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RESUMEN

La existencia de microorganismos bacterianos capaces de co-existir con los cultivos
in vitro limitan su eficiencia para la conservacion de recursos genéticos. El objetivo del
presente estudio fue desarrollar un método molecular para la deteccion bacteriana en
cultivos in vitro de Ipomoea batatas “camote”. Se analizaron 2377 accesiones procedentes
del banco de germoplasma de camote conservado en el CIP. Segmentos del tejido caulinar
y radicular fueron cultivados en caldo nutritivo e incubados por tres dias a temperatura
ambiente (Ta), tres dias a 28°C y catorce dias a Ta. Los aislamientos fueron agrupados
convencionalmente (microbiol6gica y bioquimicamente). Molecularmente, se secuencio la
region ARNTr 16S, se disefiaron cebadores de ADN, y se determino su limite de deteccion
en UFC*mL™ Se aislaron 185 cepas bacterianas; se identificaron 15 grupos
[Sphingomonas sp., Bacillus pumilus (tres cepas), Bacillus cereus, Paenibacillus
illinoisensis, Paenibacillus taichungensis, Methylobacterium extorquens, Brevibacterium
casei, Acinetobacter sp., Microbacterium sp., Streptomyces parvulus, Bacillus firmus,
Staphylococcus pasteuri, Bacillus licheniformis, Janibacter sp. y uno no definido]. Los
cebadores resultaron altamente especificos para identificar a las diez primeras cepas. El
limite de deteccidn bacteriana se realiz6 con dos métodos: directo de cepas a las 48 horas,
excepto en Janibacter sp que fue a las 96 horas, y de ADN de planta contaminada. Para
Paenibacillus taichungensis su par de cebadores presentaron altos niveles de deteccion
para los dos métodos de 5*10° y de 5*10* UFC*mL™ respectivamente y se detecté como
el principal contaminante (41.4%). Ademas, se identificaron molecularmente a
Pseudomonas oryzihabitans y Staphylococcus sp. que no fueron identificados
convencionalmente. Los resultados indican que este método es eficiente para la
identificacion y deteccidn de estos microorganismos sin la necesidad de su previo cultivo.
Asi como de gran utilidad para la implementacidén de medidas preventivas y correctivas en
los procedimientos de conservacion in vitro de germoplasma de camote.

Palabras claves: Bacteria, ARNr 16S, in vitro culture, Ipomoea batatas



ABSTRACT

The existence of bacterial microorganisms able to co-exist with the in vitro cultures limits
the efficiency for conservation of genetic resources. The aim of this study was to develop a
molecular method for detecting bacteria in in vitro cultures of Ipomoea batatas “sweet
potato”. 2377 accessions were analyzed from the sweetpotato germplasm collection
conserved at CIP. Stem segments and root tissue were cultured in nutrient broth and
incubated for three days at room temperature (RT), three days at 28 °C and fourteen days at
RT. The isolates were grouped conventionally (microbiological and biochemically).
Molecularly, the 16S rRNA region was sequenced based on which specific DNA primers
were designed, and the detection limit in CFU*mL™ determined for each set of primers.
185 bacterial strains were isolated, identified 15 groups [Sphingomonas sp., Bacillus
pumilus (three isolates), Bacillus cereus, Paenibacillus illinoisensis, Paenibacillus
taichungensis, Methylobacterium extorquens, Brevibacterium casei, Acinetobacter sp.,
Microbacterium sp., Streptomyces parvulus, Bacillus firmus, Staphylococcus pasteuri,
Bacillus licheniformis, Janibacter sp. and one unknown]. The primers were highly specific
for identifying the first ten strains. The limit of detection of bacteria by PCR was
determinated using two methods: directly from bacterial broth cultivated 48 hours, except
Janibacter sp after 96 hours, or directly from contaminated plants after DNA extraction.
The primer pair for detection of the most common contaminant bacterial species
(representing 41.4% of all contaminants), Paenibacillus taichungensis, was the most
sensitive with both methods detecting as few as 5*10° and 5*10° CFU*mL™ respectively.
Pseudomonas oryzihabitans and Staphylococcus sp. which we could not identify
conventionally were identified molecularly based on the 16S rRNA sequence. The results
indicate this method is efficient for the identification and detection of these
microorganisms without the need of the bacterial culturing. The developed method may
therefore be useful for the implementation of preventive and corrective practices in the
procedures for the in vitro conservation of sweet potato germplasm.

Key words: Bacteria, 16S rRNA, in vitro culture, Ipomoea batatas.
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I. INTRODUCCION

El camote o batata (Ipomoea batatas (L.) Lam.) es una planta perenne, cultivada
anualmente y es el sexto cultivo en importancia para la seguridad alimentaria mundial
(FAOSTAT, 2009), siendo China el principal productor en el mundo con 85 millones de
toneladas (CIP, 2010). El cultivo produce una raiz reservante y es de alta productividad,
bajos costos de produccién, bastante ristico y generalmente esta en el campo de forma
rustica. Tiene multiples aplicaciones; ademas de la raiz reservante también se utiliza toda
la planta, sea como medio de propagacion (Moulin et al., 2012), alimento, forraje, 0 como

materia prima para diferentes productos industriales (Jata et al., 2011).

El Centro Internacional de la Papa (CIP) mantiene la coleccion de germoplasma de
camote mas grande del mundo, que contiene 8026 accesiones de las cuales 1171 son
silvestres (CIP, 2011). Las accesiones cultivadas requieren su mantenimiento clonal en el
campo, el cual es muy costoso y conlleva riesgos de pérdida por enfermedades
infecciosas o condiciones climaticas desfavorables (Benson, 2003).

Una de las formas actuales de conservacion ex-situ del germoplasma es mediante el
cultivo de tejidos in vitro. La conservacion in vitro se realiza con el objetivo de garantizar
la disponibilidad del recurso cuando se le necesite y para mantener la diversidad y

variabilidad genética de éste con fines de mejoramiento (Maza, 2006).

El mantenimiento in vitro ofrece las siguientes ventajas: menores costos de mano
de obra, ausencia de infecciones de campo, proteccion contra condiciones ambientales
desfavorables, acceso oportuno al material en conservaciéon, asi como también la
eliminacion de patégenos y disponibilidad permanente de material para propagacion y
exportacion. El cultivo de tejidos también permite la propagacion clonal rapida de un gran
numero de plantulas en un periodo breve, bajo condiciones controladas, y en espacios

pequefios (Benson, 2003).



La prevencion de contaminacion de cultivo de tejido de planta es fundamental para
una exitosa micropropagacion. Las células de la planta creciendo en in vitro estan
consideradas bajo un cierto estrés y pueden estar predispuestas a infeccion directa, ain por
bacterias no patogénicas (Habiba et al., 2002).

El medio de cultivo en el cual el tejido vegetal es cultivado es un buen recurso
nutritivo para el crecimiento microbiano. Estos microbios compiten con el cultivo de
plantas por el nutriente (Odutayo et al., 2007a), cambian el pH y producen sustancias
toxicas (Brimeta et al., 2004). La presencia de estos microbios en estos cultivos de plantas
usualmente trae como consecuencia infecciones latentes que pueden generar un
crecimiento variable, muerte del tejido, reduccién en la proliferacion de brotes, y reduccion
de enraizamiento (Odutayo et al., 2007a). Durante la micropropagacion, la contaminacion
puede permanecer sin deteccion porque la concentracion de sales, concentracion de
sacarosa, pH y temperatura no son éptimas para el crecimiento bacteriano. Cuando las
condiciones de cultivo son cambiadas, y resultan favorables al desarrollo microbiano,
contaminantes bacterianos, que estaban presentes en forma imperceptible pueden

multiplicarse activamente y dafar el cultivo de plantas (Wojtania et al., 2005).

En el Centro Internacional de la Papa (CIP), las técnicas de cultivo in vitro
aplicadas al mantenimiento de cultivares de camote que presentan signos de contaminantes
bacterianos, implican tratamientos para controlar el desarrollo microbiano sin afectar la
planta. Asi, se tratan a las plantas con desinfectantes quimicos (Odutayo et al., 2007a), y
con antibidticos. Ademas, se ha probado la técnica de cultivo de meristemos, que ha
mostrado un bajo porcentaje de sobrevivencia. Adicionalmente, la técnica de la
reintroduccion in vitro en combinacién con la aplicacién de Dimanin®, han dado mejores

resultados positivos en la eliminacion bacteriana (Maza, 2006).

Los métodos que se aplican en la conservacion in vitro de recursos genéticos deben
ser lo suficientemente eficientes para que garanticen la perpetuidad de estos. Asi, existen
factores que limitan la conservacion in vitro de germoplasma de camote. Un ejemplo es la
existencia de microorganismos bacterianos capaces de co-existir con los cultivos in vitro
de manera inconspicua (Leifert y Cassells, 2001), haciendo dificil su deteccion y afectando

su sanidad.



En el CIP se mantiene y conserva la coleccion de germoplasma in vitro de camote
mas grande del mundo, existiendo reportes anteriores (Maza, 2006) de deteccion de
contaminacion bacteriana en un 3.7 % de la coleccion. En la presente investigacion, se
sospechaba de su incremento, y se plante6 evidenciar que el método de deteccion
bacteriana aplicado en el Banco de Germoplasma del CIP tenia limitaciones “escapes” en
la deteccion de contaminantes bacterianos en cultivos in vitro de Ipomoea batatas

“camote” y necesitaba la aplicacion de métodos mas eficientes.

Es por esto, que surge la necesidad de implementar métodos moleculares que
permitan la identificacién rapida y eficaz de los microorganismos bacterianos dificiles de
detectar por métodos convencionales (Kirk et al., 2004). Los métodos de deteccidn
molecular basados en la reaccién en cadena de de la polimerasa (PCR) tienen la ventaja de
ser rapidos, sensitivos y especificos (Budowle et al., 2010). En los ultimos afios, el uso de
la secuencia del gen ARNr 16S es un importante criterio en la taxonomia microbiana
(Rodicio y Mendoza, 2004 y Kreuze et al., 1999).

La presente investigacion propuso aplicar herramientas moleculares, que incluyan
pruebas de amplificacion de regiones ARNr 16S bacteriano; secuenciamiento y desarrollo
de cebadores especificos, a fin de estandarizar un método que facilite la deteccion e
identificacion eficiente de las bacterias presentes en las muestras de la coleccion in vitro de

camote mantenido en el Banco de germoplasma del CIP.



Il. REVISION DE LITERATURA

21 CAMOTE
2.1.1 POSICION TAXONOMICA

(NCBI, 2011)

Reino: Viridiplantae
SubReino: Embryophyta
Division: Magnoliophyta
SubDivison: Angiospermae
Clase: Magnoliopsida
SubClase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Convolvulaceae
Género: Ipomoea
Seccion: batatas

Especie: Ipomoea batatas (L.) Lam

2.1.2 ORIGEN DEL CAMOTE

Existen varias teorias sobre el area geografica de su domesticacién; algunos
investigadores defienden el origen mesoamericano y otros el polinesio. Austin (1988)
propuso que surgio en el area geogréafica ubicada entre Yucatan y la desembocadura del rio
Orinoco, que es donde se distribuye I. trifida, planta silvestre que se ha emparentado con I.
batatas. Esta region geografica esta cercana al actual area de mayor diversidad de camotes,
en Perd. Como puede verse, los hechos histdricos e informacion arqueologica no habian
sido concluyentes para dilucidar el origen de I. batatas, hasta que estudios citogenéticos
(Srisuwan et al. 2006) demostraron que el pariente silvestre mas relacionado es . trifida y
que tal vez sea su progenitor (Zhang et al., 2000a).

4



Basado en 69 cultivares de 1. batatas de cuatro regiones geograficas
latinoamericanas, el andlisis desarrollado con marcadores moleculares por medio de la
técnica AFLP (polimorfismo en la longitud de los fragmentos del ADN amplificado)
mostro un patrén geografico, revelando la mayor diversidad genética en América Central y

menor diversidad en Pert y Ecuador (Zhang et al., 2000a).

Por otro lado, los estudios de Rajapakse y colaboradores (2004), demostraron con la
variacion de la secuencia de nucledtidos para el gen R-amilasa, que I. trifida e I. batatas

forman un grupo monofilético, es decir, que descienden del mismo ancestro.

La via de llegada del camote al Suroeste del Pacifico es un debate que sigue abierto.
Estudios de diversidad genética del germoplasma de Oceania, Filipinas, México, Perl y
Ecuador, evidenciaron una amplia diversidad genética en Oceania mayormente relacionada
con México pero no con el germoplasma de Peru-Ecuador, lo que sugeriria que el camote
proveniente de Oceania probablemente deriva de Mesoameérica a traves de una dispersion
no humana (Zhang et al., 2000b).

2.1.3 NUTRICION Y CONSUMO

El camote es un alimento de alta energia, sus raices tienen un contenido de
carbohidratos totales de 25 a 30%, de los cuales el 98% es considerado facilmente
digestible. Es una fuente excelente de carotenoides de provitamina A. Recientes estudios
del papel de la vitamina A y la fibra sobre la salud humana puede realzar ain mas los
beneficios del camote. También es una fuente de vitamina C, potasio, hierro y calcio. El
contenido de aminoacidos es bien balanceado, con un mayor porcentaje de lisina que el

arroz o el trigo, pero un contenido limitado de leucina. (FAO, 2006).

Las raices del camote se utilizan para el consumo humano, como hortaliza y en
sopas, industrialmente se usa para elaborar dulces, obtener almidon, el cual a su vez es
materia prima para la obtencién de alcohol; la raiz es también una fuente saludable y barata
de alimento para animales (FAO, 2006). Estudios recientes sugieren que los animales
alimentados con hojas de camote con alto contenido de proteinas, producen menos gas
metano que consumiendo otros alimentos; esto contribuye potencialmente a una importante

reduccion de las emisiones dafiinas en el mundo (CIP, 2010).
5



2.2 BANCOS DE GERMOPLASMA

Los bancos de germoplasma son centros orientados al almacenamiento de
propagulos de una parte representativa de la variabilidad genética correspondiente a una
determinada especie. Dentro de esta categoria podemos distinguir los bancos de semillas,
los bancos de cultivo in vitro, los bancos de polen y los bancos de genes o bancos de ADN
(Iriondo, 2001).

El CIP cuenta con el banco de germoplasma in vitro méas grande del mundo.
Alberga aproximadamente 8,026 variedades de camote. Este banco conserva muestras
vivas de la inmensa diversidad mundial de variedades del cultivo y sus parientes silvestres.
También asegura los recursos genéticos para el largo plazo y su disposicion para los
agricultores, fitomejoradores e investigadores (CIP, 2011).

23 CULTIVO IN VITRO

En su amplia acepcion, el cultivo in vitro comprende a un grupo de técnicas
mediante las cuales un explante (parte separada de un vegetal, por ejemplo: protoplasto,
célula, tejido, érgano) se cultiva asépticamente en un medio de composicion quimica

definida y se incuba en condiciones ambientales controladas (Roca y Mroginski, 1991).

El cultivo de tejidos permite la propagacion clonal rapida de un gran ndmero de
plantulas en un periodo breve, y la conservacion del germoplasma bajo condiciones

controladas, en espacios pequefios y con poca mano de obra (Espinoza et al., 1992).

Estos cultivos pueden ser utilizados para: a) estudios basicos de fisiologia, genética,
bioquimica y ciencias afines, b) bioconversion y produccion de compuestos Utiles, c)
incremento de la variabilidad genética, d) obtencion de plantas libres de patdgenos e)
propagacion de plantas y f) conservacion e intercambio de germoplasma (Roca y
Mroginski, 1991).

Entre las ventajas que presenta la mantencion in vitro destacan la conservacion de
un gran nimero de plantas en espacios reducidos, un mayor control sobre el estado
fitosanitario de las colecciones, la reduccién de los tiempos de multiplicacion, la facilidad

de intercambio de material genético, e incremento de la tasa de multiplicacion clonal de
6



germoplasma valioso. Las desventajas de esta técnica es que requiere de subcultivos
periodicos (“repiques”), actividad que dificulta en muchos casos su aplicacion (Engelmann,
1997) y que entre estos subcultivos periddicos y/o desde el establecimiento in vitro de los
explantes estos puedan presentar contaminacion. Las contaminaciones pueden causar

pérdidas econdmicas muy importantes en la micropropagacion (Cassells, 1991).

24  CONTAMINACION EN CULTIVOS IN VITRO

La contaminacién microbiana es un problema universal que afecta el trabajo del
cultivo de tejido de plantas (Panicker, 2007). Puede estar presente por microorganismos
epifiticos y endofiticos que pueden causar severas pérdidas en la micropropagacion de
plantas en cada etapa de crecimiento. Las bacterias epifiticas pueden alojarse en estructuras
de plantas donde desinfectantes no pueden llegar y las bacterias endofiticas pueden estar
localizadas en las uniones celulares y los espacios intercelulares del parénquima cortical
de la planta (Reed y Tanprasert, 1995). Estas tltimas son las méas dificiles de controlar
porgue no causan algun sintoma visible en el cultivo contaminado (Wojtania et al, 2005),
manifestandose sélo cuando las condiciones ambientales y nutritivas varian (Reed y
Tanprasert, 1995).

Los dafios que pueden causar en los cultivos in vitro pueden ser localizados o
sistémicos (Leifert y Cassells 2001), reduciendo la tasa de multiplicacion y enraizamiento,

y llegando a causar la muerte (Reed y Tanprasert, 1995).

