayos de ELISA en la deteccion de bacterias. A concentraciones
bacterianas por debajo de 10E5, la bacteria deberia de ser cultivada primero (Schaad,

Jones, Chun 2001).

Esta técnica ha sido utilizada para la deteccion e identificacion de R.
solanacearum (Machmud, Suryadi 2008), sin embargo esta técnica aun no se ha
desarrollado al punto de ser totalmente fiable. Anticuerpos policlonales hechos para
células de R. solanaceracum han representado buena sensibilidad en métodos como el
ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), e inmunofluorescencia es
ahora un método aceptado para la deteccion de tejido vegetal infectado en estado

latente. Sin embargo, debido a que se podia presentar una reaccion cruzada con
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organismos muy relacionados como R. pickettii, las muestras positivas deben ser
confirmadas por un segundo meétodo. En contraste, casi todos los cuerpos
monoclonales producidos son muy selectivos, y no reaccionan con todas las cepas de

R. solanacearum (Schaad, Jones, Chun 2001).

3.1.4.5.2 Inmunofluorescencia

La técnica de inmunofluorescencia utiliza anticuerpos con marcadores
fluorescentes para identificacion de bacterias. Estos métodos utilizan anticuerpos que
reaccionan con las células antigenas de la bacteria las cuales son visualizadas en el
microscopio por sus marcadores fluorescentes. Este es el Unico método que combina
inmuno-reconocimiento con la observacion directa de las propiedades celulares. IF es
regularmente utilizado para confirmar la identidad de bacterias conocidas en cultivos
mixtos. Aunque el método consume un tiempo considerable y requiere de un largo
entrenamiento, este puede producir ensayos sensibles sustituibles para detectar
muestras vegetales negativas. Esta técnica puede ser aplicada a colonias o bien a

células individuales (Schaad, Jones, Chun 2001).

En el protocolo de inmunofluorescencia colony-stining (IFC), agar derretido es
mezclado con una muestra que contenga células vivas y luego se deja solidificar.
Microcolonias se forman des pues de transcurridas 24 a 72 horas de incubacion,
tiempo en el cual el agar se seca y forma una pelicula. La pelicula de agar es
rehidratada con una conjugacion especifica de anticuerpos, posteriormente se lava y

observa utilizando un microscopio epifluorescente. Colonias positivas son identificadas
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por observacion fluorescente bajo una baja amplificacion (40X). La sensibilidad es
mucho mayor debido al paso de enriquecimiento, alcanzando niveles de deteccion tan
bajos como 10E2 CFU/mI. IFC tiene la ventaja de poder diferencia entre células vivas
y muertas debido a que solo las células viva pueden formar microcolonias y las células

muertas son insensibles (Schaad, Jones, Chun 2001).

3.2 MARCO REFERENCIAL

3.2.1 Zonas de muestreo

El trabajo de deteccion de Ralstonia solanacearum sequevar 1, fue llevado a
cabo mediante un muestreo dirigido, enfocado en las zonas productoras de papa
(Solanum tuberosum) y tomate (Lycopersicum esculentum L) de la Republica de
Guatemala, en donde el sequevar | ha sido identificado. Estas zonas comprenden el
departamento de Chimaltenango en el municipio de Patzcia, el cual se ubica en el
altiplano central, al igual que en el municipio de Santa Maria de Jesus que se ubica en
el departamento de Sacatepéquez. El trabajo de deteccion fue realizado dentro de los
siguientes municipios 0 zonas pertenecientes a los departamentos anteriormente
descritos.

Cuadro 2. Departamentos y municipios de estudio

Departamento Municipio

Chimaltenango Patzicia

Sacatepéquez Santa Maria de Jesus
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3.2.1.1 Patzicia, Chimaltenango

Patzcia pertenece al departamento de Chimaltenango y cuenta con una
extension territorial de 44 kildmetros cuadrados. Se encuentra ubicado entre los
14°37°54"" latitud norte, 90°55°30"" longitud oeste y a una altura de 2130msnm. Limita
al norte con Santa Cruz Balanya, al oeste con Patzin, al este con Zaragoza y al sur
con Acatenango y San Andrés lItzapa, todos municipios del departamento de

Chimaltenango.

