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RESUMEN

La papa es un rubro agricola de destacada importancia en el area andina
venezolana. Rhizoctonia solani es un fitopatégeno que diezma los
rendimientos al causar lesiones considerables en tubérculos, estolones y
tallo en el cultivo. En la zona andina venezolana la papa es afectada por los
grupos de anastomosis 3 y 2-1 de R. solani. Caracteristicas epidemioldgicas
han sido estudiadas y demuestran que estos grupos presentan diferencias
en los niveles de incidencia y severidad en que se presentan en el campo. El
presente estudio se realiz6 con la finalidad de comparar moléculas antigénicas
unidas a la pared celular de los dos grupos de anastomosis en estudio y su
genética. Los resultados demuestran la gran similitud existente en los
antigenos de AD-3 y AG-2-1 y explica de algun modo la razén por la cual los
anticuerpos desarrollados a partir de éstos presentan reaccién cruzada entre
los grupos comparados. La comparacion del fragmento de ADNg permitié
determinar el grado de similitud entre AG-3 y AG-2-1.
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ABSTRACT

The potato is an important crop in the Venezuelan Andean region. Rhizoctonia
solani is a plant pathogen that decreases yields to cause considerable harm
in tubers, stolons and stems in the crop. In the Venezuelan Andes, the potato
is affected by anastomosis groups 3 and 2-1 of R. solani. Epidemiological
characteristics have been studied and demonstrate that these groups differ in
levels of incidence and severity occurring in the field. This study was conducted
to compare antigen molecules bound to the cell wall of two anastomosis groups
and genetic study. The results demonstrate the great similarity in the antigens
of AD-3 and AG-2-1 and somehow explains why antibodies developed from
these cross-reactive between the groups compared. Comparison of gDNA
fragment allowed us to determine the degree of similarity between AG-3 and
AG-2-1.

Key Words: Solanum tuberosum, capillary electrophoresis, anastomosis
groups

INTRODUCCION

El hongo Rhizoctonia solani Kuhn [estado teleomérfico de Thanatephorus
cucumeris (Frank) Donk) es un fitopatégeno cosmopolita importante en diferentes
especies vegetales. En el cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.) causa la
enfermedad denominada “rizoctoniosis” 0 “mufiequeo”. Este hongo posee numerosas
variantes genéticas denominadas o agrupadas en grupos de anastomosis (AG),
para la papa en el pais se han reportado R. solani AG-2-1 y R. solani AG-3, siendo
esta Ultima la de mayor incidencia en la zona andina venezolana (Cedefio et al.,
2001). Estos patdégenos han sido comparados en base a su patogenicidad, sin
embargo, no se ha realizado una comparacién de aspectos bioquimicos o genéticos
para conocer las similitudes o diferencias entre estos dos organismos presentes en
Venezuela. Algunos estudios de comparacion entre diferentes AGs han sido
realizados, Kuninaga y Yokosawa (1982 y 1983) utilizaron medidas
espectrofotométricas de la hibridizacion ADN/ADN estimando las relaciones genéticas
entre los grupos de anastomosis y los grupos intraespecificos, los valores de
hibridizacion ADN/ADN de los AG fueron establecidos alrededor del 30 %. Aunque
la similaridad dentro de un AG es usualmente alta (mas del 70 %), algunos como
AG-4 y AG-6 mostraron reducida similaridad, Kuninaga y Yokosawa (1983 y 1982)
también observaron reducida complementariedad del ADN en los grupos AG-1, AG-
2y AG-9.

En 2011 se reporto el desarrollo de anticuerpos policlonales para la deteccion
de R. solani en tejidos de papa (Carrero, et al., 2011), los antigenos fueron aislados
de la pared celular del hongo, a través de técnicas de extraccion de proteinas y
carbohidratos de moléculas ancladas a la membrana. Los resultados mostraron
reaccion cruzada entre los aislados de R. solani. Iguales resultados encontraron
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Thornton et al. (2004) donde obtuvieron reaccion cruzada al realizar pruebas
serolégicas con los grupos de anastomosis 1, 2-1, 2-3, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11y
AG-BI de R. solani.

