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PROGRAMA FORMACION PARA LA PARTICIPACION

1 Nombre de la propuesta |8
Actualizacién técnica y generacion de redes de colaboracién para el desarrollo de
proyectos comunes en fitopatologia.

Modalidad

Apoyo a la participacién en actividades de formacion: Asistenicia al Congreso Anual de la
Sociedad de Fitopatologia Americana (APS) y Visita Técnica a los Centros de
Investigacion de la Universidad de Florida- Departamento de Fitopatologia

1.2 Lugar donde se llevo a cabo la formacion

Estados Unidos, Milwaukee (Wisconsin), Gainesville, Bradenton (Florida)

s 4 - - s

1.3 Rubro / Area tematica de la actividad de formacion

Fitopatologia-Biotecnologia

1.4 Fecha en la que se efectuo la actividad de formacion:

Inicio: 26 de Julio 2002; Termino: 6 Agosto 2002

1.5 Postulante

Inés Marlene Rosales V. Investigadora patrocinada por el Instituto de
Investigaciones Agropecuarias.

1.6 Entidad Responsable

Instituto de Investigaciones Agropecuarias —CRI La Platina

1.7 Coordinado

Inés Marlene Rosales V
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1.8 Identificacion de los participantes de la propuesta

NOMBRE RUT TELEFONO DIRECCION POSTAL ACTIVIDAD FIRMA
FAX PRINCIPAL
E-MAIL
541-7223 Santa Rosa 11610, La Investigador o5 X%,
Inés Marlene Rosales V 541- 6687 Pintana, Santiago, Unidad de J; : S
mrosales@platina.inia.cl Chile Biotecnologia |
2, ACTIVIDADES DE TRASFERENCIA
2.1. Resumen actividades de transferencia PROPUESTAS
FECHA ACTIVIDAD OBJETIVO LUGAR N°y TIPO
BENEFICIARIOS
6-09-02 Seminario Informar a los miembros de|INIA-CRI ILa Platina |Esta actividad sera

nuestro laboratorio e invitados
externos de los avances mas
relevantes en el area de la

biotecnologia y la patologla
vegetal que hayan  sido
presentados durante . el

Congreso Anual de la Sociedad
Fitopatoldgica Americana.

especialmente dirigida a los
miembros del Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal del
CRI-La Platina, asi como
también al resto de los
miembros de este Centro de
Investigaciéon. Se extendera
la invitacién a los miembros
de la Sociedad Chilena de
Fitopatologia y publico en
general
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3-10-02 Charla informativa Explicar ~a  agricultores y|INIA-CRI La platina |Charla orientada
productores la importancia del productores, viveristas,
diagnéstico de enfermedades en exportadores, publico en
plantas y las ventajas del uso de general
tecnologia de punta.

Octubre Publicacién de|Generar un documento de|Sitio web laboratorio | Documento de libre

2002 documento informativo | divulgacion que explique el uso|de Biotecnologia del|disponibilidad a todos

en pagina web del|de las herramientas moleculares | CRI-La Platina aquellos usuarios que
laboratorio de | en el diagnostico y deteccion de accedan al sitio web
Biotecnologia del CRI-|fitopatégenos
La Platina
2.1. Resumen actividades de trasferencia REALIZADAS
FECHA ACTIVIDAD OBJETIVO LUGAR N°y TIPO
BENEFICIARIOS

Martes 10 Infformar a los miembros de|INIA-CRI ILa Platina Esta actividad sera

de Seminario nuestro laboratorio e invitados especialmente dirigida

Septiembre externos de los avances mas a los miembros del

de 2002 relevantes en el area de Ia Laboratorio de
biotecnologia y Ila patologia Biotecnologia Vegetal
vegetal que hayan sido del CRI-La Platina, asi
presentados durante el como tambien al resto

Congreso Anual de la Sociedad
Fitopatologica Americana.

de los miembros de
este Centro de
Investigacion. Se
extendera la invitacién
a los miembros de la
Sociedad Chilena de
Fitopatologia y publico




B GOBIERNO DE CHILE

FUNUACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA

en general
11 de | Charla informativa Explicar a agricultores y|INIA-CRI La platina Charla orientada
Octubre de|“Biotecnologia en la|productores la importancia del productores,
2002 produccién de | diagndstico de enfermedades en viveristas, o
plantas sanas y el plantas y las ventajas del uso de exportadores, publico
diagnéstico de | tecnologia de punta. en general.  Esta
actividad se realizé en

plagas ) y el contexto de las

enfermedades’. actividades
organizadas por la
Unidad de
Capacitacion y
Transferencia
Tecnol6gica del INIA-
CRI La Platina