Entre las bacterias reportadas como contaminantes de los cultivos de tejidos
vegetales in vitro tenemos a Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus circulans,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, Erwinia carotovora, Micrococcus
kristinae, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus warneri, Enterobacter
agglomerans, Enterobacter cloacae, Serratia plymuthica Klebsiella oxytoca,
Stenotrophomonas maltophila, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida,
Sphingomonas paucimobilis, Alcaligenes denitrificans, Acinetobacter calcoaceticus iwoffi,
Acinetobacter calcoaceticus anitratus y Agrobacterium radiobacter (Leifert y
Woodward, 1998).



Los procedimientos estandar de esterilizacion de tejidos y adicion de antibioticos,
no controlan eficientemente la contaminacion microbiana, sugiriendo la naturaleza
endofitica y resistente a los antibidticos de estos contaminantes (Birmeta et al., 2004). El
uso de antibidticos sin embargo, es el método més ampliamente usado para contrarrestar el
desarrollo bacteriano; siendo bactericidas, bacteriostaticos, algunas veces fitotoxicos para
los tejidos vegetales (Reed y Tanprasert, 1995). Asi mismo, tratamientos alternativos como
el uso de compuestos preservantes como el “Plant Preservative Mixture (PPM™)”
mostraron cierta efectividad en algunos cultivos pero no en el caso del camote (Maza,
2006). Otra técnica es el cultivo de meristemos que logra la eliminacidon efectiva de
microorganismos restringidos al sistema vascular pero existe la posibilidad de presencia de

bacterias en los meristemos (Cassells y Tahmatsidou, 1996).

25 METODO MICROBIOLOGICO PARA DETECCION BACTERIANA

La identificacion bacteriana, implica el estudio de las caracteristicas morfoldgicas,
culturales, microscopicas, metabdlicas, su resistencia a antibidticos, y el uso de medios con
requerimientos nutricionales. Esto ultimo puede tener limitaciones, por no cumplir las
exigencias nutricionales de los microorganismos presentes o debido a que la técnica no fue
la adecuada en el caso de tratarse de microorganismos no cultivables (Holdgate y
Zandvoort, 1997).

Asi, Egusquiza (1996) logré identificar a Pseudomonas cepacia, Erwinia herbicola
y Bacillus circulans, y Maza (2006) logré identificar a Bacillus sp., Bacillus pumilus,
Stenotrophomonas malthophilia y Sphingomonas paucimobilis en cultivos in vitro de

camote.

En el 2011, Chandra y Chandra han logrado identificar a una bacteria gram positiva
Corynebaterium y a dos gram negativas Klebsiella sp. y Pseudomonas sp. El material que
utilizaron para el aislamiento fue la base del tallo, asi como, alrededores de los explantes

de cultivo in vitro de camote.



26 METODOS MOLECULARES
2.6.1 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), fue desarrollada en 1983 por Kary
Mullis (Bartlett y Shrling, 2003). La PCR amplifica el ADN por medio de ciclos repetidos
de duplicacion in vitro. La PCR utiliza la enzima ADN polimerasa que dirige la sintesis de
ADN a partir de sustratos de desoxinucledtidos y actla sobre una plantilla de ADN
monocatenaria. La ADN polimerasa sintetiza ADN en direcciéon 5’ a 3’ y puede agregar
nucleotidos en el extremo 3’ de un oligonucletido 1lamado cebador disefiado a medida
(Watson et al., 2006).

La PCR convencional comprende 25 a 50 ciclos repetitivos cada uno de los cuales
incluye tres reacciones secuenciales: desnaturalizacion del &acido nucleico diana,
apareamiento (hibridacion) del cebador con el acido nucleico diana de cadena simple y
extension del ddplex cebador-diana. La desnaturalizaciéon se logra a la temperatura de
94°C, en la que el ADN de doble cadena es desnaturaliza a una cadena de ADN. El
apareamiento, se logra cuando el par de cebadores se hibridan con el ADN diana
desnaturalizado, un cebador se aparea con un sitio especifico en un extremo de la secuencia
de una cadena diana mientras que el otro cebador lo hace con un sitio especifico en el
extremo opuesto de la otra cadena complementaria. Este proceso se lleva a cabo a 50-58°C
0 mas, dependiendo del tipo y cantidad de nucledtidos del cebador. La extension del
duplex cebador-diana se da por la ADN polimerasa que agrega nucle6tidos a los extremos
3’ de cada cebador y se produce por extension una secuencia complementaria del molde
diana. La enzima Taq polimerasa de Thermus aquaticus es la que suele usarse para la
extension del cebador, que se produce a 72°C. Al terminar cada ciclo hay una duplicacion
del 4cido nucleico diana y después de 30 a 40 ciclos habra 10 a 10° copias diana en la
mezcla de reaccion. Los tres pasos de la reaccion de PCR (Figura 1) tienen lugar en el
mismo tubo, que contiene una mezcla de acido nucleico diana, cebadores, componentes
para optimizar la actividad de la polimerasa (buffer, cation [MgCl;], sales) y
desoxinucleotidos. Para mantener ciclos de reaccion continuos se usan termocicladores

programables (Forbes et al., 2009).



Figural: Esquema general de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Forbes et al., 2009)

Cicla 1

Sacuencia diana de intesds:
—  AGTCCATAGTCCATOCAA! JAGTCCATCCA ——
— TCAGGTATCAGGTAGE TCAGGTAGGT =
1. Desnaturalizacién G440
a cadenas simples I.I'
—_— AGTO‘_‘-ATAGT{:MTBCAA, /.AGTECMCI:&—

— TCP-GGTF-TC&GG'F"'GGTI{ CAGGTAGGT—

2. Union con ics 500 -65°C
cobadoras
{apareamiento) — AETCEATJ!GTGMTECM/ /ar:.rcr:nrccn —_—
sz w < = [TCAGGTAT]
T - [TECATCCA)
— TCAGGTATCAGGTAG TCAGATAGGT——
3 Extensian del cebadar
por accion de la ]
|  DMNApolimerasa @ — mmc:.w;mm;cc? TCCATCCA —
i TCAGGTATCAGGT, TTCAG_
f Extensiin da las |
i SECLIENCIAS !
| complementarias |
| a—  AGTOCATCE MAAGTCCATCCA| !
| —_ TCAGGTATCAGGTAGI‘ TTTCAGGTAGGT — _|
| |
Cicla 2 — Amcmmmcmw TCOATCCA — '
TCAGGIAICAGEST CAG—s |
Repeticsdn de — AGTCCAE;? CATCCA |
los pasos 1a3 —  TCAGGTATCAGGT m AGGTAGGT — i
—  AGTCCATAGTCCAT TCCATI:CA —
TCAGGIATLAGGT |

' +—  AGTCCATCD (AAGTCCATCCA|

= TCAGGTATCAGGTAG TTTTCAGGTAGGT —

Despues da 25-45 ciclos sa producan
105-10® copias de la secuancia diana i

2.6.2 USOS DEL PCR

La PCR tiene numerosas aplicaciones generales. Entre ellas se encuentran: la
caracterizacion mediante marcadores genéticos, deteccion de mutaciones puntuales,
clonamiento de DNA copia (cDNA), clonamiento de ADN gendmico, secuenciamiento de
DNA, mutagenesis in vitro, estudios de expresion de genes, entre otros (Strachan y Read,
1999)
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También ha sido probada para la deteccion de contaminantes microbianos en

cultivo de tejido de plantas. Esta es una técnica precisa, rapida y sensitiva (Isenegger et al.,

2003)

2.6.3 SECUENCIAMIENTO CON EL METODO SANGER

Este método fue desarrollado a mediados de 1970 por Frederick Sanger y
colaboradores, que crearon el método de secuenciacion didesoxi, que se basa en la
elongacion del ADN, y que pronto se convirti6 en el procedimiento estandar para

secuenciar cualquier fragmento purificado de ADN (Pierce, 2010).

El método molecular de identificacion bacteriana mediante secuenciacién incluye
tres etapas: a) Amplificacion del gen a partir de la muestra apropiada; b) determinacion de
la secuencia de nucledtidos del amplicon, y c) andlisis de la secuencia (Rodicio y
Mendoza, 2004).

Un cebador sintético de oligonucle6tidos es apareado a una cadena molde de ADN.
Cuatro diferentes reacciones de secuenciamiento son establecidas cada una conteniendo
una ADN polimerasa y los cuatro dNTPs normales. Uno de los precursores o en algunos
casos el cebador es marcado radiactivamente con *P, *P, 0 S o con una marca no
radiactiva fluorescente. Las cuatro reacciones también contienen una pequefia porcion de
un 2°,3’-ddNTP que lleva el atomo 3’H en la molécula desoxirribosa en vez del
convencional grupo 3’OH. Si una molécula ddNTP es incorporada dentro una cadena
creciente. ADN, la ausencia de un grupo 3’OH previene la formacion de un enlace
fosfodiester con los subsiguientes dNTPs en una mezcla de reaccion para la sintesis de
ADN. Los productos de la reaccién son una poblacion de cadenas de oligonucleotidos
cuyas longitudes son determinadas por la distancia entre el terminal 5’del cebador utilizado
para iniciar la sintesis de ADN vy los sitios de la terminacion de la cadena. Usando los
cuatro diferentes ddNTPs en reacciones enzimaticas separadas, se generan poblaciones de
oligonucledtidos terminando en posiciones ocupadas por A, C, G o T en la cadena molde.
Estas poblaciones de oligonucledtidos pueden ser separados por electroforesis y la
localizacion de cada banda puede ser cerciorada por autoradiografia. Cuando las cuatro

poblaciones son cargadas dentro lineas adyacentes de un gel de secuenciamiento, la
11



secuencia de la nueva hebra sintetizada puede ser leida en la orientacion 5’ a 3’ desde el

inicio al final del gel. (Sambrook y Russel, 2001)

En la actualidad esta reaccion se realiza con maquinas automaticas que utilizan
marcas fluorescentes y escaneres con laser para secuenciar cientos de pares de bases en
unas pocas horas. En ellas también se utiliza la reaccion de didesoxi, pero los ddNTP
utilizados se marcan con un pigmento fluorescente, y se utiliza un color diferente para cada
tipo de didesoxinucledtido. En este caso, las cuatro reacciones de secuenciacion pueden
realizarse en el mismo tubo, y colocarse en el mismo pocillo para la electroforesis. La
maquina para secuenciacion desarrollada recientemente contiene tubos capilares con gel
para electroforesis. Los fragmentos de distintas longitudes producidas en la reaccién de
secuenciacion se separan dentro del gel y migran pasando por un rayo laser y un detector.
A medida que los fragmentos pasan por el laser, sus marcas fluorescentes se activan y la
fluorescencia producida se detecta en un lector dptico. Cada pigmento emite fluorescencia
de una longitud de onda caracteristica, que es registrada por el lector. Esta informacion se
introduce en un ordenador para su interpretacion, y los resultados se imprimen como una

serie de picos en un gréfico (Pierce, 2010). (Figura 2)
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Figura 2: El método didesoxi de secuenciacion puede realizarse en
forma automatizada (Pierce, 2010)

Ll CCTATTATGACACAACCGCAEY

“ Se aizla un fragmenta de DNA de
| cadena simple cuya secuendia de
bases debe determinarse (el malde)

Cada uno de las cuatro ddNTP es
i marcada con una tincian fluorescente
| diferente y se realiza la reaccion de
| secuenciacion de Sanger.

q Los fragmentos que terminan con |a '
|

misma base estan marcados con el
| mismea calar.

B3 Los productos sen desnaturalizados y
las fragmentos producidas por las
cuatra reacciones se masclan W58 Car-
gan en un gnico pocille del gel para

a través del gel seguin el tamana,...

B ...y la tincian fluorescente del DA ] {

s detectada mediante un haz laser, |

Cada fragmento aparece como un i
| “pico” en el registro camputanizada; |
| el color del pice indica la base |
l presente, |

La informacion de la secuencia es
lelda directamente en la computado-
ra, la cual la convierte en una
secuencia diana complementaria.

2.6.4 SECUENCIA ARNr 16S

El ribosoma bacteriano estd formado por dos subunidades, la grande 50S y la
pequefia 30 S, cada una de éstas se encuentra compuesta por proteinas ribosémicas y
moléculas de ARN ribosomoal (ARNTr) especificas. La subunidad 30S contiene el ARNr
16S y 21 proteinas numeradas desde S1 hasta S21, mientras que la subunidad 50S contiene
los ARNr 5S y 23S asi como las 34 proteinas designadas con la letra L. Los genes que
codifican estos ARN ribosomales estan organizados en operones, que corresponden a un
conjunto de genes que se transcriben a partir de la misma region promotora: Asi, cada

operon contiene genes para los ARNr 23 S (rrl), 16S (rrs) y 5S (rrf), que estan separados

Electroforesis
electroforesis, Los fragmentos migran| |

ddCTP ddGTP ddTTP ddATP

G A
;-
1Ir/'FTFET.«I
Cadena : Cebador
molde {secuencia
§ ‘1, conacidal
lll
SWCCTATTATGA 3
3' 5’
LA CCTATTATGACACAACCGCAES

EMCOATAATACTGTCTTGECGTEY

LY CCTATTATGACACAACCGCAS
ERlCATAATACTCTGTTGLCGTEY

H Lazer

BEATAATACTGTGTTGGCGT
Fragmentos
mads largos

Detector

{ MI

3 GGATAATACT GTATT GGC GY

13

Fragmentos

l \9.... mas cortos



por regiones intergénicas o separadoras que poseen genes para ARN de transferencia
(ARNt) (Gutiérrez et al., 2009).

El ARNr 16S esta codificado por el gen rrs, denominado también ADNr 16S. Es
considerado un buen marcador molecular (Gutiérrez et al.,, 2009). Es un
polirribonucleotido de aproximadamente 1.500 nucledtidos, a partir de cuya secuencia se
puede obtener informacion filogenética y taxondémica. Como cualquier secuencia de
nucledtidos de cadena sencilla, el ARNr 16S se pliega en una estructura secundaria,
caracterizada por la presencia de segmentos de doble cadena, alternando con regiones de
cadena sencilla (Rodicio y Mendoza, 2004).

El andlisis de la secuencia de los ARNr 16S de distintos grupos filogenéticos reveld
un hecho adicional de gran importancia practica: la presencia de una o méas secuencias
caracteristicas que se denominan oligonucledtidos firma o ‘“signature”. Se trata de
secuencias especificas cortas que aparecen en todos (0 en la mayor parte de) los miembros
de un determinado grupo filogenético, y nunca (o sélo raramente) estan presentes en otros
grupos, incluidos los més proximos. Por ello, los oligonucle6tidos firma pueden utilizarse

para ubicar a cada bacteria dentro de su propio grupo (Rodicio y Mendoza, 2004).

2.6.5 DISENO DE CEBADORES

La abundancia de datos de secuencias génicas disponibles permite el disefio de
cebadores especificos para diversos patdgenos microbianos y para sus genes de factores de
virulencia o resistencia a los antibidticos. Asi, el disefio de su secuencia de nucle6tidos

depende del &cido nucleico diana que se busque (Forbes, 2009).

En el disefio de cebadores se busca su especificidad como su eficiencia. Para que
esto sea logrado se debe tener en cuenta los siguientes parametros: Longitud del cebador, el
nucledtido terminal 3’ en el cebador de la PCR, contenido de guanina (G)-citosina(C) y

temperatura de fusion (Dieffenbach et al., 1993).

El uso de estos parametros y el manejo de programas de bioinformatica, facilitara la

produccidn de cebadores de calidad (Dieffenbach et al.1993).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES
3.1.1 Material Bioldgico

Se utilizaron plantulas de Ipomoea batatas “camote” libre de virus, de 2 meses de
cultivo in vitro, conservadas en el Banco de germoplasma in vitro del CIP, almacenadas en
camara, bajo las siguientes condiciones controladas: temperatura a 20 +1° C, intensidad

luminosa a 50pmol/m?/s, fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad.

3.1.2 Materiales y reactivos de laboratorio
a. Materiales

- Fluorescentes de Fluorescente Cool daylight 36W.
- Tubos de ensayo de 18 mm

- Hojas de bisturis N° 10.

- Pinzas y Mango de bisturi.

- Mechero.

- Microtubos de 1.5 ml.

- Laminas porta objeto.

- Papel impregnado filtro con 1% de tetrametil-para-difenilamina.
- Asas de Kolle.

- Placas Petri.

- Regla milimetrada

- Soporte y peines de electroforesis

- Puntas de 1-10 ul, 10-200 pl, 100-1000 pl.

- Pipetores de 1-10 pl, 10-200 pul, 100-1000 pl.

- Cinta masking tape
15



Vasos de Precipitado
Probeta

Matraces de erlenmeyer
Guantes de latex

Papel Toalla

Morteros

Espéatulas

Reactivos

Alcohol 70%.

Medio de Conservacién Batatas (MCB) (Anexo 1)

Caldo Nutritivo enriquecido (CNe). (Anexo 1)

Agar Nutritivo enriquecido (ANe). (Anexo 1)

Agar Nutritivo modificado (ANm). (Anexo 1)

Agar Kelman. (Anexo 1)

Medio de Hugh-Leifson. (Anexo 1)

Agar Tripticasa de Soya (Anexo 1)

Agar Almidén (Anexo 1).

Reactivos de tincion Gram con los colorantes cristal violeta y safranina.
Reactivos tincion de endosporas con los colorantes carbofucsina y tinta china.
Perdxido de hidrégeno 30V.

Glicerol al 80 %.

Parafina liquida estéril.

Dinucleotidos trifosfatados (ANTPS): dATP, dGTP, dCTP y dTTP (Promega,
USA).

Tampon Tris Borato EDTA (TBE) 1X.

Taq Polimerasa 5u/ p (Promega)

Tampon de reaccion GoTagq® (Promega, USA)

Agua Libre de Nucleasas

Kit Wizard® SV Gel y PCR.

