DETECCION DE Rhizoctonia solani EN TEJIDOS DE PAPA MEDIANTE

ANTICUERPOS POLICLONALES

Chrystian Carrero, Pablo Garcia-Lugo, Agustina Rojas y Henry Pino

RESUMEN

La papa es un rubro agricola de relativa importancia econo-
mica y social en el area andina venezolana. Rhizoctonia solani
AG-3 es un fitopatogeno que afecta los rendimientos al causar
lesiones considerables en tubérculos, estolones y tallos en el
cultivo. El desarrollo de métodos de deteccion especificos, sen-
cillos y sensibles es determinante para dar una respuesta opor-
tuna al momento de tomar decisiones sobre el control de las

enfermedades. El objetivo de este trabajo fue la obtencion de
antigenos y el desarrollo de anticuerpos policlonales a partir
de proteinas ancladas a la membrana plasmdtica, que permitan
detectar la presencia de R. solani en tubérculos de papa. Los
resultados obtenidos demuestran el potencial de la inmunode-
teccion con anticuerpos policlonales en la identificacion de ma-
terial enfermo y su posible uso en el combate de la enfermedad.

DETECTION OF Rhizoctonia solani IN POTATO TISSUES USING POLYCLONAL ANTIBODIES
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SUMMARY

Potato is a relatively important crop for the economic and
social development in the Andean region of Venezuela. Rhi-
zoctonia solani AG-3 is a plant pathogen that affects yield by
causing considerable damage on tubers, stolons and stems in
the crop. The development of specific, simple and sensitive de-
tection methods is crucial for a timely response when making

decisions about disease control. The objective of this study was
to produce polyclonal antibodies against proteins anchored to
the plasma membrane, so as to detect the presence of R. so-
lani in potato tubers. The results demonstrate the potential for
immunodetection with polyclonal antibodies to identify diseased
material.

Introduccion

Rhizoctonia solani Kithn
[Teleomorfo: Thanatephorus
cucumeris (Frank) Donk] es
un fitopatégeno causante de
diversas enfermedades en
una gran variedad de culti-
vos. Ha sido objeto de mul-
tiples estudios ecoldgicos,
patoldégicos, taxondmicos y
de control biolégico (Gonza-
lez-Hernandez, 2002). En
Venezuela, los métodos de
deteccion e identificacion
son los utilizados tradicio-
nalmente, que requiere de
experiencia con el género

Rhizoctonia, para su ubica-
cioén taxondémica dentro de
los grupos de anastomosis
ya definidos (Gonzalez et
al., 2006). Estudios realiza-
dos en cultivos de papa (So-
lanun tuberosum L.) en la
zona andina venezolana, re-
portan la presencia de los
grupos de anastomosis de R.
solani, AG-3 y AG-2-1, sien-
do AG-3 el més importante
por su alta frecuencia de
aparicion en diferentes loca-
lidades (Cedefio et al., 2001).
El cultivo de la papa es de
gran importancia en la zona
andina de Venezuela, tanto

por la extension del area
cultivada como por el niime-
ro de productores que se de-
dican a este rubro. R. solani
AG-3 ha sido reportado
como el grupo de anastomo-
sis mas importante que afec-
ta el cultivo de la papa en
diferentes localidades del
pais (estados Mérida, Tachi-
ra y Trujillo). En Maine
(EEUU) es la principal cau-
sa de rizoctoniosis dentro de
cinco grupos de anastomosis
diferentes (Bandy, 1988). De
igual manera, Ceresini et al.
(2002) reportaron la presen-
cia de R. solani AG-3 en

tubérculos de papa prove-
nientes de Canadd y EEUU
(Maine, Minnesota, Nueva
York, Dakota del Norte y
Wisconsin).

