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RESUMEN

La sarna comun es una enfermedad causada por bacterias filamentosas del género Streptomyces.
Dentro de las especies que causan esta enfermedad, se destaca como el patégeno mas antiguo a
Streptomyces scabies, presente en la mayoria de las zonas paperas del mundo. Sin embargo mas
recientemente, han surgido patégenos emergentes de gran relevancia como lo son S. acidiscabies y S.
turgidiscabies.

Durante las ultimas zafras de papa en Uruguay, se han observado significativas pérdidas de tubérculos
por la presencia de sarna comun, provocando disminucion de la calidad y por consiguiente, pérdidas
econOmicas muy importantes para los productores. Esta problematica hizo indispensable conocer la
identidad de las cepas causantes de esta enfermedad, en particular porque los tubérculos presentaron
una nueva sintomatologia asociada. En este trabajo se aislaron 42 cepas de Streptomyces spp. a partir
de sintomas de “pozo o crater” de 2-3 cm de didmetro por 1 cm de profundidad aproximadamente, que
se identificaron por técnicas clasicas y moleculares. A partir de los cultivos puros, se observaron las
caracteristicas morfoldgicas de las colonias, la estructura microscépica del micelio y se determiné la
produccion de melanina. Se realizé la identificacion molecular por PCR convencional utilizando como
marcadores filogenéticos el gen del ARNr 16S y el gen rpoB. También se utilizaron cebadores dirigidos
a regiones especificas del gen del ARNr 16S para las especies que cominmente causan sarna comun
S. scabies, S. acidiscabies y S. turgidiscabies. Se escogieron algunos de los fragmentos amplificados
para su secuenciado. El analisis de las secuencias se realizé por comparacion con las secuencias
depositadas en la base de datos GenBank (NCBI) mediante BLASTn. Para determinar la patogenicidad
de las cepas, se amplificaron mediante PCR regiones de los genes marcadores de patogenicidad txtAB,
necl y tomA y también se realiz6 el ensayo de patogenicidad en discos de papa. Dentro de las cepas
patégenas aisladas se identificd la especie S. acidiscabies como responsable de sarna comun en el
cultivo de papa durante la zafra de 2010. Esto representa el primer reporte de este patdégeno en nuestro

pais.
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1.1 Antecedentes

1.1.1 Antecedentes generales de la papa

La papa (Solanum tuberosum) es uno de los cuatro cultivos alimentarios mas importantes del mundo
después del trigo (Triticum aestivum), el maiz (Zea mays) y el arroz (Oryza sativa) (Gouws, 2006). Esto

es debido a su alto contenido de hidratos de carbono, su valor energético y a los multiples usos a los
gque se destina: nutricion humana, alimentacién animal y materia prima para diversas industrias. En el
mundo hay una superficie total cultivada aproximada de 18 millones de hectareas, con una produccion
cercana a los 300 millones de toneladas. Constituye el cultivo que mas se expande en superficie de
plantacién en los paises en desarrollo (Cancino, 2003).

1.1.2 El cultivo de papa en Uruguay

El cultivo de papa en Uruguay comprende aproximadamente 8.000 ha, con un rendimiento medio de 15
a 20 ton/ha. El volumen total de produccion anual es de alrededor de 140.000 toneladas. Esta
produccion se dedica por lo general a abastecer el mercado interno y se consume mayoritariamente en
forma fresca. La utilizacién de papa en la industria es inferior al 10% del volumen total producido, y se
limita a chips, congeladas y peladas/cortadas refrigeradas.

En términos econdmicos, el valor comercializado de papa es superior al del resto de los rubros
granjeros, con mas de U$S 50.000.000 anuales. Debido a que es la principal hortaliza utilizada en el
pais, su consumo esta muy generalizado: es superior a 40 kg/habitante/afio.

La principal zona de produccién del cultivo de papa, esta ubicada en el departamento de San José, esta
ha llegado en el periodo mas extendido de plantacién al 75% del area. El cultivo de primavera tiene
ventajas en el Noreste por mayor radiacion (Tacuarembd), mientras que en el verano, en la zona Este
se tienen mejores condiciones relativas por temperaturas mas favorables (Rocha) (Vilaré, 2008).

Los datos mas actuales sobre el cultivo de papa son de la zafra de otofio 2010, segun una encuesta
realizada por la Division de Estadisticas Agropecuarias del Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca
(DIEA-MGAP, 2010). En esta zafra se cultivaron 3.202 hectareas, obteniéndose una produccion de
63.480 toneladas. La produccion almacenada (del area cosechada a la fecha de la encuesta) fue
estimada en 15.416 toneladas. De la misma, algo méas de 5 mil toneladas habian sido reservadas para
semilla para la siembra de otofio de 2011 y el resto estaba destinado a la venta para consumo
doméstico.

El cultivo de papa se distribuy6 en todo el pais, siendo la Zona Sur la que conté con la mayor area
cultivada de un 78%, concentrandose el 73% de la misma (2.3 mil hectareas) en el departamento de
San José. En la siguiente tabla se muestra la superficie de hectareas cultivadas de papa en la Zafra de

otofio 2010 por departamento.
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Tabla 1: Zafra Otofio 2010-Numero de explotaciones y superficie segun
zona y departamento.

Zona Explotaciones Superficie sembrada

Ha %

Total 105 3202 100
Zona Sur 83 2510 78
San José 70 2350 73
Canelones 4 57 2
Flores 2 36 1
Colonia 4 33 1
Montevideo 2 16 0
Soriano 1 10 0
Zona Este 9 408 13
Rocha 7 303 9
Maldonado 2 105 3
Zona Norte 13 293 9
Tacuarembd 8 243 8
Rivera 2 28 1
Salto 3 23 1

Fuente: DIEA-MGAP

Las siembras comprenden un namero elevado de variedades de papa, que se corresponden con la
diversidad de zonas y condiciones de produccion. En la Zafra de otofio 2010 se utilizaron mas de 12
variedades de las cuales tres aportaron el 92% del area total: Chieftain (88%), Inia Ipora (2%) y Norland
(2%) (DIEA-MGAP, 2010).

1.1.3 Antecedentes de la sarna comun en el mundo

La sarna comun es una seria enfermedad que afecta el cultivo de papa (Solanum tuberosum) y otros
cultivos de raices y tubérculos incluyendo rdbano, remolacha, zanahoria, nabo y boniato. Sin duda es la
enfermedad de mayor importancia econémica dentro de las causadas por especies del género
Streptomyces. Esta enfermedad reduce la comercializacion, el procesamiento de la papa y los
tubérculos semilla de papa debido a los sintomas externos y la naturaleza de transmisién de los
patégenos. La mayoria de las variedades de papa cultivadas son susceptibles a la sarna (Loria et al.,

1997), la cual se ha reportado en las Américas, India, Africa y Asia (Wanner, 2006).

1.1.4 Antecedentes de Sarna de papa en Uruguay

En Uruguay siempre se han observado en los cultivos de papa sintomas leves de sarna comun (sarna
reticulada), esta enfermedad durante muchos afios no fue un problema para la produccién. Sin
embargo, desde el 2007 diversos problemas se han suscitado con la importacion de papa semilla,
dando lugar a diversas enfermedades. De estas, la enfermedad que mayores perjuicios ha causado es

la sarna comun, observandose en el cultivo de papa sintomas severos (sarna profunda).
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La zafra en la cual hubo mayores pérdidas a causa de esta enfermedad, fue la zafra de otofio 2010
(Grela et al., 2010). Donde de 3202 hectareas que se plantaron en el pais (DIEA-MGAP, 2010), unas
mil hectareas presentaron problemas serios de descarte de tubérculos de papa, por presencia de
sintomas muy severos de la enfermedad denominada sarna comin de la papa causada por
Streptomyces spp. Este descarte que significd6 en varios casos de hasta el 80% de lo cosechado,
desconcerto a productores y técnicos no solo por una alta incidencia y severidad de la enfermedad, sino
gue ademas la sintomatologia fue diferente a los sintomas tipicos de la sarna comun observados hasta
ese momento. Los sintomas predominantes fueron pustulas irregulares, corchosas, sobresaliendo de la
superficie de la papa y hoyos profundos irregulares con bordes elevados de mas de 10 mm de
profundidad. Los tubérculos presentaron esporulacién, presencia de micelio blanquecino y al aumentar
ambos sintomas, confluian cubriendo gran parte del tubérculo haciéndolo no apto para el comercio ni
tampoco para su uso como semilla.

Por lo descrito anteriormente, qued6 en evidencia que se estaba ante una problemética sanitaria
diferente. Ademas por presentar una agresividad muy importante en suelos acidos (menos de pH 5) y
en cultivos con riego, lo que no se correspondia con las condiciones mas favorables para el desarrollo
de Streptomyces scabies, patdgeno distribuido mundialmente.

Por lo antes expuesto se consideroé la posibilidad, de estar ante un nuevo patégeno presente en nuestro
pais. Frente a esta problematica surgié la necesidad de desarrollar trabajos de investigacion que

generaran conocimiento e identificaran al agente causal de ésta enfermedad en el cultivo de papa en

Uruguay.
Figura 1: Tubérculo con sintomas de Figura 2: Tubérculo con sintomas de
sarna comin comunmente observados en sarna comun extraido de la zafra de
Uruguay. otofio 2010.
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1.2 Enfermedad de la Sarna Comun en la papa

1.2.1 Sintomatologia

En los tubérculos de papa los sintomas de la sarna comun, van desde unas pocas manchas marrones
superficiales o elevadas sobre la piel, hasta pozos oscuros que se extienden varios milimetros. Las
lesiones pueden ser pequefias y discretas, o pueden unirse para cubrir varias zonas de la superficie del
tubérculo (Wanner, 2006). Las lesiones pueden variar considerablemente de aspecto, pudiendo estar

presentes distintos sintomas en un mismo tubérculo (Loria et al., 1997; Cancino, 2003).

1.2.1.1 Descripcion y denominacién de distintos tipos de sintomas:

Sarna normal o reticulada: Las lesiones son redondeadas estrelladas con bordes agrietados o una serie

de capas irregulares pero concéntricas, rodeando una depresion central (Figura 3A).

Sarna superficial 0 elevada: Pustulas o lesiones levantadas en la superficie del tubérculos, de forma

circular entre 5-10 mm de didmetro, aspecto corchoso y color marrén. Las puastulas pueden unirse y

formar superficies afectadas mas grandes (Figura 3B).

Sarna profunda: Las lesiones pueden permanecer aisladas, pero si el ataque es grave las grietas y

surcos se desarrollan formando hoyos color café oscuro de hasta 1 cm de profundidad (Figura 3C), el

tejido debajo de la lesion es de color café claro y trasltcido (Cancino, 2003).

Figura 3: Tipos de sintomas de sarna comin en tubérculos de papa causados por S. scabies. A, Sarna
reticulada; B, Sarna elevada; C, Sarna profunda. Extraido de Loria et al., 1997.
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1.2.1.2 Factores que contribuyen al tipo de lesién y severidad

La enfermedad resulta de la interaccion entre la planta, las condiciones ambientales y el patégeno. El
resultado de esta interaccion se traduce en diferencias en el tipo de lesién, la incidencia y la severidad
de la enfermedad de regién a region (o de un campo a otro dentro de la misma region o de afio a afio
en el mismo campo), lo que complica los esfuerzos para comprender la contribucion de cada
componente en la enfermedad (Wanner, 2009). Los factores que contribuyen al desarrollo de la

enfermedad son:

Resistencia del cultivo

En los cultivos varia el nivel de resistencia; hoy en dia no existen cultivares inmunes a la infeccién, pero
hay algunos con niveles altos de resistencia. Sin embargo, bajo condiciones favorables para el
desarrollo de la enfermedad, presentan la sintomatologia (Wanner, 2009). La penetracion del patégeno
estimula a los tejidos del tubérculo a formar una barrera dependiendo de la susceptibilidad del
tubérculo. Esta barrera se limita a unas pocas células por debajo de la superficie. Si esta primera
barrera impide que la invasién avance, se forma una sarna superficial. Si por el contrario, la barrera es
vencida, se forma una segunda barrera y a menudo una tercera antes que la penetracion se detenga

provocando de esta forma una lesibn mas profunda (Cancino, 2003).

Virulencia de la especie de Streptomyces involucrada

La virulencia del patégeno depende de los factores de patogenicidad (Necl, el homdblogo de la
tomatinasa, la taxtomina A entre otros) que la cepa posea y de cuanto se expresen. Se ha demostrado
que la fitotoxina llamada taxtomina A producida por S. scabies, es determinante en el grado de
patogenicidad del agente (Loria et al., 1997). Dentro de este género existen distintas cepas que difieren
en la cantidad de taxtomina producida. Aquellas cepas que producen baja cantidad de taxtomina A
provocan sintomas superficiales, mientras que las que producen un mayor nivel de ésta fitotoxina

generan lesiones mas profundas (Loria et al., 1995).

Condiciones ambientales

Los factores ambientales como la humedad del suelo y el pH parecen jugar un papel en la variabilidad,
en la incidencia y la severidad de la sarna comun (Wanner, 2009). Dependiendo del patégeno que esté
en juego, las condiciones favorables para el desarrollo de la enfermedad varian. La sarna causada por
el agente causal mas distribuido en el mundo; S. scabies, se asocia con estaciones secas y calientes.
El mantenimiento de humedad alta en los suelos durante las etapas tempranas del crecimiento del
tubérculo, es una estrategia muy usada para prevenir esta enfermedad. Sin embargo, los brotes de

sarna son frecuentes en las condiciones del suelo con irrigacion o himedo en el norte de Europa, Israel

6
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y Canada. La alcalinidad del suelo (pH superior a 7) se ha considerado tradicionalmente a favor de la
sarna, aunque la “sarna acida” ocurre a un pH 5 0 menor y es causada por S. acidiscabies. La
evolucién de las cepas de Streptomyces para adaptarse a las nuevas condiciones no es sorprendente,
considerando la ubicuidad del género junto con la transferencia horizontal de una isla de patogenicidad

gque poseen (Wanner, 2006).