3.2.1.2 Santa Maria de Jesus, Sacatepéquez

Santa Maria de Jesus constituye uno de los 16 municipios del departamento de
Sacatepéquez, Republica de Guatemala. Cuenta con una extension territorial de 34
kilbmetros cuadrados. La cabecera municipal se encuentra a 2070 msnm. Latitud de
14° 29" 357, longitud 90° 42°35".  Colinda con Magdalena Milpas Altas y Antigua
Guatemala (Sacatepéquez), al este con AmatitlAn (Guatemala), al sur con Palin

(Escuintla), al oeste con Antigua Guatemala y Ciudad Vieja (Sacatepéquez).

3.2.2 Laboratorios de investigacion

Ademés de los trabajos en campo, que se realizaron para la deteccién de
Ralstonia solanacearum sequevar 1, también fueron necesarios algunos trabajos de
laboratorio, los cuales fueron llevados a cabo en el laboratorio de Biotecnologia de la
Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, Edificio T-8,

Laboratorio B-12, Ciudad Universitaria, zona 12, Ciudad de Guatemala, Guatemala.
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3.2.3 Detecciones realizadas de Ralstonia solanacearum a través de distintas
técnicas

Segun Patrik (2000), en su trabajo de deteccibn de R. solanacearum en
muestras de tubérculos de papa a través de PCR convencional, se logré la
identificacion de distintas cepas de R. solanacearum utilizando los cebadores PS-1/PS-
2 (Cuadro No. 2) los cuales amplifican una region de 553 pares de bases
correspondiente a una region parcial del gen 16S rRNA. Asi mismo, logré niveles de
sensibilidad en un rango de 10E1 — 10E3 células por mililitro de un homogenizado de
papa.

Cuadro 3. Secuencia de los cebadores y tamafio de amplificacion de los fragmentos de

ADN (Patrick 2000).

Secuencia de los cebadores Tamafio del producto del
Cebador
5-3 PCR
PS-1 agt cga acg gca gcg ggg g
553 pares de bases
PS-2 ggg gat ttc aca tcg gtc ttg ca

En el trabajo de deteccion de R. solanacearum en muestras de suelo a través de
PCR en tiempo real segun Huang, Wu, Li, Xiao Wang (2009) se utilizé el gen de la
endoglucanasa como secuencia de ADN objetivo para realizar un estudio altamente
especifico y sensitivo. Los cebadores utilizados fueron R. sol 1 y R.sol 2, mientras que
la sonda utilizada fue Rs-pro (Cuadro No. 3) Tag Man y SYBR Green I. La
especificidad de los cebadores fue probada a través de una electroforesis en gel de

agarosa, mientras que la especificidad de la sonda fue determinada a través de PCR
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en tiempo real. Los cebadores R. sol 1 y R.sol 2 amplificaron una segmento de 331
pares de bases. Para evaluar la especificidad, este segmento fue secuenciado y se
determino que la region amplificada correspondia al gen de la endoglucanasa de R.
solanacearum. La sensibilidad alcanzada con PCR convencional fue de 100 fg ul -1,

mientras que en el PCR en tiempo real la sensibilidad fue de 2 fg pl -1.

Cuadro 4. Secuencia de los cebadores y sondas, y tamafio de amplificacion de los

fragmentos de ADN (Huang, Wu, Li, Xiao Wang 2009).

Secuencia de cebador y sonda 5°- | Tamafo del producto del
Cebador y sonda
3 PCR
R.sol 1 cCg aca cca cga ccc tga a 331 pares de bases
R.sol 2 gcg gac gga tag atg tag ttg c
Rs-pro acc tgg cat acc ttg gcg aca cc

Segun Pradhanang, Elphistone, Fox (2000), en el trabajo de comparacion de
diferentes técnicas de deteccién de R. solanacearum en muestras de suelo, utilizo las
técnicas de cultivo en medio SMSA modificado pudiendo detectar hasta niveles por
debajo de 102 CFU por gramo de suelo. A través de la técnica de bioensayo en
plantulas de tomate la deteccién se llevo a cabo con poblaciones de 7.5X10"5 CFU por
gramo de suelo. Con la técnica ELISA se detectaron niveles por debajo de 10" CFU
por gramo de suelo cuando la suspensién fue primeramente incubada en medio SMSA
modificado. Por medio de la técnica de PCR anidada los niveles del patégeno detectado

fueron similares a los obtenidos con el medio SMSA modificado pero Unicamente
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cuando las muestras de suelo fueron primeramente enriquecidas en el medio de cultivo

SMSA modificado.
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4 OBJETIVOS

General

Determinar si a través de la técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa

en Tiempo Real (Q-PCR) es posible la deteccion de Ralstonia solanacearum

sequevar 1.