La aplicacion de métodos
de deteccion especificos, sen-
cillos y sensibles es determi-
nante para dar una respuesta
oportuna al momento de to-
mar decisiones sobre el con-
trol de las enfermedades. Es-
tudios de deteccion serologi-
ca de R. solani han sido con-
ducidos para mejorar las po-
sibilidades de éxito y la velo-
cidad de respuesta en las
pruebas de diagndstico.
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DETECCAO DE Rhizoctonia solani EM TECIDOS DE BATATA MEDIANTE ANTICORPOS POLICLONAIS
Chrystian Carrero, Pablo Garcia-Lugo, Agustina Rojas e Henry Pino

RESUMO

A batata é um item agricola de relativa importancia econo-
mica e social na drea andina venezuelana. Rhizoctonia solani
AG-3 é um fitopatogeno que afeta os rendimentos ao causar le-
soes considerdveis em tubérculos, estoloes e hastes no cultivo.
O desenvolvimento de métodos de detec¢do especificos, simples
e sensiveis é determinante para dar uma resposta oportuna no
momento da tomada de decisoes sobre o controle das enfermi-

dades. O objetivo deste trabalho foi a obteng¢do de antigenos e
o desenvolvimento de anticorpos policlonais a partir de protei-
nas ancoradas na membrana plasmatica, que permitam detectar
a presenga de R. solani em tubérculos de batata. Os resultados
obtidos demonstram o potencial da imunodetec¢do com anticor-
pos policlonais na identificagdo de material enfermo e seu pos-
sivel uso no combate da enfermidade.

Matthew y Brooker (1991)
lograron anticuerpos policlo-
nales y monoclonales para R.
solani AG-8, contra proteinas
secretadas al medio de culti-
vo. Posteriormente se desa-
rrollé un método de detec-
cion y cuantificacion a través
de perlas de vidrio inmuno-
magnéticas donde se fijo un
anticuerpo monoclonal que
enlazaba proteinas de R. so-
lani presente en suelo (Thor-
nton, 1996). También se lo-
gré la cuantificacion de R.
solani en suelo con anticuer-
pos monoclonales que reco-
nocian la enzima catecoloxi-
dasa secretada por el hongo
(Otten et al., 1997). Final-
mente Thornton et al. (2004)
afinaron la técnica y lograron
desarrollar un método inmu-
nocromatografico de flujo la-
teral que permite detectar y
cuantificar a R. solani AG-4
en suelos. Sin embargo, los
trabajos no permiten identifi-
car de manera intraespecifica
a los grupos de anastomosis
de R. solani, y generalmente
utilizan un pool completo de
proteinas para el desarrollo
de los anticuerpos. El objeti-
vo del presente trabajo fue
desarrollar un método serolo-
gico que permita detectar a
R. solani causante de rizocto-
niosis en papa en Venezuela,
utilizando proteinas ancladas
a la membrana para la pro-
duccion de los anticuerpos.

Materiales y Métodos
Aislamiento
Tubérculos enfermos con

sintomas y signos de rizoc-
toniosis fueron colectados en
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las localidades de Mucuchies
y El Valle, estado Mérida,
Venezuela. Los tubérculos
fueron trasladados al Labo-
ratorio de Fitopatologia del
Instituto de Investigaciones
Agropecuarias de la Univer-
sidad de Los Andes (ITAP-
ULA), donde se lavaron con
agua corriente. Los esclero-
sios presentes sobre los tu-
bérculos fueron desprendi-
dos, desinfestados durante
3min con hipoclorito de so-
dio al 0,5%, lavados tres
veces con agua destilada
estéril (ADE) y sembrados
en placas con medio agua-
agar, agar acidificado a pH 4
con acido lactico, a 25°C.
De las colonias emergentes
se realizaron transferencias
de apices hifales para la ob-
tencion de cultivos puros.

Condicion nuclear

En los cultivos obtenidos
con caracteristicas que co-
rrespondian al género Rhi-
zoctonia se procedioé a reali-
zar la cuantificacion nuclear
en células somaticas distin-
tas a la apical, siguiendo el
procedimiento HCI-Giemsa
de Rogers (1965).