1.2.2 Organismo causal

La sarna comudn en la papa, es una enfermedad causada por un complejo de especies de bacterias del
suelo, del género Streptomyces (Wanner, 2009). La patogenicidad en plantas en este género es rara,

de mas de 900 especies descritas, solo una docena poseen esta caracteristica (Bignell et al., 2010).

1.2.2.1 Caracteristicas generales del género Streptomyces

El género Streptomyces pertenece a la familia Streptomycetaceae y al orden de los Actinomicetales,
incluye bacterias filamentosas, miceliares, Gram-positivas, aerobias, saprofitas, capaces de utilizar un
gran numero de compuestos organicos como fuente de carbono y energia (Sanz, 2005; Janssen, 2006).
Este género esta ampliamente distribuido en la naturaleza, siendo el suelo su habitat mas comun. Este
grupo de bacterias tienen la capacidad de producir una amplia gama de enzimas catabdlicas, que
degradan polimeros biol6gicos complejos, incluidos los recalcitrantes de celulosa y la quitina (Loria et
al.,, 2008). Se parecen a los hongos por ser pleomdrficos y producir un micelio normalmente
diferenciado en micelio vegetativo y micelio aéreo, pero presentan caracteristicas tipicas de procariotas
tales como la carencia de ndcleo, mitocondrias y cloroplastos (Sanz, 2005). Las especies de
Streptomyces tienen un ADN con una alta proporcion de guanina y citosina (74% G+C) y en algunas
especies se ha demostrado que poseen un Unico cromosoma lineal. También contiene frecuentemente
plasmidos circulares y lineales que se suman a la capacidad de adaptacion y sin duda, mejoran la
transferencia horizontal de genes (Loria et al., 2006). Los miembros de este género son conocidos por
su capacidad de producir metabolitos secundarios biolégicamente activos (Loria et al., 1997), siendo
fuentes de una serie de antiinflamatorios, compuestos inmunosupresores (Hopwood, 2006) y en
particular de mas de la mitad de los antibitticos incluyendo aquellos farmacéuticamente importantes,
como la estreptomicina. Estos compuestos probablemente mejoran la capacidad de las especies de
Streptomyces para sobrevivir en el suelo, que es un medio ambiente altamente competitivo. Sin
embargo, sélo una proporcion muy pequefia de las especies de Streptomyces descritas son conocidas

como patdégenos de plantas o animales (Loria et al., 1997).
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Ciclo de vida

Los estreptomicetos presentan un ciclo de vida complejo que implica procesos de diferenciacion
morfoldgica y fisioldgica. Estas bacterias son capaces de colonizar sustratos relativamente secos con
restos de materia organica, formando una red de hifas tabicadas ramificadas que dan lugar al "micelio
sustrato”. Estas hifas obtienen los nutrientes de la degradacién del material organico insoluble gracias a
numerosas enzimas hidroliticas. En una primera etapa, las zonas mas alejadas de la fuente de
nutrientes empiezan a acumular sustancias de reserva (lipidos, glucoégeno, etc.), hasta que debido a la
carencia de nutrientes, se reciben una serie de sefiales en dicha zona que disparan la expresion de
genes implicados en la formacion del micelio aéreo. Se produce asi, el desarrollo de hifas que emergen
del "micelio sustrato" para dar lugar al micelio aéreo. Estas hifas se nutrirAn de los productos de
degradaciéon del "micelio sustrato”, y en una segunda etapa van a sufrir un proceso de curvatura,
enrollamiento, formacién de septos y engrosamiento de la pared celular para dar lugar a una cadena de
esporas uninucleares, que se liberaran al medio y que con las condiciones adecuadas, germinaran y
desarrollaran un nuevo "micelio sustrato” (Figura 4) (Sanz, 2005). En contraste con otras bacterias que
producen esporas como mecanismo de defensa, las especies de Streptomyces las producen como
principal método de dispersion. Las cadenas de esporas son una caracteristica morfolégica y
taxonémica importante, ya que dependiendo de la especie, las formas de las cadenas, pueden ser
rectas, ramificadas, en espiral o flexuosas (Shirling y Gottlieb, 1966). La produccién y secrecion de
metabolitos secundarios, coincide por lo general con el inicio de la diferenciacién morfolégica, una vez

terminado el desarrollo vegetativo (Loria et al., 2006).

Micelio sustrato

oy TR
/ 18 hours 2 M\ Micelio aéreo
C— \7“
ren i f"ﬂl /

-

Y

Hifaaérea

Figura 4: Ciclo de vida de Streptomyces extraido de Sanz, 2005. Fotografias extraidas de Claessen et al., 2006.
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1.2.2.2 Especies de Streptomyces causantes de sarna comun y su distribuciéon geografica

Los patdgenos de plantas del género Streptomyces se han clasificado en una serie de especies, en
base a la comparacién de secuencias del ADN ribosomal 16S y caracteristicas bioquimicas.

El patbgeno mas ampliamente descrito de este género es Streptomyces scabies (Wanner, 2006), el
cual tendria una distribucion mundial, si bien, varios informes recientes indican que es poco frecuente
en Europa (Bouchek-Mechiche et al., 2000; Flores-Gonzalez et al., 2008; Kreuze et al., 1999). Con el
desarrollo de la caracterizacion genética molecular de las especies causantes de la sarna comun, se
hizo evidente que Streptomyces scabies era un complejo de especies (Bouchek-Mechiche et al., 2000;
Bukhalid et al., 2002; Doering-Saad et al., 1992; Healy and Lambert, 1991; Takeuchi et al., 1996).
Recientemente, las cepas de Streptomyces scabies se diferenciaron en tres especies morfolégicamente
similares pero genéticamente diferentes, segln su relacion de ADN-ADN, la secuencia del ADNr 16S
(Cullen y Lees, 2006) y el andlisis celular de acidos grasos (Ndowora et al., 1996). Estas especies son
S. scabies, S. europaeiscabiei y S. stelliscabiei (Bouchek-Mechiche et al, 2000; Bukhalid et al., 2002).
S. europaeiscabiei se ha identificado en Europa, Corea, Estados Unidos y Canada (Bouchek-Mechiche
et al., 2000; Flores- Gonzalez et al., 2008; Song et al., 2004; Wanner, 2006, 2009). S. stelliscabiei se ha
informado en Francia, Estados Unidos y Canada (Bouchek-Mechiche et al., 2000; Wanner, 2006, 2009).
Especies filogenéticamente mas distantes causantes de sarna se conocen en varias regiones,
incluyendo S. turgidiscabies en Japoén, Finlandia, Corea, Suecia y América del Norte (Miyajima et al.,
1998; Lindholm et al., 1997; Lehtonen et al., 2004; Wanner , 2009) y S. acidiscabies causante de la
“sarna acida” en América del Norte, Corea, Japén y Canada (Lambert and Loria 1989a; Song et al.,
2004; Faucher et al., 1992). Se han descrito tres nuevas especies en Corea (S. luridiscabieie, S.
puniciscabiei y S. niveiscabieie), como causantes de sintomas de sarna comuin también en medio acido
(Park et al., 2003). Recientemente se identific6 en Idaho (EE.UU) un nuevo grupo de Streptomyces que

causan sarna (Wanner, 2007b).

1.2.2.3 Caracteristicas morfolégicas, fisioloégicas y moleculares de las especies mas descritas

Los patégenos inductores de sarna comun mas estudiados son: Streptomyces scabies, Streptomyces
acidiscabies y Streptomyces turgidiscabies. Estas tres especies no tienen relacion segun, la secuencia
de ADN ribosomal 16S, hibridacion ADN-ADN, caracteristicas morfolodgicas y bioquimicas (Gouws,
2006). Ademas estas especies no son ni tejido, ni huésped especificas por lo que pueden inducir

lesiones de sarna en diferentes tubérculos y raices (Bignell et al., 2010).
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1.2.2.3.1 Streptomyces scabies

Es un actinomiceto que se encuentra en el suelo y es considerado
el mayor agente causal de sarna comun (Faucher et al., 1992).
Este microorganismo se describié en 1892, como Oospora scabies
por Thaxter. Posteriormente, se reclasific6 como Actinomyces
scabies (Gussow), y mas tarde como Streptomyces scabies por
Waksman y Henrici. En 1989 Lambert y Loria realizaron la

descripcion definitiva, ya que la cepa sefalada anteriormente por

Waksman no describia con precisién al organismo aislado de los Figura 5: Cadenas de esporas de S.
tejidos enfermos. Lambert y Loria (1989a) lo caracterizaron por Scabies. Extraido de Loria et al., 1997.
tener esporas grises que forman cadenas en espiral, produccién del pigmento melanina en medios que
contienen tirosina como el agar peptona hierro y por la utilizacion de los nueve azucares utilizados para
la caracterizacion de especies de Streptomyces recomendado por el Proyecto International de
Streptomyces (PIS) (Shirling and Gottlieb, 1966; Lambert and Loria, 1989a). El crecimiento de esta
especie es inhibido en medios con pH menor a 5.2 (Faucher et al., 1992). Este patdgeno puede causar
lesiones elevadas, superficiales y profundas, pero las lesiones elevadas son las mas comunes. S.
scabies ha causado sarna en la papa en muchos paises de Europa oriental y occidental, Africa del Sur,
Australia, Nueva Zelanda e Israel, asi como en los Estados Unidos y Canada. Pero también este
patégeno ha producido sarna en los cultivos de raices como el rabano, el nabo y la zanahoria.
Curiosamente, S. scabies infecta al mani, lo que resulta en una enfermedad llamada "verruga de la
vaina del mani" que se caracteriza por elevadas lesiones necréticas en los cascos de mani en el sur de
Africa. Otras especies de Streptomyces también han causado esta enfermedad en Israel.

La casi totalidad de las investigaciones realizadas hasta la fecha sobre la ecologia y manejo de las
enfermedades causadas por especies de Streptomyces se han centrado en S. scabies. Su transmisién
a los cultivos de papa se hace a través del suelo o por los tubérculos. S. scabies parece estar adaptado
a los suelos con buen drenaje y pH neutro en donde el cultivo de papa y hortalizas de raiz son
comunmente cultivados. La temperatura éptima para el crecimiento de S. scabies es de 30°C, lo que es
consistente con las observaciones del incremento en la severidad de la sarna en la papa durante las
temporadas con temperaturas mas altas de lo normal. Se inhibe en suelos con humedad alta, lo que ha
llevado a la utilizacion del riego para el control de la enfermedad. La sarna es mas severa en suelos con
un pH de 5.2 a 7.0. Por lo tanto, su control se podria lograr reduciendo el pH del suelo por debajo de
5.2 mediante el uso de fertilizantes productores de &cido o aplicaciones de azufre. Sin embargo, los
suelos con valores de pH lo suficientemente bajos para inhibir a S.scabies, son desfavorables para el
crecimiento de muchos cultivos agronémicos y hortalizas. Por lo tanto, los productores que mantienen
el pH del suelo por debajo de 5.2 para el control de la sarna, se limitan a la siembra de otros cultivos
(Loria et al., 1997).
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1.2.2.3.2 Streptomyces acidiscabies

Esta especie fue aislada por primera vez en Estados Unidos y descrita por
Bonde y Mcintyre (1968) y por Manzer (1977) y fue nhombrado por Loria
en 1989 como Streptomyces acidiscabies. Estos investigadores
encontraron diferencias entre el patégeno de la sarna comun y la sarna

acida en el uso de rafinosa como fuente de carbono, en la morfologia de

. R \ las cadenas de esporas y en la tolerancia de suelos con pH bajos
do'S. scidiscabics, Bxrardo de LT Dert and Loria 19892

Lambert and Loria 1989. S. acidiscabies se caracteriza por la produccion de esporas de color
blanco a rosa que se agrupan formando cadenas de forma ondulada y por tener un pigmento difusible
sensible al pH color rojo o amarillo (Loria et al.,, 1997). La estructura de este pigmento, sugiere que
puede tener propiedades antibiéticas (King et al., 1996). S. acidiscabies no produce melanina en medio
tirosina ni en medio agar peptona hierro. Utiliza como fuente de carbono L-arabinosa, D-fructosa, D-
glucosa, i-inositol, D-manitol, ramnosa, sacarosa y D-xilosa pero no rafinosa (Lambert and Loria,
1989a).

Este organismo es &cido tolerante, puede crecer en cultivo a pH 4.0 mientras que el pH minimo al que
puede crecer S. scabies es 5.2. S. acidiscabies causa “sarna acida” término que describe la aparicion
de la enfermedad en suelos con pH bajos (Loria et al., 2010).

La "Sarna &cida" fue reportada por primera vez en Maine en 1953 por Manzer y Mcintyre. Los sintomas
fueron idénticos a los producidos por S. scabies, pero la enfermedad se produjo en suelos con valores
de pH tan bajos como 4.5. El organismo causal fue claramente diferente de S. scabies basado en las
caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas e inmunolégicas.

S. acidiscabies a diferencia de S. scabies pareceria no sobrevivir en el suelo durante largos periodos de
tiempo. Puede producir sintomas de sarna en los cultivos de raiz pivotante, al igual que S. scabies, pero
no ha sido reportado como un patégeno de importancia comercial para estos cultivos. Los cultivares
gue muestran la mayor resistencia a la infeccion por S. scabies también son mas resistentes a la
infeccion por S. acidiscabies.

Se ha confirmado su presencia en el Noreste de Estados Unidos, Corea, Japon y Canada (Lambert and
Loria 1989a; Song et al., 2004; Faucher et al., 1992).