Especificos

Evaluar la especificidad de la técnica de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa en tiempo real (Q-PCR) en la deteccion de Ralstonia solanacearum

sequevar 1.

Determinar la efectividad de la técnica de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa en tiempo real Q-PCR, en la deteccion de Ralstonia solanacearum

sequevar 1.
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5 HIPOTESIS

La técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real, amplificara
una region de ADN ubicada dentro del gen de la endoglucanasa, la cual es especifica
para Ralstonia solanacearum sequevar 1, con lo cual se demostrara la especificidad de

la técnica en la deteccion del patégeno.

La técnica de Reaccidén en Cadena de la Polimerasa convencional, llevada a cabo
a partir de colonias cultivadas en el medio Semiselectivo de Sudéafrica Modificado
(SMSA), amplificara una region especifica de Ralstonia solanacearum sequevar 1 al
igual que la técnica de Reacciébn en Cadena de la Polimerasa en tiempo real,
con lo cual se demostrara la efectividad de la técnica de la Reaccion en Cadena de la

Polimerasa en tiempo real en la deteccién del patégeno.
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6 METODOLOGIA

6.1 Seleccion del area a muestrear

Debido al objetivo de la investigacion, en la cual se pretendié evaluar la técnica
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real en la deteccion del sequevar
| de Ralstonia solanacearum y no una identificacion de las zonas en donde el patdogeno
se encuentra presente a nivel nacional, se seleccionaron como campos de muestreo los
municipios de Patzicia y Santa Maria de JesuUs para realizar un muestreo dirigido,
debido a que trabajos realizados anteriormente mostraron la presencia de Ralstonia

solanacearum sequevar 1 (Sanchez 2008).

Las muestras de suelo, planta y tubérculo de la plantacién de papa, fueron
obtenidas del campo de muestreo ubicado en el municipio de Patzicia, mientras que
las muestras de suelo y plantas, de campos de cultivo de tomate, fueron obtenidas del

campo de muestreo ubicado en Santa Maria de Jesus,

6.2 Tomay almacenamiento de muestras
6.2.1 Muestras de suelo

Siguiendo la metodologia descrita por Priou, Gutarra, Aley (2006), en campos
con cultivos de papa, ubicados en Patzicia, se tomaron las muestras en la rizésfera de
las plantas. La profundidad de muestreo fue de aproximadamente 5 a 15 cm evitando
asi areas de alta fluctuacion de humedad y temperatura que pudieron influir en las

poblaciones bacterianas. Se colectaron aproximadamente 100 g de suelo por muestra
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con una pala de mano, la cual fue desinfestada con hipoclorito de sodio al 0.5% y
enjuagada con agua después de la toma de cada muestra. Se recolectaron 5 muestras

por cada campo de muestreo para un total de 10 muestras de suelo.

Las muestras colectadas fueron colocadas en bolsas de polietileno, las cuales
se mantuvieron abiertas durante el muestreo. Las muestras fueron trasladadas al
laboratorio evitando el exceso de calor. En el laboratorio las bolsas fueron abiertas y
almacenadas favoreciendo la ventilacion, evitando asi la multiplicaciéon de bacterias
antagonistas y anaerébicas. Las muestras que no fueron trabajadas inmediatamente,
fueron conservadas por un periodo maximo de una semana en almacenaje frio

(temperatura entre 10 y 15°C), manteniendo la humedad de las muestras.

6.2.2 Muestras de tejido vegetal

Para la recoleccion de estas muestras se identificaron plantas de papa que
presentaban el sintoma tipico de la marchitez. Se tomaron 5 plantas en el campo de
muestreo para un total de 5 muestras. Al momento de realizar la recoleccién de las
muestras se realiz0 una desinfestacion de las manos con alcohol al 70%,
seguidamente se arrancaron las plantas procurando extraer los tubérculos.
Posteriormente, se cortd una porcion de tallo de aproximadamente 5 cm. Para el caso
de los tubérculos, no se realiz6 ningun corte, siendo tomadas 5 muestras. Las
muestras de tejido de tallo fueron almacenadas en tubos de ensayo estériles, mientras
gue los tubérculos se almacenaron en bolsas plasticas igualmente estériles evitando la

exposicion directa al sol.
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Para la recoleccion de plantas de tomate, en su respectivo campo de muestreo,
el procedimiento fue el mismo para la toma de muestras de suelo y tallo. Finalmente,

se obtuvieron 25 muestras obtenidas de los dos campos de muestreo.