Agarosa

Tampon de carga de ADN (Salb) 10X.
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- Gel Red1/1

- Marcador de corrida ( Lambda Pst1)

- Nitrogeno liquido

- Cebadores universales ARNr 16S pA, pF 5mM

) Tamafio )
Cebadores Secuencia o Referencia
Amplicén (pb)
pA:
) 5~ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3’
sentido (Kreuze et
1066
pF: al., 1999)
o 5 ~ACGAGCTGACGACAGCCATG -3’
antisentido

- Tampon bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB) 2X y 10X (Anexo2).

- B mercaptoetanol
- Cloroformo: Alcohol Isoamilico 24:1
- Etanol helado al 70% y al 95%

- Isopropanol helado

3.1.3 Equipos

- Céamaras de incubacion para cultivo in vitro de Material Vegetal a 20+1°C

- Dispensador de Medios automatico (Watson®)
- Balanza(Mettler Toledo®)

- Autoclave (Market Forge®)

- Potenciémetro (Orion Research®)

- Incubadora a 28°C (Thermo Scientific® y Sanyo®).

- Incubadora a 28 °C con Agitador (New Brunswick Scientific®)

- Microscopio éptico (Olympus®)

- Cémara digital (Nykon®)

- Cémara (Moticam®)

- Refrigeradora a -20°C (Frigidaire®)

- Cémara de Flujo Laminar (The Baker Co®)
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- Termociclador (Applied Biosystems®)

- Vortex(Scientific Industries®)

- Centrifuga (Eppendorf 5415D®)

- Captador digital de imagenes (BioRad®)

- Espectrofotdmetro (Spectronic 20 Bausch & Lomb®)

- Computador con los siguientes programas bioinformaticos: DNASTAR: SeqMan®,
Bioedit®, Vector NTI®y Mega 5®: ClustalW.

32 METODOS

3.2.1 Deteccion de contaminantes bacterianos

a. Deteccion visual

Se basd en la deteccion de signos de crecimiento microbiano en todos los clones de
una accesion, mediante la inspeccion visual directa de los cultivos in vitro del Banco de
Germoplasma de Ipomoea Batatas (camote) en la coleccion libre de virus del CIP. Las
plantulas contenidas en los tubos de ensayo fueron examinadas con ayuda de luz blanca-dia
artificial, para la deteccion de algin signo microbiano (pelicula con alguna coloracién,
halos blanquesinos o incoloros, mucosidad) sobre la planta, la base del tallo, paralelo a la

raiz, sobre medio y/o en el medio.

b. Aislamiento bacteriano
- Cultivo en medio liquido en Caldo Nutritivo enriquecido (CNe)

En condiciones de esterilidad las muestras se procesaron de la siguiente manera: Se
realiz6 cortes transversales entre 1-2 mm del tejido caulinar y de 0.5 cm de tejido radicular,
que fueron colocados en tubos 16x150mm con 3ml de CNe. Cada accesion fue incubada 3
dias temperatura ambiente, luego incubada por 3 dias a 28°C y finalmente 3 semanas en

temperatura ambiente.
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- Cultivo en Medio Sélido

Se consideraron CNe positivos aquellos que presentaron turbidez visual en el medio
liquido. Estos fueron luego sembrados en ANe por duplicado. Se incubd a 28°C en
incubadora por 2 dias y fueron dejados a temperatura ambiente por 15 -20 dias.

El resultado visual de CNe negativo fue confirmado posteriormente mediante su
siembra por estrias de una alicuota en ANm y en Agar Kelman (15ml por placa estéril).
Las placas con ANm fueron incubadas a temperatura ambiente por 20 dias y las de Agar
Kelman fueron incubadas por 2 dias a 28°C y luego 18 dias a temperatura ambiente.

3.2.2 Caracterizacion morfolégica de los contaminantes bacterianos

Las colonias aisladas en placa, se agruparon por caracterizacion morfolégica
macroscopica y microscépica. En la primera, se procedid a realizar la descripcion del
borde, superficie, brillo, forma, elevacion, aspecto, color y se midi6 el diametro de las
colonias. Y en la segunda, se procedi6 a realizar la tincion gram por el método modificado
de Hucker (Gerhardt et al., 2008) a las 24 horas, y se realizd observacion microscépica a
1000X. Para las gram positivas se realizo tincion de endosporas por el método de Dorner
(Flint et al., 2005).

3.2.3 Caracterizacion bioquimica de los contaminantes bacterianos

Se realizaron pruebas bioquimicas: de Oxidasa segun el método de Steel (Naz et
al., 2012), Catalasa (Mac Faddin, 2000) y Oxidacion-Fermentacion (O/F) por el método de
Hugh y Leifson (Hijnen et al., 1995), a fin de asegurar la no repeticién de los grupos
formados por diferencias morfoldgicas, se realizd la hidrolisis de almidén en el caso de

Bacillus sp. parecidos (Okanlawon et al. 2010).

Las cepas se mantuvieron en microtubos con CNe a -20 °C con glicerol al 80 %

para posteriores estudios.
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3.2.4 Caracterizacion e Identificacion Molecular

Se realizaron los siguientes pasos:
a. Amplificacion por Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR).
La secuencia codificante ARNr 16S se amplificd utilizando el par de cebadores pA-pF’
(Kreuze et al., 1999). Se realiz6 todo a un volumen final de 25 pL. El in6culo bacteriano
utilizado fue cultivado en microtubos en el agitador orbital a 124rpm, de 2 a 5 dias, a 28 °C
y a temperatura ambiente respectivamente, dependiendo de las caracteristicas de
crecimiento de cada microorganismo. En el cuadro 1 se aprecia las condiones del PCR por
reaccion.

Cuadro 1: Condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para 1 tubo de
reaccion (componentes, cantidades y concentraciones)

) _, Temperatura Tiempo Numero de
Ciclo Reaccion ) _
(°C) (minutos) ciclos
Desnaturalizacion
1° o 95 3.0 1
inicial
Desnaturalizacion 95 0.30
20 Alineamiento 55 0.30 35
Extension 72 1.20
3° Extension final 72 3.00 1
40 - 4 o0 -

La amplificacion mediante reaccion en cadena de la polimerasa se realizd usando el

siguiente programa segun Kreuze et al, 1999 (cuadro 2).
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Cuadro 2: Programa de Amplificacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Solucién stock Volumen( pL ) Concentracion final
Tampon de reaccion Gotaq® 5 1X

dNTPs 1 200 pM

pA 0.625 125 pM

pF 0.625 125 pM

Go tag® DNA polimerasa 0.125 0.625 U
Indculo bacteriano 1

Agua libre de nucleasas 16.63 -
Total 25
b. Purificacion de los amplicones. El producto del PCR fue purificado utilizando el

Kit Wizard® SV Gel and PCR segin especificaciones del proveedor

(www.promega.com/tbs ).

C. El secuenciamiento fue realizado por Macrogen Inc., Seul, Korea del Sur

(http://www.macrogen.com ).

d. El ensamblaje y el andlisis computacional de las secuencias de ADN se realizo,
utilizando el programa DNASTAR: SeqMan®. Las similaridades de las secuencias ARNr
16S fueron comparadas con las secuencias de la base de datos del NCBI Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) utilizando la busqueda BLASTn y con Ribosomal

DataBase (http://rdp.cme.msu.edu/). Considerando sélo aquellos con un 99 % de

similaridad de preferencia.

3.2.5 Disefo de cebadores
Segun los resultados anteriores, se buscaron secuencias especificas para los géneros

encontrados, mediante un alineamiento de las secuencias utilizando el programa Mega
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5.05% la aplicacion del Clustal W. Se analizaron sus propiedades termodinamicas y la no
formacion de diplex mediante el programa Vector NTI®.

Los cebadores fueron sintetizados por Invitrogen™ (http://www.invitrogen.com).

3.2.6 Determinacion de la temperatura de alineamiento de los cebadores

Se determind el rango tedrico para las pruebas de gradiente de temperatura, a fin de

escoger una temperatura Optima de alineamiento (Espinoza, 2007).

3.2.7 Prueba con ADN de planta sana como control

Se selecciond una planta que dié resultado CNe negativo para el presente analisis,

siendo considerada esta una planta limpia (no contaminada).

Se realizé la extraccion de ADN de planta segin método modificado de Doyle
(Tsay et al., 2012) mostrado a continuacion, cuyos tampones usados se encuentran

detallados en el Anexo 2.

a. Se pulveriz6 con nitrégeno liquido el tejido radicular colectado, aproximadamente
200 mg.
b. En un microtubo de 1,5 ml se colocé material vegetal pulverizado hasta la marca de

500 pl y se resuspendié con 700 pl de tampon CTAB (2X), se adicion6 2 ul de B
mercaptoetanol. Se agitd suavemente e incub6 por 30 minutos a 65 °C.

C. Se retir6 de la incubadora y se dej6 reposar por espacio de 2 minutos a temperatura
ambiente.
d. Se agregd 700 ul cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se mezclé suavemente el

microtubo, se centrifugd 5 min a 14 000 rpm para ser luego transferido el sobrenadante a

otro microtubo.

e. Se adiciond 50 pl de CTAB (10X), se mezcl6 suavemente para homogenizar todo el

liquido.

f. Se adiciond 700 ul de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se mezclo suavemente

y se centrifugd 5 min a 14 000 rpm, luego se transferio el sobrenadante a otro tubo.
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g. Se agregd ¥ partes del volumen final (500 ul aprox.) de isopropanol helado para

precipitar el ADN. Se incubd a -20 °C durante 40 min.

h. Se centrifugd por 20 min a 12 000 rpm y se descarto el sobrenadante cuidando de

no perder el pellet.

I Se lavo el pellet con 500 pl de etanol al 70% helado y se centrifugd 20 min a 12000
rpm y luego se descarto el etanol.

] Se lavo el pellet con 500 pl de etanol al 95% helado y se centrifugd 20 min a 12000
rpm y luego se descarto el etanol.

k. Se permiti6 que el ADN (pellet) seque al aire libre por 2 horas invertiendo el tubo y
luego se resuspendi6 el ADN en 80 ul de agua libre de nucleasas estéril

(aproximadamente) y se almaceno a -20 °C.

Los cebadores seleccionados fueron aquellos que no presentaron amplificacién con

muestra de ADN de planta limpia.

3.2.8 Prueba de especificidad entre los grupos bacterianos

A fin de obtener el mejor juego de cebadores especificos para cada grupo
bacteriano, se probd cada microorganismo con los pares de cebadores disefiados para los
otros microorganismos, estos Ultimos fueron seleccionados por su buena amplificacion y
por su no amplificaron con ADN del control.

Ademas, contrario a lo anteriormente nombrado, las otras opciones de cebadores
fueron probados por la amplificacion de cada cebador versus todos los microorganimos.

3.2.9 Determinacion del limite de deteccion de los cebadores

Para determinar el limite de deteccion de los cebadores se siguieron dos métodos:
a. Deteccidn directa de indculo microbiano

a.l  Crecimiento microbiano. Se cultivaron los microrganismos representativos de cada

grupo por dos dias a 28 °C en el agitador orbital a 124rpm, en microtubos con 700ul CNe a
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fin de obtener un in6culo adecuado. Los que tenian crecimiento lento fueron cultivados en

matraces con 10ml de CNe.

a.2  Se estandarizd la concentracion de todos los microorganismos a una densidad

Optica de 0.1, con la ayuda del espectrofotometro a una longitud de onda de 620nm.

a.3  Se hicieron diluciones sucesivas, sembrando 50uL en placas de ANe, a fin de
determinar las Unidades Formadoras de Colonia (U.F.C.) por dilucion. Se escogid la
dilucion en el rango de 20-250 UFC, con la que se pudo determinar el volumen de in6culo

(UL) que fue necesario para 1*10° UFC*mL™.

a4 Se hicieron 6 diluciones 10°-10° UFC*mL™, con la finalidad de determinar a partir
de que concentracion es posible la deteccion y de las que no eran detectadas se amplio el
rango hasta 10° UFC*mL™.

a5 Serealizd la PCR con los cebadores seleccionados para cada dilucion probada. En
la cual se realiz6 con las condiciones mostradas en los cuadro 1 y cuadro 2, variando la
temperatura de alineamiento segin cebador utilizado. Utilizando 1 ul de la dilucion

bacteriana.

a.6  Se utilizaron controles negativos y positivos. Este Gltimo mediante extraccion de
ADN de planta contaminada que fueron utilizadas para el secuenciamiento (2 meses de su

propagacién), utilizando el protocolo de acuerdo a lo descrito en el punto 3.2.7.
b. Deteccidn de ADN de planta contaminada

b.l1  Se trabajé con tejido radicular y caulinar pulverizado con nitrégeno liquido de
plantas sanas, sin contaminacion bacteriana, (0.1g) para cada dilucién probada, que fue
colocado en microtubos.

b.2  Se utilizaron diluciones (10 pL) de los microrganismos del punto 3.2.9.a, que
fueron inculadas en los microtubos que contenian las pulverizaciones.

b.3  Se procedié a realizar la extraccion de ADN de planta contaminada con CTAB,
segun método de Doyle (Tsay et al., 2012) protocolo de acuerdo a lo descrito en el punto
3.2.7.

b.4  Se realizd la PCR con los cebadores seleccionados para cada dilucién probada. En
la cual se realiz6 con las condiciones mostradas en los cuadro 1 y cuadro 2, variando la
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temperatura de alineamiento segun cebador utilizado. Se utiliz6 1 pul de ADN de planta

contaminada.

3.2.10 Comparacion de la eficiencia de la agrupacion por métodos convencionales

mediante métodos moleculares

Se realizaron pruebas de los cebadores disefiados mediante PCR con cepas
secuenciadas y con cepas caracterizadas morfologica y bioquimicamente diferentes a fin de
comprobar la eficiencia de los cebadores disefiados, como de los grupos formados con los

métodos convencionales.

3.2.11 Determinacién del par de cebadores especificos para todas las cepas

a. Se realizaron pruebas con los cebadores pA, pF utilizados en la identificacion
molecular, con ADN de planta limpia utilizado en la prueba 3.2.7.

b. Se efectué pruebas con cebadores que excluian la interferencia de ADN del
cloroplasto y de la mitocondria en arroz, 799f, 1492r (Sun et al., 2008) y también con
combinaciones de cebadores 895f, 902r, 904r y 1185mR con universales 1492r (Hodkinson
y Lutzoni, 2009) y pC (Kreuze, et al, 1999).

C. Se procedié al alineamiento de todas las secuencias para la eleccion del par de
cebadores que abarquen a todos los microorganismos estudiados para posteriores trabajos.
Y se probaron estos con ADN bacteriano, con ADN de planta contaminada y con cultivo

microbiano puro.

3.3 ANALISIS DE DATOS

Los datos obtenidos de la agrupacion a nivel molecular y convencional se
analizaron mediante una prueba de proporciones, con el programa estadistico R®. Esta
funcidn comprueba si dos 0 mas muestras divididas por una variable dicotdmica (solo tiene
dos formas de presentarse) tienen las mismas proporciones de cada valor (Chi, 2012), para
asi determinar la eficiencia del método molecular, y descartar que es independiente del uso

de cualquier método.
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Se trabajo con las siguientes hipotesis:

Ho: Los métodos de agrupacion convencional y molecular son iguales (no hay
diferencia significativa p>0.05)

Ha: Los métodos de agrupacion convencional y molecular son diferentes (si hay
diferencia significativa p<0.05).

Tambien se hallé el margen de error de las agrupaciones.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 DETECCION DE CONTAMINANTES BACTERIANOS

De un total de 2377 accesiones de camote conservadas in vitro en el Banco de
germoplasma del CIP que fueron evaluadas tanto visualmente, como en cultivo liquido, se
obtuvieron los siguientes resultados: 141 accesiones positivas a presencia de contaminantes
bacterianos (5. 93%) y 2236 fueron diagnosticadas limpias. Estas fueron reanalizadas en
medio sélido, encontrandose 103 accesiones positivas (4.33%) y 2133 accesiones limpias.
Con lo cual, el total de contaminacidn bacteriana presente en la coleccion fue de 244

accesiones (10.27%).

Solamente se trabajaron 178 accesiones consideradas contaminadas, debido a que
66 aislamientos bacterianos no pudieron ser reactivados. De las que 139 fueron cultivares
antiguos, 33 cultivados, 5 mejoradas y 1 cultivar avanzando (Cuadro 3). Cinco de estas
accesiones al ser aisladas en medio solido presentaron contaminacion mdltiple: doble (N°
CIP: 441159, 400256, 421135, 422556 y 440699) y triple (N°CIP: 440473). Siendo en total
185 aislamientos de bacterias. Este resultado es concordante con el aumento en 5.77% de
deteccion de contaminacion bacteriana detectado en el 2006 por Carmen Maza,
determindndose que mediante el empleo del medio de cultivo bacteriano se puede tener un
mejor control en la deteccidn respecto a la deteccion visual (Holdgate & Zandvoort, 1997).

Un ejemplo de accesion contaminada se observa en la Figura 3.