Entregado | Publicacion de|Generar un documento de|Sitio web laboratorio de|Documento de libre

a la unidad |documento informativo | divulgacion que explique el uso | Biotecnologla del CRI-La |disponibilidad a todos

encargada |en pagina web del de las herramientas moleculares | Platina aquellos usuarios que

del sitio | laboratorio de |en el diagnéstico y deteccién de accedan al sitio web
web de INIA | Biotecnologia del CRI- | fitopatégenos

21 de | La Platina

Octubre

2002
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2.2, Detalle por actividad de transferencia REALIZADAS

Fecha Martes 10 de Septiembre de 2002

Lugar (Ciudad e Institucion) Santiago, INIA- CRI La Platina

Actividad (en este punto explicar con detalle la actividad realizada y mencionar la informacion
entregada) . Durante este seminario se di6 a conocer al publico asistente los avances mas
relevantes en el area de la biotecnologia y la patologia vegetal que hayan sido presentados
durante el Congreso Anual de la Sociedad Fitopatoldgica Americana. Entre otros temas se
expuso la posicion de la Sociedad Fitopatologica Americana ante los proyectos de
secuenciacién de genomas microbianos, Novedades en la relacion virus vector y transmision

circulativa de virus vegetales, y usos del Real time PCR en diagndstico de fitopatégenos.

Fecha 11 de Octubre 2002
Lugar (Ciudad e Institucién) Santiago- INIA CRI- La Platina

Actividad (en este punto explicar con detalle la actividad realizada y mencionar la informacién
entregada) Se dicté la charla Informativa “Biotecnologia en la produccion de plantas
sanas y el diagnéstico de plagas y enfermedades”, en el marco de las actividades de
difusién organizadas por la Unidad de Capacitacién y Transferencia Tecnolégica del INIA-CRI
La Platina . En la charla participaron Marlene Rosales, Nicole Hewstone y Carlos Aguirre,
Investigadores de la Unidad de Biotecnologia del Instituto de Investigaciones Agropecuarias
(INIA)-CRI La Platina. Se trataron temas como el usos y aplicaciones del cultivo de tejido
como apoyo a un programa de mejoramiento genético, uso de herramientas moleculares en el

diagndstico de plagas y enfermedes.

Fecha Octubre 2002
Lugar (Ciudad e Institucién) Sitio WEB
INIA

Actividad (en este punto explicar con detalle la actividad realizada y mencionar la informacion
entregada) Se generé un documento de divulgaciéon que explique el uso de las herramientas

moleculares en el diagnéstico y deteccién de fitopatégenos. Se adjunta el material entregado a
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la Unidad mantenedora del sitio web INIA para que lo incorpore a las “novedades” de la pagina

web de Biotecnologia de nuestra Institucién.

2.2. Especificar el grado de éxito de las actividades propuestas, dando razones
de los problemas presentados y sugerencias para mejorar.

Las actividades de seminario y Charla de difusién contaron con buena asistencia de publico,
aunque existd una tendencia de éstos a llegar después de la hora citada, aspecto que se aleja
de las posibilidades de injerencia de la persona ejecutora de la actividad. Como principio
general, se esper6 un tiempo razonable (5 -10 minutos mas tarde de la hora citada) y se dié
inicio a la actividad. En ambas actividades existio una notable participacién del publico quien

realizé numerosas y variadas preguntas.

2.3. Listado de documentos o materiales mostrados en las actividades y
entregados a los asistentes (escrito y/o visual). (Se debe adjuntar una copia del
material)

Tipo de material |Nombre o identificacion Idioma Cantidad

Presentacion

Power Point Seminario Martes 10 de Septiembre de 2002 |Espanol |uno
Presentacién 11 de Octubre de 2002 Charla informativa | Espafiol |uno
. “Biotecnologia en la produccién de plantas
Power Point . L
sanas y el diagnostico de plagas vy
enfermedades”.
Documento a | Diagnostico de enfermedades en plantas: Uso  Espafiol [uno

publicar en sitio | de herramientas moleculares

web
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3. ASPECTOS ADMINISTRATIVOS

Indicar los problemas administrativos que surgieron en la preparacién y realizacién de
las actividades de difusion.