6.3 Preparaciony esterilizacién de las soluciones de extraccion

Para la obtencion de la bacteria a partir de las muestras de suelo, se procedio a
la preparacién de una solucién de extraccién, para la cual se utilizaron 2000 mL de
agua destilada, a los cuales se les agrego6 el contenido el paquete 1, el cual se muestra
en el cuadro 5. Se realiz6 una aplicacion de 3.5 mL de hidréxido de sodio a la solucion

para alcanzar un pH de 7.4 tal y como se establece en la receta de preparacion.

La preparacion y almacenamiento de la solucién de extraccién, que fue utilizada
para preparar la solucién del suelo, se realizé en frascos limpios. La esterilizacion se
realizé por medio de autoclave (20 minutos a 120°C) y se llevo a cabo después de la

preparacion, posteriormente fue almacenados en una refrigeradora.

Seguidamente se mezclaron 10 g de suelo con 90 ml de la solucién de
extraccién, posteriormente se agitd a 180 rpm durante 30 minutos a temperatura
ambiental. Esta solucidén se dejo decantar por 40 segundos. De esta solucién se tomo
una alicuota para realizar el aislamiento de la bacteria y para llevar a cabo el PCR en

tiempo real.
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Cuadro 5. Materiales para la preparacion de la solucion del suelo (Priou,

Gutarra, Aley 2006).

Paquete

Nombre

Composicion quimica

Tampon de extraccion pH

7.4

NaCl=16.0g
KH2PO4 = 0.4 g
KCl=0.4g¢

Na2HPO4 =2.3 g

6.4 Aislamiento y purificacion de la bacteria

El medio de cultivo utilizado para llevar a cabo el aislamiento de R. solanacearum
fue el Medio Semiselectivo Sudafrica modificado (1 litro): Caseina hidrolizada 1 g,
Peptona 10 g, Glicerol 1 ml, Agar 17 g, Triphenyl tetrazolium chloride (TZC) 5 ml (se
agrega luego del proceso de esterilizacién en autoclave). Luego se disolvié en 5 ml de
etanol al 70% por 30 minutos cada uno de los componentes siguientes: cristal violeta 5
mg, Polymyxin 3 sulfato 100 mg, Bacitracina 25 mg, Cloromicetina 5 mg, Penicilina 0.5

mg, Ciclohecimida 100 mg. Agregar. Estos fueron disueltos antes de agregarlos al

medio autoclaveado (Sanchez P, Mejia, Fegan, Allen 2008).

Luego de la preparacion del medio de cultivo se llevé a cabo el aislamiento del

patdgeno a partir de las muestras de tallo, tubérculo y suelo de la siguiente manera.

1. Los tubérculos fueron lavados con agua eliminando residuos de cualquier

procedencia.
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2. Se obtuvo una porcion de tejido vascular, de aproximadamente 3 gramos, el cual
se macer6 en un mortero afladiendo 5 ml de agua estéril (2-3 minutos). De igual
forma se realizo con el tejido caulinar.

3. De la mezcla obtenida se tomé una alicuota de 15 pl, la cual fue colocada sobre
las placas que contenian el medio SMSA. Seguidamente se realizdé un estriado
utilizando un asa de inoculacion debidamente esterilizada. Para el caso de la
muestra de suelo, se tomo una alicuota 15 pl de la solucion obtenida con el
tampon de extraccion descrita anteriormente, realizando el mismo procedimiento
para lleva a cabo el estriado.

4. Los medios de cultivo fueron colocados a temperatura ambiente (28°C) durante
48-72 horas para el desarrollo de las colonias.

5. Por ultimo se realizé la purificacion de las colonias. Se seleccionaron las colonias
con caracteristicas propias de Ralstonia sonalacearum, consistencia mucoide y

coloracién rojiza para su posterior replicacion.