Figura 3: Deteccion visual de accesion de cultivo in vitro de camote (N°CIP 420278)
con signos de presencia bacteriana




Cuadro 3: Relacion de accesiones de cultivo in vitro de camote analizadas por
contaminacion_bacteriana

Ne CIP Status biologico Pais de origen
400982 Cultivar antiglio ECU
440844 Cultivar antiglio PNG
188005.1 Cultivado PER
421103 Cultivar antiglio PER
401042 Cultivar antiglio ECU
400090 Cultivar antiglio ARG
440008 Cultivado USA
420830 Cultivar antigtio PER
402789 Cultivar antiglio ARG
400182 Cultivar antigtio BOL
421136 Cultivar antiglio PER
420246 Cultivar antigtio PER
400291 Cultivar antiglio BRA
401538 Cultivar antiglio BOL
400213 Cultivar antigtio BOL
400277 Cultivar antiglio BRA
401522 Cultivar antigtio VEN
400308 Cultivar antiglio BRA
400274 Cultivar antigtio BRA
400848 Cultivar antigtio DOM
401043 Cultivar antiglio ECU
420580 Cultivar antigtio PER
420603 Cultivar antiglio PER
420619 Cultivar antigtio PER
420177 Cultivar antiglio PER
420285 Cultivar antiglio PER
420456 Cultivar antiglio PER
442928 Cultivado NGA
442802 Cultivado NGA
442768 Cultivado NGA
442797 Cultivado NGA
442616 Cultivado NGA
441580 Mejorado USA
422584 Cultivar antiglio PER
440922 Cultivar antiglio PNG
440026 Mejorado CHN
403043 Cultivar antiglio ARG
421593 Cultivar antiglio PER
402749 Cultivar antiglio PRY
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Cuadro 3 (continuacion)

441752 Cultivar antiglio COG
441624 Cultivado USA
440099 Cultivado NGA
440326 Cultivado TWN
440347 Cultivar antigtio THA
189148.65 cultivar avanzado CIPHQ
400194 Cultivar antigtio BOL
400902 Cultivar antiglio ECU
440214 Cultivar antigtio IDN
440699 Cultivar antigtio PNG
440473 Cultivar antiglio IDN
420760 Cultivar antigtio PER
420933 Cultivar antiglio PER
440765 Cultivar antiglio PNG
422060 Cultivar antiglio PER
401031 Cultivar antiglio ECU
401030 Cultivar antigtio ECU
441259 Cultivar antiglio TWN
440801 Cultivar antigtio PNG
420538 Cultivar antiglio PER
402751 Cultivar antigtio PRY
400074 Cultivar antiglio ARG
441168 Cultivar antiglio SLB
401320 Cultivar antigtio PRY
400390 Cultivar antiglio CoL
440771 Cultivar antiglio PNG
440266 Mejorado KOR
440142 Cultivado USA
422505 Cultivar antiglio PER
422503 Cultivar antiglio PER
441017 Cultivar antiglio PNG
402915 Cultivar antiglio ARG
403021 Cultivar antigtio ARG
403009 Cultivar antigtio ARG
402897 Cultivar antiglio ARG
401322 Cultivar antigtio PRY
440157 Cultivado CHN
440189 Cultivado TWN
400293 Cultivar antiglio BRA
441609 Cultivado USA
400426 Cultivar antigtio COL
401014 Cultivar antiglio ECU
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Cuadro 3 (continuacion)

401211 Cultivar antiglio MEX
400838 Cultivar antigtio DOM
400148 Cultivar antiglio BOL
400189 Cultivar antiglio BOL
440717 Cultivar antiglio PNG
400270 Cultivar antiglio BRA
442748 Cultivado NGA
441036 Cultivar antiglio PNG
441615 Cultivado USA
441159 Cultivar antiglio SLB
400895 Cultivar antiglio ECU
400874 Cultivar antigtio DOM
441422 Cultivar antiglio TWN
400317 Cultivar antigtio BRA
422540 Cultivar antiglio PER
400399 Cultivar antiglio COoL
400514 Cultivar antigtio COL
400256 Cultivar antiglio BRA
440188 Cultivado JPN
420086 Cultivar antiglio PER
199014.2 Cultivado CIPHQ
400154 Cultivar antigtio BOL
441194 Cultivar antiglio THA
400997 Cultivar antiglio ECU
441177 Cultivar antiglio THA
442379 Cultivado NGA
440236 Cultivado TWN
440792 Cultivar antiglio PNG
400192 Cultivar antigtio BOL
400609 Cultivar antiglio CcuB
420341 Cultivar antiglio PER
420345 Cultivar antiglio PER
400371 Cultivar antigtio COL
441473 Cultivar antiglio TWN
440762 Cultivar antiglio PNG
442198 Cultivado NGA
441715 Mejorado USA
422642 Cultivar antigtio PER
400131 Cultivar antiglio ARG
441787 Cultivar antiglio JAM
400359 Cultivar antigtio COL
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Cuadro 3 (continuacién)

420353 Cultivar antiglio PER

422558 Cultivar antiglio PER

440712 Cultivar antiglio PNG
440309 Cultivar antiglio PNG
422557 Cultivar antiglio PER

422567 Cultivar antiglio PER

401197 Cultivar antigtio JAM
421034 Cultivar antiglio PER

441280 Cultivado TWN
401326 Cultivar antigtio PRY
440786 Cultivar antiglio PNG
400106 Cultivar antigtio ARG
400483 Cultivar antiglio COoL
400441 Cultivar antigtio COL
441777 Cultivar antiglio JAM
401084 Cultivar antiglio GTM
401400 Cultivar antigtio VEN
440141 Mejorado USA
440298 Cultivar antigtio PNG
401549 Cultivar antiglio COoL
441548 Cultivado USA
422556 Cultivar antiglio PER
421135 Cultivar antiglio PER
421092 Cultivar antigtio PER
421099 Cultivar antiglio PER
420326 Cultivar antigtio PER
442775 Cultivado NGA
401533 Cultivar antiglio ECU
440023 Cultivado USA
430394 Cultivado NGA
440616 Cultivar antigtio MYS
422534 Cultivar antiglio PER
440314 Cultivado TWN
441516 Cultivar antiglio TWN
420621 Cultivar antiglio PER
421133 Cultivar antigtio PER
440020 Cultivado USA
400547 Cultivar antigtio CRI

441711 Cultivado USA
400311 Cultivar antiglio BRA
420251 Cultivar antigtio PER
400280 Cultivar antiglio BRA
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Cuadro 3 (continuacién)

400062 Cultivar antiglio ARG
402715 Cultivar antiglio CcuB
441180 Cultivar antiglio THA
420278 Cultivar antiglio PER
421426 Cultivar antiglio PER
400108 Cultivar antiglio ARG
442368 Cultivado NGA
442536 Cultivado NGA
420613 Cultivar antiglio PER
442507 Cultivado NGA
440199 Cultivar antiglio THA
421115 Cultivar antigtio PER
187002.1 Cultivado PER
420405 Cultivar antigtio PER

42 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LOS CONTAMINANTES
BACTERIANOS

Se realizd la caracterizacion morfoldgica a cultivos en medio solido y mediante
tinciones diferenciales de gram y de endosporas, obtenidos a partir de las accesiones
contaminadas. En el Cuadro 4 se reporta el agrupamiento inicial basado en caracteristicas
culurales como forma, tamafio, borde, etc., de las colonias, asi como su tincion gram y

tincion de endosporas. Se obtuvieron 17 grupos identificados desde A hasta Q.

En la Figura 4 se muestran los cultivos en placa, asi como la tincion gram de los
aislamientos por cada grupo. Asimismo, en la Figura 5 se muestra la tincion de endosporas
del aislamiento obtenido de la accesion N°CIP 421426.
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Cuadro 4. Caracterizacion morfoldgica y bioquimica de 185 cepas aisladas

Y T m
m o] (o '01 >
@ Z m 2 T T & 0 sz @ 3 S
= s 2 3 5 g S =3 £ > £
3 O o S 3 =} 3 S 2o 3 9 S
S} o e ® S © 33 ° c o
3 T
A 420278 - 420933 entero cir- convexa  mucoso amarillo 0.5 - bacilar -
cular fuerte
B 400311 - 421103 - 440699 — 401538 — entero cir- convexa  MUCOSO crema 18 estafilo- i
421034 — 420285 — 400270 - 422567 cular ' coco
421426 - 440765 - 422060 - 401031 -
401030 - 441259 -440473 -440801 -
420538 - 402751 - 400074 - 441168 - _ crema
C 441159 - 401320 - 400256 - 400390 - entero C'Ir- plana mucoso  blanque- 8 +  bacilar  +
440771 - 440266 - 440142 - 422505 - Cular sino

422503 -441017 - 402915 - 403021 -
403009 - 402897 - 401322 - 440157 -
440189
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Cuadro 4 (continuacién)

=
m o ] =
0 2 e £ 2 ¢ § 9 s3F § 87 %
g 0O 3 5 3 g g S 833 3 3 9
o & @ = o = 3 G = o B,\
D 420251 - 400293 - 441609 - 400426 -
401014 - 401211 - 440008 - 402789 -
421136 - 400838 -400148 - 400189 -
440717 - 442748 - 441036 - 440026 -
441615 - 441159 - 400895 - 400874 -
441422 - 400317 - 422540 - 400399 -
440188 - 420086 - 199014.2 - 400154 -
441194 - 400997 - 441177 - 442379 -
440236 - 440792 - 400192 - 400609 -
420341 - 420345 - 421135 - 400371 -
441473 - 440762 - 422556 - 442198 - 4 100 4 irregular  plana  mucoso blanco- +/-  bacilar  +
441715- 422642 - 400131 - 441787 - plomizo

400359 - 420353 - 422558 - 440712 -
440309 - 420580 - 400277 - 401522 -
422557 - 440473 - 420619 - 420177 -
401043 - 400848 - 400274 - 400182 -
188005.1 - 422584 - 442797 - 442802 -
420456 - 420830 - 440922 - 441624 -
400982 - 442928 - 401042 - 440347 -

189148.65 - 400308 - 420246 - 400291 -
400213 — 441580 — 400514 — 400256 -

442768
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Cuadro 4 (continuacién)

m
m © ) >
n Z g 2 2 ¢ & 9 3$35 ;i 82 %
c 'e) = = 3 @ @ = c 3 §e;
] s = S 3 Q, =] =] 233 3 g3 )
3 3 = Q g\ o =5 3 o) = 9 Bﬁ
E 400108 entero - circular plana mucoso rosado 0.2 - coco- -
bacilar
F 442368 ondulado + irregular plana mucoso amarillo 3 +  bacilar +
0scuro
G 442536 entero +  circular  convexa mucoso amarillo 1.1 +  bacilar -
cremoso
420613 - 401197 - 420760 - 400902 amarillo-
H -440214 - 440844 - 441280 - 401326  entero +  circular  convexa mucoso Cremoso 2.5 +  bacilar +
- 440099 - 421593 - 402749 - 440786
I 442507 - 400106 - 400483 - 440326 entero +  circular plana mucoso  mostaza 2 +  bacilar +
402715 - 400090 - 400441 - 441777 -
401084 - 401400 - 400194 - 440141 -
g 440298-401549-403043-441548- o0 4 Gicylar  convexa mucoso  2marillo 0.5 +  bacilar +
422556 - 421135 - 421092 - 421099 - palido '

420326 - 442775 - 401533 - 440023 -
430394 - 440616 - 422534 - 420603
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Cuadro 4 (continuacién)

=
m o o 2 E’:n

pd W = > S = © Q

2 ° 2 2 & z @z o s3& £ B 8
= O 3 & 3 & S S 232 3 3 3
) o & o = o 3 o = c Sﬁ
S G

K 441180 entero + circular convexa mucoso blanco 2 +  bacilar +
L 400062 - 440314 - 441516 - 440699 - entero - circular convexa Seco amarillo 1.5 +  bacilar -
420621 - 441752 - 440473 '
M 400280 - 442616 ondulado + irregula plana mucoso blan(_:o 0.8 +  bacilar +
r plomizo
N 440199 entero + circular convexa mucoso arr)r%a;ir(ljlcl)o 1.2 +  bacilar -
@) 421115 - 421133 entero + circular convexa mucoso am,a_nllo 2.3 + COC.O' -
palido - Dbacilar
440020 - 187002.1 - 400547 - . blanco )
P entero + circular convexa mucoso . 0.3 + cocoide -
441711 amarillo
Q 420405 entero - circular convexa  seco amarillo filamen-
palido tosa

Presencia de Brillo (+), Ausencia de Brillo (-)

Reaccion positiva (+), reaccidn negativa (-), reaccion variable (+/-).
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Figura 4: Aislamientos de cepas contaminantes de accesiones de cultivos in
vitro de camote y sus respectivas tinciones gram (1000X).
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A B CDEFGHILJK MN,O,PyQ a las 48 horas pertenecientes a las
accesiones N°CIP 420278, 400311, 421426, 420251, 400108, 442368, 442536, 420613,
442507, 402715, 441180, 400280, 440199, 421115, 187002.1 y 420405 respectivamente
y L a las 120 horas perteneciente a la accesion N°CIP 400062.

Figura 5: Tincién de Endosporas perteneciente a la accesién N°CIP 421426 del grupo C

L O

Micrografia Optica a un aumento de 1000X. La flecha indica la endospora.

40



43 CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LOS CONTAMINANTES
BACTERIANOS

La caracterizacion bioquimica se realizd mediante las pruebas catalasa, oxidasa y
Oxido fermentacién a cada grupo morfoldgico. Los resultados se detallan en el cuadro 5.
Asimismo, en la figura 6 se muestran las reacciones de oxidacion y fermentacion, se
consideraron anaerobios facultativos los que viran a color amarillo en los dos tubos(A),
aerobios estrictos los que no viran en el tubo cubierto con parafina estéril(B), y los que no

viran en ninguno no utilizan a la glucosa como sustrato de energia (C).

Cuadro 5: Caracterizacion bioquimica de agrupamientos morfologicos de 185 cepas
aisladas de accesiones contaminadas de cultivos in vitro de camote del banco de
germoplasma del CIP

Grupo

.. Ne CIP Catalasa Oxidasa O/F*
Morfologico

A 420278 -420933 + - +/+

400311 - 421103 - 440699 —
B 401538 — 421034 — 420285 — + - +/+
400270 - 422567

421426 - 440765 - 422060 -
401031 - 401030 - 441259 -
440473 -440801 - 420538 -
402751 - 400074 - 441168 -
441159 - 401320 - 400256 -
400390 - 440771 - 440266 -
440142 - 422505 - 4225083 -
441017 - 402915 - 403021 -
403009 - 402897 - 401322 -
440157 - 440189

+ + +/+
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Cuadro 5 (continuacién)

Grupo

.. Ne CIP Catalasa Oxidasa O/F*
Morfologico

420251 - 400293 - 441609 - 400426
-401014 - 401211 - 440008 -
402789 - 421136 - 400838 -400148
- 400189 - 440717 - 442748 -
441036 - 440026 - 441615 - 441159
- 400895 - 400874 - 441422 -
400317 - 422540 - 400399 -
440188 - 420086 - 199014.2 -
400154 - 441194 - 400997 - 441177
- 442379 - 440236 - 440792 -
400192 - 400609 - 420341 - 420345
- 421135 - 400371 - 441473 -

D 440762 - 422556 - 442198 - + + +/+
441715- 422642 - 400131 - 441787
- 400359 - 420353 - 422558 -
440712 - 440309 - 420580 - 400277
- 401522 - 422557 - 440473 -
420619 - 420177 - 401043 - 400848
- 400274 - 400182 - 188005.1 -
422584 - 442797 - 442802 - 420456
- 420830 - 440922 - 441624 -
400982 - 442928 - 401042 - 440347
- 189148.65 - 400308 - 420246 -
400291 - 400213 — 441580 —
400514 — 400256 - 442768

E 400108 + + -I-
F 442368 + + +/+
G 442536 + - +/-

420613 - 401197 - 420760 -
400902 - 440214 - 440844 - 441280
- 401326 - 440099 - 421593 -
402749 - 440786

| 442507 - 400106 - 400483 - 440326 + + +/+

402715 - 400090 - 400441 - 441777
- 401084 - 401400 - 400194 -
440141 - 440298 - 401549 - 403043
J - 441548 - 422556 - 421135 - + + +/+
421092 - 421099 - 420326 - 442775
- 401533 - 440023 - 430394 -
440616 - 422534 - 420603
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Cuadro 5 (continuacion)

Grupo Ne CIP Catalasa Oxidasa OJ/F*

K 441180 + +/- ++

400062 - 440314 - 441516 - 440699 -
L 420621 - 441752 - 440473 * * *H

M 400280 - 442616 + + +/+
N 440199 + + +/-
0] 421115 - 421133 + - +/-
P 440020 - 187002.1 - 400547 - 441711 + - -/
N 420405 ¥ ¥ ++

*QO/F: O: Oxidacion, F: Fermentacion

Figura 6: Prueba cualitativa de oxido fermentacion realizada para la caracterizacion

bioquimica de agrupamientos morfolégicos de cepas contaminantes de accesiones de

Reaccion de Oxido Fermentacién (O/F).

A. Reaccion de oxidacion +/+, B. Reaccion de fermentacion + /-, C. Reaccidn negativa -/-.

En el caso de los grupos morfolégicos C y H, se realizé la hidr6lisis de almidén a
fin de diferenciarlos entre si, debido a su parecido morfoldgico a los 2 dias de crecimiento

encontrando que el grupo C si hidroliza almidon mientras que el grupo H no (Figura7).
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Figura 7: Reaccion de hidrolisis de almidén realizada para la caracterizacion
bioquimica de agrupamientos morfologicos de cepas contaminantes de accesiones de

cultivos in vitro de camote del banco de germoplasma del CIP

e

A. Grupo morfolégico C (N° CIP 421426), B. Grupo morfologico H (N° CIP 420613)

44  CARACTERIZACION E IDENTIFICACION MOLECULAR

Se realizo la caracterizacion molecular mediante la amplificacion por PCR del gen

ARNr 16S utilizando cebadores universales.

En la Figura 8 se aprecia un ejemplo de amplificacion de una cepa aislada de la
accesion N° CIP 420613, perteneciente al grupo morfolégico H, mediante los cebadores

universales pA, pF con un amplicon Unico de tamafio 1066pb.