1.2.2.3.3 S. turgidiscabies

Esta especie ha sido descrita en la isla de Hokkaio en Japén, Finlandia, Corea, Suecia y América del
Norte (Miyajima et al., 1998; Lindholm et al., 1997; Lehtonen et al., 2004; Wanner, 2009). Tiene un
amplio rango de hospederos entre los cultivos de raices y produce sintomas indistinguibles respecto a

los causados por S. scabies (Loria et al., 2010). Las cepas tienen esporas grises y forman cadenas
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onduladas, no produce melanina ni otra produccién de pigmento difusible y utiliza todos los azlcares

recomendados por el PIS. Crece a un pH de 4.5 (Miyajima et al., 1998, Lindholm et al., 1997).

1.2.2.4 Factores de patogenicidad

Las especies de Streptomyces que causan sarna comun, incluyendo S. acidiscabies, S. scabies y S.
turgidiscabies son diversas en las caracteristicas fisiolégicas, morfolégicas, hibridacion de ADN-ADN y
analisis de ADN ribosomal 16S. Sin embargo, las similitudes en el rango de hospedantes de estas
especies y la sintomatologia asociada a la enfermedad sugieren un mecanismo comuin de
patogenicidad en plantas (Takeuchi et al., 1996). Las especies patdgenas de Streptomyces que causan
sarna comun producen una familia de fitotoxinas llamadas taxtominas, que funcionan como inhibidores
de la sintesis de celulosa. También pueden estar presentes en sus genomas los genes necl de bajo
contenido en G+C que codifica para una proteina necrogénica (Kers et al., 2005) y tomA un homélogo
de la tomatinasa, los cuales son compartidos por especies de Streptomyces patdgenas en plantas
(Bignell et al., 2010).

1.2.2.4.1 La taxtomina A: un determinante de virulencia esencial en los Streptomyces patégenos de

plantas

La taxtomina, forma parte de una familia de fitotoxinas que son metabolitos secundarios y parecen jugar
un papel importante en la mayoria de las enfermedades causadas por las especies de Streptomyces
(Loria et al., 2010). Dados las similitudes de los efectos de estas toxinas en las plantas, de los sintomas
producidos por los agentes patdégenos que las producen, y la correlacién entre la patogenicidad y la
produccion de toxinas, se considera que estos compuestos estan intimamente implicados en el
desarrollo de la enfermedad.

En 1926 se especuld sobre la participacion de una fitotoxina en la sarna de la papa, causada por S.
scabies. Sin embargo, no fue hasta 1989, que a partir de los compuestos fitotoxicos se pudieron
reproducir los primeros sintomas de S. scabies en los tubérculos de papa inmaduros y fueron aisladas e
identificadas las fitotoxinas llamadas taxtominas. Los sintomas en los tubérculos de papa cultivada
asépticamente e inoculada con S. scabies, no difieren de los producidos por las taxtominas, lo que
sugiere que estas fitotoxinas serian responsables de la patogenicidad de esta especie (Loria et al.,
1997).

Tanto las especies que causan la enfermedad de la sarna acida como la comun, producen la taxtomina.
Este es un dipeptido ciclico (2,5 dicetopiperazinas) derivado de L-fenilalanina y L-tript6fano. Contiene
una fraccion de 4-nitroindol que es esencial para su fitotoxicidad (King y Calhoun, 2009). Se han
caracterizado y aislado once miembros de esta familia que se diferencian por la presencia o ausencia

de grupos N-metilo y/o hidroxilo (Bignell et al., 2010). La taxtomina A es el miembro de la familia
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producido predominantemente por S. scabies, S. turgidiscabies y S. acidiscabies y requerido para el
desarrollo de la enfermedad de la sarna comun (Healy et al., 2000).

Esta fitotoxina induce una variedad de cambios fenotipicos en la planta huésped incluyendo hipertrofia
celular, retraso en el crecimiento de las raices, necrosis en los tejidos, inhibicion de la sintesis de
celulosa y alteraciones en el flujo de iones de Ca™ y H*, en la muerte programada celular y en la
produccion de antimicrobianos como la fitoalexina y escopoletina en la planta (Duval et al., 2005; Lerat
et al., 2009; Scheible et al., 2003).

El mecanismo de accion de la taxtomina consiste en la inhibicién de la biosintesis de la celulosa y por lo
tanto induce la hipertrofia de células vegetales en la expansion de los tejidos (Scheible et al., 2003).
Recientemente se ha demostrado que la taxtomina, reduce la celulosa cristalina de la pared celular en
la planta, afectando la expresion de genes asociados con la sintesis de la pared celular y se ha
observado la disminucién de los complejos de celulosa sintasa, en la membrana plasmética de las
plantulas de Arabidopsis (Bischoff et al., 2009). Ademas, el andlisis de microarrays en células de
Arabidopsis ha revelado que la taxtomina A provoca un perfil de expresion génica similar al isoxaben,
un conocido inhibidor de la sintesis de celulosa (Duval and Beaudoin, 2009). Estos resultados sugieren
que el principal modo de accion de esta fitotoxina es el impacto en la biosintesis de la celulosa (Bignell
et al., 2010). Es probable que al poner en peligro la integridad de la pared celular, la taxtomina ayude a

facilitar la penetracion intracelular de los patdgenos (Kers et al., 2005).

Ruta de biosintesis de la taxtomina A

La sintesis de la molécula base de la taxtomina A (Figura 7B), requiere dos péptido sintetasas no
ribosomales (PSNR); TxtA y TxtB, codificadas por los genes txtA y txtB respectivamente (Bignell et al.,
2010). La molécula base surge de la combinacién de un triptéfano nitrado y una fenilalanina (St-Onge et
al., 2008). La reaccion de nitracion del triptéfano es altamente especializada. El trabajo previo de King y
Lawrence llevo a la identificacion de N-acetil-4-nitrotriptofano en cultivos de S. scabies (King and
Lawrence, 1995), lo que sugiri6 que la nitracion del grupo indol ocurriria antes de la formacion del
esqueleto de la taxtomina. Esta idea fue recientemente confirmada mediante la utilizaciéon de mutantes
knockout de txtA y txtB en S. scabies. Ambos mutantes acumulaban 4-nitro-L-triptofano en el
sobrenadante del cultivo. Curiosamente el mutante txtA acumulaba N-metil-4-nitro-L-triptofano, mientras
gue el mutante txtB no (Johnson et al., 2009). TxtA y TxtB contienen un dominio de N-metilacién lo que
les permite N-metilar su sustrato (Healy et al., 2000). Esto indica que TxtB es una PSNR especifica
para el intermediario 4-nitro-L-triptofano. Este es el primer ejemplo de una PSNR que utiliza un
aminoacido nitrado como sustrato. La nitracion del L-triptéfano requiere una éxido nitrico sintasa
bacteriana (NOS/TxtD), la cual produce Oxido nitrico (Kers et al., 2004). Ademas, es probable que esté

involucrada en la reaccion de nitracion sitio especifica, la enzima P450 monooxigenasa codificada por
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el gen txtE. Dado que la produccién de 4-nitro-L- A txtH txtR txtD

triptéfano conduce a una mayor produccién de
taxtomina en cepas salvajes, la produccion de oxido
nitrico en exceso por la TxtD seria requerida para la
sintesis de la taxtomina A (Johnson et al., 2008). Esto
sugiere que la nitracién especifica del L-triptofano
puede ser el paso limitante de la biosintesis de la
taxtomina (Johnson et al., 2009). La ruta de la
biosintesis de la taxtomina finaliza con las
hidroxilaciones posteriores a la ciclacion, que son
llevadas a cabo por una P450 monooxigenasa TxtC.
La eliminacién del grupo nitro, el movimiento del
grupo nitro 4 a las posiciones 5, 6 6 7 del anillo indol,
la sustitucion de la cadena lateral fenilo, o la
conversion de la conformacion D o L resulta en una
pérdida completa de la fitotoxicidad de la taxtomina en
los tubérculos de papa. Por lo tanto, los grupos 4-
nitro-triptéfano y fenilalanina vinculados en un ciclo
péptido son necesarios para la fitotoxicidad (Loria et
al., 1997).

El analisis de la secuencia del cluster de los genes
para la sintesis de la taxtomina A (Figura 7A) en S.
acidiscabies, revel6 un pequefio marco de lectura
abierta inmediatamente corriente abajo del gen txtB
(Healy et al.,, 2002). Este gen denominado txtH es
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Figura 7: A Organizacion del cluster de genes de
biosintesis de la taxtomina A para S. scabies. B Via de la
biosintesis de la taxtomina A en Streptomyces. Los pasos

gue no han sido totalmente elucidados se indican con (??).
Extraido de Bignell et al., 2010.

conservado en el cluster de biosintesis de la taxtomina de S. turgidiscabies y S. acidiscabies, y se cree

gue codifica para una proteina perteneciente a la superfamilia de las MbtH. Esta super familia se

compone de proteinas pequefias (unos 70 aminoacidos) asociadas con frecuencia a grupos de genes

involucrados con la biosintesis no ribosomal de antibidticos pépticos y sideroforos. Aunque la funcién de

estas proteinas es desconocida, estudios recientes sugieren que son necesarias para la biosintesis no

ribosomal de algunos metabolitos secundarios (Lautru et al., 2007; Wolpert et al., 2007). El analisis

transcripcional del gen txtH en S. scabies, indic6 que se expresa bajo condiciones inductoras de

taxtomina y que la expresion es dependiente del gen txtR, regulador especifico de la via de biosintesis

de la taxtomina A (Joshi et al., 2007Db).

Est4 siendo ampliamente utilizado la deteccion de los genes de la biosintesis de la taxtomina como

indicador de la patogenicidad en Streptomyces (Flores-Gonzalez et al., 2008; Qu et al., 2008; Wanner,

2006).
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1.2.2.4.2 Necl: una proteina necrogénica

Necl es una pequefia proteina necrogénica. Se especula que es requerida por el patégeno para la
colonizacién de la planta huésped y que actuaria suprimiendo las respuestas de defensa, durante la
infeccion (Bukhalid and Loria, 1997; Joshi et al., 2007a). La expresion del gen necl de S. scabies en S.
lividans no patdégeno, es suficiente para conferirle un fenotipo patogénico: colonizacion y esporulacion
en el tejido de la planta (Bukhalid et al., 1998). Esto sugiere que la posesion del gen necl puede
proporcionar una ventaja fisica, tal vez permitiendo la utilizacion de los nutrientes de las células
vegetales, que de otra manera no estan disponibles para los Streptomyces del suelo (Healy et al.,
1999). El contenido de G+C (54%) del gen necl es atipico en relacién a los porcentajes altos de G+C
en regiones codificantes caracteristicas de las cepas de Streptomyces, lo que sugiere que fue adquirido
a través de la transferencia horizontal de otro taxdén. El gen necl también estd estructural y
funcionalmente conservado entre especies no relacionadas de Streptomyces patdgenos y esta ausente
en no patégenos (Bukhalid et al., 1998, 2002; Kreuze et al., 1999; Park et al., 2003).

Existe una fuerte correlacion entre la produccion de taxtomina A y la presencia de necl en las cepas
patégenas de S. scabies, S. acidiscabies y S. turgidiscabies (Bukhalid and Loria, 1997; Bukhalid et al.,
1998). Sin embargo, la proteina Necl no se requiere para la produccién de taxtomina A y por lo tanto
representa un factor de virulencia independiente (Kers et al., 2005). Se ha demostrado que hay una
clara correlacion entre la patogenicidad de las especies de Streptomyces y la presencia del gen necl
detectado mediante PCR convencional o en PCR en tiempo real (Bukhalid et al., 1998, 2002) lo que
indica que el gen necl podria usarse como un marcador de patogenicidad en Streptomyces spp.
(Kreuze et al., 1999).

1.2.2.4.3 Proteina homoéloga de la Tomatinasa

La tomatinasa es una enzima bien caracterizada, presente en hongos patdgenos de solanaceas.
Algunos homdlogos de la tomatinasa son proteinas bifuncionales que participan en la desintoxicacion
de saponinas (antimicrobianos secretados por las plantas). La papa también produce saponinas, lo que
podria ser el posible sustrato para la tomatinasa de los Streptomyces (Kers et al.,, 2005). Se ha
confirmado que en tres especies de Streptomyces patdgenos, el gen tomA esta conservado lo que ha
llevado a especular que estaria involucrado en la patogenicidad y virulencia (St-Onge et al., 2008).

La tomatinasa que produce la bacteria Clavibacter michiganesis sin embargo, no esté involucrada con
la virulencia. En ese caso, la tomatinasa disminuye la a-tomatina involucrada con la inhibicién del
crecimiento de la bacteria patégena. Por otra parte varios productos de hidrélisis de la a- tomatina, se
involucran en la supresion de las respuestas de defensa inducida por patégenos en plantas hospederas
diferentes. Un rol similar ha sugerido Loria et al., 2006 que produce el homdlogo de la tomatinasa en

Streptomyces spp. (St-Onge et al., 2008).
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1.2.2.4.4 Isla de patogenicidad (IPA) compartida por patégenos del género Streptomyces

La isla de patogenicidad presente en el género Streptomyces ha sido descrita a partir del mapeo fisico y
la secuenciacion de ADN de las regiones que flanquean los genes nos y necl en S. turgidiscabies. Es
la primer IPA que se ha descrito en una bacteria Gram-positiva patégena de plantas. Esta IPA se ha
reportado en cepas patdégenas de las especies S. scabies, S. turgidiscabies y S. acidiscabies, tiene un
tamafio de al menos 325kb y se encuentra en un elemento de ADN de aproximadamente 660kb.
Contiene varios genes asociados a la virulencia, incluyendo los genes de biosintesis de la taxtomina A
(txtAB, txtC y nos), el gen que codifica para la proteina necrogénica (necl), genes de la biosintesis de
una citoquinina codificados por el operdn fas (operé6n homdélogo y colinear a un operén del fitopatégeno
Rhodococcus fascians), y el gen que codifica para un homologo de la tomatinasa (tomA). La IPA de S.
turgidiscabies contiene elementos genéticos mdviles, pseudogenes y genes con contenido G+C
variado, lo que indicaria la incorporacion de ADN de otros taxones. La presencia del operon fas en la
IPA del patdbgeno emergente S. turgidiscabies y su ausencia en cepas de S. scabies y S. acidiscabies
sugiere que este operdn ha sido adquirido de forma independiente tras la adquisicion de la isla de
patogenicidad por S. turgidiscabies. En la figura 8 se muestra la localizacion de los distintos genes en la
isla de patogenicidad para S. turgidicabies (Kers et al., 2005).
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Figura 8: Organizacion genética del loci de virulencia en S. turgidiscabies. Extraido de Bignell et al., 2010.