Pruebas de anastomosis

En placas con medio
agua-agar (2%) + PDA Difco
(10%) se evalu6 la habilidad
de los aislamientos para rea-
lizar fusion hifal con culti-
vos-tipo (festers). Los testers
suministrados por el Labora-
torio de Fitopatologia del
ITAP-ULA fueron adquiridos
en la American Type Cultu-
re Collection, EEUU, y el

Centraalbureau Voor Schim-
mencultures, Holanda. La
afiliacion a los grupos de
anastomosis se establecid en
base a la frecuencia de fu-
sion hifal (Sneh et al., 1991)

Preparacion del micelio

Cultivos puros de R. sola-
ni AG-3 provenientes de Mu-
cuchies crecieron en total
oscuridad y a 25°C durante
28 dias en erlenmeyers que
contenian medio liquido con
dextrosa 2% y pectina 1%.
El micelio fue lavado con
ADE para eliminar los res-
tos de medio de cultivo,
congelado con N, liquido y
liofilizado para su posterior
tratamiento.

Extraccion de antigenos

El micelio liofilizado
(0,5g) se sometio a ruptura
mecanica con perlas de vi-
drio en condiciones de con-
gelacion y utilizando buffer
de extraccion (150mM NaCl,
10mM Tris-HCI, y 2% Tri-
ton X-114; pH 7,4) en pre-
sencia de inhibidores de pro-
teasas (Complete Roche®). El
antigeno se obtuvo usando el
método de particion con el
detergente Triton X-114 des-
crito por Ko y Thompson
(1995) y modificado por
Afiez-Rojas et al. (2006), el
cual permite separar diferen-
tes biomoléculas unidas a la
membrana celular de parasi-
tos, que por su tamafo y
constitucion (proteinas y
carbohidratos) son las de
mayor importancia inmuno-
génica (Afez-Rojas et al.,
2006; Costachel et al.,

2005). El método permite
obtener tres fracciones dife-
renciadas por su solubilidad
en Triton X-114: proteinas
hidrofilicas (F1), proteinas
integrales de membrana (F2)
y proteinas unidas a la
membrana con anclaje del
tipo glucosilfosfatidilinositol
(F3). Después del tratamien-
to de ruptura con el buffer
de extraccion, las muestras
fueron colocadas en agita-
cion y frio durante 1h, cen-
trifugadas durante 20min a
8500rpm y el sobrenadante
guardado a -20°C durante
24h. El material fue descon-
gelado a temperatura am-
biente, sometido a una pri-
mera particion a 32°C du-
rante 12min, y centrifugado
a 3000rpm. La fase acuosa
(F1) fue separada de la fase
de detergente y guardada a
-20°C. La fase de detergente
fue resuspendida en 3 volu-
menes de buffer Triton
0,06% (150mM NaCl, 10mM
tris-HC1, 0,06% Triton
X-114; pH 7,4) e incubada a
0°C durante 10min. Se reali-
z6 una segunda particion a
32°C, la fase acuosa fue des-
cartada, el lavado fue repeti-
do dos veces. A la fase de
detergente se le agregaron 3
volumenes de buffer Tritoén
0,06%, se incubd a 0°C du-
rante 10min y se centrifugd
a 10000rpm durante 20min a
0°C, obteniendo un precipi-
tado con la fraccion (F2). La
fase acuosa fue colocada a
32°C para una ultima parti-
cion. En la fase de detergen-
te, se obtuvo la fraccion
compuesta por proteinas con
anclaje tipo glucosilfosfatidi-
linositol (F3). Las proteinas
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de todas las fracciones fue-
ron precipitadas individual-
mente agregando tres volu-
menes de acetona fria y re-
suspendidas en buffer mues-
tra (250mM Tris-base, 2%
SDS, 10% glicerol, 0,01%
azul de bromofenol; pH 6,8].
Se determind la cantidad
aproximada de proteinas
contenidas en las fracciones
utilizando el método de
Lowry (Bollang y Edelstein,
1991).

Electroforesis en geles de
poliacrilamida

Las fracciones de R. sola-
ni AG-3 de Mucuchies fue-
ron sometidas a separacion
electroforética en geles de
poliacrilamida dodecil sulfa-
to de sodio al 12% (SDS-
PAGE), y tefiidos con azul
de Comassie® R-250 si-
guiendo el procedimiento de
Laemmli (1970). En los ho-
yos se colocaron 25ug de
proteinas de las fracciones
para las comparaciones en
geles coloreados, y 5ug para
las transferencias a membra-
na. Se utilizaron marcadores
de peso molecular sin tefiir
para las comparaciones en
los geles y preteilidos para
las transferencias a membra-
nas.