Figura 8: Amplificacién mediante PCR del gen ARNr 16S de la cepa aislada de la

accesion N° CIP 420613 utilizando cebadores universales pA 'y pF.

H M
[o—
[
=
- 1.09 Kb
.- 0.8 Kb

Carril H: Amplicén de 1066 pb obtenido a partir de la amplificacion de la cepa aislada de la
accesion N° CIP 420613, del grupo morfoldgico H. M: Marcador A Pstl

Los productos de PCR fueron purificados y enviados para secuenciamiento a

Macrogen (http://www.macrogen.com). Las secuencias de ARNr 16S parciales obtenidas
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fueron alineadas para conseguir la secuencia consenso mediante el programa DNAStar® y

se analizd su identidad en las bases de datos (RBP y NCBI). Los resultados para cada

grupo morfoldgico se resumen en el cuadro 6.

Cuadro 6: Porcentaje de identidades de los aislamientos bacterianos obtenidos a partir

de las bases de datos de Ribsomal Data Base Project (RBP) y National Center for

Biotechnology Information (NCBI).

Grupo . . %id %id
Morfolggico N CIP Microorganismo RBP NCBI
A 420278 Sphingomonas sp. 89.3 98.0
B 400311 Staphylococcus pasteuri 99.4 99
C 421426 Bacillus cereus 97.2 99
D 420251  Paenibacillus taichungensis 98.1 99
E 400108  Methylobacterium extorquens 99 99
F 442368 Bacillus firmus 99.5 99
G 442536 Brevibacterium casei 98.6 99
H 420613 Bacillus Pumilus 98.7 99
I 442507 Bacillus Pumilus 96.8 99
J 402715 Bacillus Pumilus 100 100
K 441180 Bacillus licheniformis 98 99
L 400062 Janibacter sp - 98
M 400280 Paenibacillus illinoisensis 97.3 99
N 440199 Microbacterium sp. 89.8 99
O 421115 Acinetobacter sp. 95.4 99
P 187002.1 Uncultured 97 99
Q 420405 Streptomyces parvulus 95.9 99
%id: Porcentaje de identidad u homologia.

Las identidades moleculares fueron concordantes con las caracteristicas

morfologicas y bioquimicas de cada grupo, para el caso de Sphingomonas sp (Li et al.,

2004), Staphylococcus pasteuri (Savini et al. 2009 y, Hendricks y Boone, 2009), Bacillus

cereus (Hendricks y Boone, 2009), Paenibacillus taichungensis (Lee et al., 2008),

Methylobacterium extorquens (Bourque et al., 1992), Bacillus firmus (Hendricks y Boone,

2009), Brevibacterium casei (Collins, 2006 y Gruner et al., 1994), Bacillus pumilus,
Bacillus licheniformis (Hendricks et al., 2009), Janibacter sp (Shivaji et al., 2009),

Paenibacillus illinoisensis (Doukyu et al., 2003), Microbacterium sp (Laffineur et al.,

2003), Acinetobacter sp. (Constantiniu et al., 2004) y Streptomyces parvulus (Usha, 2011).
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Los microorganismos bacterianos identificados han sido encontrados en diversos
cultivos vegetales. Asi, fueron encontrados: Sphingomonas sp en raices de papaya
cultivada in vitro (Thomas et al., 2007), Staphylococcus pasteuri, en orquideas, rosas, entre
otras cultivados in vitro (Zawadzka et al., 2009). En el caso de Bacillus cereus se encontro
contaminacion asociada con el cultivo de tejido de plantas in vitro de mandioca, yuca y
banana (Odutayo et al., 2007b). En el caso de Paenibacillus sp se encontrd contaminacion
asociada al cultivo in vitro de banana (Thomas y Soly, 2009b). Para Methylobacterium sp
existen reportes de contaminacion presente en Chrysanthemum (Thomas et al., 2009a) y
en papaya (Thomas et al., 2007) in vitro. Para Bacillus firmus en plantas de eucalipto
cultivadas en invernadero (Diaz et al., 2009). Para Brevibacterium sp en cultivo in vitro de
meristemo de platano (Thomas et al., 2008). Bacillus pumilus se ha encontrado en cultivos
in vitro de uvas (Thomas, 2004) y de platano (Thomas et al., 2008). Se ha encontrado
Microbacterium sp. en papaya (Thomas et al., 2007). En el caso de Acinetobacter sp en
platano (Thomas y Soly, 2009b) y para Streptomyces parvulus en suelos de manglares
(Usha et al., 2010).

El habitat de estos microorganismos es ubicuo. En el caso de Sphingomonas, estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza, pudiendo ser aislados de diferentes habitats
acuaticos y terrestres, como de sistema radicular de la planta, muestras clinicas entre otros
(Balkwill et al., 2006). En el caso de Staphylococcus pasteuri hay estudios en los que se
ha detectado en humanos, animales y muestras de alimentos (Chesneau et al., 1993).
Bacillus cereus es un microorganismo que vive en la tierra, basura, sedimentos y plantas
(Logan y De Vos, 2011). Paenibacillus sp puede ser detectado en los suelos y en la
rizosfera (McSpadden, 2004). Methylobacterium sp es comun en suelos y superficies de las
hojas y otras partes de la planta (Lidstrom y Chistoserdova, 2002), estd ampliamente
distribuido colonizando diversos ecosistemas acuaticos y terrestres, ha sido aislado de
lagos, rios, sistemas marinos, aguas subterraneas, piel humana, aire, etc (Schmidt, 2010).
Bacillus firmus ha sido aislado de estiércol (Beri¢ et al., 2009), de ambientes en los que
sobreviven a altas temperaturas por sus esporas, como cenizas sepultadas y en los suelos
que recubren los bosques (Mandic-Mulec y Prosser, 2011). Brevibacterium spp, han sido
encontrados en el suelo (Fernandez et al., 2011), en piel y sangre humana (Winn et al.,
2006). Bacillus pumilus se ha encontrado en ambientes costeros y marinos, es altamente
resistente a condiciones ambientales extremas como la no disponibilidad de nutrientes,

desecacion, irradiacion, H,O, y desinfecciones quimicas (Parvathi et al., 2009),
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Microbacterium sp ha sido aislado del ambiente (Funke et al., 1997) como también de
muestras clinicas humanas (Gneiding et al., 2008). El habitat natural de Acinetobacter sp
es latierra y el agua, y ha sido aislado de alimentos, artrépodos y el ambiente. En humanos
puede colonizar piel, heridas, tracto respiratorio y gastrointestinal (Mufioz-Price y
Weinstein, 2008) y Streptomyces sp que se encuentra ampliamente distribuido en el suelo,

agua y colonizando plantas (Usha et al., 2010, 2011).

Existen efectos positivos en la planta a través de la contaminacion. En el caso de
Sphingomonas sp., ejercen un efecto positivo en plantas hospederas por la prevencion en
de la proliferacion de patdgenos bacterianos invasores (Innerebner et al., 2011), en el caso
de Bacillus cereus las plantas se benefician ya que es capaz de inhibir las enfermedades
causadas por protistas patdgenos y también de aumentar el crecimiento de las plantas
(Jensen et al., 2003). Produce naturalmente los antibidticos zwittermicin A y Kanosamina
que inhiben el crecimiento de los patdégenos de plantas, ciertos hongos y algunas bacterias
(Silo-Suh et al., 1994). Especies de Paenibacillus sp. promueven el crecimiento de las
plantas y suprimen pestes (McSpadden, 2004), Methylobacterium sp producen hormonas
de plantas como citoquininas y auxinas, vitamina B, la cual estimula el desarrollo de la
planta (Abanda-Nkpwatt et al., 2006), Bacillus firmus y Bacillus pumilus son promotores
del crecimiento de la planta (Khan y Patel, 2007, Thomas, 2004). Microbacterium sp. este
fija N, a la planta (Lin et al.,2012), y Acinetobacter sp. también es promotor del
crecimiento (Rokhbakhsh-Zamin et al., 2011). Algunas especies de Streptomyces son
conocidas por su accion contraria a los fitopatdgenos, otorgando proteccién a la planta
(Zahar et al., 2008).

4.5 DISENO DE CEBADORES ESPECIFICOS PARA CONFIRMACION DE
IDENTIFICACION MOLECULAR

Se disefiaron los cebadores sentido y antisentido, mediante el alineamiento de las
secuencias consenso de los 15 grupos bacterianos diferentes utilizando el programa Mega
5® y la aplicacion Clustal W, escogiendo regiones que se diferenciaron de las demas

secuencias, para la amplificacion del microorganismo de interés.

En el cuadro 7 se detallan las secuencias de los cebadores disefiados con los
tamafos de amplicon esperado y la temperatura de alineamiento.
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Cuadro 7: Secuencia de los cebadores ARNr 16S disefiados para los micoorganismos
identificados molecularmente con el tamafio (pb) de amplicon esperado y temperatura de

alineamiento (Ta).

Microorganismo Secuencia (5°-3) Anzgg; on Ta (°C)
Sphingomonas_F2 TACCGGATGATGACGAATGTCC 2 R1:
oo 47.5

Sphingomonas_R1 GGCGGCTGACTGGACTGGTAT 539

. F1_R1:
Sphingomonas_F1 AATAACCGCTGGAAACGGCT 5_64 60

. F3_R1:
Sphingomonas_F3 AGAGGATGAGCCCGCTTTGG 5—03 52.5
Staphylf)coccus_ GGTTCAATAGTGAAAGACGGCCTTGC
pasteuri_F2 E2 R1:

—_ 47
Staphylococcus 807
. - AACCTTACCAAATCTTGAG

pasteuri_R1
Staphylf)coccus— CCTACCTATAAGACTGGGATAACTT F1_R1: 55.4
pasteuri_F1 874
Staphylf)coccus— TTTGAACCGCATGGTTCAATAG F3_R1: 55.4
pasteuri_F3 819
Staphylf)coccus— ACGTGTAAGTAACTGTGCA F4_R1: 55.4
pasteuri_F4 541

F: Cebador sentido, R: Cebador Antisentido. Ta: Temperatura de alineamiento.
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Cuadro 7 (continuacion)

. . Amplicon  Ta
Microorganismo Secuencia (5°-3°)
(pb) (°C)
B.cereus_F1 ACGTGGGTAACCTGCCCA =
" 57
B.cereus_R1 GGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGA 750
F2_RL:
B.cereus_F2 AATTGAAAGGCGGCTTCGG o 57
F3_RL:
B.cereus_F3 GCGGCTTCGGCTGTCACTTATG b 57
P.taichungensis_F2 CGCTTGGGAGAGTAACTGCTCTC —
- 58
P.taichungensis_R1 CCGTAAACGATGAGTGCTAG 376
. . FL RL:
P.taichungensis_F1 GGAGCAATCTGTCACTTGG 6_22 55
M.extorquens_F2 GGAATAACTCAGGGAAACTT —
- B
M.extorquens_R1 CCGTTGGCCTGCTTGCAGGTCAG 668
F2_R2:
M.extorquens_R2 CGGCTGTCTGGTCCGGTT o5 52
F1 R2:
M.extorquens_F1 ACCTTCGGGTGTCAGTGGCAG i 52
F3_R2:
M.extorquens_F3 AGCTAATACCGGATACGCCCTTT ) 52
B.firmus_F1 AAAGCTGAAAGATGGTTTCGGCTA .

— FLRL
B.firmus_R1 TTTCCGCCCTTTAGTGCTGC 667
B.pumilus_F2 ATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTT .

FRR2
B.pumilus_R2 GGTCATTGGAAACTGGGAAA e
B.pumilus_F1 GGGTAACCTGCCTGTAAGACT .

FLRL
B.pumilus_R1 GGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAA 535

F: Cebador sentido, R: Cebador Antisentido. Ta: Temperatura de alineamiento.
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Cuadro 7 (continuacién)

: i Amplicén Ta
Microorganismo Secuencia (5°-3°) P o
(pb) (°C)
B.casei_F3 GTCTAATACCGGATACGACTG
F3_R1: 668 55
B.casei_R1 GGGCATTCCACGTTCTC
B.casei_F1 TGGGTCTAATACCGGATACGACTG F1 R1:67 55
B.casei_F2 ACGCATGTCTGGTGGTGGAAAGTT F2 R1:643 55
B.casei_F4 ATGTCTGGTGGTGGAAAGTT F4 R1:639 51
B.licheniformis_F1 GTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCG
F1 R2: 857 63
B.licheniformis_R2 AGACTGGGATAACTCCGGGAAA
B.licheniformis_F2 ATGCTCCACCGCTTGTGC F2 R1:843 63
B.licheniformis_F3 CGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTC
F3_R1: 823 51
B.licheniformis_R1 CTTACAGGCAGGTTACCCACGT
Janibacter_F4 TCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAA
F4 R4:555 525
Janibacter_R4 TTTCCGGTATATGTCAAGCC
Janibacter_F1 TGGAGTGGATCAGTGGCGAA
F1 R3:553 47
Janibacter_R3 CACACTCTAGTCTGCCCGTACCC
P.illinoisensis_F1 GCTTTCTTCGCCTGAAGGAAG
F1 R1:712 65
P.illinoisensis_R1 ACACATTAAGCATTCCGCCTGGG
. AGCTGCGCCACTAAAGCCTC
Acinetobacter_F3 F3 R2:742 525
Acinetobacter R2 GCGGTATTAGCATCCCTTTCGAGAT
Acinetobacter F4 ATGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATT F4 R2:636 55
Acinetobacter_R1 CCACTAATAGGCAGATTCCTAAGCA F3_R1:760 50

F: Cebador sentido, R: Cebador Antisentido. Ta: Temperatura de alineamiento.
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Cuadro 7 (continuacién)

Microorganismo Secuencia (5°-3) Amplicon ;I'a
(pb) (°C)
Microbacterium_F1 GGCGTCTAATACTGGATATGTGACGTG F1 RL:
T 62.5
Microbacterium_R1 TCCTTTCCACGGATTCCGTGA 23
. . F1 R2:
Microbacterium_R2 GCTTAGATACCCTGGTAGTCCACCC 5—77 57.5
No_definido_F2 ACACTCTAGTCTGCCCGTACCCAC
F2_R2:
488 0>
No_definido_R2 GCTTAGATACCCTGGTAGTCCACCC
- F1 R2:
No_definido_F1 GGCGTCTAATACTGGATATGTGACGTG 5—77 67
- F2_R1:
No_definido_R1 GGAGTGGATCAGTGGCGAA 5—5 1 50
Streptomyces_F3 TCAGTATCGGCCCAGAGAT )

- F3_R1: 59
Streptomyces_R1 GCTTGTCCCAGAGTGC 2l
Streptomyces_F1 ACGGACAACGTGGAATGTTG )

- F1 R2: 56
Streptomyces_R2 TCACAGATGCCCGTGAAGGTCA 656

F1_R3:
631 5
Streptomyces_R3 ACCGCCGGAGCTTTCGA
F3_Ra3: 56
528
F2_R1:
= 2
683 >
Streptomyces_F2 TTGCCCACACCTAGTGCCCACC
F2_R2: 56
638

F: Cebador sentido, R: Cebador Antisentido. Ta: Temperatura de alineamiento.
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Un ejemplo de la eleccidn del cebador especifico para Sphingomonas sp se muestra

en la Figura 9.

Figura 9: Disefio de cebador ARNr 16S especifico para Sphingomonas sp mediante
alineamiento de secuencias consenso obtenidas de los 15 grupos identificados

molecularmente.

Sphingomona F2
Sphingomonas_sp.
Methylobacterium extorquens
Acinstobacter sp.
Bacillus_firmus

Bacillus licheniformis
Bacillus pumilus
Staphylococcus pasteuri
Bacillus cereus
Paenibacillus illincisensis
Paenibacillus taichungensis
No definido

Janibacter sp.
Microbacterium sp.
Brevibacterium caseil
Streptomyces parvulus

F: Cebador sentido

——————————————— T ACCGGATGA-——---—-TGACGAATGTCCA————
GGARACGGCTGCTAMTACCGGATGA———————— TGACGAATGTCCAARG-
GGAAACTTGAGCTAMBGEEGATAGw rn T rnGE OB TTNGESGAAAG—
CGARAGGGATGCTAATACCGCATAC———————— GTCCTACGGGAGARAGC

GGARAACCGGGEGCTAATACCGGATAA-CTCTTTTCCTCACATGAGGARAAG
GGARAACCGGGGCTAATACCGGATGC - TTGATTGAACCGCATGGTTCAATC
GGARMACCGGAGCTAATACCGGATAG-TTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGG
GGARAACCGGAGCTAATACCGGATAA-GATTTTGAACCGCATGGTTCAATA
GGAAACCGGGGCTAATACCGGATAA-CATTTTGAACCGCATGGTTCGAAR
GGARAACGGTAGCTAATACCGAATAC-TTGCTTTCTTCGCCTGAAGGAAGC
GGAAACGGTAGCTAATACCGAATAG-TTGTTTTCTTCTCCTGAAGGAAAC
GGARAACGGCGTCTAATACTGGATAC-GAGATCGAGCCGCATGGTTATGGT
GGARACGGCGTCTRAATACTGGATAC-GAGATCGAGCCGCATGGTTATGGT
GGAAACGGCGTCTAATACTGGATAT-GTGACGTGACCGCATGGTCTGCGT
GGARACTGGEGTCTAATACCGGATAC-GACTGCCGGACGCATGTCTGGTGG
GGAAACGGGGETCTAATACCGGATACTGACCTTCACGGGCATCTGTGAGGG

*x* * *F

46 PRUEBA DE PCR CON ADN CONTROL DE PLANTA LIMPIA (PL)

CONTAMINADA

22

137
137
171
147
133
155
118
119
144
123
187
138
222
157
182

NO

Como control negativo para la PCR; se utilizo ADN extraido de una planta limplia

(PL) no contaminada. Los cebadores disefiados fueron analizados con este ADN

(500-

940ng*uL™). Para el caso de Paenibacillus illinoisensis no hubo amplificacion de ADN

control (Figura 10). Cada microorganismo tuvo al menos un par de cebadores que no

detectaron esta amplificacion no deseada.
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Figura 10: Amplificacion del gen ARNr 16S con cebadores especificos F1 y R1 (712
pb) de Paenibacillus illinoisensis.