Durante los dltimos 75 afios dos especies adicionales, Streptomyces acidiscabies (Lambert and Loria,
1989a) y Streptomyces turgidiscabies (Miyajima et al., 1998) han emergido como agentes patdgenos de
forma independiente en los Estados Unidos y JapoOn, respectivamente. Se piensa que esta isla de
patogenicidad es la responsable de la aparicion de nuevas especies de Streptomyces patdégenas en
plantas, en los sistemas agricolas. Trabajos anteriores han demostrado que la capacidad de producir
taxtomina A, es compartida por especies de Streptomyces patdégenas en plantas, al igual que la
proteina Necl. El analisis genético de cepas de S. scabies, S. acidiscabies y S. turgidiscabies sugiere
fuertemente que la transferencia genética horizontal (TGH) de S. scabies a las especies saprofitas en
los sistemas agricolas, es la base para el surgimiento de S. acidiscabies y S. turgidiscabies patégenos
(Healy et al., 1999; Bukhalid et al., 2002). La distribucion de una secuencia de insercion 1S1629
asociada a la isla de patogenicidad, en cepas de S. scabies, S. acidiscabies y S. turgidiscabies, es
coherente con la movilizacién de la IPA desde los primeros patdgenos conocidos, a los patdgenos de

reciente creacion (Healy et al., 1999). Esto ha sido indicativo de que, los genes de la biosintesis de la
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taxtomina A y necl se encuentran en una IPA mévil. Segun ensayos hay cepas que contienen la IPA 'y
no producen patogenicidad. La funcionalidad de la IPA depende de los antecedentes genéticos de la
cepa receptora. Sin embargo, no se pueden descartar pequefias deleciones, reordenamientos o
transferencia incompleta de las IPAs en algunas o en todas las transconjugaciones.

La transferencia horizontal de genes ha jugado un papel importante en la evolucion bacteriana, lo que
permite la rapida adquisicion de nuevas caracteristicas que mejoran la aptitud fisica en nichos
especificos del medio ambiente, incluidas las asociaciones de patdégenos con huéspedes eucariotas
(Kers et al., 2005). La transferencia horizontal de esta isla de patogenicidad entre bacterias del género
Streptomyces sugiere la posibilidad de la continua aparicion de nuevas especies patégenas, sobre todo
en un género tan amplio y ubicuo del suelo (Wanner, 2009). El hecho de que la patogenicidad es un
fenotipo muy raro entre Streptomyces sugiere que, o bien la movilizacion de la IPA es un evento poco
frecuente en la naturaleza o la adquisicion del IPA confiere un fenotipo de patogenicidad en so6lo una
pequefia proporcion de los beneficiarios (Kers et al., 2005).

1.2.2.4.5 Nuevos determinantes de virulencia

La reciente disponibilidad de la secuencia del genoma de S. scabies 87-22 (Accession Number
NC_013929), ha proporcionado una nueva compresion de los factores genéticos que permiten a este
patdégeno colonizar e infectar agresivamente la planta hospedera. Analisis genémicos comparativos han
revelado una abundancia de genes en S. scabies, que se conservan en otros patdgenos microbianos
secuenciados y/o han sido previamente asociados con las interacciones microbio-planta o con la
virulencia en otras plantas o patégenos animales. Algunos factores de virulencia identificados en el
genoma de S. scabies son: componentes de la fitotoxina coronatina (COR), concanamicina, cutinasa,
expansinas, fitohormonas entre otros. Esto sugiere que la patogenicidad de Streptomyces puede tener
multiples determinantes genéticos ademas de la conocida taxtomina A, los factores de virulencia Necly
el homdlogo de la tomatinasa. Ademas, actualmente la disponibilidad de multiples secuencias de los
genomas de Streptomyces patdégenos y no patdégenos proporciona una oportunidad para realizar
andlisis comparativos para identificar el patogenoma de Streptomyces. Estos analisis genomicos
contribuirdn a comprender los mecanismos fundamentales, la evolucién de la patogenicidad en planta y

la biologia planta-microorganismo dentro de este género (Bignell et al., 2010).

1.2.2.5 Persistencia en suelo y formas de transmision

La microflora normal de practicamente todos los suelos, incluye especies de Streptomyces que pueden
producir sarna. Los patdogenos de sarna comun se pueden introducir en el suelo por medio de

tubérculos infectados y durante las practicas agricolas. El suelo contaminado, puede propagarse por el
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viento y la lluvia. Estos organismos sobreviven al paso por el tracto digestivo de los animales por lo que
pueden ser diseminados por el estiércol de los mismos.

La densidad del in6culo inicial en los suelos puede desempefiar un papel importante en el desarrollo de
la enfermedad. Las esporas de las especies de Streptomyces pueden sobrevivir en terrenos secos por
largos periodos de tiempo, no se distribuyen uniformemente en el suelo y se producen en racimos
pequefios y localizados.

Ha sido documentado que las esporas de S. scabies pueden permanecer viables en el suelo por una
década a un maximo de veinte afios, sin que haya habido cultivo de papa en el campo durante ese
tiempo. Este patdégeno tiende a predominar en suelos secos, neutros a alcalinos (Agrios, 2005). Por otra
parte S. acidiscabies se encuentra en suelos de pH acido, pero su habilidad para persistir en el suelo es
muy pobre y usualmente es transmitido por tubérculos semilla infectados (Lambert and Loria, 1989a).
Aunque la contribucion a los sintomas de sarna del inéculo en la semilla es insignificante, esta fuente
puede ser relevante para la dispersiébn de nuevas cepas de Streptomyces patégenos o especies a
nuevas areas (Cullen and Lees, 2006).
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1.2.3 Desarrollo de la enfermedad

La infeccion exitosa en la planta hospedera es un proceso complejo con varios pasos, requiriéndose
que el patégeno registre la presencia del hospedero adecuado para colonizar el tejido vegetal y para
sobrevivir a la presencia de sus mecanismos de defensa. La patogenicidad en planta ha evolucionado
independientemente en cientos de microorganismos. Entre los miembros de Streptomyces la capacidad
de infectar es poco comun, si bien son conocidos por su estilo de vida saprofita, su complejo

desarrollado ciclo de vida y su produccién de metabolitos secundarios (Bignell et al., 2010).

Ciclo de la enfermedad de sarna comun para S. scabies
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Figura 9: Ciclo de la enfermedad de sarna comun causada por S. scabies. Extraido de Agrios, 2005.

A) S. scabies invade los tejidos de los tubérculos a nivel de campo. El suelo es la principal fuente de
inoculo (Cancino, 2003), este puede ser infectado a través de papas semilla contaminadas (Lehtonen et
al., 2004), tierra adherida a herramientas o por el transporte por el viento y el agua. S. scabies
sobrevive durante un tiempo indefinido en el suelo en su forma miceloide vegetativa 0 como esporas
(Agrios, 2005).

B) La invasion del patdgeno en los tejidos se produce a través de lenticelas, heridas, estomas y, en los
tubérculos jévenes directamente ya que penetra a través de las aberturas naturales por las que se
realiza intercambio gaseoso de la epidermis. Las lenticelas se hacen susceptibles soélo tras la ruptura de

las células estomaticas. El desarrollo de la enfermedad contindia durante 6 a 8 semanas periodo en el
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cual el tubérculo se encuentra en crecimiento (Agrios, 2005; Loria et al, 1997).

C) Las bacterias crecen sobre todo en los espacios intercelulares de las células del parénquima (Agrios,
2005), solo en las regiones de la periferia de las lesiones puede encontrarse micelio intracelular,
pudiendo esporular en abundancia dentro de las células (Cancino, 2003). Estas capas de células

mueren y el patégeno vive a partir de ellas (Loria et al., 1997).

D) Al tomar contacto el patdgeno secreta una fitotoxina, que estimula a las células vivas que rodean la
lesién, a dividirse con rapidez y producir varias capas de células corchosas que la aislan. Estas capas
no solo inhiben el avance que pueda intentar el patégeno sobre las otras células, sino que también
bloguean la difusién de cualquier sustancia que el patégeno pueda secretar. Ademas, estas capas
detienen el flujo de agua y nutrientes desde las zonas sanas hasta la zona infectada y suprimen la
nutricion del patégeno (Cancino, 2003).

E) El sector afectado es empujado sobre la superficie del tubérculo, resquebrajandose y diseminando la
bacteria hacia células vecinas. Las lesiones pueden aparecer como pequefias protuberancias con una
depresién central cubierta por tejido corchoso, que a veces abarcan toda la superficie del tubérculo. La
profundidad de la lesién depende de la variedad del huésped, de las condiciones del suelo, y de la
invasion de la lesion por otros organismos, incluyendo insectos. Estos Ultimos parecen romper las
capas de corcho y permitir que el patdgeno invada el tubérculo a mayor profundidad. Las lesiones de
sarna a menudo sirven como puntos de entrada, para organismos parasitos secundarios o saprofitos

que hacen que los tejidos se pudran (Agrios, 2005).

F) Inicialmente las lesiones aparecen como pequefias (5-8 mm). A medida que el agente patégeno
sigue colonizando el tubérculo, el huésped desarrolla heridas en la peridermis dando lugar a lesiones
ligeramente elevadas, compuestas por tejido aspero, corchoso. Estas manchas pueden unirse para
formar lesiones de forma irregular, que suelen ser tanto de color marrén y de textura aspera (Gouws,
2006). Los parches pueden convertirse en grietas cuando la infecciébn progresa y adquieren una
apariencia de estrella. La enfermedad también puede extenderse al tubérculo resultando en sarna
superficial (Ndowora et al., 1996). La peridermis del tubérculo se mantiene intacta en lesiones
superficiales. En lesiones mas profundas, la peridermis del tubérculo se rompe y se forman hasta tres

capas de "corcho" (Gouws, 2006).
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Objetivos y estrategia de trabajo

2.1 Objetivo General

Determinar la identidad de las cepas causantes de la sarna comun en la papa, con sintomas severos en

Uruguay.

2.2 Objetivos especificos

e Aislar cepas de Streptomyces de tubérculos con sintomas severos de sarna.
e Identificar las cepas obtenidas por métodos convencionales y moleculares.
e Caracterizar las cepas a partir de la determinacion de factores de patogenicidad.

e Construir un banco de cepas del género Streptomyces.

2.3 Estrategia del presente trabajo

Se trabaj6 con tubérculos de papa de la variedad Chieftain, progenie resultante del cultivo de semillas
importadas de distintos origenes. A partir de las lesiones de sarna comudn observadas en las muestras,
se realizaron aislamientos utilizando distintos métodos. Una vez obtenidos cultivos puros, se procedié a
su identificaciébn por observacion morfologica de la colonia y observacion microscopica asi como el
ensayo de produccién de melanina. A partir de los cultivos puros, se llevd a cabo la extracciéon de ADN
con el objetivo de realizar la identificacion molecular de las cepas. Como un primer screening se
utilizaron cebadores universales para bacterias dirigidos al gen ARNr 16S. Aquellas cepas que no
pudieron ser identificadas a nivel de especie de esta forma, se analizaron con cebadores especificos
dirigidos hacia las especies que cominmente afectan al cultivo de papa: S. scabies, S. turgidiscabies y
S. acidiscabies. Las cepas que aun asi no lograron identificarse, se analizaron por medio del
secuenciado del gen rpoB. Se realiz6 el analisis de las secuencias comparandolas con las depositadas
en la base de datos GenBank (NCBI). Por otra parte, a cada cepa se le realizd la caracterizacion
molecular de los factores de patogenicidad mas importantes. Para ello, se amplificaron por PCR los
genes marcadores: txtAB, necl y tomA. Paralelamente, se realizaron ensayos de patogenicidad en
discos de papa.

La coleccion de cepas resultantes de los aislamientos de Streptomyces spp. se mantiene en glicerol al
20% a —70°C en Facultad de Quimica.
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Materiales y Métodos

3.1 Materiales

3.1.1 Muestras

Las muestras utilizadas en este estudio fueron, tubérculos con sintomas de sarna comun aportados por

los productores. En la tabla 2 se identifican las muestras segun origen y tipo de sintomas de sarna.

Tabla 2: Caracteristicas de las muestras.

Cddigos Origen de la papa Departamento Tipo de sintomas de sarna

semilla comun observados
1 Canada -* Reticulada
2 Canada San José Profunda
3 Canada San José Profunda
4 Canada San José Profunda
5 Estados Unidos San José Reticulada
6 Canada San José Profunda
536 Canada San José Profunda
1613 Canada San José Profunda
1617 Canada Canelones Profunda
4801 Canada Rocha Profunda

* Muestra de papa semilla importada.
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3.1.2 Cepas aportadas por la Facultad de Agronomia

Fueron incluidas en este estudio cepas de Streptomyces aportadas por la Facultad de

Agronomia, aisladas a partir de tubérculos con sintomas otorgados por productores.