No se presentaron problemas administrativos considerables durante la preparacién y/o
realizacion de las actividades de difusion. Cabe destacar que el apoyo que se tuvo de la Unidad de
Transferencia del INIA-CRI La Platina para la segunda actividad de formacion. Esto significd en
términos practicos que ellos se encargaran de la organizacién, difusion y recepcion de los asistentes,
dejando a cargo de los presentadores sélo la responsabilidad de preparar el material a mostrar. Esta
modalidad permite concentrarse sélo en la informacién a entregar y delegar actividades que a menudo
consumen valioso tiempo. Sin embargo, ya que esta actividad estaba a cargo de esta unidad, se debid
respetar la modalidad del registro de asistencia que ellos utilizan, y que se anexa al final de este
documento. Esta forma contempla varios de los antecedentes requeridos por FIA, por lo que se espera
sea valido como prueba de que la actividad fue realizada. Ya que INIA requiere contar con la hoja
original de asistencia, se ha entregado una copia Excel con el listado de asistentes.

Fecha: octubre de 2002

Firma responsable de la ejecucién:
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Principal Fax
e-mail o
. —~ I 14 Q- lf
" / 698 3> 1Y /
M | -ﬂ/ Serched \/’M“( ¢ Ak 6560 {0 W
| A@C" ' Jaey Mg g m'JAQIcJ;. S«L). ¢ b/ [/7
LS Tyq
oc. CQ YV G §
Qmord  PRODAN | Bodultico —vitwigy 73 A C/'[\%e ”QM @“Z\
Y ITAY
CLAIDlo MARVASY L

TAO @1y P -

O

)




CHARLA TECNICA .

SEMINARIO BIOTECNOLOGIA : NOVEDADES TECNOLOGICAS: BIOTECNOLOGIA EN LA JPRODUCCION DE PLANTAS SANAS Y DIAGNOSTICO DE PLAGAS Y ENFERME

Investigador Responsable: - MARLENE ROSALES; NICOLE HEWSTONE; CARLOS AGUIRRE - . -
| ___|Fecha: 11,10,02 - - - ]
ASISTENCIA 30| o L
NOMBRE APELLIDO ACTIVIDAD B FONO /FAX DIRECCION/CORREO )
1|ALEJANDRA CRUZAT ESTUDIANTE B _ 2051107|U. DE LAS AMERICAS T
2|XIMENA LIBANO CONSULTORA 09-8726767 ibano@wir.net D i
| 3|LORETO BURGOS SUPERV. FIA . 4313024 |Iburgos@fia.gob.cl - -
4|ROSA PIRA - JEFA LAB. EXP PIGA - 3795252  pathologi@piga.ia.cl - ]
5|MARISOL RICALD! EX. PIGA - - 3795252 | pathologi@piga.ia.cl - -
6| CATALINA ALVAREZ EX. PIGA 3795252 | pathologi@piga.ia.cl - T
7|DANIEL SALAS ] ESTUDIANTE - 6785803 |U. DE CHILE B
8|ALEJANDRA RAMOS ESTUDIANTE 9.5139895|U. DEL MAR )
9| GABRIEL SAAVEDRA ING. AGRONOMO 5417223|LA PLATINA ]
10| JAVIERA GONZALEZ ING. AGRONOMO 6785867 |U. DE CHILE LAB. BIOQUIMICA
11|MARIZTA BERTI ING. AGRONOMO 6785867 |U. DE CHILE LAB. BIOQUIMICA
12|PAULA PERMENTEL ING. AGRONOMO 6785867 |U. DE CHILE LAB. BIOQUIMICA
13|CAROLINA LIZANA ING. AGRONOMO 6785867 |U. DE CHILE LAB. BIOQUIMICA
| 14|JUAN PABLO MARTINEZ ING. AGRONOMO ] 6785867|U. DE CHILE LAB. BIOQUIMICA - -
15|RENE PARRA EXP.ARCOVERDE | 2343390 B
16|CARLOS FONG ] EXP. ARCO VERDE - 2343390 —
17|CRISTIAN PASTEN _|T. AGRICOLA BN 5417223|LA PLATINA - B
18|GLORIA TOBAR B T. AGRICOLA ] l satreesftaPATINA |
19|JORGE VERA _BoqumMico | 6812575|USACH LAB. DE FISIOLOGIA VEGETAL -
20[SIMON SEGOVIC BIOQUIMICO L _ 6812575|USACH LAB. DE FISIOLOGIA VEGETAL R
21|MELISSA TORRES BIOQUIMICO  6812575|USACH LAB. DE FiSIOLOGIA VEGETAL -
22|MARIO ALVAREZ ING. AGRONOMO B 5417223 (LA PLATINA ~ ]
23|MANUEL ARAYA ING. AGRONOMO  5417223|U. DE CHILE *_
24| SANDRA ORELLANA BIOQUIMICO | 6812575|USACHLAB. DE FISIOLOGIA VEGETAL -
25/SUSANA RASMUSSEN BIOQUIMICO __ 6B12575|USACH LAB. DE FISIOLOGIA VEGETAL T
26|MOISES ESCAFF ING. AGRONOMO 5417223 |LA PLATINA ) B
27|ODETTE ULLOA B FIA 4313024 -
28|CISTINA PAEZ ESTUDIANTE U. CATOLICA_ -
29|DANIELA MORIAMEZ ESTUDIANTE B - U. DE CHILE o
30|CLAUDIO NARVAEZ BIOQUIMICO 6785867 |U. DE CHILE LAB. BIOQUIMICA ] ] T
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Anexo 1. Presentacién Power Point
Seminario Martes 10 de Septiembre de 2002
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Apoyo financiero para:

i r’-‘ar*m'paci*n £n curses cortos, cursos de especializacion,
pasantias o sntrenami2nios y eventios tecnicos {seminarics,
congrascs)

2. Realizacién ¢

+ Postulacion individua

+ Postulacion dabe sjusta sealas CuﬂdlC‘DnE establecidas
2n ias ‘Bases Genzrales 2 instructives” y 2n =i Formulario
de Presentacion de ia propuesta”

'

wav fla.gob.ci 4

Objetivo General:

Asistic a un Congreso Cientifico (nternacional que nes permits
actualizar nuestro vonocimiento en los avances y tendencias
de ia investigacién en el ar=a de la fitopatoisgia, y promover
a interrelacion ¢io « ion con gripes de investigacion
axtranjetos.

Actividades’

i. Congreso Anual de fa Sceipdad Fi
iMilwaukee, Visconsin).

2. Visita tecnica a laboraterios def D
Fitopatoiogia de la Universidad

spatologica Ameticana,

apartamento de
e Florida

Asistentes: > 1500 (30 paises)
715 presentacicnes

24 Simposics

2 Prasentacionss Orales
25 Posters

Grupos de Discusion

3 Reuniones de Trabajc
3 Visitas de Campo

7
=
=

\51 ~

o)

=~
o~
3

» Sioseguridad de Cultivos

« Prioridades en ia secuenciacion de gencmas microbianos

* Interaccion entre bacterias endosimbidntes y a
transmision circutativa de virus

« Genomica funcional de la interaccion planta-pategeno

« ;Cuantos genes necesita un pategenc vegetal?

+ Muerte celular programada en patoiogias y desarrofio

* Vectores de expresion viral

- Comparacicn de las tecnicas de marcadcres moleculares
¥ SU USQ 2n programas de meicramiento

* impacto de las plagas y enfermedadss 2n agricultores de
€SCasos recursos 2n paises 2n desarrclio. Pueden estas
ser controladas con exiio?
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Rapuran araifoadag

« Circulativa (Persist
T

« No circulativa: /i
alimentario anteriot
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Semi-persistente - No persistente

Lutegvirus; Polerovirus:
Enameovirus; Segomorirus
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1. APS-Group membership (U350}

2. Congreso APS 2003: 9-13 Agosto , Charlotte,
Nerth Carcline

3. Congreso Annual: Abril 6-11, 2003. South Padre Island, Texas
APS-Caribbean Divisicn
APS-Southern Division
Sociedad Latincamericana de Filopatologia
Saociedad Mexicana de Fitopatologia

4. Xil Congreso de la Sociedad Chilena de Fitopatoiogia.
1-4 de Cctubre, Puarto Yaras.

GRACIAS POR SU ATENCION

LPREGUNTAS?
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Documento:
“Diagnostico de enfermedades en plantas:

Uso de herramientas moleculares”
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Diagnostico de Enfermedades en Plantas:
Uso de Herramientas Moleculares

Inés Marlene Rosales V.

Unidad de Biotecnologia - INIA-CRI La Platina

Documento de difusion elaborado en el marco del Proyecto
“ACTUALIZACION TECNICA Y GENERACION DE REDES DE
COLABORACION PARA EL DESARROLLO DE PROYECTOS
COMUNES EN FITOPATOLOGIA” (FP-V-2002-1-A -028), financiado
por la Fundaciéon Para la Innovacion Agraria (FIA) y el Instituto de
Investigaciones Agropecuarias (INIA).



Diagndstico de Enfermedades en Plantas: Uso de Herramientas
Moleculares.