M
>—a

B PL PC

1.09 Kb

0.8 Kb

B: Blanco (sin ADN), PL: Planta Limpia (no contaminada), PC: Planta Contaminada,
M: Marcador A Pst 1.

Esta prueba permitié descartar los siguientes cebadores: Sphingomonas_F3R1,
B.cereus_F2R1, M.extorquens_F2R2, F3R2, Janibacter F1R3, Acinetobacter F3R1,
F4R2, Microbacterium_F1R2, No_definido F2R1 y Streptomyces F2R1, por presentar
amplificacion en ADN de planta limpia.

De esta prueba se descartaron también los siguientes cebadores por su
inespecificidad: Sphingomonas_F1R1, Staphylococcus pasteuri_F1R1, F3R1, F4R1,
B.casei_F4R1, No_definido _F1R2 y Streptomyces F1R2.
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4.7 PRUEBA DE ESPECIFICIDAD ENTRE LOS GRUPOS BACTERIANOS

La especificidad de los cebadores fue analizada por cada microorganismo,

utilizando todos los pares de cebadores seleccionados anteriormente,

En el cuadro 8 se muestran los resultados de los cebadores con mejor especificidad
en la PCR, obteniéndose 10 pares de cebadores especificos. Los cebadores seleccionados
fueron los siguientes: Sphingomonas_F2R1, B.cereus_F1R1, P.taichungensis_F2R1, M.
extorquens_F2R1, B.pumilus_F2R2, B.casei_F3R1, P.illinoisensis_F1R1,
Acinetobacter F3R2, Microbacterium_F1R1 y Streptomyces F3R1. En la figura 11 se

muestra un ejemplo de la PCR con el microorganismo Paenibacillus taichungensis.

Se probaron los demés cebadores disefiados que amplificaban correctamente para
su cepa mediante la PCR, para todos los microorganismos estudiados. Sin embargo, éstos
no contaron con la especificidad requerida. Estos resultados se detallan en el cuadro 9. Con
ello se descartaron a los siguientes cebadores: B.licheniformis_ F3R1, F2R1,
B.pumilus_F1R1 y B.cereus_F3R1. El cebador No_definido_F1R2 se descartdé porque no

se obtuvo una buena amplificacion.

Finalmente se seleccionaron los siguientes cebadores: P.taichungensis F1R1,
M.extorquens_F1R2, B.casei_ F1R1, F2R1 y Streptomyces F1R3, F3R3y F2R2, los
cuales pueden ser utilizados como alternativa ya que no demuestran problemas en la

deteccidn y son especificos.
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Cuadro 8: Resultado de la PCR del gen ARNr 16S con todos los cebadores seleccionados para cada microorganismo

S. Parvulus
f3r1~597 pb 52°C

No definido f2r2~
577pb 67°C

Janibacter f4r4~
555pb 52.5°C

Acinetobacter f3r2~
742pb 52.5°C

Microbacterium
flrl~ 625pb 62.5°C

P.illinoisensis
flrl~ 712pb 65°C

B.Licheniformis
flr2~ 857pb 63°C

B.firmus: flrl-~
667pb 59°C

P.taichungensis
f2r1~ 376pb 58°C

B.cereus: firl~
750pb 57°C

B.casei: f3rl~
668pb 55°C

M.extorquens:
f2r1~668pb 52 °C

Sphingomonas
f2r1~539pb 47.5°C

S.Pasteuri f2ri1~
807pb 47 °C

B.pumilus: f2r2~
464pb 43°C

Microorganismos /
Pares de cebadores

Sphingomonas

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13

P.taichungensis
M.extorquens

P.illinoisensis
Janibacter
B.casei

S. pasteuri
B.cereus
B.firmus

B.pumilus

B.licheniformis
Acinetobacter
No definido

Microbacterium
S. parvulus

14
15

(+): Amplificacion, (-): No amplifica
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Figura 11: Ensayo de especificidad para Paenibacillus taichungensis con todos los cebadores y con su especifico F2 y R1 (622pb).

M Bl C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 Cil1 C12 Cl13 Ci14 C15

Do
.

H

0.81 Kb "

0.51 Kb - .
| —

B: Blanco P.taichungensis F2R1 (sin ADN), C:Cebador, 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15: P.taichungensis_F2R1, B. pumilus_F2R2,
S.pasteuri_F2R1, Sphingomonas_F2R1, M.extorquens_F2R1, B.casei_ F3R1, B.cereus F1R1, B.firmus_F1R1, B.licheniformis_F1R2,
P.illinoisensis_F1R1, Microbacterium_F1R1, Acinetobacter_F3R2, Janibacter_F4R4, No definido_F2R2, S.parvulus F3R1, M: Marcador A
Pst 1.
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Cuadro 9: Resultado de la PCR del gen ARNr 16S con los otros cebadores disefiados que amplificaban su cepa con respecto a los demés
microorganismos identificados molecularmente

%) U w0 o = >
5 B = - w5 = % S S & & @
Otros a B g S = 5 B z 3 5§ 2 £ & g B
cebadores S é s 2 2 % 2 3 z 2 &8 g § 3 &
o - @ o c
= =3 @ % @ & 3 2, 3 = = = ) &
7 > 2 < < 3 -
No definido ) ) - - - - - + -
F1IR2 Ta 67°C
B. licheniformis + + + + ) + + - - - - - - -
F3R1 Ta51°C
B. licheniformis ) + i + ) + + + - - - - - -
F2R1 Ta 63°C
B.pumilus
- + + + + - + + - - - - - - -
F1IR1 Ta51°C
B.cereus ) ) + + 3 ) + . . - - - - - -
F3R1 Ta 57

(+): Amplificacion, (-): No amplifica
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48 DETERMINACION DEL LIMITE DE DETECCION DE LOS CEBADORES

ARNYr 16S SELECCIONADOS

Los resultados de las amplificaciones con diferentes concentraciones bacterianas
(N° UFC pL™) bacterianas revelaron considerables diferencias en los niveles de deteccion
de los cebadores usados, utilizando la dilucion bacteriana para la realizacion de la PCR.

En el Cuadro 10 se muestran los niveles de deteccion de los cebadores especificos
seleccionados de cada microorganismo. Se obtuvo la amplificacion del ADN de los
controles positivos de 12 accesiones contaminadas que fueron cultivados por dos meses,
(Paenibacillus taichungensis, Paenibacillus illinoisensis, Sphingomonas sp, Acinetobacter
sp, Brevibacterium casei, Methylobacterium extorquens, Streptomyces parvulus,
Staphylococcus pasteuri, Janibacter sp, Microbacterium sp, Bacillus licheniformis y uno
no definido) que fueron detectadas sin necesidad de ser cultivadas en medio
microbiologico previamente. En el caso de Bacillus pumilus, Bacillus cereus y en Bacillus
firmus se tuvo limitacion en la deteccion.

En el limite de deteccién se observa una sensibilidad variada entre cepas, teniendo
a P.taichungensis_F2R1 como el par de cebadores que tiene la mas alta sensibilidad,
siendo detectable desde 0.5*10' UFC*mL™. Seguido de Paenibacillus illinoisensis,
Sphingomonas sp y Bacillus pumilus a 4.4*10", 5¥10* y 5*10' UFC* mL *respectivamente.
Bacillus firmus y Acinetobacter sp. a 5*10° UFC*mL™, Brevibacterium casei,
Streptomyces parvulus y Bacillus cereus a 4.8%10% 1.7*10° y 3.1*10° UFC*mL™*
respectivamente, Bacillus licheniformis y Staphylococcus pasteuri a 4.6*10* UFC*mL™,
Methylobacterium extorquens, Microbacterium sp a 4.6*10° UFC*mL™" y la cepa no
definida a 3.3*10" UFC*mL™. Como resultado negativo se tiene a Janibacter sp. que no
amplifico en el rango 10°-10° UFC*mL™.

Asimismo en el Cuadro 11, se observan los resultados de las amplificaciones de la
mezcla del cultivo bacteriano con ADN de planta limpia, que se realizd con el fin de
detectar si habia alguna interaccion negativa en la deteccion. Los resultados presentados
muestra que no hubo diferencia significativa en los rangos de sensibilidad respectivos.

En la Figura 12 se muestra lo expuesto para el caso de Paenibacillus taichungensis,
con seis diluciones con deteccién directa de PCR de las diluciones bacterianas para cultivo

puro y para cultivo con ADN de planta limpia (no contaminada).
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Cuadro 10: Limite de deteccion de los cebadores ARNr 16S especificos seleccionados para cada microorganismo

: : Par de ADN C5
Microorganismo cebadores PC PC ) (10%* B D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10
(ng*uL™) UFC*mL"™)
1 Paenibacillus taichungensis F2R1 + 1496 5 ND ND ND ND + + + + + +
2 Paenibacillus illinoisensis F1IR1 + 2178 4.35 ND ND ND ND + + + + + -
3 Sphingomonas sp F2R1 + 2136 5 ND ND ND ND + + + + + -
4 Acinetobacter sp F3R2 + 436 5 ND ND ND ND + + + + - -
5 Brevibacterium casei F3R1 + 442 4 ND ND ND ND + + + - - -
6 Streptomyces parvulus F3R1 + 3972 1.67 ND ND ND ND + + + - - -
7 Staphylococcus pasteuri F2R1 + 1621 4,55 ND ND ND ND + + - - - -
8 Bacillus licheniformis F1R2 + 2723 4.55 ND ND ND ND + + - - - -
9 Microbacterium sp F1R1 + 3143 4.55 + 4+ + - - - . -
10 Methylobacterium extorquens F2R1 + 1252 4.55 - - + - - - - -
11 No definido F2R2 + 830 3.33 + + + - - - - - - -
12 Janibacter sp F4R4 + 1020 2.86 - - - - - - - - - -
13 Bacillus pumilus F2R2 - 701 5 ND ND ND ND + + + + -
14 Bacillus firmus F1IR1 - 588 5 ND ND ND ND + + + - -
15 Bacillus cereus F1IR1 - 701 3.13 ND ND ND ND + + + - - -

PC: Planta contaminada, ADN PC: Concentracion ADN de planta contaminada, C5: Concentracion bacteriana (UFC*mL™) en la dilucién 5.
D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7, D8, D9, D10: Diluciones sucesivas de 10° a 10° UFC*mL™. Amplificacién positiva (+), amplificacién

negativa (-). ND: No Determinado
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Cuadro 11: Ensayo de amplificaciones con cebadores ARNr 16S especificos para cada microorganismo de la mezcla de la dilucion

bacteriana con ADN de planta limpia (ho contaminada)

D1+ D2+ D3+ D4+ D5+ D6+ D7+ D8+ D9+ D10+

Microorganismo PL PL PL PL PL PL PL PL PL PL

1 Paenibacillus taichungensis ND ND ND ND + + + + + +
2  Paenibacillus illinoisensis ND ND ND ND + + + + + -
3 Sphingomonas sp ND ND ND ND + + + + + +
4 Acinetobacter sp ND ND ND ND + + + + + -
5  Brevibacterium casei ND ND ND ND + + + - - -
6  Methylobacterium extorquens - - + + + - - - - -
7 Streptomyces parvulus ND ND ND ND + + + - - -
8  Staphylococcus pasteuri ND ND ND ND + - - - - -
9 Janibacter sp - - - - - - - - - -
10  No definido + + + - - - - - - -
11 Microbacterium sp + + + + - - - - - -
12 Bacillus licheniformis ND ND ND ND + - - - - -
13 Bacillus pumilus ND ND ND ND + + -
14 Bacillus firmus ND ND ND ND + - -
15 Bacillus cereus ND ND ND ND + - - - - -

PL: ADN Planta Limpia (no contaminada), D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7, D8, D9, D10: Diluciones sucesivas de 10° a 10° UFC*mL™.

Amplificacion positiva (+), amplificacion negativa (-). ND: No Determinado
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Figura 12: Electroforesis de productos de PCR del gen ARNr 16S mostrando la
sensibilidad de cebadores P.taichungensis_F2 y P.taichungensis_R1 (622pb).

0.81 kb

0.51 kb

B: Blanco (sin ADN), PL: ADN Planta limpia no contaminada (500 ng*uL™), PC: ADN
de planta contaminada (1496 ng*uL™). Lineas 1-6 son amplificaciones de PCRs de
5%10°-10° UFC*mL™, lineas 7-12 de 0.5*10°-10° UFC*mL™ y ADN de planta limpia

no contaminada. M:; Marcador A Pst 1.

49 DETERMINACION DEL LIMITE DE DETECCION MEDIANTE
EXTRACCION DE ADN DE PLANTA CONTAMINADA POR
DILUCIONES SUCESIVAS

Se evalu6 el limite de deteccién de los cebadores seleccionados para cada
microorganismo mediante diluciones sucesivas segun lo detallado en Métodos (seccion
3.2.9). Los resultados de deteccion se muestran en el cuadro 12, evidenciando que es
posible la deteccion bacteriana a partir de la planta contaminada de un previo cultivo
microbiologico. Se detectaron 14 microorganismos, analizados en diferentes
concentraciones. Incluyendo a Bacillus pumilus, Bacillus cereus y Bacillus firmus, que en
el punto 4.9 no presentaron deteccion, debido probablemente a que estaba muy
concentrado el ADN bacteriano (Weigner et al., 2007). Se observa que los cebadores que
presentan mayor sensibilidad son los que amplifican a Bacillus pumilus, Bacillus cereus y

Sphingomona sp a una concentracién 5*10°, 3.1*10° y 5*10° UFC*mL™ respectivamente.
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Seguidos los cebadores para Paenibacillus taichungensis y Bacillus licheniformis a 5*10y
4.6*10* UFC*mL *respectivamente, para Bacillus firmus y Streptomyces parvulus a 5*10°
y 1.7%10® UFC*mL™ respectivamente, para Paenibacillus illinoisensis y Brevibacterium
casei a 4.4*10" y 4.8*10" UFC*mL™ respectivamente, para Staphylococcus pasteuri y
Acinetobacter sp. a 4.6*10° y 5*10° UFC*mL™ respectivamente, para Methylobacterium
extorquens a 4.6*10" UFC*mL™, para Microbacterium sp. y la cepa no definida a 4.6*10°

y 3.3*10® UFC*mL™. Para Janibacter sp. no se detecté amplificaciones.

Un ejemplo de deteccion de contaminacion en diluciones sucesivas por medio de la
extraccion de ADN de la planta contaminada se observa en la Figura 13 para el caso de

Bacillus firmus.

Comparando con otras referencias que han trabajado con extracciones de ADN, el
limite hallado para Bacillus pumilus es 200 veces mas sensible que el determinado por
Isenegger et al., 2003 (10° UFC*mL™). Para Bacillus cereus es 32.3 veces mas sensible
que el determinado por Medina-Martinez et al, 2007 (100 UFC*mL™).
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Cuadro 12: Deteccidn directa de contaminacion bacteriana mediante extraccion de ADN de planta contaminada por diluciones sucesivas
sin cultivo bacteriano previo

Microorganismos Par de cebadores D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10

1 Bacillus pumilus F2R2 ND ND ND ND + + + + +

2 Bacillus cereus F1R1 ND ND ND ND + + + + +

3 Sphingomonas sp F2R1 ND ND ND ND + + + + +

4 Paenibacillus taichungensis F2R1 ND ND ND ND + + + + + -
5 Bacillus licheniformis F1R2 ND ND ND ND + + + + + -
6 Bacillus firmus F1R1 ND ND ND ND + + + - - -
7 Streptomyces parvulus F3R1 ND ND ND ND + + + - - -
8 Paenibacillus illinoisensis F1R1 ND ND ND ND + + - - - -
9 Brevibacterium casei F3R1 ND ND ND ND + + - - - -
10 Staphylococcus pasteuri F2R1 ND ND ND ND + - - - - -
11 Acinetobacter sp F3R2 ND ND ND ND + - - - - -
12 Methylobacterium extorquens F2R1 +  + o+ - - - - - - -
13 No definido F2R2 + + - - - - - - - -
14 Microbacterium sp F1R1 + o+ - - - - - - -
15 Janibacter sp F4R4 - - - - - - - - -

D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7, D8, D9, D10: Diluciones sucesivas de 10° a 10° UFC*mL™,
Amplificacion positiva (+), amplificacion negativa (-). ND: No Determinado
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Figura 13: Deteccion de contaminacion bacteriana mediante extraccion de ADN de

planta contaminada por diluciones sucesivas de Bacillus firmus con sus cebadores F1 y

R1 (667pb).
M B 1

2 3 4 5 6

0.81 Kb

0.51 Kb

B: Blanco (sin ADN), Lineas 1-6 son amplificaciones de PCRs de 5*10°-5*10°
UFC*mL™. M: Marcador A Pst 1.

410 DETERMINACION DE LA EFICIENCIA DE LA AGRUPACION POR
METODOS CONVENCIONALES MEDIANTE METODO MOLECULAR

Para el andlisis de las muestras, se tomaron en cuenta las cepas agrupadas

morfoldgicamente y conservadas a -20°C, de acuerdo a lo descrito en el punto 3.2.3.