Tabla 3: Caracteristicas de las muestras y sus aislamientos respectivos.

Cdédigo  Origen de la Departamento Tipo de sintoma de sarna Cepas aisladas
papa semilla comun observados
1 Canada San José Profunda 1A, A2, 1B1, 1B3
2 Canada San José Profunda 2A22, 2B1, 2B2, 2B3
3 Canada Canelones Profunda 3Al, 3A2, 3B1
4 Canada Canelones Profunda 4A1, 4A2, 4B1, 4B2

Cepas aisladas a partir de la progenie con sintomas, obtenida en ensayos realizados por la

Facultad de Agronomia.

Tabla 4: Caracteristica de los ensayos y resultados de los mismos.

Condiciones del ensayo Resultados del ensayo
Cddigo de | Suelo Papa Progenie con | Cepas aisladas
ensayo semilla® sintomas
pH Humedad | Origen Origen
B' 4.86 | Alta San José’ | Canadiense® | Reticulada Ba5
D’ 6.39 | Baja San José” | Canadiense® | Reticulada Db31, Db321, Db322,
Db341, Db342

! Suelo con antecedentes de Sarna;  Suelo sin antecedentes de sarna; Papa semilla sana.
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3.1.3 Cebadores

Cebadores utilizados para la amplificacion de genes por PCR convencional (Wanner, 2006; Kim et al.,
2004).

Tabla 5: Pares de cebadores y condiciones utilizadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para la deteccion de
genes de la isla de patogenicidad (IPA), marcadores filogenéticos y cebadores especie-especificos para el gen 16S ARNTr .

Gen Par de cebadores Temperatura Concentracién Tamarfio del
de Hibridacion  de MgCl, (mM) producto (pb)
Q)
Cebadores 55 15 458

universales para
bacteria

16s1F: 5'-CATTCACGGAGAGTTTGATCC-3'
16s 455-435: 5-ACTTTCGCTTCTTCCCTGCT-3'

16s1R: 5'-AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3' 55 1.5 1531
16s1F (ver arriba)

rpoB SRPOF1: 5-TCGACCACTTCGGCAACCGC-3' 56 1.5 352
SRPOR1: 5-TCGATCGGGCACATGCGGCC-3'

Cebadores

especie-

especificos

dirigidos al gen de

ARNr 16S

S. acidiscabies Acil: 5-TCACTCCTGCCTGCATGGGCG-3' 60 1,5 1278
Aci2: 5-CGACAGCTCCCTCCCACAAG-3'

S. scabiesy S. scablm: 5-CGACACTCTCGGGCATCCGA-3' 60 1,0 1278

europaeiscabiei scab2m: 5'-TTCGACAGCTCCCTCCCTTAC-3'

S. turgidiscabies Turglm: 5-CCCTCGCATGGGGGTGGGTTC-3' 60 1,5 1273
Turg2m: 5'-CGACAGCTCCCTCCCCGTGAG-3'

Marcadores de

patogenicidad

necl Nf: 5-ATGAGCGCGAACGGAAGCCCCGGA-3' 60 2,0 700
Nr: 5-GCAGGTCGTCACGAAGGATCG-3'

tXtA TxtAl: 5-CACGTACGCGCAGTTCAATG-3' 48 1,0 398
TxtA2: 5'-AGATGATGTAGGCGGGACTC-3'

txtAB TxtAB1: 5'-CCACCAGGACCTGCTCTTC-3' 48 1,0 385
TxtAB2: 5'-TCGAGTGGACCTCACAGATG-3'

tomA Tom3: 5-GAGGCGTTGGTGGAGTTCTA-3' 55 1,5 392

Tom4: 5-TTGGGGTTGTACTCCTCGTC-3'
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3.2 Métodos

3.2.1 Procesamiento de las muestras y obtencion de aislamientos

Para la obtencion de los aislamientos de Streptomyces spp., se procesaron las muestras (tubérculos
con sintomas de sarna comun) evaluando y comparando entre si, los siguientes métodos de

aislamiento:

e Siembra directa del micelio. El micelio y/o esporulacion presentes en la lesion, se sembraron

directamente en el medio selectivo NPPC agar (Nistatina, Polimixina, Penicilina, Cicloheximida)
(Loria et al., 2010).

e Macerado de lesion. El tubérculo con sintomas se lavd y se desinfectd superficialmente, en

hipoclorito de sodio al 1% por 1 minuto y luego se enjuagd con agua destilada estéril. Se extrajo
el tejido por debajo de la lesion (generalmente de color amarillo trigo) y se macer6 con 5 ml de
agua destilada estéril. Se mezclé 1 ml del macerado con 9 ml de una solucién de fenol agua
(1:140). Posteriormente se sembraron 100 pl de ésta mezcla y de su dilucién 1/10, en 3 placas
de Petri con el medio selectivo NPPC agar. Se evalu6 ademas, la accién de la mezcla fenol-
agua sobre los contaminantes, dejandola actuar durante 10 minutos antes del sembrado
(Lindholm et al., 1997).

e Inmersién en agua caliente. El tubérculo con sintomas se lavl y se desinfectd superficialmente

de igual forma que el método anterior. Se extrajeron 4 trozos de lesiones y se colocaron en un
tubo con 1 ml de agua destilada estéril a 60°C por 30 minutos. Dos de los trozos se sembraron
directamente en el medio selectivo NPPC agar, los restantes se maceraron en 1 ml de agua

destilada estéril y se sembraron por estriado en el mismo medio (Loria et al., 2010).

Las placas de Petri con el medio NPPC agar se incubaron a 28-29°C por 10 a 12 dias, para la
observacion del crecimiento de colonias con caracteristicas similares al género Streptomyces. Las
colonias sospechosas se repicaron posteriormente en el medio Yeast malt extract; Extracto de malta y
levadura (YME) para su purificacion y observaciéon morfolégica. Se incubaron a 28-29°C por 5 a 7 dias
(Loria et al., 2010).

3.2.2 Conservacion de las cepas

Las cepas puras se cultivaron en medio liquido YME, se les agreg6 glicerol 60% estéril hasta llegar a
una concentracién final del 20%, se homogeneizaron y se guardaron en freezer a -70°C (Wanner,
2006).
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3.2.3 Caracteristicas morfolégicas

Se realizé la visualizacion del color del reverso de la colonia y color de la masa de esporas en medio

YME, luego de una incubacién de 14 dias a 28-29°C (Park et al., 2003).

Para la visualizacion microscopica se les realizé a cada aislamiento:

e La técnica de Gram (Madigan et al., 1998) para observar la forma y disposicion de las bacterias a
100x.

e Preparado en fresco, para la observacién de las cadenas de esporas a 100x (Loria et al., 2010).

e Cultivo en ldmina para visualizar las cadenas de esporas a 40x. Para este método se cubrié un
porta previamente esterilizado con medio agar agua, se dejé secar y se inoculé la cepa. Se incub6 a
30°C por 7 dias, dentro de una placa de Petri estéril (Figura 10).

Figura 10: Fotografia del cultivo en l&dmina de la
cepa Db322.

3.2.4 Produccion de melanina

Para la observacién de la produccién de melanina, pigmento color marrén oscuro, se sembraron todas
las cepas por duplicado en tubos inclinados de agar tirosina. Se incubaron por 4 dias a 28-29°C en
oscuridad (Gouws, 2006).

3.2.5 Ensayo de patogenicidad en discos de papa

Se desinfectaron tubérculos sanos con una solucion de hipoclorito de sodio al 1% y se enjuagaron con
agua estéril. Bajo camara de flujo laminar se cortaron en forma aséptica, en rodajas de
aproximadamente un centimetro de espesor y se colocaron en placas de Petri con papel de filtro
humedecido con agua destilada estéril. Los discos de papa se inocularon en su superficie, con colonias
de cada aislamiento en estudio, en dos repeticiones. Luego, se incubaron a 28-29°C por tres dias en la
oscuridad. El mismo procedimiento se realiz6 con el testigo negativo, inoculando los discos de papa con
agua estéril (Faucher et al., 1992; Park et al., 2003).
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3.2.6 Técnicas Moleculares

3.2.6.1 Extraccion de ADN

Extraccion de ADN clésica. A partir de una colonia aislada y pura en placa con YME, se

inocularon caldos YME que se incubaron a 28°C por 3 dias en agitacién a 150rpm . Una vez
crecidos los caldos se centrifugaron a 8000 rpm durante 10 minutos, descartandose el
sobrenadante. El pellet obtenido se colocé a -20°C por 15-60 minutos. Luego, se resuspendié en
0,5 ml de buffer TE25S pH 8,0 y se agregaron 10ul de lisozima 100mg/ml en TE25S. Se incubd
a 37°C durante 60 minutos.

Posteriormente, se agregaron 5l de proteinasa K 100mg/ ml en TE25S fresca y 30ul de SDS
10%. Se mezclé suavemente por inversion y se incub6é a 55°C por 60 minutos. Luego de la
incubacién, se agregaron 100ul de NaCl 5M y 65ul de CTAB/NaCl 0,7M. Se homogeniz6 y se
incubo6 10 minutos a 55°C.

Se enfrié a 37°C por unos minutos y se afiadieron 500ul de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1),
se agité por 30 minutos. Luego, se centrifugd durante 15 minutos a 10000rpm. Se transfirio la
fase superior a un eppendorf nuevo y se agregaron 0,6 volumenes de isopropanol frio para
precipitar el ADN, se mezcld y se dej6é precipitando a -20°C durante la noche. Se centrifug6 a
12000rpm a 4°C por 10 minutos y se retird el sobrenadante cuidadosamente. Luego, se lavo el
pellet con etanol 70% frio y se centrifugé nuevamente.

Finalmente, se retiré el sobrenadante y se dej6 secar el ADN hasta comprobarse la desaparicion
de etanol en estufa a 37°C. ElI ADN se resuspendié en 30ul de agua miliQ. Se realizaron dos
extracciones de ADN independientes de cada muestra. Se observd la calidad del ADN por
electroforesis en gel de agarosa 0,8%, se utiliz6 como tincién bromuro de etidio (0,5 pg/ml) y se

revel6 con luz UV.

Extraccién de ADN mediante el uso del kit comercial Vivo Genomic DNA Purification Kits (ViVo

Science). Se siguieron las instrucciones del proveedor.

3.2.6.2 Concentracion de Acidos Nucleidos por precipitacion con etanol (EtOH)

Se llevo el volumen de la muestra a un volumen final de 200 pl. Se agregaron 20ul de NaAc 3M pH 5.2

y se llevé a 200 pl con agua miliQ. Luego se agregaron lentamente dos volimenes (400 pl) de EtOH

absoluto frio y se mezcl6 por inversion. Esta mezcla se incub6 a -20°C por 30 min. Posteriormente se

centrifugdé a 0°C por 20min a 12000rpm. Se retir0 el sobrenadante y se lavé el pellet con 900 pl de

EtOH 70% a 0°C. Se centrifugd nuevamente y se retiré el sobrenadante, se dejo secando hasta que se
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comprobo la desaparicion del EtOH. Se resuspendid el precipitado en 20 pl de agua miliQ y se incubé a

65°C aproximadamente 30 min.

3.2.6.3 Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Para visualizar el ADN gendmico y los productos de amplificacion se realizé electroforesis en gel de
agarosa. Los geles utilizados tenian un porcentaje de agarosa de 0.8% o0 1.5% segun los tamafios de
los fragmentos a ser separados, estos geles se realizaron con buffer TBE 0.5x y se les agreg6 bromuro
de etidio (0,5 pg/ml). Las muestras se mezclaron con buffer 6x de carga para facilitar su posterior
sembrado. La corrida se realizé en buffer TBE 0.5x utilizando un voltaje de 100V durante 20-30

minutos.

El ADN se visualizé mediante la exposicion del gel en luz ultravioleta. Se utilizé como referencia un

marcador de peso molecular comercial (Smart ladder, Eurogenetec) el cual se muestra a continuacion.

Band size ng/band

~~10000 100
W\ 8000 80
\\\, 6000 60
A\ 5000 50
\\\"4000 40
\\\'3000 30
 \\'2500 25
\'2000 20

\ 1500 15

\ \\1000 100
\\ 800 80
N\ 600 60
N 400 40
~ 200 20

Figura 11: Marcador de peso molecular Smart Ladder, Eurogentec MW.1700-10.

3.2.6.4 Semicuantificacion de ADN

Se realizé la semicuantificacion de ADN en ng, a partir de la comparacién de las bandas de las
muestras de ADN y del marcador de peso molecular estandar (Smart ladder, Eurogenetec) en

electroforesis en gel de agarosa.

3.2.6.5 Amplificacion mediante PCR convencional

La amplificacion mediante PCR convencional se llev6 a cabo en un volumen final de mezcla de
reaccion de 25pl, conteniendo 2.5ul de Buffer 10x, 1.0 a 2.0ul de MgCl, 25mM, 1ul de dNTP 5.0mM,
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2.5l de cada cebador 5uM (Tabla 5), 0.2ul de Tag polimerasa 5,0 U/ul (Promega), 1ul de la muestra de
ADN y agua miliQ estéril hasta completar el volumen.

La amplificacién se llevé a cabo en el termociclador de gradiente (Corbett CG1-96), se programd un
primer paso de desnaturalizacion a 95°C por 3 minutos, y después por 40 ciclos se realizd
desnaturalizacion a 95°C por 20s, hibridacion por 30s con la temperatura segun el par de cebadores
utilizados (Tabla 5) y extension a 72°C por 2 minutos. Por Ultimo se realizd una reaccién de extension a
72°C por 5 minutos y se mantuvo a 30°C por 3 minutos (Wanner, 2006). Para la amplificacion del gen
rpoB, la mezcla de reaccion fue sometida a un primer paso de 2min a 95°C y a 30 ciclos de
amplificacién (30s a 95°C, 30s a 56°C y 45s a 72°C) seguidos de 5 min de extensién a 72 °C (Kim et al.,
2004).