Uno de los requerimientos mas importantes para el manejo adecuado de una
enfermedad es la identificacion correcta del agente fitopatdgeno, de forma de iniciar un
tratamiento adecuado lo mas temprano posible. Algunas enfermedades pueden
diagnosticarse ficilmente por medio de una examinacidn visual, pero otras requieren
pruebas de laboratorio para su diagnéstico. Estos procedimientos pueden algunas veces
tomar varios dias o semanas, y en algunos casos poseer escasa sensibilidad.
Afortunadamente, producto del avance & la biotecnologia, existen hoy en dia nuevos
productos y técnicas que estan disponibles para complementar o reemplazar los
procedimientos de laboratorio, de forma de acelerar la obtencién de resuitados y permitir
un diagndstico mas temprano. Las enfermedades causadas por microorganismos pueden
ser diagnosticadas por medio de la identificacién de una caracteristica tnica del
organismo, tales como su material gerético o una proteina. Las técnicas moleculares para
la detecciéon de fitopatogenos han sido impactadas profundamente por dos grandes
advenimientos en los ultimos 30 afios. Primero fue la deteccién basada en el uso de
anticuerpos, con el desarrollo de los anticuerpos monoclonales (2) y del test de ELISA
(Enzyme Linked immunosorbent assay) (1). Estos avances impactaron especialmente a la
virologia y bacteriologia, ya que estos agentes patégenos pudieron ser identificados y
detectados mucho mas rapidamente (5). Luego vinieron las técnicas basadas en la
deteccion de 4cidos nucleicos, tales como la “reacciéon en cadena de la polimerasa™ y su
capacidad de amplificar el ADN blanco millones de veces (6). Se espera que en el futuro
cercano el diagnéstico de patégenos enfrente una nueva revolucién tecnoldgica, la que
permitird una deteccion ilimitada de agentes por ensayo, con gran sensibilidad, exactitud
y rapidez. [Estos avances seran posibles gracias a los actuales esfuerzos que se
desarrollan en el area de la investigacidon gendémica y de la bioinformatica.

A continuacién se detallan algunas caracteristicas, limitaciones y virtudes de las
principales técnicas utilizadas en el diagnostico de fitopat6 genos.

TECNICAS SEROLOGICAS

Los métodos inmunolégicos son ampliamente utilizados en la deteccién de
patdgenos en areas clinicas, agricolas yambientales. Un diagnéstico inequivoco depende
de la afinidad y especificidad del anticuerpo utilizado, lo que permite realizar la deteccién
de bajas concentraciones de un patdgeno.

Las inmunoglobulinas (Ig) son una familia de glicoproteinas que se encuentran en el
suero y otros fluidos de los mamiferos y otros animales. Ellas forman parte del sistema
inmune, son producidas en respuesta a un inmunégeno y funcionan como anticuerpos
(Figura 1). Estas Ig poseen una estructura basica de cuatro cadenas polipeptidicas, dos
cadenas idénticas livianas y dos cadenas idénticas pesadas, arregladas en una estructura
tipo “Y””. La unién del antigeno al anticuerpo ocurre en el sitio “ Fab”, unién que es de
tipo de reversible y mediada por enlaces no covalentes.
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Disulfide bond

Figura 1. Estructura de las inmunoglobulinas (IgG).

El test de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) es una técnica de
laboratorio muy sensible que es usada para detectar la presencia de antigenos o
anticuerpos de interés en una amplia variedad de muestras bioldgicas. Una aplicacion
comun del ELISA es adsorber anticuerpos a las paredes de una placa de plastico
(poliestireno), a la que posteriormente se le agregara extractos de savia de la planta
problema. Si el antigeno estd presente en la muestra, €stos serdn inmobilizados a las
paredes de la placa. Un segundo anticuerpo unido covalentemente a una enzima que
reconoce el antigeno inmobilizado es agregado posteriormente. La presencia en cada
pocillo de la placa del complejo anticuerpo-antigeno-anticuerpo+enzima es revelado por
el cambio de color que ocurre al aplicar un sustrato cromogénico que es utilizado por la
enzima conjugada al segundo anticuerpo. El cambio de color, y por lo tanto la presencia
del antigeno, es cuantificado por medio de la medicion de absorbancia que es efectuado
es un lector de placa de ELISA (Figura 2).

Existen numerosas variaciones de la metodologia de ELISA que se han descrito
desde su desarrollo inicial en los afios 60s, pero el concepto es basicamente el mismo, la

3 Inés Marlene Rosales V., PhD.
Unidad de Biotecnologia
INIA-CRI La Platina



A ELISA Diagnestic Kit

. _é = s
v :

2 viv \ﬁ | | i

o e B
3 ah
D‘sey YD'IM :_’C . !
o Ao
4 R - .
i - J. .:._‘
Ga g g g? EY «;V? L

e

(Cokr Rea ction) (No Color Reaction)

Figura 2. Test de ELISA

A. Tlustracién esquematica de los pasos involucrados en la ejecucion del tets de ELISA.
Pasos 1 y 2, produccién y purificacion de la inmunoglobulinas desde un conejo
inmunizado. 3, activacién de la placa de poliestireno con el anticuerpo especifico; 4a,
inmovilizacién del antigeno, 4b, aplicacion de extracto que no contiene el antigeno de
interés; 5a y 5b , adicion del anticuerpo conjugado a la enzima y revelado de la placa
con viraje del color de sustrato en caso de presencia del antigeno de interés (5a).