De las 185 cepas aisladas y agrupadas morfoldgica y bioquimicamente, se pudo
analizar molecularmente a 181, debido a que 4 no volvieron a crecer (N° CIP: 421133,
400514, 400256 y 442768). En el Cuadro 13 se muestra la identificacion de la agrupacién

molecular y el reagrupamiento definitivo de las cepas aisladas.
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Cuadro 13: Identificacion, agrupamiento molecular y reagrupamiento morfolégico de
cepas contaminantes de cultivos in vitro de camote conservados en el Banco de

germoplasma del CIP.

Medio de
NeCIP Deteccion Identificacion molecular
Microbiologico

Agrupacion
definitiva

420278 Liquido Sphingomonas sp A
421103 Liquido Staphylococcus pasteuri B
401538 Solido Staphylococcus pasteuri B
400270 Liquido Staphylococcus pasteuri B
400311 Sélido Staphylococcus pasteuri B
420285 Sélido Staphylococcus pasteuri B
440699 Liquido Staphylococcus pasteuri B
421034 Liquido Staphylococcus pasteuri B
422503 Liquido Bacillus cereus C
422505 Liquido Bacillus cereus C
401030 Liquido Bacillus cereus C
401031 Liquido Bacillus cereus C
400895 Liquido Bacillus cereus C
400256 Liquido Bacillus cereus C
400390 Liquido Bacillus cereus C
400074 Liquido Bacillus cereus C
402751 Liquido Bacillus cereus C
441259 Liquido Bacillus cereus C
441280 Liquido Bacillus cereus C
440765 Liquido Bacillus cereus C
440844 Liquido Bacillus cereus C
441159 Liquido Bacillus cereus C
440786 Liquido Bacillus cereus C
440801 Liquido Bacillus cereus C
441168 Liquido Bacillus cereus C
440473 Liquido Bacillus cereus C
440771 Liquido Bacillus cereus C
441017 Liquido Bacillus cereus C
420760 Liquido Bacillus cereus C
401320 Liquido Bacillus cereus C
401322 Liquido Bacillus cereus C
401326 Liquido Bacillus cereus C
402749 Liquido Bacillus cereus C
402897 Liquido Bacillus cereus C
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402915 Liquido Bacillus cereus C
403009 Liquido Bacillus cereus C
403021 Liquido Bacillus cereus C
420538 Liquido Bacillus cereus C
421593 Liquido Bacillus cereus C
422060 Liquido Bacillus cereus C
440099 Liquido Bacillus cereus C
440214 Liquido Bacillus cereus C
440189 Liquido Bacillus cereus C
440157 Liquido Bacillus cereus C
440142 Liquido Bacillus cereus C
440266 Liquido Bacillus cereus C
421426 Liquido Bacillus cereus C
400192 Liquido Bacillus cereus C
420086 Liquido Paenibacillus taichungensis D
422540 Liquido Paenibacillus taichungensis D
420341 Liquido Paenibacillus taichungensis D
422556 Liquido Paenibacillus taichungensis D
422557 Liquido Paenibacillus taichungensis D
422558 Liquido Paenibacillus taichungensis D
420345 Liquido Paenibacillus taichungensis D
421135 Liquido Paenibacillus taichungensis D
421136 Solido Paenibacillus taichungensis D
420353 Liquido Paenibacillus taichungensis D
422584 Soélido Paenibacillus taichungensis D
400359 Liquido Paenibacillus taichungensis D
400371 Liquido Paenibacillus taichungensis D
440026 Liquido Paenibacillus taichungensis D
422642 Liquido Paenibacillus taichungensis D
420246 Solido Paenibacillus taichungensis D
420251 Solido Paenibacillus taichungensis D
441715 Liquido Paenibacillus taichungensis D
401014 Liquido Paenibacillus taichungensis D
441787 Liquido Paenibacillus taichungensis D
400291 Liquido Paenibacillus taichungensis D
400131 Liquido Paenibacillus taichungensis D
400154 Liquido Paenibacillus taichungensis D
400148 Liquido Paenibacillus taichungensis D
400189 Liquido Paenibacillus taichungensis D
400213 Solido Paenibacillus taichungensis D
400277 Solido Paenibacillus taichungensis D
400399 Liquido Paenibacillus taichungensis D
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400426 Liquido Paenibacillus taichungensis D
400838 Liquido Paenibacillus taichungensis D
401522 Solido Paenibacillus taichungensis D
400317 Liquido Paenibacillus taichungensis D
400256 Liquido Muerto

400182 Liquido Paenibacillus taichungensis D
400308 Solido Paenibacillus taichungensis D
400514 Liquido Muerto

400274 Liquido Paenibacillus taichungensis D
400848 Solido Paenibacillus taichungensis D
400874 Liquido Paenibacillus taichungensis D
400982 Sélido Paenibacillus taichungensis D
401042 Solido Paenibacillus taichungensis D
401043 Sélido Paenibacillus taichungensis D
401211 Liquido Paenibacillus taichungensis D
400609 Liquido Paenibacillus taichungensis D
420580 Solido Paenibacillus taichungensis D
420619 Sélido Paenibacillus taichungensis D
420177 Sélido Paenibacillus taichungensis D
420830 Solido Paenibacillus taichungensis D
420456 Sélido Paenibacillus taichungensis D
442928 Soélido Paenibacillus taichungensis D
442802 Solido Paenibacillus taichungensis D
442768 Solido Muerto

442198 Liquido Paenibacillus taichungensis D
442379 Liquido Paenibacillus taichungensis D
442797 Solido Paenibacillus taichungensis D
442748 Liquido Paenibacillus taichungensis D
441580 Soélido Paenibacillus taichungensis D
441609 Liquido Paenibacillus taichungensis D
440922 Solido Paenibacillus taichungensis D
441615 Liquido Paenibacillus taichungensis D
441036 Liquido Paenibacillus taichungensis D
441624 Solido Paenibacillus taichungensis D
441159 Liquido Paenibacillus taichungensis D
440712 Liquido Paenibacillus taichungensis D
440717 Liquido Paenibacillus taichungensis D
440792 Liquido Paenibacillus taichungensis D
441422 Liquido Paenibacillus taichungensis D
441194 Liquido Paenibacillus taichungensis D
441177 Liquido Paenibacillus taichungensis D
402789 Solido Paenibacillus taichungensis D
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440008 Sélido Paenibacillus taichungensis D
440309 Liquido Paenibacillus taichungensis D
440347 Solido Paenibacillus taichungensis D
188005.1 Sélido Paenibacillus taichungensis D
440188 Liquido Paenibacillus taichungensis D
440236 Liquido Paenibacillus taichungensis D
199014.2 Liquido Paenibacillus taichungensis D
189149 Sélido Paenibacillus taichungensis D
400108 Liquido Methylobacterium extorquens E
442368 Liquido Bacillus firmus F
442536 Liquido Brevibacterium casei G
400902 Liquido Bacillus pumilus H
401197 Liquido Bacillus pumilus H
420613 Liquido Bacillus pumilus H
400106 Liquido Bacillus pumilus I
400483 Liquido Bacillus pumilus I
440326 Solido Bacillus pumilus I
442507 Liquido Bacillus pumilus I
421092 Liquido Bacillus pumilus J
421099 Liquido Bacillus pumilus J
420326 Liquido Bacillus pumilus J
422534 Liquido Bacillus pumilus J
422556 Liquido Bacillus pumilus J
421135 Liquido Bacillus pumilus J
401549 Liquido Bacillus pumilus J
400441 Liquido Bacillus pumilus J
441548 Liquido Bacillus pumilus J
441777 Liquido Bacillus pumilus J
400194 Liquido Bacillus pumilus J
401084 Liquido Bacillus pumilus J
400090 Liquido Bacillus pumilus J
402715 Solido Bacillus pumilus J
401400 Liquido Bacillus pumilus J
420603 Solido Bacillus pumilus J
442775 Liquido Bacillus pumilus J
440616 Liquido Bacillus pumilus J
430394 Liquido Bacillus pumilus J
401533 Liquido Bacillus pumilus J
403043 Liquido Bacillus pumilus J
440023 Liquido Bacillus pumilus J
440141 Liquido Bacillus pumilus J
440298 Liquido Bacillus pumilus J
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400293 Liquido Bacillus licheniformis K
441180 Liquido Bacillus licheniformis K
440473 Liquido Bacillus licheniformis K
420621 Liquido Janibacter sp L
400062 Sélido Janibacter sp L
440699 Liquido Janibacter sp L
441516 Liquido Janibacter sp L
440473 Liquido Janibacter sp L
440314 Liquido Janibacter sp L
441752 Liquido Janibacter sp L
400997 Liquido Paenibacillus illinoisensis M
400280 Sélido Paenibacillus illinoisensis M
442616 Solido Paenibacillus illinoisensis M
440762 Liquido Paenibacillus illinoisensis M
441473 Liquido Paenibacillus illinoisensis M
440199 Liquido Microbacterium sp. N
421115 Liquido Acinetobacter sp. @)
421133 Liquido Muerto @)
400547 Liquido No definido P
441711 Liquido No definido P
440020 Liquido No definido P
187002.1 Liquido No definido P
420405 Solido Streptomyces parvulus Q
422567 Liquido Staphylococcus epidermidis R
420933 Liquido Pseudomonas oryzihabitans S

En el cuadro 14 se observa la comparacion total de la muestra, obteniendo dos
cepas diferentes a todos los grupos, debido a que no amplificaron con los cebadores
disefiados, por lo cual se procedi6é a secuenciarlos, obteniendo dos nuevos aislamientos:
Staphylococcus epidermidis (grupo R) y Pseudomonas oryzihabitans (grupo S), con N°
CIP 422567 y 420933 respectivamente (al 93% y 99% de identidad en el NCBI
respectivamente). EI primer valor de homologia (93%) es bajo debido a que se encuentran
reportados muy pocos genes en la base de datos (Gutiérrez et al., 2009), limitandonos a
nombrarla sélo como Staphylococcus sp (Grupo R). Pseudomonas oryzihabitans es en
particular nativo de la rizésfera del guisante (Pisum sativum L.), la mostaza india (Brassica
juncea L.) y Galega orientalis. Se encuentra también en plantaciones de arroz, agua
estancada, desaguies, acuiferos y en agua embotellada mineral no carbonatada (Gutiérrez et
al., 2009), en cambio, el habitat natural de S. epidermidis es la piel de los humanos (Vuong

69



et al., 2004) también ha sido encontrados en cultivos de Bananas (Thomas y Soli, 2009b).
Estas cepas presentaron caracteristicas morfologicas y bioquimicas iguales a Sphingomona
sp. (Grupo A) y a Staphylococcus pasteuri (Grupo B) (Gutierrez et al., 2009 y Savini et al.,
2009). Por ello fueron errdneamente agrupadas. La figura 14 muestra las fotos de los dos

nuevos aislamientos.

Figura 14: Caracteristicas culturales de los aislamientos bacterianos a partir de

accesiones de camote cultivados in vitro.
N LN o X

A. Staphylococcus sp. (N° CIP 422567) y B. Pseudomonas oryzihabitans (N° CIP
420933). La barra representa 10 mm.

Ademas en el cuadro 14 se presenta la reagrupacion de cepas. En el caso del grupo
C (Bacillus cereus) hubo una reagrupacion debido a su parecido con el grupo H (Bacillus
pumilus) ya que la variable bioquimica que los diferenciaba, la hidrélisis de almidon en el
primero, no fue muy evidente (Okanlawon et al. 2010). Se confirmaron 29 cepas en el

grupo C. Los restantes 11 aislamientos fueron afiadidos al grupo H (9) y al grupo D (2).

En el caso del grupo D (Paenibacillus taichungensis sp.) se confirmaron
molecularmente a setenta y cinco aislamientos. No fueron afiadidos aislamientos al grupo
los siete aislamientos restantes, que fueron reagrupados: afiadidos dos al grupo K (Bacillus
licheniformis), dos al grupo C (Bacillus cereus), tres al grupo M (Paenibacillus

illinoisensis).

En los casos de los grupos E (Methylobacterium extorquens), F (Bacillus firmus), G
(Brevibacterium casei), 1, J (Bacillus pumilus), L (Janibacter sp.), N (Microbacterium sp.),

70



O (Acinetobacter sp.), P (No definido) y Q (Streptomyces parvulus) no hubieron problema

confirmandose sus representantes.

En el caso del grupo H (Bacillus pumilus), se encontré molecularmente que solo
tres de doce pertenecieron a este grupo; siendo los restantes nueve del grupo C (Bacillus

cereus).

Cuadro 14: Comparacion de la agrupaciéon morfologica y bioquimica respecto a la

agrupacion molecular total de aislamientos bacterianos de cultivo in vitro de camote

) . Numero de aislamientos obtenidos
Microorganismos

identificados
molecularmente

Grupo
morfologico

Caracterizacion

R Caracterizacion
morfologica y

bioquimica molecular
A Sphingomonas sp. 2 1
B Staphylococcus pasteuri 8 7
C Bacillus cereus 29 40
Paenibacillus
D taichungensis 82 &
Methylobacterium
E e>¥torquens 1 1
F Bacillus firmus 1 1
G Brevibacterium casei 1 1
H Bacillus pumilus 12
I Bacillus pumilus 4 31
J Bacillus pumilus 24
K Bacillus licheniformis 1 3
L Janibacter sp. 7 7
M Paenibacillus illinoisensis 2 5
N Microbacterium sp. 1 1
@] Acinetobacter sp. 1 1
P No definido 4 4
Q Streptomyces parvulus 1 1
R* Staphylococcus sp. 0 1
Pseudomonas

S* oryzihabitans 0 1

Total 181 181

* Los grupos R y S no fueron detectados por caracterizacion morfologica.
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En el cuadro 15 se observan sélo los que se mantuvieron en el mismo grupo, de un
total de 181 cepas: 163 reconfirmaron su agrupamiento morfolégico y bioquimico,

mediante el anélisis molecular y 18 cepas fueron reagrupadas.

Cuadro 15: Confirmacion de agrupacion morfoldgica y bioquimica con respecto a la

agrupacién molecular de aislamientos bacterianos de cultivos in vitro de camote.

NUmero de aislamiento obtenidos

Microorganismos

Grupo_ identificados Caracterizacion .y
morfologico molecularmente morfdlogica y Caracterizacion
L2 molecular
bioguimica
A Sphingomonas sp. 2 1
B Staphylococcus pasteuri 8 7
C Bacillus cereus 29 29
D Pa_lenibacillu_s 82 75
taichungensis
Methyl rium
; * orens : 1
F Bacillus firmus 1 1
G Brevibacterium casei 1 1
H Bacillus pumilus 12
I Bacillus pumilus 4 31
J Bacillus pumilus 24
K Bacillus licheniformis 1 1
L Janibacter sp. 7 7
M Paenibacillus illinoisensis 2 2
N Microbacterium sp. 1 1
@] Acinetobacter sp. 1 1
P No definido 4 4
Q Streptomyces parvulus 1 1
Total 181 163

En el Cuadro 13 tambien se muestra en detalle, las contaminaciones detectadas en
medio soélido, en liquido y que fueron posteriormente identificadas molecularmente por
PCR. Pudiendo identificar en el caso del primero a 38 aislamientos, siendo Paenibacillus

taichungensis (73.7%), Staphylococcus pasteuri (7.9%), Bacillus pumilus (7.9%),
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Paenibacillus illinoisensis (5.3%), Janibacter sp (2.6%) y Streptomyces parvulus (2.6%).
Siendo esto de importancia ya que corresponden a los que no se han detectado en el medio
liquido de cultivo microbiano. En el caso del segundo, se identifico molecularmente a 143
aislamientos, siendo Paenibacillus taichugensis (32.9%), Bacillus cereus (27.9%), Bacillus
pumilus (19.6%), Janibacter sp (4.2%), No definido (2.8%), Staphylococcus pasteuri
(2.8%), Paenibacillus illinoisensis (2.1%), Bacillus licheniformis (2.1%), Microbacterium
sp. (0.7%), Brevibacterium casei (0.7%), Acinetobacter sp. (0.7%), Bacillus firmus (0.7%),
Sphingomonas sp. (0.7%), Methylobacterium extorquens (0.7%), Staphylococcus sp.
(0.7%) y Pseudomona oryzihabitans (0.7%).

411 DETERMINACION DEL PAR DE CEBADORES ESPECIFICOS PARA
IDENTIFICACION MOLECULAR DE TODAS LAS CEPAS

Mediante este ensayo se probaron los cebadores universales pA, pF, a fin de
comprobar si este par de cebadores podria servir, ademas de amplificar el gen ARNr 16S
de todas las cepas bacterianas, para garantizar que en el control negativo (ADN de la planta
limpia) no se obtenga amplificacion.

Los resultados no fueron favorables mostrando amplificacion en ambos (Figura 15).
Por este motivo, se procedio a probar cebadores reportados como satisfactorios (Hodkinson
y Lutzoni, 2009) que sin embargo no dieron resultado favorable. Luego, se prob6 con los
cebadores 799f y 1492r reportados Sun et al., 2008, que excluian la interferencia de ADN
del cloroplasto y de la mitocondria en arroz, el cual di6 resultado favorable cuando se
prob6 con ADN de planta limpia, pero cuando se probd con las muestras bacterianas, sélo
amplificaron Paenibacillus illinoisensis y Acinetobacter sp., por lo cual no resulté (Figura
16).
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Figura 15: Amplificacion del gen ARNr 16S de planta contaminada (bacterial) y de
planta limpia (cloroplastidica) con cebadores pA y pF (1066pb) de ADN de planta
limpia (900ng*uL™).

B PC PL M

~a
~a

- ——1.09 Kb
—— 0.8Kb

B: Blanco (sin ADN), PL: ADN Planta Limpia, PC: Planta contaminada.
M: Marcador A Pst 1.

Figura 16: Amplificacion del gen ARNr 16S con cebadores 799f y 1492r (694pb).