El presente estudio tuvo como propésito comparar bioquimicamente las
moléculas antigénicas unidas a la pared celular de R. solani AG-2-1 y AG-3, aisladas
en Venezuela, asi como evaluar al grado de similitud de fragmentos de ADNg.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de antigenos parala comparacion bioquimica: Los antigenos
utilizados para la comparacion bioquimica entre los aislados de AG-3 y AG-2-1
causantes de rizoctoniosis en papa fueron los utilizados por Carrero et al., 2011,
identificados como AG-3 de Mucuchies y AG-2-1 El Valle. Para el estudio de
comparacion de los antigenos fue utilizada la fraccion de moléculas con anclaje a la
pared celular identificada como F3.

Electroforesis capilar: La similitud o diferencias en los perfiles de las
moléculas ancladas a la pared celular de AG-3 y AG-2-1 causantes de rizoctoniosis
en papa, fue analizada con electroforesis capilar, usando Cromatografia Capilar
Electrocinetica Micelar (MECK). Se utilizo buffer fosfato pH 8 con 10 mM de Sodium
Dodecyl sulfato (SDS) como buffer de corrida y buffer fosfato a pH 8 como buffer
muestra (Baker, 1995). Las condiciones de operacion fueron: 10 s de tiempo de
inyeccion, 35 min de tiempo de corrida, deteccion UV a 214 y 195 nm, 67 cm de
longitud del capilar, el equipo utilizado fue un Beckman Coulter modelo P/ACE MDQ.

Extraccion de ADN genémico: La composicion de la estructura del ADN de
R. solani AG-3 y R. solani AG-2-1 se realiz6 siguiendo la metodologia de extraccion
y amplificacion reportada por Guevara (2004): 5 g de micelio fresco fueron congelados
con nitrégeno liquido y triturados en un mortero, el material se transfirié a un tubo y
se agreg6 solucion aislante [2 % (p/v) Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB);
1,4 M NaCl; 20 mM acido etilendiaminotetraacético (EDTA); 100 mM Tris-HCI pH
8,0; 0,2 % &-mercaptoetanol] precalentada a 60 °C, la muestra se incub6 por 30 min
a 60 °C en bafo de Maria (Marca Jubalo, modelo SW22). Luego se agregd un
volumen de cloroformo : alcohol isoamilico (24:1 v/v) y se agité suavemente hasta
lograr una emulsién. El material fue centrifugado por 10 min a 3000 g. De las dos
fases formadas se tomo la porcién acuosa y se agregaron 0,6 volumenes de
isopropanol frio, la muestra se dejé en reposo durante 15 min, posteriormente se
procedi6 a centrifugar a 2000 g por 15 min a 4 °C. Se descarto el sobrenadante y
resuspendio el precipitado en 3 ml de etanol 70 %, se centrifugé nuevamente a 2000
g durante 5 min, eliminando el sobrenadante. El material se coloc6 a secar durante
una hora. Se resuspendié el sedimento (sin agitacion) en 400 ul de agua mili Q
autoclavada la cual se encontraba a 4 °C.