B. Fotografia de un lector de ELISA

C. Fotografia de una placa de poliestireno revelada con el sustrato cromogénico. Los
pocillos que delatan la presencia del antigeno de interés han virado a color amarillo.

deteccion inmunolégica de un antigeno o un anticuerpo en una muestra problema. El
ELISA Directo (Figura 3) es la forma mas simple de este ensayo. Es usado para detectar

un antigeno que se ha unido a una fase sélida (placa de poliestireno). Un anticuerpo
conjugado con una enzima es incubado con el antigeno capturado y después de lavar el
exceso del conjugado se agrega el substrato cromogénico. El viraje a un color
determinado indicara una interaccion especifica antigeno-anticuerpo. En el ELISA
Indirecto (Figura 3), el antigeno es primero adsorbido a la placa, entonces actua un
anticuerpo secundario y posteriormente el anticuerpo conjugado a la enzima. Para que se
desarrolle color, el anticuerpo primario que es especifico para el antigeno debe estar
presente en el complejo final. En el ELISA sandwich (Figura 3), un anticuerpo es
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Figura 3. Esquema que ilustra las variaciones del test de ELISA.
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Figura 4. Inmuno-impresién de tejidos. A la zquierda se representan los pasos claves
de esta metodologia (ver texto). A la derecha, en A se presenta la impresion de un tallo
sano de pomelo que fue incubado con un anticuerpo antiCTV (Virus de la Tristeza de los
citricos). En B, C y D, impresiones de tejido infectado con CTV, donde se puede ver
claramente la localizacién del virus en el tejido floematico del pomelo en las areas
tefiidas de purpura oscuro (indicadas con una flecha negra).
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adsorbido a la placa con el objetivo de capturar el antigeno. Un segundo anticuerpo
conjugado, es utilizado después de agregar la muestra con el antigeno de interés. De
esta forma se obtiene el viraje del color del substrato que indica la presencia del antigeno
en la muestra. Esta forma es considerada la méis especifica y sensible de las
metodologias de ELISA hasta ahora descritas.

Otra técnica que es también utilizada en el diagndstico de fitopatdégenos en la
inmunoimpresién de tejidos, técnica que también utiliza reacciones especificas antigeno-
anticuerpo, y que es muy similar al test de ELISA en placas, con la excepcién que en este
caso la matriz sélida es una pieza especial de papel (membrana). Con esta técnica, la
localizacién del patdgeno o agente causal de la enfermedad puede ser determinada dentro
del tejido del hospedero. El tejido de la planta es presionado contra una membrana
(nitrocelulosa o nylon) a la que después se le unirdn los anticuerpos que se unen
especificamente al patégeno. Un cambio de color indicard un resultado positivo y
mostrara la localizacion del patdégeno en el tejido del hospedero (Figura 4).

Finalmente, otra de las técnicas serologicas disponibles para el diagnostico de
agentes fitopatdgenos son los test de flujo lateral, que en esencia son muy similares a los
test de ELISA tradicionales efectuados en placas. En estas pruebas, la forma mas
utilizada es el inmunoensayo en formato sandwich. Un anticuerpo especifico para el
antigeno blanco (patégeno) es inmobilizado en una fase sélida (membrana de
nitrocelulosa). Un segundo anticuerpo conjugado a oro coloidal, que también reconoce al
antigeno blanco, es depositado sobre esta membrana. Cuando la muestra que contiene el
antigeno es aplicada a la membrana, ésta migra a través del conjugado solubilizindolo y
formando un complejo que se mueve a través de la membrana. Este complejo es atrapado
al alcanzar el anticuerpo que estd inmobilizado en la matriz, formandose un “sandwich”

= Controlline

= Test line

e
l Sampls
e

Figura 5. Test de Flujo Lateral. A la izquierda una representacion de un a tira de
nitrocelulosa usada para este tipo de ensayo. Se describen las areas de aplicacion de la
muestra, linea de prueba y linea control. Las tres fotos a la derecha muestran los pasos de
preparacién de la muestra, aplicacion de la tira en la savia extraida y el resultado final,

respectivamente.
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entre los dos anticuerpos y el antigeno. Ademas, se desarrolla un color que refleja la
concentracion del antigeno en la muestra. La mayoria de los test de flujo lateral también
contienen una linea control que asegura la ejecucion y funcionamiento correcto de la
prueba (Figura 5).