6.5 Condiciones de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real

Para llevar a cabo la reaccion la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo
real (Q-PCR) se utilizaron 8 pl de la mezcla obtenida por maceracion del tejido
vascular de tubérculos y tallos, la cual corresponde a la misma mezcla que fue utilizada
para llevar a cabo el estriado sobre los medios SMSA. Para el caso de las muestras de

suelo, se emplearon 8 ul de la solucion obtenida con el tampon de extraccion.
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La reaccion fue llevada a cabo en tubos Eppendorf de 0.2 ml, colocando 17l de
Master Mix, 8 ul de cada muestra. El Master Mix estuvo compuesto de 25ul de agua
esterilizada, 125l de BioRad SYBR Green supermix, 10ul del cebador delantero 630 y

10pl del cebador de reversa 631.

Los cebadores especificos para la deteccion de Ralstonia solanacearum

sequevar 1que fueron utilizados tienen la siguiente secuencia (Weller 2000):

630 (5"-ATACAGAATTCGACCGGCAC-3")

631 (5"-AATCACATCCAATTCGCCTACG-3")

La amplificacién llevada a cabo por el termociclador consistio de los siguientes
ciclos: primer ciclo de 10 minutos a 95 'C, seguido de 30 ciclos de 15 segundos a 94

°C, 15 segundos a 58 ‘C y 30 segundos a 72 °C (Champoiseau, Jones, Allen 2009).

6.6 Condiciones de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa convencional

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa convencional se llevé a cabo a partir de
las colonias bacterianas empleando para ello tubos Eppendorf de 0.2 ml adicionando
ADN molde 40 ng, Amortiguador 10X 2.5 pL, 25 mM MgCl; 2.5 mM, 2.5 mM dNTPs
0.25 mM, Tag polimerasa 5 U/uL 0.5u/reaccion, Cebador delantero 10 pM 1 uM,

Cebador reversa 10 uM 1 pM (Sanchez P, Mejia, Fegan, Allen 2008).
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Los cebadores especificos para deteccion de Ralstonia solanacearum sequevar 1 que

se emplearon poseen la siguiente secuencia (Weller 2000):

630 (5"-ATACAGAATTCGACCGGCAC-3")

631 (5"-AATCACATCCAATTCGCCTACG-3)

La amplificacion de las reacciones de PCR se realizé en un termociclador por medio de

los siguientes ciclos: 3 minutos a 96°C, seguido de 30 ciclos de 15 segundos a 94°C, 30

segundos a 58°C y 30 segundos a 72°C. La reaccién se completara con 5 minutos a

72°C (Sanchez P, Mejia, Fegan, Allen 2008).

6.7 Protocolo de electroforesis

Para efectuar la electroforesis se utilizd un gel de agarosa al 1.5% para el corrido de las

cadenas de ADN luego del PCR. El procedimiento fue el siguiente (Rodriguez 2007):

a.

b.

Pesar y preparar la solucion de agarosa la cual se fundié en horno microondas.
Se colocé la solucion en un molde nivelado horizontalmente y ya también el
molde para pozos con el nimero de celdas a utilizarse.

Se dejo reposar hasta que se solidificé la solucién.

. Se coloco el gel sélido sobre la camara de electroforesis y se agregd buffer

(TBE a 0.5X).
Se aplicd 2 pL de buffer de carga por muestra de ADN.

Se agreg6 el marcador de peso.
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g. Se llenaron los pozos con las muestras obtenidas por PCR, evitando la
contaminacion y mezcla entre las mismas.

h. Se proveyo la fuente de poder a la camara para iniciar la electroforesis.

i. Termino la electroforesis cuando el color del cargador avanz6 aproximadamente
2/3 partes del gel.

j. Seguidamente se coloco el gel en la solucion de Bromuro de Etidio y buffer para
su tincién. Se sumergié el gel con agitacion durante 10-15 minutos, tomando las
precauciones necesarias para su manejo dado a las caracteristicas
cancerigenas del Bromuro de Etidio.

k. Finalmente se coloc6é el gel en un trasiluminador y se observé con luz
ultravioleta.

|.  Se observaron los resultados de la corrida de ADN y se archivaron fotos para su

posterior analisis.