Se verificé el tamafio del producto de la reaccion por electroforesis en gel de agarosa 1,5% en buffer
TBE 0.5x con tincion de bromuro de etidio, utilizando un marcador de peso molecular comercial (Smart
Ladder, Eurogenetc).

3.2.6.6 Secuenciado y andlisis de secuencia

Algunos de los productos de amplificacion fueron parcialmente secuenciados (Sanger et al., 1977)
(Servicio de secuenciaciéon Macrogen, Corea). Las secuencias se corrigieron manualmente y se analizé
la similitud de cada secuencia con las secuencias depositadas en la base de datos GenBank (NCBI)
mediante el algoritmo BLASTn.
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Resultados

4.1 Aislamiento de cepas de Streptomyces a partir de tubérculos con sintomas severos
de sarna comun

Se obtuvieron 21 aislamientos con caracteristicas similares al género Streptomyces, a partir del

procesamiento de 10 muestras de tubérculos con sintomas severos de sarna comun.

Tabla 6: Coédigos de las muestras y sus
respectivos aislamientos.

Cddigo Aislamientos de la
misma muestra

1 1, 1,

2 2

3 315 3h1, 3n2

4 4, Az

5 53,55,5H1

6 61,6,,63

536 536,5363,5364

1613 1613y

1617 1617,,161 7y

4801 4801¢

Todas las muestras fueron procesadas por los distintos métodos descritos en el item 3.2.1 de
materiales y métodos, obteniéndose por cada uno el nimero de aislamientos segun se muestra en la
tabla 7.

Tabla 7: Métodos de procesamientos y cantidad de
aislamientos obtenidos.

Métodos de Numero de
procesamiento aislamientos
Micelio 1
Fenol-agua 12
Fenol-agua y 10 min. 0
Agua caliente 7
Agua caliente y 1
macerado
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4.2 ldentificacidon de las cepas por métodos moleculares

Se extrajo ADN por duplicado de 42 cepas, incluyendo las aportadas por la Facultad de Agronomia. Se

| muestran algunas extracciones de ADN utilizando el kit comercial (Figura 13) y por medio de la

extraccién convencional (Figura 12).

Figura 12: Extraccion de ADN gendmico a partir Figura 13: Extraccion de ADN gendmico a partir de cultivos
de cultivos puros. Fotografia de una electroforesis puros utilizando el Kit de ViVo Science. Fotografia de una
en gel de agarosa 0.8%. Carril 1-5: muestras 63, electroforesis en gel de agarosa 0.8%. Carril 1-11: muestras
441, 1613y, 16134y, 4810. Carriles PM: marcador 16174, 31, 62, 5364, 4H1, 53, 4n2, 5H1, 3H2, 63, 5363. Carriles
de peso molecular (Smart Ladder, Eurogenetec); PM: marcador de peso molecular (Smart Ladder,
la flecha indica la banda que corresponde al ADN Eurogenetec); la flecha indica la banda que corresponde al
genoémico. ADN genoémico.

4.2.2 Amplificacion por PCR con cebadores dirigidos hacia el gen del ARNr 16S para el

Dominio Bacteria

Para todos los ADNs extraidos, se realiz6 la reacciébn de PCR utilizando pares de cebadores
universales para el Dominio Bacteria dirigidos al ARNr 16S (16s1F-16s455-435 y 16s1R-16s1F). Para
todas las cepas se obtuvieron los productos de amplificacion del tamafio esperado. En la siguiente

figura se muestran algunos resultados de la PCR.

10000

200

Figura 14: Amplificacion por PCR del gen del ARNr 16S con los cebadores 16s1F-16s 455-435. Fotografia de un gel
de agarosa al 1,5%. Carril PM: marcador de peso molecular (Smart Ladder, Eurogenetec); Carriles 1-6: 11, 1,/10,
1,/100, 1, 1,/10, 1,/100, carril 7: control negativo. La flecha indica las bandas de los productos de amplificacion del
tamafio esperado aproximadamente 498pb.
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Se seleccionaron algunos productos de amplificacién del gen ARNr 16S y se enviaron a secuenciar.
Las secuencias parciales de estos genes, se compararon con las secuencias de la base de datos
Genbank, obteniéndose los resultados que se muestran en la tabla 8.

Tabla 8: Cebadores universales utilizados para la amplificacion de las secuencias del gen ARNr 16S y datos obtenidos a
partir de la comparacion de las secuencias con las de la base de datos NCBI (GenBank) usando BLASTn.

Par de Largo de pb/pb  Homologia Similar a
Codigo  cebadores  secuencia
obtenida
1 16s1F 363pb 363/363 100% Streptomyces spp. HQ992713.1
16s455-435
1, 16s1F 354pb 354/354 100% Streptomyces spp. HQ992713.1
16s455-435
6, 16s1F 346pb 346/346 100% S. acidiscabies FJ007427.1
16s455-435
5 16s1F 325pb 325/325 100% S. flaveolus EF654098.1
16s455-435
53 16s1F-16s1R 357pb 357/357 100% Streptomyces spp. HQ292264.1

4.2.3 Amplificacion por PCR con cebadores especie-especificos dirigidos hacia el gen del
ARNr 16S

Para todas las cepas aisladas se realizaron las reacciones de PCR con los cebadores dirigidos hacia
las especies que comUnmente causan sarna comun: S. scabies, S. turgidiscabies y S. acidiscabies. No
se obtuvo ningun amplicén con los cebadores dirigidos para S. scabies y S. turgidiscabies.

De las 42 cepas analizadas por PCR convencional utilizando los cebadores especie-especificos para S.
acidiscabies, en 26 cepas se obtuvieron un amplicén del tamafio esperado (1278pb) (Figurals).

Figura 15: Amplificacion por PCR con los cebadores (Acil-Aci2) especie-especificos para S. acidiscabies. Fotografia
de un gel de agarosa al 1,5%. Carril PM: marcador de peso molecular (Smart Ladder, Eurogenetec); Carriles 1-15:
1A, 1A2, 1B1, 2A22, 2B1, 2B2, 3A1, 3B1, 4A22, 2/ 10, 2/100, 5x1, 511/10, 541/100 carril 16: control positivo y carril 17:
control negativo. La flecha indica: bandas que corresponden a los amplicones del tamafio esperado
aproximadamente 1278pb.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332646999?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=179FSRXU016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332646999?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=179Y3E4M016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/215512403?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=17AJZ85A016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/150014735?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4394TYC601S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310755951?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=439P37SG01N

Resultados

Se enviaron a secuenciar 11 productos de PCR. Las secuencias se compararon con las de la base de
datos GenBank mediante el algoritmo Blastn. Todas las secuencias de las cepas fueron ingresadas al
banco de datos y se encuentran registradas por los nimeros de acceso GenBank que se muestran en
la tabla 9.

Tabla 9: Cebadores utilizados para la amplificacion de las secuencias del gen del ARNr 16S, datos obtenidos a partir de la
comparacioén de las secuencias con las de la base de datos NCBI (GenBank) usando BLASTn y niUmero asignado para cada
secuencia por GenBank.

Codigo Nuamero de Par de Largo de pb/pb Homologia Similar a
acceso cebadores secuencia
GenBank obtenida
1, JN206666 Acil- Aci2 467pb 467/467 100% S. acidiscabies FJ547387.1
3 JN206667 Acil- Aci2 676pb 619/619 100% S. acidiscabies FJ546739.1
6 JN206668 Acil- Aci2 295pb 295/295 100% S. acidiscabies FJ007427.1
6, JN206669 Acil- Aci2 672pb 672/672 100% S. acidiscabies FJ546739.1
63 JN206672 Acil- Aci2 675pb 675/675 100% S. acidiscabies FJ546739.1
1A JN206670 Acil- Aci2 668pb 668/668 100% S. acidiscabies FJ546739.1
1B1 JN206673 Acil- Aci2 906pb 906/906 100% S.acidiscabies AB301487.1
2B1 JN206674 Acil- Aci2 695pb 695/695 100% S.acidiscabies FJ546739.1
3A1 JN206675 Acil- Aci2 743pb 743/743 100% S. acidiscabies FJ546739.1
3B1 JN206671 Acil- Aci2 665pb 665/665 100% S. acidiscabies FJ546739.1
4A2 JN206676 Acil- Aci2 487pb 485/487 99% S.acidiscabies GU479448.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220681899?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SDABZ0E301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220681899?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SD9DSB9H01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/161728868?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAAHS79401N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220681899?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TABHBKY401N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220681899?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAC0TJAK015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220681899?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SD9ZSNYC01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/290467510?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAD50FXR01N

Resultados

4.2.4 Amplificacion por PCR con cebadores dirigidos hacia el gen rpoB

Las cepas 63, 441, 1613y, Db321, Db322, Db31, Db341 y Db342 se amplificaron por PCR con los
cebadores dirigidos al gen rpoB. Para todas las cepas se obtuvo un producto de amplificacién del

tamafio esperado 352pb.

10000

1500

1000
800

600

400

200

Figura 16: Amplificacion por PCR del gen rpoB con los cebadores SRPOF1-SRPORL1. Fotografia de un gel de
agarosa al 1,5%. Carril PM: marcador de peso molecular (Smart Ladder, Eurogenetec); Carriles 1-8: 63, 4n1, 1613y,
Db321, Db322, Db31, Db341 y Db342. La flecha indica: bandas de los productos de amplificacion del tamafio
esperado aproximadamente 352pb.

Se realiz6 el andlisis de las secuencias para las 8 cepas amplificadas, obteniéndose los siguientes
resultados (Tabla 10).

Tabla 10: Cebadores utilizados para la amplificacion de las secuencias y datos obtenidos a partir de la comparacién
de las secuencias con las de la base de datos NCBI (GenBank) usando BLASTn.

Cdédigo Parde Largo de pb/pb  Homologia Similar a

cebadores secuencia
obtenida

63 SrpoF1- 249pb 249/249 100% S. acidiscabies EF101622.1
SrpoR1

Db321  SrpoF1- 255pb 254/255 99% S. scabies FJ007456.1
SrpoR1

Db322  SrpoF1- 203pb 203/203 100% S. scabies FJO07456.1
SrpoR1

Db31 SrpoF1- 245pb 243/245 99% S. olivochromogenes AY280762.1
SrpoR1

Db341  SrpoF1- 265pb 263/265 99% S. olivochromogenes AY280762.1
SrpoR1

Db342  SrpoF1- 228pb 226/228 99% S. olivochromogenes AY280762.1
SrpoR1

4y SrpoF1- 247pb 247/247 100% S. albidoflavus DQ978980.1
SrpoR1

1613y, SrpoF1- 249pb 249/249 100% S. flaveolus AY520425.1
SrpoR1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/126518100?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=A2ZUZCY9013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/215512458?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=A31HFGR101N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/215512458?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BB904UM1013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/33469369?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BB9731AT013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/33469369?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BB9V1P8X012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/33469369?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BB9V1P8X012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/115490861?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BU6CB4UP01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/46393398?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=A6C0SZBJ012

Resultados

4.3 Identificacion de las cepas por métodos convencionales

La observacion de las cepas al microscopio mostré bacterias Gram-positivas, filamentosas con cadenas

de esporas onduladas.

I

WSSy

Figura 17: Fotografia del Gram de la cepa . Figura 18: Fotografia del fresco de la cepa Db322,
61 observado a 100x. observado al00x.

la cepa Db322, observado a 40x.

A algunas de las cepas que amplificaron por PCR con los cebadores especificos para S. acidiscabies
se les realiz6 el ensayo de la produccion de melanina (Figura 22), la visualizacion del color del reverso
de la colonia y color de la masa de esporas en medio YME. Se muestran los diferentes resultados para

la masa de esporas (Figura 20) y para el reverso de la colonia (Figura 21). En la tabla se detallan los
resultados obtenidos.
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Figura 20: Fotografia del frente de las Figura 21: Fotografia del reverso de Figura 22: Fotografia del ensayo
colonias para diferentes cepas crecidas las colonias para diferentes cepas para la produccién de melanina.
en medio YME. Se puede apreciar los crecidas en medio YME. Se puede Resultados: A, negatvo y B,
distintos colores de la masa de apreciar los diferentes colores: M, positivo.

esporas: B, blanco; G, gris. marrén; AO, amarillo ocre.

Tabla 11: Caracteristicas fenotipicas para cepas que amplificaron por PCR con
los cebadores especificos para S. acidiscabies.

Cepas Produccion de Color de la masa Color del reverso
melanina® de esporas” de la colonia®

1, - AO

1, -
3: -
61 -
6, -
63 -
1A -
2A22 -
3A1 -
4A1 -
Db321
Db322
Db341
Db342
Control (-) -

(o8]
>
o

OOOO W WwWwWwwwww
=TI L L(LL

+ + + +

& (+), reaccion positiva; (-), reaccion negativa. ® B, blanco; G, gris. ¢ AO, amarillo
ocre; M, marrén ; C, crema.
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4.4 Determinacion de factores de patogenicidad

4.4.1 Amplificacion mediante PCR de genes marcadores de patogenicidad

Se amplificaron por PCR los siguientes genes marcadores de patogenicidad: los genes de la biosintesis
de la taxtomina A txtAB y txtA, el gen homdlogo de la tomatinasa tomA y el gen necl. De las 42 cepas
analizadas, en al menos 9 se obtuvo amplificacion por PCR convencional de uno de los genes

marcadores de patogenicidad (Tabla 12).

Tabla 12: Resultados obtenidos para todas las cepas por la amplificacion mediante PCR de
diferentes genes marcadores de patogenicidad.