TECNICAS BASADAS EN LA DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS

El diagnostico de fitopatogenos por medio de la identificacién sus acidos nucleicos es
un concepto que se ha desarrollado en las ultimas dos décadas por lo que nuevas
aplicaciones, protocolos y modificaciones de las técnicas descritas estan siendo
reportadas cada mes en las revistas de divulgacion cientifica. Estas técnicas sin embargo
no estan siendo utilizadas masivamente en laboratorios de diagnéstico debido al alto
costo de sus reactivos, el requerimiento de equipamiento especializado y alto nivel de
entrenamiento para su ejecucion. Se espera, sin embargo, que la tecnologia de deteccion
de 4cidos nucleicos llegue a ser mas accesible y simplificada en el futuro. Por ahora, el
inmunodiagnéstico es una alternativa econdmica, rapida, sensible y con una sensibilidad
satis factoria para ser usados en forma masiva.

Los acidos nucléicos, el acido desoxirribonucleico (ADN) y el acido ribonucleico
(RNA), son grandes moléculas formadas por la repeticién de una molécula unidad que es
el nucledtido. Un nucledtido esta formado por una pentosa: Ribosa o desoxiribosa; una
base nitrogenada: purica o pirimidinica y acido fosférico.

La molécula de ADN (Figura 6) estd constituida por dos largas cadenas de
nucleotidos unidas entre si formando una doble hélice. Las dos cadenas de nucledtidos
que constituyen una molécula de ADN, se mantienen unidas entre si porque se forman
enlaces entre las bases nitrogenadas de ambas cadenas que quedan enfrentadas. La union
de las bases se realiza mediante puentes de hidrogeno, y este apareamiento esta
condicionado quimicamente de forma que la adenina (A) s6lo se puede unir con la
Timina (T) y la Guanina (G) con la Citosina (C). La estructura del ADN se asemejaria a
una "escalera". El esqueleto de la "escalera” estaria formado por el azucar desoxirribosa y
un grupo fosfato que haria de puente entre dos moléculas de desoxirribosa. Los peldafios
de la "escalera" estarian formados por los cuatro tipos de bases nitrogenadas: adenina,
guanina, citosina y timina.

Hibridacion de acidos nucleicos

Una sonda de 4cidos nucleicos consiste en una hebra simple de ADN 6 ARN
marcada, con radioactividad ¢ algin método no isotdpico, que ha sido construida para
complementarse y unirse a hebras de ADN 6 ARN blanco. Para emplear una sonda se
debe fijar primero el extracto vegetal 0 acidos nucleicos parcialmente purificados a un
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Figura 6. Estructura del ADN.
A. Estructura antiparalela de la doble Klice
B y C. Ilustracién de las interacciones (puentes de hidrogeno) que ocurren entre
ambas cademas de nucledtidos
D. Unidad basica del ADN (pentosa, base nitrogenada y fosfato).

soporte solido tales como una membrana de nitrocelulosa 6 de nylon. Los acidos
nucleicos blancos son denaturados a hebra simple y posteriormente hibridados a la sonda
marcada. Bajo condiciones apropiadas de temperatura y sales, la sonda es capaz de
alinearse con el blanco de ADN 6 ARN, para que después el hibrido de 4cidos nucleicos
de doble hebra sea detectado por medio de la visualizacién de la marca (Figura 7 y 8).
Los 4acidos nucleicos se pueden purificar parcialmente y después ser aplicados gota a gota
a la membrana para un posterior hibridacién, o aplicarlos directamente al presionar el
tejido vegetal sobre la membrana, simplificando el proceso de ejecucidn de esta técnica.
Todas las posibilidades de aplicacién de los Acidos nucleicos a la membrana se pueden
apreciar en la figura 8, donde se observa la hibridacion de acidos nucleicos obtenidos
desde fracciones semipurificadas como “slot-blot” o impresion directa desde tallos y
hojas a la membrana.
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Nucleic Acid Hybridizatian

Figura 7. Hibridacién de acidos nucleicos.
El ADN de doble hebra (a) es denaturado por medio de la aplicacién de calor (b). Una

sonda ARN (c) puede hibridarse por complementaridad de bases y formar un hibrido
ADN/ARN (d) al bajar la temperatura.
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Figura 8. Aplicaciones practicas de la hibridacién de acidos nucleicos.