M B PL M* O*

0.81 Kb

0.51 Kb

B: Blanco, PL: ADN Planta Limpia (900ng*uL™), M*: P.illinoisensis, O*:
Acinetobacter sp.M: Marcador A Pst 1.
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Debido a los resultados obtenidos, se procedio a disefiar cebadores universales para
todas las cepas, para ello se realizo el alineamiento de las 17 secuencias (Figura 17)
incluyendo los dos nuevos aislamientos identificados molecularmente. Los cebadores
obtenidos fueron pMF2 y pMR1, cuyas secuencias y caracteristicas se detallan en el
Cuadro 16.

Figura 17: Alineamiento de las 17 secuencias de contaminantes bacterianos de cultivos in
vitro de camote, para el disefio de cebadores pMF2 y pMR1 que amplifican el gen

ARNr 168S.
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GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTARACGATGAGTGCTAAGTGTT 784
GGATTAGATACCCTGGTAGT CCACGCCGTARACGATGAGTGCTAAGTGTT 773
aGATTAGATA”CCTGaTAGT“CACG”CGTAAACGATGAGTaCTAAaTGTT 792
aGATTAGATAUCCTGaTAGTuCACGUCGTAAACGATGAGTaCTAAaTGTT 790
aGaTTAGATA“CCTGaTAGT“CQCG“CGTQAACGATGAGTaCTAAaTGTT 754
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTARACGATGAGTGCTARGTGTT 757
aGﬂTTAGATA@CCTGqTAGT”CACG“CGTBAACGATGAGTaCTBGgTGTT 759
aGATTAGATA”CCTGaTAGT“CACG”CGTAAACGATGAATaCTAGaTGTT 780
aGATTAGATAUCCTGqTAGTUCATGUCGTBAACGTTGGGCQCTRGJTGTG 797
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aGATTAGATA”CCTGqTAGT”CﬂCG”CGTAAACGGTGGGCACTAGJTGTG 791
__‘TTAGATAUCCTGUTAGTUC' ——————————————————————————— 19
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GGRATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTARACGATGAATGCCAGCCGTT 734
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTARACGATGTCAACTAGCCGTT 805
GCATTACATACCCTGGTAGTCCATGCCGTARACGATGTCTACTAGCCGTT 807

[
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Cuadro 16: Cebadores del gen ARNr 16S especificos disefiados para amplificacion

universal de las cepas aisladas de cultivos in vitro de camote.

Amplicon
Nombre Secuencia (5°-3°) (pb) Ta (°C)
pMF2 GGCGTCTAATACTGGATATGTGACGTG 469 475
pMR1 GGACTACCAGGGTATCTAA
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Mediante el ensayo de PCR con gradiente de temperatura, de acuerdo a lo descrito
en el punto 3.2.6, se obtuvieron bandas débilmente amplificadas (Figura 18) con el ADN
de Bacillus pumilus (113.8ng*uL") su temperatura de alineamiento fue de 47.5 °C como se

sefiala en el Cuadro 16.

Pero cuando se prob6 con todas las cepas bacterianas (inéculo puro), como con

ADN de planta contaminada no se obtuvo amplificacion, siendo poco eficientes.

Figura 18: Electroforesis de productos obtenidos mediante PCR con gradiente de
temperatura de 42.5-52.5 °C, con cebadores pMF2 y pMR1 (469pb).

M B T1 T2 T3 T4

osikp

.

T5 T6 PL

051kb W
_
M: Marcador APstl, B: Blanco, PL: ADN Planta limpia (426ng*uL™), T: Temperatura,
1,2,3,4,5,6:40, 425, 45, 47.5, 50 y 52.5 °C respectivamente.

4.12 ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

El cuadro 15 muestra los agrupamientos hechos tanto por el metodo convencional
como por el método molecular de manera independiente. De estos, s6lo se analiz6 al grupo
de Bacillus pumilus y Paenibacillus taichungensis por tener mayor diferencia entre los dos
agrupamientos, haciendo posible su analisis estadistico por la prueba de proporciones. Para
el caso de Bacillus pumilus, se observé a 40 aislamientos caracterizados morfoldgica y
bioquimicamente, contrastados con 31 confirmados molecularmente. Asi mismo, para el
caso de Paenibacillus taichungensis se observo a 82, contrastados con 75.
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Mediante su analisis estadistico, se obtuvo para los dos casos, Bacillus pumilus y
Paenibacillus taichungensis, la hipotesis de que no hay diferencias sifgnificativas entre los
dos meétodos, para un a= 0.05 se rechaza, debido a que el valor del p es 0.005 y 0.02
respectivamente, siendo valedera la hipdtesis alterna de que los dos métodos resultaron

diferentes significativamente. El analisis realizado se puede observar en el Anexo 3.

Este resultado confirma que en estos dos casos es dificil una certera agrupacién por
el método convencional, ya que sus diferencias morfologicas y bioquimicas fueron dificiles
de detectar. Asi, se agruparon en un comienzo a 9 aislamientos como Bacillus pumilus, y 7
en el caso de Paenibacillus taichungensis resultados que no concordaron molecularmente,

los detalles se encuentra en el punto 4.10.

El margen de error hallado en la agrupacion convencional de los 181 aislamientos

comparado con el molecular fue de 11%.
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V. CONCLUSIONES

Se detectd contaminacion bacteriana en un 10.27% de cultivos in vitro de Ipomoea
batatas “camote” conservados en el Banco de germoplasma mantenido en el Centro

Internacional de la Papa.

La agrupacion de 185 aislamientos bacterianos determind morfoldgica y
bioquimicamente a 17 grupos. Mientras que molecularmente a 15: Sphingomonas sp.,
Bacillus pumilus (tres cepas), Bacillus cereus, Paenibacillus illinoisensis, Paenibacillus
taichungensis, Methylobacterium extorquens, Brevibacterium casei, Acinetobacter sp.,
Microbacterium sp., Streptomyces parvulus, Bacillus firmus, Staphylococcus pasteuri,

Bacillus licheniformis, Janibacter sp. y uno no definido.

Para la identificacion molecular de cada grupo bacteriano, se obtuvieron cebadores
especificos que no amplificaron con el ADN de planta limpia (no contaminada) de
Ipomoea batatas evitando amplificaciones no deseadas.

Se obtuvieron 11 pares de cebadores especificos para los siguientes
microorganismos: Sphingomonas sp., Bacillus cereus, Paenibacillus taichungensis,
Methylobacterium extorquens, Bacillus pumilus, Brevibacterium casei, Paenibacillus
illinoisensis, Acinetobacter sp., Microbacterium sp., Streptomyces parvulus y para el no
definido.

El limite de deteccion de los cebadores determinado directamente de cada cultivo
microbiano fue variable para cada microorganismo, presentando deteccién desde 5*10°
UFC*mL™ para Paenibacillus taichungensis. El limite de deteccién determinado mediante
la extraccion de ADN de planta contaminada también fue variable encontrandose a
Bacillus pumilus, Bacilus cereus y a Sphingomona sp, como los detectables a partir de la
concentracién de 5*10°, 3.1*10° y 5*10° UFC*mL™ respectivamente; y para Janibacter

sp. no presentd deteccion en las diluciones desde 2.86*10°a 2.86*10° UFC*mL™.
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Se determinG molecularmente que Paenibacillus taichungensis sp. estuvo presente
en un 41.4% de las muestras, siendo el microorganismo predominante, seguido de Bacillus

cereus y Bacillus pumilus con 22.1 y 17.1% respectivamente.

La agrupacion por el método convencional (morfoldgico y bioquimico) tuvo un
margen de error de 11%, teniendo que reagruparse 18 cepas. Dos de estas no amplificaron
con ningan cebador disefiado perteneciendo a dos nuevos aislamientos Pseudomonas

oryzihabitans y Staphylococcus sp.

La identificacion a nivel molecular ha demostrado tener mayor confiabilidad
estadisticamente (a=0.05), demostrandose en el caso de la agrupacion de Bacillus pumilus

y Paenibacillus taichungensis.

Asi mismo, el método de deteccion directa a partir de planta contaminada,
posibilita detectar presencia bacteriana sin necesidad de un previo cultivo bacteriano.
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V1. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un antibiograma de todas las especies identificadas, con el

fin de determinar el tipo de antibiotico a utilizar en la prevencion de contaminacion

Se recomienda evaluar la coleccion de cultivos contaminados con bacteria,
conservados en el Banco de germoplasma, mediante métodos moleculares para identificar

que especie microbiana esta presente y asi suministrarle el tratamiento adecuado.

Para la deteccion molecular de contaminantes bacterianos, se recomienda mejorar
los cebadores pMF2 y pMR1, ampliando su tamafio y/o mediante inclusion de nucledtidos

degenerados a fin de mejorar su eficiencia.

Se recomienda disefiar nuevos cebadores para confrmar la presencia de los dos
nuevos aislamientos detectados (Pseudomonas oryzihabitans y Staphylococcus sp.) en

cultivos in vitro de camote.

Se recomienda validar el método planteado de deteccién de contaminantes en
plantas in vitro de camote por extraccion de ADN en la coleccion libre de contaminantes

del banco in vitro de camote.

Se recomienda analizar las interacciones planta-microorganismo de las especies

identificadas para verificar presencia de endofitos.

Se plantea en el Anexo 4 el protocolo sugerido a seguir para la deteccion de

accesiones contaminadas.
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VI, ANEXOS

Anexo 1.

Composicion de medios microbioldgicos utilizados

Medio de Conservacion de Batatas (MCB): Composicién por litro: Pantontenato
de calcio 2 mg, nitrato de calcio 100mg, I-arginina 100 mg, acido ascérbico 200mg,
putrescina HCI 20 mg, sacarosa 30g, phytagel 2.8 g y sales basales de murashige y
skoog; a pH 5.7.

Caldo Nutritivo enriquecido (CNe): Composicion por litro: Peptona 5.0 g, extracto

de levadura 2.0 g, NaCl5.0 g, extracto de carne 1.0g y dextrosa 10g; a pH 7.

Agar Nutritivo enriquecido (ANe): Composicion por litro: Peptona 5.0 g, extracto
de levadura 2.0 g, cloruro de sodio 5.0 g, extracto de carne 1.0g, dextrosa 10g y agar
15g;apH 7.

Agar Nutritivo modificado (ANm): Con la siguiente composicién por litro: Peptona
5g, extracto de carne 3g, dextrosa 2.5g y agar 15g; a pH 7.

Agar Kelman: Con la siguiente composicién por litro: Peptona 10g, dextrosa 2.5g,

casaminoacidos 1g y agar 15g; a pH 7.

Medio de Hugh-Leifson: Con la siguiente composicion por litro: Peptona
2,00 g, glucosa 10,00 g, azul de bromotimol 0,03 g, NaCl 5¢, K;HPO, 0,30 g y agar
3g;apH7.

Agar Almidoén: Con la siguiente composicion por litro: Peptona 10g, NaCl 5g,

extracto de carne 5g, almidon soluble 2g, agar 20g; a pH 7.

Agar Tripticasa de Soya: Con la siguiente composicién por litro: Peptona de

caseina 15¢g, peptona de Carne de Soya 5g, NaCl 5g y Agar 15¢; a pH 7.
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Anexo 2

Tampones para extraccion de ADN genomico de planta segan método de Doyle (Tsay
etal., 2012)

- CTAB 2X: Con la siguiente composicion por litro: CTAB 20 g, NaCl 81.81g, EDTA
0.5M pH 8 40ml, Tris HCI 1M pH 8 100ml y Polivinilpirrolidona 10g.

- CTAB 10X: Con la siguiente composicion por litro: CTAB 100g, NaCl 40.9g,
EDTA 0.5M pH 8 40ml y Tris HCI 1M pH 8 100ml.

- EDTA 0.5M pH 8: Con la siguiente composicién por litro: EDTA 186.1g, NaOH
100 pastillas.

- Tris HCI 1M pH 8: Con la siguiente composicion por litro: 121g Tris base y ajustar
pH con HCI concentrado.
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Anexo 3. Analisis estadistico mediante la prueba de proporciones comparando el
método convencional con el molecular para Bacillus pumilus y Bacillus taichungensis

mediante programa estadistico R®.

a. Prueba de proporciones mediante la comparacion del método convencional con
respecto del molecular para Bacillus pumilus para confirmar la necesidad del uso del

método molecular.

Ho: Los métodos de agrupacion para Bacillus pumilus convencional y molecularmente
son iguales (no hay diferencia significativa p>0.05)
Ha: Los métodos de agrupacion para Bacillus pumilus convencional y molecularmente

son diferentes (si hay diferencia significativa p<0.05).

> prop.test(c(40,31),c(40,40))
2-sample test for equality of proportions with continuity correction
data: c(40, 31) out of c(40, 40)
X-squared = 8.0125, df = 1, p-value = 0.004646
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
0.07059227 0.37940773
sample estimates:
prop 1 prop 2

1.000 0.775

Conclusién: Los métodos de agrupacién para Bacillus pumilus convencional vy

molecularmente presentan diferencias significativas, por lo tanto son diferentes.
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Prueba de proporciones mediante la comparacion del método convencional con
respecto del molecular para Paenibacillus taichungensis para confirmar la necesidad

del uso del método molecular.

Ho: Los métodos de agrupacion para Paenibacillus taichungensis convencional y
molecularmente son iguales (no hay diferencia significativa p>0.05)
Ha: Los métodos de agrupacion para Paenibacillus taichungensis convencional y

molecularmente son diferentes (si hay diferencia significativa p<0.05).

> prop.test(c(82,75),c(82,82))
2- sample test for equality of proportions with continuity correction
data: ¢(82, 75) out of ¢(82, 82)
X-squared = 5.3722, df = 1, p-value = 0.02046
alternative hypothesis: two.sided
95 percent confidence interval:
0.0126914 0.1580403
sample estimates:
prop 1 prop 2

1.0000000 0.9146341

Conclusién: Los métodos de agrupacién para Paenibacillus taichungensis
convencional y molecularmente presentan diferencias significativas; por lo tanto son

diferentes.
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Anexo 4. Protocolo sugerido para la deteccion de accesiones contaminadas e

identificacion microbiana.

1.

En el banco de germoplasma in vitro de camote del CIP se seleccionaran las

accesiones que necesiten ser determinadas su sanidad.
Se llevaran las accesiones al laboratorio de molecular.
Se limpiaré el area de trabajo, como los materiales a utilizar con alcohol al 70%.

El material vegetal sera cortado con bisturi N°10, a fin de utilizar la parte basal del

tallo y las raices.

Se utilizaran morterd y nitrogeno liquido para pulverizar la muestra. Asi como,
eppendorfs de 1.5mL, tips 0.1-10 pL y 20-200 pL, espéatulas y pinzas, todos

previamente autoclavados.

Se realizaran las extracciones de ADN de planta mediante el método de Doyle de

acuerdo a lo descrito en el punto 3.2.7.

Se verificara calidad de ADN en gel de agarosa al 1%, afiadiendo por 1 uLde ADN a
cuantificar: 2 uL de SALB10X y 0.13pL de gel redl/1. Y si presentase ARN, se
aplicard 1l de RNasa por muestra de ADN.

Se preparara el master mix con la siguiente composicion para una reaccion: 16.63uL
de agua libre de nucleasa, 0.63pL de cada cebador de 5uM, 1uL de 5uM dNTPs
(Promega®), 1uL de ADN, 0.13uL GoTaq® DNA Polymerase y 5uL tampén de
reaccion GoTaq® (M3005-Promega®).

La reaccion de cadena de la polimerasa(PCR) se realizara mediante la preparacion de
un master mix para 17 reacciones a fin de tener una como blanco y otra como control
negativo(ADN de planta limpia), las otras 15 reacciones seran con los siguientes
cebadores: P.taichungensis_F2R1, B.pumilus_F2R2, S.pasteuri_F2R1,
Sphingomonas_F2R1, M.extorquens_F2R1, B.casei_F3R1, B.cereus_F1R1,
B.firmus_F1R1, B.licheniformis_F1R2, P.illinoisensis_F1R1, Microbacterium_F1R1,
Acinetobacter_F3R2, Janibacter F4R4, No definido F2R2 y S.parvulus_F3R1,
mencionados en detalle en el Cuadro 4.
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10.

11.

12.

13.

14.

Si el objetivo es solo detectar contaminacion, se puede trabajar solo con los siguientes
7 cebadores: B.licheniformis_F1R2 (reaccion positiva para Janibacter sp, Bacillus
cereus, Bacillus firmus, Staphylococcus pasteuri, Bacillus licheniformis, Acinetobacter
sp, No definido, Microbacterium sp y Streptomyces parvulus), Sphingomonas_F2R1,
P.taichungensis_F2R1, P.illinoisensis_F1R1, M.extorquens_F2R1, B.pumilus_F2R2 y
B.casei_F3R1.

Se realizara con el siguiente programa de PCR: 3 min a 95°C, seguido por 30 seg a 95
°C, alineamiento por 30s a temperatura de alineamiento (Ta) de cada cebador, y
sintesis DNA por 80s a 72°C. Una extension final de 3 min a 72°C fue adicionado al

final de los 35 ciclos. La Ta se encuentra en el Cuadro 4.

Para la corrida electroforética, se afiadird 1 pL de la siguiente preparacion: 0.031puL de
gel red 1/1, 0.125uL agua libre de nucleasas y 1.84uL de SALB10X. Utilizando el

marcador de peso molecular A Pst 1.

Se correran los geles de agarosa al 1% en camaras de electroforesis con el tampon de

corrida TBE1X. Y se le tomara la foto respectiva.

Las amplificaciones con ADN de la accesion analizada, se considerard como una

accesion contaminada. Para ser reportada al banco de germoplasma in vitro de camote.
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