Obtencion de anticuerpos

Para obtener anticuerpos
se utiliz6 la fraccion F3 ais-
lada de R.solani AG-3 pro-
veniente de Mucuchies. Las
inmunizaciones fueron reali-
zadas en 5 conejos, con in-
yeccion subcutanea cada 15
dias con dosis secuenciales
de 80, 50 y 80ug de protei-
na. El extracto de antigenos
fue mezclado con buffer fos-
fato salino pH 7,3 (PBS) y
adyuvante incompleto Fre-
und® 1:1 hasta completar
Iml de suspension. El suero
con los anticuerpos desarro-
llados fue extraido a los 15
dias después de la ultima
inmunizacion.

Western blot

Después de realizar la
electroforesis, las proteinas

fueron transferidas a 110V
durante lh a una membrana
de polyvinylidene fluoride
(PVDF-Inmobilon P®). La
membrana se bloqued con
0,5% de leche descremada
en Tris Buffer Salino (TBS)
con 10mM Tris-HCIl vy
150mM NaCl; pH 8. Los
anticuerpos fueron enlazados
durante lh en agitacion sua-
ve, usando una dilucion
1:100 en TBS. Luego de cua-
tro lavados con TBS, se
agreg6 inmunoglobulina an-
ticonejo/peroxidasa a razon
de 1:7500 en TBS durante
30min. El revelado se reali-
z6 con 4-cloro-1-naphthol y
H,0, (Zeder-Lutz et al.,
2006). Se evaluaron protei-
nas de cuatro aislamientos
de R. solani: AG-3 aislada a
partir de material enfermo
naturalmente, y los patrones
AG-3 (Anderson P-42), AG-8
(ATCC-76106) y AG-2-1
(ATCC-44658), a los cuales
previamente se les realizo la
extraccion de proteinas se-
gun el método descrito. Se
evalto la especificidad de
los anticuerpos contra Fusa-
rium oxysporum, Colletotri-
cum gloeosporioides y Bo-
trytis cinerea.

Deteccion en esquejes de
papa

Fragmentos de tallos de
6cm de largo de plantas de
papa (esquejes), fueron auto-
clavados a 121°C y 151bs/
pulg? durante 10min. Los
esquejes se inocularon sin
heridas con discos de 0,5cm
de diametro de agar-agua
con micelio de los hongos R.
solani AG-3 de Mucuchies,
AG-2-1 de El Valle y Fusa-
rium oxysporum. La inocula-
cion se hizo en placas de
Petri y en condiciones de
camara hiumeda (total oscu-
ridad y a 25°C). Como testi-
go se utilizaron esquejes
inoculados con discos de
agar-agua. A las 72h se to-
maron porciones de lcm de
esqueje invadido por el mi-
celio del hongo y se trataron
con buffer de extraccion
(0,8% NaCl, 0,02KCl,
0,115Na,HPO,, 0,02KH,PO,,
0,05% Tween 20; pH 8,3
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ajustado con NaOH 1M) en
frio y con agitacion durante
1h. La suspension se centri-
fugd a 9000g durante 10min
y el sobrenadante fue mez-
clado con 3 volumenes de
acetona fria durante 2h. Pos-
teriormente se centrifugd a
3500g durante 20min y las
proteinas precipitadas fueron
suspendidas en buffer mues-
tra y sometidas a SDS-PAGE
y Western Blot.

Deteccion en tubérculos de
papa

Treinta y dos muestras de
tubérculos con sintomas de
rizoctoniosis y asintomaticos
recolectadas en el paramo de
Mucuchies y en el Valle del
estado Mérida fueron trata-
das para la deteccion de R.
solani. Se tomaron 0,5g del
peridermo de las muestras, y
se trataron durante lh con
buffer de extraccidn, en frio
y con agitaciéon (Thornton,
1999). La suspension se cen-
trifugé a 9000g durante
15min, se traté con 3 volu-
menes de acetona fria duran-
te 2h, se centrifugd a 3500g
durante 20min; las proteinas
precipitadas fueron suspendi-
das en buffer muestra y se
sometieron a SDS-PAGE vy
Western blot.