6.8 Andlisis e interpretacién de los resultados

Los resultados obtenidos a través del PCR en Tiempo Real, fueron analizados en
base a comportamiento de las graficas obtenidas por medio del termociclador, las
cuales mostraron el proceso de amplificacion en tiempo real. Las muestras que fueron
positivas, mostraron un incremento significativo de la fluorescencia emitida por la
sonda alrededor de los primeros 25 ciclos de amplificacion; por el contrario, cuando el
comportamiento de la emision de fluorescencia no presentd un incremento durante los

primeros 25 ciclos de amplificacion, se tomO como una reaccion negativa aunque si
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presentd un incremento de la fluorescencia al final del proceso. Mediante estos

parametros se evalué la especificidad de la reaccion.

Por otra parte, la informacion obtenida con el PCR en Tiempo Real, a partir de las
diferentes muestras analizadas, fue comparada con los resultados obtenidos con el
PCR convencional. Con esta comparacion de datos se pudo verificar la efectividad del
PCR en Tiempo Real, ya que la técnica convencional ofrece resultados confiables
debido a que los protocolos utilizados han sido validados a través de numerosas

investigaciones.



50

7 RESULTADOS Y DISCUSION

Luego de la obtencién de las muestras de tejido vegetal y de suelo se procedio a
realizar el aislamiento de la bacteria a través del medio SMSA, obteniendo los

siguientes resultados.

7.1 Siembray aislamiento de Ralstonia solanacearum

Posteriormente al estriado realizado en las placas con medio SMSA, se
observaron crecimientos de colonias bacterianas de forma irregular, las cuales
mostraron una consistencia lechosa, mucoide y blanquecina de coloracién rojiza al
centro, tipico del patébgeno de estudio. Este crecimiento se observo a partir de 72
horas después de la siembra, presentando una velocidad de crecimiento homogénea
para todas las muestras. De la totalidad de aislamientos realizados, se obtuvieron 17

muestras positivas, tanto de suelo como de tejido vegetal.

Figura 8. Aislamiento positivo de R. solanacearum
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Las muestras identificadas como negativas no mostraron crecimiento bacteriano
alguno en el medio SMSA aun después de transcurridos 5 dias. Por otra parte, aunque
hubo crecimiento de algunas colonias en el medio SMSA, las -caracteristicas
morfologicas de las colonias no correspondian a las del patégeno de interés. De esta

forma se confirmé la ausencia del patégeno en la muestra analizada.

Figura 9. Aislamiento negativo de R. solanacearum

Los resultados del total de muestras analizadas se muestran en el siguiente cuadro.

Cuadro 6. Resultados obtenidos de los aislamientos.

CRECIMIENTO CODIGO DE
MUESTRA
BACTERIANO AISLAMIENTO
Suelo Positivo M1
Patzcia, Suelo Positivo M2
Chimaltenango Suelo Negativo M3
Suelo Negativo M4
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Continuaciéon Cuadro 6...

Suelo Positivo M5
Tallo Positivo M6
Tallo Negativo M7
Tallo Positivo M8
Patzcia, Tallo Positivo M9
Chimaltenango Tallo Positivo M10
Tubérculo Negativo M11
Tubérculo Positivo M12
Tubérculo Positivo M13
Tubérculo Positivo M14
Tubérculo Negativo M15
Suelo Positivo M16
Suelo Positivo M17
Suelo Positivo M18
Suelo Negativo M19

Santa Maria de
Suelo Negativo M20

Jesus,

Tallo Positivo M21

Sacatepéquez
Tallo Negativo M22
Tallo Positivo M23
Tallo Positivo M24
Tallo Positivo M25
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7.2 Deteccion de Ralstonia solanacearum sequevar 1 mediante la técnica de

PCR convencional

Partiendo de las muestras positivas obtenidas en el medio SMSA, se procedi6 a
realizar una amplificacion mediante PCR convencional para la identificacion del
sequevar 1 a nivel molecular. Se obtuvieron 12 resultados positivos para la totalidad de

las 17 muestras identificadas como positivas en el medio SMSA.

Una vez finalizado el proceso de amplificacion se logré la identificacion de
segmentos amplificados de 307 pares de bases correspondientes a la region especifica
para el sequevar 1, los cuales fueron observados mediante una electroforesis en gel de

agarosa 1.5%.