A la izquierda se muestra una representacion de esta tcnica: aplicacion de los acidos
nucleicos a la membrana, hibridacién con una sonda marcada, y visualizacién de la union
especifica de la sonda. A la derecha se observan distintos tipos de aplicacién de los
acidos nucleicos al soporte solido (membrana): aplicacidon de preparaciones
semipurificadas (“slot-blot”) o impresién directa desde el tejido (tallos y hojas).

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa puede ser utilizada para detectar
diminutas cantidades de ADN de un fitopatégeno que esté presente en el suelo, tejido,
savia, etc (7). Esta técnica permite multiplicar geométricamente regiones especificas del
ADN blanco por medio de aclos sucesivos de sintesis que ocurren “in vitro”. Los
componentes de reacciéon de PCR son el ADN blanco, nucledtidos, una enzima llamada
ADN polimerasa y partidores. Los partidores son pequenas cadenas de nucleétidos que
definen la secuencia de ADN que sera amplificada. El proceso es ilustrado en la Figura
9, la primera etapa es la disociaciéon de la doble hebra de ADN, luego ocurre la
hibridacion de los partidores y la incorporaciéon de los nucledtidos de acuerdo a la
secuencia presente en el ADN blanco por la polimerasa. El resultado son copias de hebra
doble del ADN blanco. Teoricamente, una copia unica de ADN puede ser amplificada
millones de veces (7). Los productos de la PCR son analizados usualmente por medio de
una electroforesis para asi determinar si el ADN blanco fue amplificado (Figura 10).
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La PCR ha sido aplicada primariamente a la deteccién e identificacién de
fitoplasmas, virus y viroides. Sin embargo, hongos, bacterias y nematodos pueden
también ser detectados. En general la aplicacion de esta técnica al diagnoéstico de
enfermedades en plantas se ha centrado en organismos que no son ficilmente detectados
por medio de otros métodos o en aquellos casos en que la obtencién de resultados es
lenta.

Entre las ventajas que presenta esta técnica se destacan su sensibilidad (100 a 1000
veces mas sensible que ELISA), la rapidez en la obtencion de resultados y el potencial
para detectar varios patégenos simultaneamente. Las desventajas que presenta son el alto
costo de sus reactivos y equipos y la necesidad de un entrenamiento adecuado para su
ejecucion debido a la posibilidad de contaminacién y la consecuente obtencion de falsos
pOSitivos.

La posibilidad de utilizar varios partidores en una reaccién de PCR que den origen a
productos amplificados de diferentes tamafios abre la posibilidad de detectar varios
patégenos en una misma reaccion. Ademds, una variacién interesante de esta técnica ha
sido desarrollada recientemente, y ha sido llamado PCR en Tiempo Real. Esta técnica
facilita un monitoreo dindmico (ciclo a ciclo) de la reaccién de PCR permitiendo la
cuantificacién del acido nucleico presente en la muestra y de esta forma conocer la
concentracion del patégeno de interés (3).

El desarrollo de la investigacion en el drea gendémica, donde se utilizan
microarreglos para establecer qué genes son sobre-expresados o silenciados después de
un determinado tratamiento abre nuevas posibilidades en el area del diagnéstico de
fitopatégenos. Recientemente se han desarrollado biochips compuestos de sondas de
acidos nucleicos 6 anticuerpos arreglados en pequenias areas de vidrio. Este formato es
robusto y flexible y tiene ademas el potencial de incrementar la capacidad del diagnéstico
ya que es posible detectar multiples patégenos simultaneamente (4).

Sin duda, el descubrimiento y descripcion de nuevos genes, moléculas o
secuencias son la base para ¢l desarrollo de nuevas herramientas que permitan realizar un
diagnostico rapido y preciso de enfermedades en plantas. Estos resultados seran también
de vital importancia en la comprension de las relaciones globales e interacciones
existentes entre las plantas y sus patégenos u otros microorganismos asociados.
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Figura 9. Reaccion de la polimerasa en cadena.
1. Disociacion de la doble hebra de ADN.
2. Hibridacion de los partidores
3. Extensién de la hebra de ADN por medio de la incorporacién de nucledtidos.
4. Dobles hebras de ADN amplificadas
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Figura 10. Secuencia explicativa del uso de la PCR en el diagnodstico de
fitopatogenos.

(a) Muestra problema desde donde se hace una extraccion de acidos nucleicos

(b) Componentes de la reaccionde PCR en un microtubo.

(c) Termociclador donde se efectuan los ciclos térmicos de denaturacion,

alineamiento de partidores y extension de la hebra de ADN.
(d) Esquema de una electroforesis de ADN.
(e) Visualizacion de un producto especifico amplificado por PCR en un gel de

agarosa.
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