Dot blot

Las muestras colectadas
para las pruebas de detec-
cién de R. solani en tubércu-
los de papa fueron sometidas
a pruebas inmunolodgicas uti-
lizando un equipo Dot blot
(Bio-Rad®). Para ello la
membrana de Inmobiléon P
fue hidratada 5min con alco-
hol metilico y buffer de
transferencia respectivamente
(Zeder-Lutz, 2006), y las
muestras (Sul) fueron colo-
cadas mediante succion. Pos-
teriormente se procedid al
bloqueo de la membrana du-
rante lh con leche descrema-
da al 5% en PBS, durante
45min se enlazaron los anti-
cuerpos diluidos a razon de
1:100 en PBS, y la membra-
na fue lavada 3 veces duran-
te Smin con PBS. El anti-
cuerpo secundario fue dilui-

do a razén de 1:7500 en
PBS, dejandolo reaccionar
durante 30min y se lavo tres
veces con PBS. Finalmente
se reveld con 4-cloronaftol y
H,0, (Zeder-Lutz, 2006).

Resultados
Aislamiento

Se recolectaron 21 mues-
tras de papa contaminada
naturalmente. De los esclero-
cios presentes sobre los tu-
bérculos se obtuvieron 67
cultivos puros con caracte-
risticas similares al género
Rhizoctonia, de los que 53
provenian de Mucuchies y
14 de El Valle. Entre las ca-
racteristicas morfologicas
destacables se observaron:
hifas con pigmentacion ma-
rron, ramificacion cerca del
septo distal, constriccion hi-
fal y formacion de un septo
a corta distancia del punto
de ramificacion de la hifa,
diametro de las hifas supe-
rior a Sum, presencia de
septo doliporo y formacion
de esclerocios en aislamien-
tos con mas de dos semanas
de edad.

Condicion nuclear

Las pruebas permitieron
separar los cultivos en binu-
cleados (Ceratobasidium) y
multinucleados (R. solani).
Soélo dos aislamientos obteni-
dos de muestras provenientes
de Mucuchies fueron binu-
cleados, y el resto (65) pre-
sentd varios nucleos por cé-
lula al ser teflidos con la
técnica de Giemsa. Los ais-
lamientos correspondientes a
R. solani promediaron 9 nu-
cleos (5-11) por célula soma-
tica.

Pruebas de anastomosis

Las pruebas de anastomo-
sis evidenciaron que de los
65 aislamientos de R. solani,
16 (24,62%) pertenecian al
grupo de anastomosis AG-2-
1y 49 (75,38%) al AG-3.
Dos de aislamientos (4%) de
las muestras colectadas en la
poblacion de Mucuchies fue-
ron AG-2-1 y 51 (96%) AG-
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3. Todos los aislamien-
tos obtenidos de mues-
tras provenientes de El
Valle fueron AG-2-1.
El porcentaje promedio
de fusién hifal para
los aislados de AG-2-1
fue de 48% (27-67%)
y para AG-3 de 55%
(32-61%). Para las
pruebas de extraccion
y purificacion del anti-
geno fue utilizado el
aislado de R. solani
AG-3 de Mucuchies
con mayor frecuencia
de fusion hifal (62%).

Extraccion de los
antigenos

La extracciéon de
0,1g de micelio en
peso seco (liofilizado)
permitid obtener
12,8mg de proteinas.
Después del proceso
de separacion se obtuvieron
tres fracciones, identificadas
como proteinas hidrofilicas
(F1), con rendimiento
aproximado de 6mg, protei-
nas integrales de membrana
(F2) con 0,92mg y proteinas
con anclaje a la membrana
(F3) con 0,44mg.