La condicion del ADN extraido fue evaluada en geles de agarosa 0,8 % en
buffer 46 mM Tris base; 1 mM EDTA pH 8; 5,5 % acido bodrico (TBE). En los pozos se
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colocaron 5 ul de muestra, y como patrones de peso molecular se utilizaron
marcadores para ADN de 100 pb (Promega), la corrida electroforética se realizé a
90 V. El gel fue tefiido con solucion 0,5 ug/ml de bromuro de etidio durante 5 min 'y
luego lavado con agua destilada durante 20 min. El material genémico fue observado
en un transluminador UVP (Guevara, 2004). Fragmentos del ADN obtenido fueron
amplificados a través de la reaccion de polimerasa y se obtuvo un amplificado que
fue enviado a secuenciar en el Centro de Secuenciacion y Analisis de Acidos
Nucleicos (CeSAAN) del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC),
se utilizaron los cebadores especificos para hongos LICHITSF
5’GCGGAAGGATCATTACTGAGS' y LICHTSR 5’ GGGTATCCCTACCTGATCCG3’,
los cuales son blanco de espaciadores transcriptos internos (ITS 1y 2) de las unidades
ribosomales (5.8s) (Yeates et al., 1998). Se utilizé6 un Kit-PCR Promega y un
termociclador marca Eppendorf, modelo MasterCycler Gradient que se programo

para las siguientes condiciones:

Temperatura Tiempo Ciclos
(°C)
94 3 min 1
94 1 min
55 1 min 35
72 2 min
72 5 min 1

RESULTADOS Y DISCUSION

La metodologia empleada permitié conocer y comparar la fraccion F3 de
las muestras de R. solani AG-3 Mucuhies y R. solani AG-2-1 El Valle, lograndose
observar la similitud de ambos hongos en cuanto a este grupo de moléculas (Figura
1), las pequefias diferencias observadas explican de alguna manera la desigualdad
en los patrones observados en los Western Blot reportados por Carrero et al (2011).
Sin embargo, existe una gran similitud bioquimica entre estos dos hongos, lo cual
permite explicar la razén por la cual los anticuerpos desarrollados para R. solani
AG-3 dan reaccion cruzada con R. solani AG-2-1, otros investigadores presentan
resultados de reaccion cruzada entre diferentes grupos de anastomosis; sin embargo
no se habia aclarado las posibles implicaciones bioquimicas (Thornton et al., 2004;

Adams y Butler, 1979; Abe et al., 1969).
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La extraccion, purificacion y amplificacion del ADN de R. solani AG-3
Mucuchies y R. solani AG-2-1 El Valle, permitio obtener fragmentos de 620 bp (Figura
1). Los fragmentos amplificados fueron secuenciados y 1arrojaron los siguientes
resultados:

R. solani AG-2-1 El Valle (Forward)

TCTTTTGTTAACTCAATTGGTTTCACTTTGGTATTGGAGGTCTTTTGCAGCTTCACACCTG
CTCCTCTTTGTTCATTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAA
TTTTAAAACGAATGTAATGGATGTAACACATCTCATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTG
GCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTTT
GAGTATCATGAATTCTTCAAAGTAAATCTTTTGTTAACTCAATTGGTTTCACTTTGGTATT
GGAGGTCTTTTGCAGCTTCACACCTGCTCCTCTTTGTTCATTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTT
GGTTCCACTCAGCGTGATAA

R. solani AG-2-1 El Valle (Reverse)

ACAAAGAGGAGCAGGTGTGAAGCTGCAAAAGACCTCCAATACCAAAGTGAAAC
CAATTGAGTTAACAAAAGATTTACTTTGAAGAATTCATGATACTCAAATAGACCAGCTACA
ACCAAAACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTC
ACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGC

R. solani AG-3 Mucuchies (Forward)

CTTCTTTCTCCCACACACACCTGTGAACTTGTGAGACAGTTGGGGAATTTATTTGTTATTTTTTG
TAATAAAATGATAATAAATCATTGAACCCTTCTGTCTACTCAACTCATATAAAATCAA
TTTATTTTAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTCATACTAAGTTTCAACAACG
GATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGA
ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGT
ATTCCTTGGAGCATGCCTGTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAATGAATCTTTTTGTTAACTCA
ATTAGTTTGATTTTGGTATTGGAGGTCTTTTGCAGCTTCACACCTGCTCCTCTT
TGTGT1ATTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAG

R. solani AG-3 Mucuchies (Reverse)

ATACACAAAGAGGAGCAGGTGTGAAGCTGCAAAAGACCTCCAATACCAAAATCA
AACTAATTGAGTTAACAAAAAGATTCATTTTGAAGATTTCATGATACTCAAACAGGCATGCTC
CAAGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCT
GCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAA
GAGATCCGTTGTTGAAACTTAGTATGAGATGTGTTACATCCATTACATTCATTTAAAAT
AAATTGATTTTATATGAGTTGAGTAGACAGAAGGGTTCAATGATTTATTATCATTTTATTACA
AAAAATAACAAATAAATTCCCCAACTGTCTCACAAGTTCACAGGTGTGTGTGGGAT
GAAAGAGGGAGGTGTGCACATGCCTAAATAAATAGACCAGCTACAACCAAA
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Las secuencias al ser comparadas con la base de datos del National Center
for Biotechnology Information (NCBI) y del European Bioinformatics Institute (EBI),
permitieron determinar la relaciéon de homologia (Figura 2) para cada uno de los

grupos estudiados:

R. solani AG-2-1 El Valle (Forward): Homologia del 98 % para Thanatephorus
cucumeris AG-2-1. Secuencia reportada por Gonzalez et al. (2001) y por Kuramae

et al. (2003) para fragmentos de T. cucumeris de 654 bp.

R. solani AG-2-1 El Valle (Reverse): Homologia del 96 % para T. cucumeris AG-2-1.
Secuencia reportada por Kuramae et al. (2003) y Toda et al. (2004) para fragmentos

de 649 bp.

R. solani AG-3 Mucuchies (Forward): Homologia de 98 % para T. cucumeris AG-3.

Secuencia reportada por Gonzélez et al. (2001) para fragmentos de 655 bp.

R. solani AG-3 Mucuchies (Reverse): Homologia del 99 % para T. cucumeris AG-3.
Secuencia reportada por Kuninaga et al. (2000b) y Gonzalez et al. (2001) para

fragmentos de 655 bp.

El principal objetivo de las secuencias era su comparacion para evaluar la
similaridad genética entre los aislados. Al comparar con el programa EMBOSS Aling

del EMBL se obtuvieron los siguientes resultados:

Similaridad entre R. solani AG-2-1 El Valle y R. solani AG-3 Mucuchies (Forward):

76,8 %

Similaridad entre R. solani AG-2-1 El Valle y R. solani AG-3 Mucuchies (Reverse):

45,2 %

CONCLUSIONES

El estudio comparativo del ADN de R.solani AG-3 Mucuchies y AG-2-1 EI
Valle, confirma las diferencias genéticas existentes entre los dos grupos de
anastomosis (Gonzalez et al., 2001 y Carling et al., 2002), esta caracteristica los
ubica como grupos genéticamente diferentes dentro de la especie R. solani, los
cuales carecen de la capacidad de recombinacion genética entre si (fusion hifal)(
Sneh et al., 1991); sin embargo, el estudio realizado de los antigenos con
electroforesis capilar demuestra la estrecha afinidad bioquimica que poseen. Estos
resultados son soportados por estudios previos realizados por Mohammadi et al.,
2003; O'Brien y Zamani, 2003; y Silveira y Alfenas, 2002 en investigaciones
relacionadas con la fisiologia y la protedmica. Estos resultados explican de alguna
manera porque diferentes grupos de anastomosis de R. solani con diferencias
genéticas significativas, sean capaces de mostrar reaccion cruzada en pruebas

seroldgicas debido a sus coincidencias bioquimicas.
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Figura 1. Electroforesis capilar. Patrones de las muestras F3 R.
solani de AG-3 Mucuchies y AG-2-1 El Valle.
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600 bp

Figura 2. Evaluacion de la condicion del amplificado de ADN de R. solani. 1.-
Marcadores de peso molecular, 2.- AG-3 Mucuchies y 3.- AG-2-1 El Valle.
Gel de agarosa 2 %.
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