M1 M6 M1l M16 M21 CP CN M

Segmento de 307 pares de base replicadas del ADN de los aislamientos positivos
Figura 10. Producto amplificado mediante PCR utilizando los cebadores especificos
630 y 631 para la deteccion de R. solanacearum sequevar 1. CP control positivo, CN

control negativo, M marcador de peso molecular.

En las muestras identificadas como negativas, no se obtuvo la amplificacion del

segmento especifico para el sequevar 1. La ausencia de dicha amplificacion puede ser
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debida a una incorrecta identificacion de las colonias obtenidas a partir de la incubacion
en el medio SMSA (falso positivo), razon por la cual los primers no encontraron el sitio
especifico de hibridacién para poder dar inicio a la amplificacion del segmento de

interés.

Por otra parte, aunque las colonias identificadas en el medio SMSA si
correspondieran a la bacteria Ralstonia solanacerum, no necesariamente corresponden
al sequevar 1, razon por la cual los primers tampoco encontraron el sitio especifico de
hibridacién para iniciar la amplificacién. Una tercera causa pudo haber sido la poca
cantidad de ADN bacteriano disponible al momento de iniciar la amplificacion por PCR,
sin embargo, esta causa puede ser descartada debido a que la cantidad de ADN
utilizada para todas las muestras fue la misma, de manera que si la cantidad hubiera

sido insuficiente, se hubieran presentado resultados negativos para todas las muestras.

Cuadro 7. Resultado de las muestras analizadas mediante PCR convencional, a partir

de colonias obtenidas del medio SMSA.

Cadigo de

. . M1 M2 M5 M6 M8 M9 M10 M12 M13
aislamiento

Amplificacién
por Q-PCR Positivo | Negativo | Positivo | Positivo | Negativo | Positivo | Negativo | Positivo | Positivo
307 pb

Caddigo de

. . M14 M16 M17 M18 M21 M23 M24 M25
aislamiento

Amplificacion
por Q-PCR Positivo | Positivo | Negativo | Positivo | Positivo | Negativo | Positivo | Positivo
307 pb
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7.3 Deteccion de Ralstonia solanacearum sequevar 1 mediante la técnica de

PCR en Tiempo Real

Mediante la amplificacion a través de PCR en tiempo real se logro identificar 9
muestras positivas, las cuales mostraron un comportamiento exponencial de la curva
de amplificacion, atravesando el umbral de ciclo antes de los 25 ciclos de amplificacion.
Este comportamiento fue debido a la hibridacion de los primers en los sitios especificos
del ADN bacteriano, formando asi segmentos de amplificacion bicatenarios, en los
cuales el agente intercalente SYBR green se introdujo en la doble hebra de ADN para
producir destellos de fluorescencia, los cuales fueron captados por el sensor éptico del

termociclador indicando asi la presencia del sequevar 1 de R, solanacearum.

Por el contrario, las muestras negativas no mostraron un incremento de
fluorescencia a lo largo de los ciclos de amplificacion, debido a la ausencia de la
secuencia especifica de ADN para que los primers se hibridizaran, estableciendo asi la
ausencia del sequevar 1. La cantidad inicial de ADN es otra causa por la cual la curva
de amplificacion atravesoé el umbral de ciclo mas alla del limite establecido (25 ciclos)
pues se necesita de una cantidad mayor de ciclos para que la cantidad de copias del
segmento amplificado sean las suficientes para que el destello de fluorescencia, emitido
por el SYBR green, sea suficiente para ocasionar un comportamiento exponencial de la
curva de amplificacion, pues cabe mencionar que la cantidad de fluorescencia es

directamente proporcional a la cantidad copias del segmento amplificado.
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Figura 11.Curvas de amplificacién Q-PCR. CP control positivo CN control

negativo

Sin embargo, se establece un umbral en el nUmero de ciclos de amplificacion, ya
que los primers utilizados contienen regiones con secuencias complementarias por lo
que podria darse una hibridacién entre ellos y como consecuencia el agente
intercalante emitiria destellos de luz al ubicarse entre el segmento bicatenario. Esta
situacién se observo en el control negativo, pues a pesar que se utilizé agua estéril,
como producto para la amplificacién, la curva de amplificacibn mostré un
comportamiento exponencial a partir de los 35 ciclos, atravesando asi el umbral de

ciclo a pesar de no contener ADN especifico para que se pudiera llevar a cabo la

reaccion de amplificacion.
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A continuacidon se muestran los resultados de las muestras analizadas.