Electroforesis en geles de
poliacrilamida

En la Figura 1 se muestra
el patron de corrida para las
fracciones F1, F2 y F3 ex-
traidas del mi-
celio de R. so- q
lani AG-3 de
Mucuchies. 150
Para el caso de 100
las F3 (carril
4), que repre-
sentaban las
proteinas de
interés inmuno-
légico en este
trabajo, se ob-
servan bandas
principalmente
entre los 30 y
75kDa.

Al comparar
en SDS-PAGE
tefiido con azul
de Coomassie
el patrén de
distribucion de
las proteinas
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Figura 1. Patron de migracién de las fracciones
extraidas de micelio liofilizado de R. solani AG-3
aislado en Mucuchies: Marcadores de peso mole-
cular (1), proteinas citoplasmaticas F1 (2), protei-
nas integrales de membrana F2 (3) y proteinas con
anclaje a la membrana F3 (4). Gel de poliacrila-
mida 12%, tefiido con azul de Coomassie.

en las fracciones F1, F2 y
F3 de los grupos de anasto-
mosis R. solani AG-3 de
Mucuchies, AG-2-1 El Valle
y AG-8 (ATCC-76106), se
aprecia que las proteinas
presentes en la fraccion F3
para los diferentes grupos de
anastomosis, se encontraron
distribuidas entre los 30 y
75kDa (Figura 2).

Western blot

La pruebas de Western blot
permitieron comprobar la es-

Figura 2. Comparacion del patron de las fracciones de diferentes AG,s
de R. solani. Marcadores de peso molecular (1), R. solani AG-3 de
Mucuchies: F1 (2), F2 (3) y F3 (4); R. solani AG-2-1 El Valle: F1 (5),
F2 (6) y F3 (7) y R. solani AG-8 (ATCC-76106): F1 (8), F2 (9) y F3
(10). Gel de poliacrilamida 12 % tefiido con azul de Coomassie.

pecificidad de los anti-
cuerpos para la detec-
cion de R. solani AG-3
de Mucuchies. Al enla-
zar los anticuerpos a
las proteinas de la
fraccion F3 de R. sola-
ni de AG-3 de Mucu-
chies y a las de las F3
de los patrones ATCC
de R. solani: AG-3,
AG-8 y AG-2-1 (Figura
3) se observd que los
anticuerpos no fueron
especificos para la de-
teccion del grupo AG-
3. Las proteinas que
mostraron mayor anti-
genicidad y que permi-
tieron la deteccion para
todos los grupos de
anastomosis evaluados
por Western blot, se
observaron entre los 30
y 65kDa. El tiempo
para la reaccion del re-
velado fue inmediato,
lo que sugiere alta sensibili-
dad del método de deteccion.

En la Figura 4 se comprue-
ba la especificidad en el reco-
nocimiento de R. solani contra
otros hongos. Los anticuerpos
no reaccionaron con las ex-
tractos de proteinas de los
hongos Fusarium oxisporum,
Colletotrichum gloeosporioides
y Botrytis cinerea (carriles 2,
3 y 5, respectivamente), mien-
tras que se observa reaccion al
ser enlazados con proteinas de
R. solani AG-3 de Mucuchies
(carril 4).
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Deteccion en esquejes de
papa

A los 3 dias desde la ino-
culacién los hongos habian
invadido los esquejes casi en
su totalidad, y presentaban
consistencia flacida y acuo-
sa. Después de realizar el
corte de las muestras y la
extraccion de las proteinas,
se observo mediante Western
blot (Figura 5) que el méto-
do de extraccion y deteccion
de los antigenos era posible
sobre tejido fresco y que los
esquejes sin indculo (control
negativo) y los infectados
con F. oxysporum no mos-
traron ninguna reactividad.
Por el contrario, las mues-
tras inoculadas con micelio
de R. solani AG-2-1 El Valle
y R. solani AG-3 Mucuchies
resultaron positivas.