Genes marcadores de patogenicidad

Cepas S. acidiscabies tomA necl tXtAB txtA
1 + + + - banda mayor
1L + + + - -
2 - ND - ND ND
31 + - - - banda mayor
3H1 - - - - -
3h2 - - - -
4hs - + - - -
4hz - - - - -
53 - - -
55 - - - - -
SH1 - ND banda mayor ND ND
61 + + + + +
62 + + + + +
63 + + + - +
536 - - - - -
5363 - - - - -
5364 - - - - -
1613wm - - + ND ND
1617y - - - - -
1617hm - - - ND -
4801F - - - ND -
1A + - - ND -
1A2 + - - ND -
1B1 + - - ND -
1B3 + - - ND -
2A22 + - - ND -
2B1 + - - ND -
2B2 + - - ND -
2B3 + - - ND -
3A1 + - - ND -
3A2 + - - ND -
3B1 + - - ND -
4A1 + - - ND -
4A2 + - - ND -
4B1 + - - ND -
4B2 + - - ND -
Db3 + - - ND -
Db321 + - - ND -
Db322 + - - ND -
Db341 + - - ND -
Db342 + - - ND -
Ba5 - - - ND -

(+) Amplificacién del tamafio esperado, (-) no hubo amplificacion y ND: no determinado.
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Algunos productos de PCR se enviaron a secuenciar para verificar la identidad de los genes

marcadores de patogenicidad y las secuencias obtenidas se compararon con las del banco de datos

GenBank mediante el algoritmo Blastn.

Tabla 13: Cebadores utilizados para la amplificacion de las secuencias y datos obtenidos a partir de la comparacion

de las secuencias con las de la base de datos NCBI (GenBank) usando BLASTn.

Cddigo Par de Largo de NCBI pb/pb Homologia  Numero de
cebadores secuencia (GenBank) acceso
obtenida match GenBank

1; Tom3-Tom4 259pb tomA 259/259 100% AY707079.1
6, Nf -Nr 585pb necl 584/585 99% EU864246.1
6, Nf -Nr 613pb necl 613/613 100% EU864246.1
6, TxtAl- TxtA2 292pb IXtA 292/292 100% FN554889.1
6 TxtAB1-TxtAB2 248pb tXtAB 248/248 100% AF255732.1

4.4.2 Ensayo de patogenicidad

Se realiz6 el ensayo de patogenicidad en discos de papa a las cepas

que amplificaron por PCR con los cebadores especificos para S.

acidiscabies. El control negativo se inoculé con agua estéril (Figura

23A), las muestras positivas para el ensayo mostraron crecimiento y

lesion en la papa (Figura 23C), mientras que las negativas solo

crecimiento (Figura 23B). De las 14 muestras seleccionadas para el

ensayo, 8 dieron positivas (Tabla 14).
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Figura 23: Resultados del ensayo de
patogenicidad en discos de papa. A,
control negativo; B, resultado negativo y
C, resultado positivo.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57338459?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=19GFBP6M01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/11034797?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=19H5Z91301S

Resultados

Tabla 14: Resultados del ensayo

de patogenicidad en discos de

papa.
Cepas Patogenicidad
1 -
1, -
3 +
61 +
6, +
63 +
1A +
2A22 +
3A1 +
4A1 +
Db321 -
Db322 -
Db341 -
Db342 -
CO* :

*Control negativo. (+) hubo lesién
en la papa; (-) no hubo lesion en
la papa.

45 Resumen de los resultados

Tabla 15: Caracteristicas de las muestras (tubérculos) y, resultados de patogenicidad de las cepas identificadas por
métodos moleculares como especies causantes de sarna comun.

Cepa Especie Departamento Tipo de Patogenicidad tomA necl t(xtAB tXtA
Sintoma en papa

1 S. acidiscabies -* Reticulada - + + = banda mayor
1, S. acidiscabies -* Reticulada - + + - -
31 S. acidiscabies San José Profunda + - = - banda mayor
61 S. acidiscabies San José Profunda + + + + +
62 S. acidiscabies San José Profunda + + + + +
63 S. acidiscabies San José Profunda + + + - +
1A S. acidiscabies San José Profunda + = - ND -
2A22 S. acidiscabies San José Profunda + = ND -
3A1 S. acidiscabies Canelones Profunda + = - ND -
4A1 S. acidiscabies Canelones Profunda + = - ND -
Db321 S. scabies San José Reticulada - - = ND o
Db322 S. scabies San José Reticulada = = - ND -
* Muestra de papa semilla importada Canadiense.

Cepas con genes Cepas patdgenas Cepas patogenas en Cepas no

de patogenicidad. en papa. papay con genes de patégenas.

patogenicidad.
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5 DISCUSION



Discusién

5.1 Aislamiento de cepas de Streptomyces a partir de tubérculos con sintomas severos
de sarna comun

De los cinco métodos de procesamiento evaluados, el método de siembra directa del micelio resultd
poco eficiente, basicamente por problemas de contaminacién por crecimiento de hongos, logrando solo
un aislamiento para una muestra.

El método que resulté mas eficiente fue el que usa fenol-agua (sin dejar 10 minutos de espera antes de
la siembra). En este caso se obtuvieron 12 aislamientos con las caracteristicas morfoldgicas esperadas

para el género Streptomyces.

5.2 Identificacion de las cepas por métodos moleculares

5.2.1 Extraccion de ADN

Comparando los dos métodos de extraccion de ADN ensayados, se pudo concluir que a partir de la
extraccion clasica se obtiene mayor cantidad de ADN gendmico y plasmidos (estos son frecuentes en el
género Streptomyces). Inesperadamente en la extraccion mediante el Kit comercial Vivo Genomic DNA
Purification Kits (ViVo Science) la cantidad de ADN obtenido es menor y no se extrajeron los plasmidos.
Sin embargo, el ADN se encuentra mas limpio.

Para determinar si el ADN estaba libre de contaminantes que interfiriesen en la PCR, se realiz6 la

amplificacién por PCR con cebadores universales para el dominio Bacteria.

5.2.2 Amplificacién por PCR con cebadores dirigidos hacia el gen del ARNr 16S para el

dominio Bacteria

Se obtuvieron para todos los ADNs ensayados el producto de amplificacion por PCR del tamafio
esperado segun los cebadores dirigidos al ARNr 16S. Esto confirmd que los microorganismos aislados
pertenecian al dominio Bacteria. En este punto debemos destacar que dada las caracteristicas del
género Streptomyces, fue necesario adquirir cierta experiencia antes de diferenciar sus colonias de
otras muy parecidas que eran de hongos. La flora presente en los tubérculos a pesar de los
tratamientos previos realizados antes de los aislamientos, dio lugar a un gran nimero de colonias muy
variadas. Por otra parte, estas amplificaciones permitieron confirmar que los ADNs extraidos eran
amplificables por PCR, 0 sea, que no poseian trazas de algun producto de la extracciéon (etanol,
cloroformo, etc.) que impidiera la reaccion de PCR.

Para conocer la identidad de las cepas, se enviaron a secuenciar los fragmentos amplificados y se
analizaron las secuencias por comparacion con las de la base de datos GenBank. Se obtuvieron para

todas las cepas secuenciadas (Tabla 8) porcentajes de similitud muy altos (= 99%). A partir del
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secuenciado del gen ARNr 16S se identificaron algunas cepas hasta el género y otras hasta la especie,
lo que permitié concluir que las cepas 1, 1,, 53, 55 y 6; pertenecen al género Streptomyces. Por otra
parte, la cepa 55 pertenece a la especie S. flaveolus la cual no es causante de la enfermedad. Sin
embargo la cepa 6, pertenece a un patdégeno emergente S. acidiscabies, causante de sarna comun en
la papa, el cual no ha sido reportado en Uruguay hasta la fecha.

Los resultados obtenidos a partir de la secuencia del gen del ARNr 16S demuestran que si bien nos
hemos enfocado al aislamiento de las cepas presentes en las lesiones de sarna, esta flora es muy
variada y no solo presenta los microorganismos patégenos sino también a otros microorganismos

acompafantes.

5.2.3 Amplificacién por PCR con cebadores especie-especificos

Algunas cepas amplificaron el fragmento esperado con los cebadores especificos para la especie
Streptomyces acidiscabies. La identidad de las cepas se confirmaron por el andlisis de secuencia, en
los que se obtuvo un porcentaje de similitud muy alto (= 99%).

Las cepas identificadas como S. acidiscabies fueron aisladas de la lesion de sarna comun de tubérculos
cultivados en los departamentos de San José, Canelones y de la papa semilla. Las condiciones en que
se realizaron los cultivos fueron suelos con un pH menor a 5 y muy humedos. Todos estos datos
sugieren que S. acidiscabies podria ser el patdgeno causante del brote de sarna comuin en nuestro pais
en la zafra de otofio 2010.

Por otra parte, llamé la atencion que ninguna cepa aislada haya amplificado con los cebadores
especificos para S. scabies, ya que este esta distribuido mundialmente y es el mayor agente causal de
sarna en la papa. Una razén podria ser que los aislamientos se hicieron directamente de las lesiones y
las condiciones de la zafra de otofio de 2010 que no fueron las mas adecuadas (suelos con humedad
baja y pH mayor a 5.2) para que S. scabies indujera la enfermedad. Sin embargo esto no significa que

este patégeno Nno se encuentre en nuestros campos.

5.2.4 Amplificacién por PCR con cebadores dirigidos hacia el gen rpoB

A aquellas cepas que no pudieron ser identificadas con cebadores dirigidos al gen ARNr 16S, se les
realiz6 la amplificaciéon por PCR con cebadores dirigidos al gen rpoB. Este gen codifica para la
subunidad 8 de la ARN polimerasa. Segun bibliografia este posee algunas ventajas sobre el gen ARNr
16S. Por un lado, tiene una sola copia en el genoma, mientras que el gen ARNr 16S es un gen de
copias multiples y aunque es poco frecuente, se ha informado que el 6.9% de las especies de
Streptomyces posen multiples copias de este gen con diferentes secuencias (Kim et al., 2004).

Dado el nimero de cepas obtenidas, se seleccionaron para secuenciar el gen rpoB aquellas cepas en

las que se demostré que tenian genes de patogenicidad y a aquellas cepas que habian amplificado con
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los cebadores especificos para S. acidiscabies pero cuyas caracteristicas fenotipicas no concordaban
con dicha especie.

Las cepas 44,y 1613y que confirmaron por PCR poseer genes de patogenicidad, se identificaron por
secuenciado del gen rpoB como especies de Streptomyces que no estan reportadas como causantes
de sarna comun: S. albidoflavus y S. flaveolus respectivamente. Estas especies podrian haber
adquirido los genes de patogenicidad por transferencia horizontal de la isla de patogenicidad, pero no
todos los genomas son buenos receptores de la misma, por lo que es posible que estos genes no se
estén expresando.

Por otra parte, las cepas Db31, Db321, Db322, Db341 y Db342 que amplificaron con los cebadores
especificos para Streptomyces acidiscabies pero que tenian caracteristicas fenotipicas diferentes, se
identificaron por secuenciado del gen rpoB como otras especies de Streptomyces. Estos resultados han
sido de gran relevancia pues nos han indicado que los cebadores descritos en bibliografia como
especificos para S. acidiscabies no lo son tanto. Mientras que las cepas Db31, Db341 y Db342 dada la
secuencia del gen rpoB pertenecerian a la especie S. olivochromogenes (no causante de sarna comun
en la papa), las secuencias de las cepas Db321 y Db322 corresponden a S. scabies, patégeno
causante de sarna comun. Esto nos estaria mostrando que efectivamente el patégeno de sarna S.
scabies (distribuido mundialmente), también esta presente en nuestros campos. Sin embargo, estas
cepas no amplificaron en nuestras reacciones de PCR con los primes especie especificos para S.
scabies descritos en bibliografia y no se habia logrado determinar la especie con la secuencia del gen
ARNr 16S. Por lo tanto, el gen rpoB ha demostrado ser mejor para la identificaciébn de las cepas
aisladas. Dado que los cebadores especie especificos para S. scabies que poseiamos no amplificaron
dichas cepas, y que hemos corroborado que su secuencia esta presente en el genoma secuenciado de
S. scabies 87-22 (Accession Number NC_013929) concluimos que los cebadores Scablm-Scab2m

posiblemente no hayan sido correctamente sintetizados.

5.3 ldentificacion de las cepas por métodos convencionales

Todas las cepas aisladas se observaron en microscopio Optico, observandose en todos los casos
bacterias Gram positivas filamentosas: morfologia esperada para el género Streptomyces. Si bien la
tincion de Gram permitié la observacion de las esporas, no se distinguié la forma de las cadenas de
esporas, caracteristica que diferencia S. scabies de S. acidiscabies. Esperando poder distinguir esto, se
prepararon frescos de las cepas, donde se visualizaron cadenas de esporas onduladas, pero no las
tipicas cadenas en espiral de S. scabies. Para corroborar este resultado se realizaron cultivos en lamina
en los cuales se observaron también cadenas onduladas. Este método permitié visualizar mejor las
caracteristicas del cultivo.

Otras propiedades distintivas de las dos especies mencionadas son el color de la masa de esporas en

medio YME después de 14 dias de incubacién a 28°C y la produccién de melanina. Estas
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caracteristicas se observaron para algunas cepas que habian amplificado con los cebadores
especificos para S. acidiscabies. Estos resultados llamaron la atencién, ya que no todas las cepas
tenian las caracteristicas fenotipicas de S. acidiscabies (color de la masa de esporas blanca y la no
produccion de melanina). Por lo tanto, como forma de dilucidar la identidad de estas cepas y de
acuerdo a las ventajas anteriormente mencionadas respecto al gen rpoB, se determinaron las
secuencias de este gen para estas cepas. El andlisis de las secuencias resulté en la identificacion de
las cepas Db321 y Db322 como S. scabies. Esta identificacion concuerda con las caracteristicas
fenotipicas (color de la masa de esporas gris y produccion de melanina) para dichas cepas. Por otra
parte, las cepas Db341 y Db342 se verificaron por secuenciado que corresponden a S.

olivochromogenes, especie que no es agente causante de sarna comun.