Cuadro 8. Resultados de la amplificacion mediante Q-PCR.

SITIO DE PRODUCTO DE | CODIGO DE LA
MUESTRA TC )
MUESTREO AMPLIFICACION MUESTRA
Suelo 22 Positivo M1
Suelo 35 Negativo M2
Suelo 38 Negativo M3
Suelo 30 Negativo M4
Suelo 32 Negativo M5
) Tallo 22 Positivo M6
Patzcia,
. Tallo 28 Negativo M7
Chimaltenango
. Tallo 30 Negativo M8
Patzcia,
. Tallo 20 Positivo M9
Chimaltenango

Tallo 30 Negativo M10
Tubérculo 32 Negativo M11
Tubérculo 22 Positivo M12
Tubérculo 30 Negativo M13
Tubérculo 20 Positivo M14
Tubérculo 33 Negativo M15
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Continuacién cuadro 8...

Suelo 20 Negativo M16

Suelo 34 Negativo M17

Suelo 22 Positivo M18

Suelo 34 Negativo M19

Santa Maria de Suelo 32 Negativo M20
Jesis, Tallo 34 Negativo M21
Sacatepequez Tallo 20 Positivo M22
Tallo 34 Negativo M23

Tallo 19 Positivo M24

Tallo 20 Positivo M25

Al realizar la comparacion de resultados, entre la técnica de PCR convencional y
el PCR en tiempo real, se observé que 5 muestras no fueron coincidentes. Para 4 de
estas muestras se presenta una reaccion positiva para el PCR convencional pero
negativa para el PCR en tiempo real. Esto pudo deberse a la cantidad inicial de ADN
utilizado para llevar a cabo la amplificacién con el PCR en tiempo real, ya que se
necesita de un mayor numero de ciclos de para producir un comportamiento
exponencial de la curva de amplificacion, mientras que en el PCR convencional se
dispone de un mayor numero de ciclos y no se establece un umbral en el nUmero de
ciclos de amplificacion, de manera que aunque no se haya obtenido un gran nimero de

copias del segmento de interés, la banda correspondiente a dicho segmento puede ser
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observada en el gel de agarosa aunque la fluorescencia emitida por el bromuro de

etidio no sea tan alta.

Para el caso de la muestra identificada como positiva por el PCR en tiempo real y
negativa por el PCR convencional, la diferencia en el resultado pudo ser debida a una
mala identificacion de las colonias bacterianas que crecieron en el medio SMSA (falso
negativo) quedando descartada desde este momento, para realizar una amplificacion

por PCR convencional.

La hibridacion de los primers entre si, quedo6 descartada debido a que la curva
de amplificacion atraveso el umbral a los 20 ciclos de amplificacién, lo cual indica una
alta cantidad de ADN bacteriano inicial en el cual los primers hibridaron al encontrar su

secuencia complementaria correspondiente al sequevar 1.
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8 CONCLUSIONES

Es posible realizar la deteccion de la bacteria Ralstonia solanacearum al nivel del
sequevar 1 partiendo de muestras de suelo y tejido vegetal utilizando la técnica

de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (Q-PCR).

La técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real es capaz
de realizar una deteccion especifica para el sequevar 1 de la bacteria Ralstonia
solanacearum, debido a que mediante el empleo de esta técnica se logré la
amplificacion de un segmento 307 pares de bases de ADN localizado en la

region del gen de la endoglucanasa.

La efectividad de la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en
Tiempo Real para la deteccidn especifica de la bacteria Ralstonia solanacearum
sequevar 1 se establecié en un 80% al lograr los mismos resultados en 20 de las
25 muestras analizadas mediante las dos modalidades de la Reaccion en

Cadena de la Polimerasa.
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9 RECOMENDACIONES

e Evaluar el uso de sondas de hibridacion especificas para evitar los falsos
positivos que pueden presentarse mediante el uso de agentes intercalantes.
Esto con el fin de realizar una mejor evaluaciéon de la especificidad de la técnica

evaluada.

e Ampliar las zonas de estudio para identificar la presencia de la bacteria Ralstonia

solanacearum sequevar | a nivel nacional.

e Desarrollar nuevos protocolos para el uso de la técnica Q-PCR en la deteccion

de patdgenos que afecten a cultivos de interés econdémico.
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