Deteccion en tubérculos de
papa

En la Figura 6 se muestran
los resultados obtenidos con
algunas de las muestras eva-
luadas. Se detectd una mar-
cada reactividad con la banda
de 34kDa. En el carril 3, se
colocod una muestra de papa
sana obtenida en hidroponia,
y en el carril 10 se aprecia
menor sensibilidad cuando se
procesa material obtenido de
chancro en el tallo producido
por R. solani.
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Figura 3. Western blot. Reaccion inmunoldgica de
la fraccion F3 de R. solani de diferentes grupos de
anastomosis. AG-3 de Mucuchies (2), patrones
ATCC: AG-3 (3), AG-8 (4); AG-2-1 EI Valle (5).
Marcadores de masa molecular (1).
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Figura 4. Western blot. Especificidad de los anti-
cuerpos a moléculas extraidas de R. solani. Marca-
dores de peso molecular (1), Fusarium Oxysporum
(2), Colletotrichum gloeosporioides (3), R. solani
AG-3 de Mucuchies (4) y Botrytis cinerea (5).

1 2 38 4 5

Figura 5. Deteccion de R. solani en prue-
bas sobre esquejes con Western blot. Es-
quejes testigos, moléculas de tejido de
papa (1), esquejes inoculados con Fusa-
rium oxysporum (2), esquejes inoculados
con R. solani AG-2-1 El Valle (3), esque-
jes inoculados con R. solani AG-3 de
Mucuchies. de R. solani AG-3 (4). Marca-

dores de masa molecular (5).

Dot blot

La estandarizacion de las
prueba con Dot blot permitid
mejorar el diagnostico, dis-
minuir los costos y posibili-
tar la evaluacion de un ma-
yor nimero de muestras.
Uno de los problemas obser-
vados es que si la prueba da
positiva, no es posible saber
con certeza si el organismo
presente es R. solani AG-3 o
R. solani AG-2-1, ya que los
anticuerpos se enlazan a am-
bos grupos de anastomosis.
En la Figura 7 se pueden

z _.Q_—::;.rm
. €n

5 apreciar resulta-
dos de Dot blot,

1A se en-
cuentra la mues-

tra de papa sana

(control negati-

vo) y los contro-

les positivos en

2A y 3A (F3 de

R. solani AG-3

1 de Mucuchies y
R. solani AG-2-1
El Valle, respec-
tivamente). El
resto son repre-
sentantes de las
extracciones ob-
tenidas en el
muestreo para la
deteccion en los
tubérculos, don-
de las numera-
das como 1
(4A), 5 (1B), 12
(6B) y 18 (6C)
dieron negativas
para la prueba de Dot

98 KDa

blot y para las pruebas
b de aislamientos, estas
o provenian de tubérculos
36 asintomaticos. Los re-

sultados obtenidos en
al Dot blot coincidieron
. 100% con los de Wes-

tern blot.

Discusion

La tendencia de dis-
tribucion en campo de
los aislados de R. sola-
ni AG-3 y AG-2-1 es
similar a la obtenida
por Cedefio et al.
(2001), encontrandose
los representantes del
grupo AG-3
en la localidad 1
de Mucuchies
y los de AG-2-1 en A
El Valle y Mucu-
chies. Sin embargo,

AG-2-1 registro B
menor porcentaje
de incidencia

(3,77%) que AG-3 &

(96,23%) en Mucu-
chies. Atn cuando
no se midié severi-
dad, el estudio de-
muestra la impor-
tancia que tiene
AG-3 sobre AG-2-1
al presentarse en el
65,38% de los ca-
sos estudiados.
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El método de extraccion y
separacion de fracciones
proteicas utilizado en este
trabajo, para la extraccion de
proteinas unidas a la mem-
brana mediante glicosilfosfa-
tidilinositol (GPI), permiti6 a
Afez-Rojas et al. (2006) el
desarrollo de anticuerpos
especificos para diferenciar
Trypanosoma rangeli y T.
cruzi.

Al comparar los grupos de
anastomosis en los geles SDS-
PAGE, se aprecian diferencias
en el patron de distribucion de
las bandas. Sin embargo, los

1 2 3 4
KDa 98 '

64
50

36

30

16 .