5.4 Determinacion de factores de patogenicidad

5.4.1 Amplificacion mediante PCR de genes marcadores de patogenicidad

Se realiz6 la amplificacion por PCR de los genes de la biosintesis de la taxtomina A (txtA y txtB), el gen
gue codifica para un homélogo de la tomatinasa (tomA) y el gen que codifica una proteina necrogénica
(necl) para todas las cepas aisladas. Se enviaron a secuenciar los productos de PCR que se
encontraban limpios y con la concentracién exigida por el servicio de secuenciado de Macrogen
(Corea). El andlisis de las secuencias mostré una gran similitud (= 99%) con los genes esperados, lo
gue es indicativo de que estas cepas son potencialmente patégenas. De nueve cepas que amplificaron
al menos un gen marcador de patogenicidad, siete fueron identificadas como S. acidiscabies. Las otras
dos se identificaron como especies no causantes de sarna comun S. albidoflavus y S. flaveolus.

No obstante, la presencia de los genes txtA y txtAB codificantes para las enzimas taxtomina sintetasas,
Nno Nos asegura que la toxina taxtomina se produzca y sea activa ya que estos genes forman parte de la
via biosintética de la enzima que es bastante compleja (Figura 7A). Confirmar que esta cepas producen
la toxina taxtomina A seria la Unica forma de asegurar que estas cepas son patdégenas (Loria et al.,
2010). De todas formas, tal como hemos mencionado en la introduccion, estd muy documentada la
correlacion de la presencia de estos genes con la patogenicidad (Loria et al., 2006; Qu et al., 2008;
Wanner, 2006). En nuestro trabajo para dos cepas, las amplificaciones con los cebadores para el gen
txtA, resultaron en la amplificacion de fragmentos de mucho mayor tamafio al esperado, lo que podria
indicar una insercion en el gen, resultado que en este trabajo no profundizamos.

Respecto a los genes necl y tomA codifican directamente para las proteinas Necl y el homdlogo de la
tomatinasa. Estas proteinas suprimen la respuesta de defensa del huésped durante la infeccion. Como
mencionamos para el caso de la taxtomina A, podemos decir que las cepas que contienen estos genes
son potencialmente patégenas, dado que su presencia ho nos asegura su expresion ni su funcionalidad

en la bacteria.
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Sin embargo, la reciente disponibilidad de la secuencia del genoma de S. scabies ha proporcionado una
nueva compresion de los factores genéticos. A partir de andlisis gendmicos se sugirio que la
patogenicidad de Streptomyces puede tener multiples determinantes genéticos ademas de la taxtomina
Ay los factores de virulencia Necl y tomatinasa (Bignell et al., 2010). Por lo tanto, aln aquellas cepas
que no amplificaron para ninguno de los tres genes marcadores de patogenicidad, no se pueden

descartar como patdgenas.

5.4.2 Ensayo de patogenicidad

De acuerdo a la bibliografia, se han encontrado cepas de Streptomyces que producen patogenicidad en
papa y no contienen ninguno de los genes marcadores de patogenicidad. Por otra parte, también se
han descrito cepas que los contienen y no se muestran patégenas a la hora de ser inoculadas en papa.
Para determinar las caracteristicas de nuestras cepas, realizamos el ensayo de patogenicidad en
discos de papa. En nuestro caso, no todas las cepas de S. acidiscabies produjeron patogenicidad en
papa. Algunas cepas de S. acidiscabies produjeron patogenicidad en discos de papa y contenian genes
de patogenicidad mientras que otras no. Por otra parte hemos constatado la presencia de cepas de la
especie Streptomyces acidiscabies que mostraron patogenicidad en los ensayos de inoculacién en
papa y que fueron aisladas de tubérculos con lesiones profundas, procedentes de campos paperos de
Uruguay. Pero también hemos aislado cepas de S. acidiscabies y S. scabies que no dieron
patogenicidad en discos de papa y que fueron aisladas de tubérculos con sarna reticulada (sintoma
mas leve de sarna comun). Esto podria indicar que las cepas aisladas de sarna reticulada serian menos
agresivas y nuestras condiciones del ensayo en discos de papa no permitieron expresar su

patogenicidad.
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Se aislaron 42 cepas de Streptomyces spp. a partir de sintomas de “pozo o crater” de 2-3 cm de
didmetro por 1 cm de profundidad aproximadamente de tubérculos que presentaron esta nueva

sintomatologia asociada no conocida en Uruguay.

De las técnicas de aislamiento utilizadas resulté la mas eficiente la que contiene fenol-agua (sin dejar

10 minutos de espera antes de la siembra).
Los aislamientos obtenidos se identificaron por técnicas clasicas y moleculares.

Para la identificacion molecular de las cepas el secuenciado del gen rpoB resulté ser mas ventajoso
que el del gen ARNr 16S.

La presencia de genes marcadores de patogenicidad no se correlaciond para todos los aislamientos

con el ensayo de patogenicidad en discos de papa.

Se identifico a Streptomyces acidiscabies como el patdégeno causal de la sarna comun de los cultivos
de papa, en la zafra de otofio de 2010 en los departamentos de San José y Canelones. Lo cual

representa el primer reporte de éste patdgeno en el cultivo de papa en Uruguay.
Este trabajo ha permitido construir la primera coleccion de cepas de Streptomyces en Uruguay.
Las perspectivas que surgen a partir de este trabajo son:

e Continuar estudiando las cepas de Streptomyces causantes de sarna comun en Uruguay,
aislandolas de tubérculos con cualquier tipo de sintomas de sarna comun.

e Aislar cepas de Streptomyces a partir de suelos de campos con diferentes antecedentes.

e Determinar si las cepas de Streptomyces aisladas son patégenas.

e Caracterizar y comparar las cepas patégenas aisladas a partir de métodos de fingerprinting

e Disefiar mejores cebadores para la identificacion de especies causantes de sarna comun.

e Disefar y optimizar un método molecular de diagnédstico especifico, sensible y confiable.

e Sugerir cambiar el método inspectivo para control de sarna de los tubérculos semillas que
ingresan al pais. Esto resulta crucial para el sector productivo de papa, ya que la observacion
visual se utiliza como método inspectivo para la determinacion de la entrada al pais de papa
semilla importada. Este método no permite detectar la presencia asintomatica del patégeno en

el tubérculo, que en bajas concentraciones podria ser diseminado por su progenie.

50



Apéndice

7 APENDICE
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7.1 Medios de cultivos

YME (Yeast malt extract): 4g de extracto de lavadura, 10g de extracto de malta, 4g de dextrosa,
se lleva a 950ml con agua destilada, se ajusta el pH a 7.3 y se completa hasta un litro con agua
destilada. Se esteriliza mediante calor humedo (15 minutos a 121°C).

Para cultivo sélido se agrega 20 g/L de bacto agar (Loria et al., 2010).

NPPC (Nistatina, Polimixina, Penicilina, Cicloheximida): solucion stock (500mg de Nistatina,
50mg de sulfato de B-polimixina, 10mg de Penicilina-G sédica, 500mg de cicloheximida se lleva
a 100ml con agua destilada). Esta solucion se esteriliza por filtracion. Luego se agrega esta
solucion a 20 g/l de bacto agar enfriado a menos de 55°C después de su esterilizacion por calor
humedo (15 minutos a 121°C) (Loria et al., 2010).

Agar Tirosina: 15.0g de glicerol, 0.5g de L-tirosina, 1.0g de L-asparagina, 0.5g de K,HPQ,4, 0.5g
de MgS0,4.7H,0, 0.5g de NaCl, 0.01g de FeS0,4. 7H,0 y 20.0g de Bacto-agar. Llevar a un litro de
agua destilada y ajustar el pH entre 7.2 y 7.4. Se esteriliza mediante calor humedo (15 minutos a
121°C) (Shirling and Gottlieb, 1966).

7.2 Reactivos (Sambrook and Russell et al., 2001)

Solucién de EDTA (Acido etilendiamino-tetra-acético) 0.5M pH 8.0: 7.3g de EDTA, 50ml de agua
destilada y agregar 1g de NaOH hasta ajustar el pH a 8.0. Se esteriliza mediante calor himedo
(15 minutos a 121°C).

Solucion de Tris-HCI 1M pH 8.0: 12.1g de Tris-Cl, 95.8 de agua destilada y en campana se
agrega 4.2ml de HCI. Se esteriliza mediante calor himedo (15 minutos a 121°C).

Tampoén TE pH 8.0: 0.2ml de EDTA 0.5M pH 8.0, 1ml de la solucién de Tris-Cl 1M pH 8.0, se

lleva a 100ml con agua destilada. Se esteriliza mediante calor himedo (15 minutos a 121°C).

Tampoén TE25S pH 8,0: 10.3g de sacarosa, 5ml de solucion de EDTA 0.5M pH 8.0, 2.5ml de
solucion de Tris-Cl 1M pH 8.0, se ajusta el pH a 8.0 y se lleva a 100ml con agua destilada. Se

esteriliza mediante calor himedo (15 minutos a 121°C).

NaCl 5M: 14.6g de NaCl en 50ml de agua destilada. Se esteriliza mediante calor humedo (15
minutos a 121°C).

Solucion CTAB/NaCl (0.7M NaCl y 10% CTAB): 4.1g de NaCl en 100ml de agua destilada,
agregar y disolver en bafio a 55°C 10g de CTAB.
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7.3 Ubicacion de las secuencias de los cebadores utilizados en el gen del ARNr 16S

A continuacién se muestran las posiciones de las secuencia de los cebadores especie-especificos

utilizados, los cuales se encuentran en las regiones variable del gen ARNr 16S de Streptomyces.

Yy variable region

scablm

971124 scabiei

scabI

AJ007423 europaeiscabiei
D63868 bottropensis
ID01-6.2A group X

Stell

5263074 stelliscabiei
acidil

AB026220 acidiscabies
turglm

AB026221 turgidiscabies
971132 diastatochromog

170 180 190 200
| | |
CGACACTCTCGGGCATCCGA>
GGATACGACACTCTCGGGCATCCGATGAGTGTGGAAAGCTCCGGCGGTGA
CAACACTCTCGGGCATCCGA->

GGATACAACACTCTCGGGCATCCGATGAGTGTGGAAAGCTCCGGCGGTGA
GGATACAACACTCTCGGGCATCCGATGAGTGTGGARAGCTCCGGCGGTGA
GGATACAACACTCTCGGGCATCCGATGAGTGTGGARAGCTCCGGCGGTGA
CAACCACTACAGGCATCTGT-
GGATACAACCACTACAGGCATCTGTGGGTGGTGGAAAGCTCCGGCGGTGA
TEACTECTECETGCATEEGEG>
GGATATEACTECTGCCTGCATEEGEGGGEGETEGAAAGCTCCGGCGGTGA
CATGE g->
GGATAASAC CATGG CEAAAGCTCCGGCGGTGA
GGATACAACCACT. CAT TGGTGGAAAGCTCCGGCGGTGA

a variable region

970 980 990 1000

1010

ASE3

971124 scabiei

AJ007423 europaeiscabiei
971132  diastatochromog
AB026220 acidiscabies
ID01-6.2A group X

Stel3
5263074
D63868
Turgret3
AB026221 turgidiscabies

stelliscabiei
bottropensis

AACGGCCAGAGATGGTCGC>
TTGACATACACCGGAAACGGCCAGAGATGGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGG
TTGACATACACCGGAAACGGCCAGAGATGGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGG
TTGACATACACCGGAAACGGCCAGAGATGGTCECCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGG
TTGACATACACCGGAAACGGCCAGAGATGGTCECCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGG
TTGACATACACCGGAAACGGCCAGAGATGGTCECCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGG

GAAAGCATCAGAGATGGTGCC-
TTGACATCGCCCGGAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGGTGACAGG
TTGACATCGCCCGGAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGGTGACAGG
CATCCAGAGATGGETEC
TTGACATACACCGGAAACATECAGAGATGGEIGCCCCCTTGTGGTCGGTETACAGG

1435 variable region

1430 1440 1450 1460 1470
| | | |

scab2m € GTAA- -GGGAGGGAGCTGTCGAA
971124  scabiei AACCCGTAA - - GGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGAC
AJ007423 europaeiscabiei AACCCGTAA - - GGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGAC
T2St2 <« AGGGAGCTGTCG
5263074 stelliscabiei AACC AGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGAC
turg2m € AGGGAGCTGTCG
AB026221 turgidiscabies AACCCETEACEGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGAC
acidi2 € CTTGT-GGGAGGGAGCTGTCG
D63868  bottropensis AACCCCTTGT - GGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGAC
971132  diastatochromog AACCCCTTGT - GGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGAC

AACCCCTTGT - GGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGAC
AACCCCTTGT - GGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGAC

AB026220 acidiscabies
ID01-6.2A group X

Figura 24: Regiones variables en la secuencia del ADNr 16S de especies patdgenas de Streptomyces. Se describe la
secuencia de los cebadores especie especificos en negrita y su ubicacion en las regiones variables. Las secuencias de las
cepas aisladas (sin negrita) por Wanner et al., 2006 se encuentran alineadas con la secuencia de los cebadores. Extraido de
Wanner, 2006.
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7.4 Fotos de las muestras

Figura 25: Fotografias de algunas muestras de tubérculos con sintomas de sarna comun utilizadas en este
trabajo.
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