6

4

den a proteinas que no revis-
ten importancia en el desarro-
llo de los anticuerpos. De
igual manera se puede con-
cluir que los anticuerpos no
son especificos en la detec-
cion dentro de los grupos de
anastomosis, y que los mis-
mos reaccionan por igual a
los representantes de los gru-
pos de R. solani estudiados
(AG-3, AG-2-1 y AG-8); sin
embargo, al comparar la reac-
tividad con otras especies
(Fusarium oxysporum, Colle-
totrichum gloeosporioides y
Botrytis cinerea), se concluye

6 7 8 9 10

Figura 6. Western blot. Deteccion de R. solani en tubérculos de papa
contaminados naturalmente. Marcadores de peso molecular (1), F3 de
Ag-3 de Mucuchies (control +) (2), Tubérculo sano (control -) (3), mues-
tras de campo de tubérculo sintomético del cultivar R-12 en Macanao
(4), TAV Unica en Mucuchies (5), TAV Granola en Mitibibu (6), TAV
Granola en El Tejan (7). TAV Andinita en El Valle (8), TAV Granola
en Misteque (9) y cancer de tallo en el cultivar R-12 en Macanao (10).
TAV: tubérculo asintomatico de la variedad.

Western blot no permiten iden-
tificar a los grupos de R. sola-
ni evaluados. Esto es un indi-
cador de que las diferencias
apreciadas en los geles respon-

3 4 5
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Figura 7. Dot blot. Evaluacion rapida de muestras contami-
nadas naturalmente. Tubérculo sano (1A), F3 de R. solani
AG-3 de Mucuchies (2A), F3 de R. solani Ag-2-1 El Valle
(3A), y muestras numero 1 (4A), 2 (5A), 4 (6A), 5 (1B), 6
(2B), 7 (3B), 9 (4B), 11 (5B), 12 (6B), 13 (1C), 14 (2C), 15
(3C), 16 (4C), 17 (5C), 18 (6C), 20 (1D), y 21 (2D).

que la inmunodeteccion es
especifica para R. solani. La
deteccion de cantidades mini-
mas (500ng) del antigeno y el
corto tiempo para observar
los resultados en el

6 revelado del Western
blot y el Dot blot,
permiten intuir sobre
la alta sensibilidad
del método. Resulta-
dos similares consi-
guieron Thornton et
al. (2004) al realizar
pruebas de inmuno-
deteccion con anti-
cuerpos monoclona-
les para la identifica-
cion de R. solani
AG-4, cuyos anti-
cuerpos también re-
accionaron con los
grupos AG 1, 2-1,
2-3,2,3,4,5,6, 7,
8,9, 10, 11 y AG-BL
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La evaluacion de los anti-
cuerpos en la deteccion de
R. solani AG-3 de Mucu-
chies en esquejes de papa
permitié comprobar la efi-
ciencia del método en condi-
ciones controladas. Fue un
paso importante para esta-
blecer el procedimiento de
deteccion en tubérculos con-
taminados naturalmente y
las pruebas de diagndstico
rapido (Dot blot).

De las bandas precipitadas
en los diferentes Western blot
en condiciones controladas,
solo la de 34kDa se observa
en las pruebas de deteccion
en tubérculos contaminados
naturalmente, lo que permite
definir como la banda (protei-
na) mas importante al mo-
mento de realizar los estudios
inmunologicos con R. solani.
La resolucion de la prueba
disminuye al utilizar material
enfermo del tallo con sinto-
mas de cancro. La prueba ra-
pida de deteccion (Dot blot)
permite realizar el diagnostico
de manera rapida, y econdmi-
ca; la misma arrojo similares
resultados que el Western blot
y puede ser llevada a cabo en
condiciones minimas de equi-
pamiento. Otra ventaja del
diagnoéstico con el Dot blot es
el mayor niimero de muestras
que puede ser procesado en
cada prueba.

Los resultados obtenidos
demuestran el potencial
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que tiene el desarrollo de
estudios inmunolodgicos y
la aplicabilidad de las
pruebas para la deteccidon
de patogenos de plantas en
Venezuela, especialmente
para aquellos organismos
de crecimiento limitado en
medios de cultivo o cuan-
do se requieren respuestas
rapidas para la toma de
decisiones en las medidas
de control.
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