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GLOSARIO

Amplificacién: Aumento del nimero de copias de un gen o de una secuencia de
DNA.

Antagonismo: Interaccién entre organismos o sustancias que causa la pérdida

de actividad de uno de ellos.

Bacteria: Microorganismo unicelular con nucleo desprovisto de membrana, con
un unico cromosoma, capaces de multiplicarse. Las bacterias pueden ser o no

patdgenas, y estar en el origen de gran cantidad de enfermedades infecciosas.

Biologia Molecular: Parte de la biologia que trata de los fendmenos biolégicos a
nivel molecular. En sentido restringido comprende la interpretacion de dichos

fendmenos sobre la base de la participacion de las proteinas y acidos nucléicos.

Cepa: Conjunto de virus, bacterias u hongos que tienen el mismo patrimonio

genético.

Clonacién molecular: Insercion de un segmento de DNA ajeno, de una
determinada longitud, dentro de un vector que se replica en un huésped

especifico.

DNA: Acido desoxirribonucleico de doble cadena formado por en los que el
azucar es desoxirribosa y las bases nitrogenadas son Adenina, Guanina, Citosina
y Timina, el DNA codifica la informacién para la reproduccién y el funcionamiento

de las células y para la replicacion de la propia molécula de DNA.

Electroforesis: Técnica utilizada para la separacion de moléculas a través de un

campo eléctrico de acuerdo a su tamafio molecular y carga eléctrica.

Gen: Fragmento de DNA en el que se contiene el codigo necesario para sintesis

de una determinada proteina.
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In vitro: Significa que ocurre fuera del organismo vivo, en un ambiente artificial.

Localidad: Divisién territorial o administrativa genérica para cualquier nucleo de

poblacion con identidad propia.

Microorganismo: Organismos microscépicos pertenecientes por regla general a

virus, bacterias, algas, hongos o protozoos.

Muestra: Parte 0 una porcion de un producto que permite conocer la calidad del

mismo.

Nucledtido: Unidades o eslabones moleculares elementales, que enlazados uno
a continuacion de otro, constituyen los acidos nucléicos. Quimicamente estan

formados por un azucar, un grupo fosfato y una base nitrogenada.

Papa: Planta perteneciente a la familia botanica de las Solanaceae de nombre

cientifico Solanum tuberosum L.

Patdgeno: Microorganismo que tiene la capacidad de producir enfermedad en los

seres humanos, animales o plantas.

Primers: Cadena corta de polinucledtido preexistente a la cual pueden
agregarsele nuevos desoxirribonucledtidos para la accion de la enzima DNA

polimerasa.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Técnica del analisis del genoma
mediante la amplificacion ilimitada de porciones especificas del DNA, aunque

sean muy pequenas.

Secuenciacion: Determinacion del orden de nucledtidos en una molécula de

DNA o RNA, o el orden de aminoacidos en una proteina.
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Sintoma: Alteracion o reaccion interna o externa que sufre una planta como

resultado de su enfermedad.
Termociclador: Instrumento que permite ejecutar en forma automatizada la
técnica de PCR. Mediante la aplicacion de ciclos térmicos secuenciales ocurre la

desnaturalizacion, hibridacion y sintesis de DNA.

Toxina: proteina responsable de la especificidad funcional de ciertas bacterias,

que es venenosa para determinados organismos.

Vi
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RESUMEN

Sinaloa se ha destacado por ser el principal productor de papa en México, este
cultivo se ubica principalmente en las areas de riego de la zona Norte del estado
en los municipios de Ahome y Guasave generando una produccion de alrededor
263 mil ton anuales., sin embargo el cultivo de papa se ve afectado por una gran
numero de enfermedades tal es el caso de la sarna comun de la papa que es
causadas por especies patdégenas de Streptomyces. En el ciclo agricola 2008-
2009 esta enfermedad causoé en el estado grandes pérdidas significativas en la
produccion, afectando la calidad y el valor en el mercado de este cultivo. No hay
reportes cientificos a nivel nacional ni estatal que indiquen que el patégeno de la
sarna comun de la papa se encuentre presente sin embargo visitando los campos
de cultivo se pudo observar que los sintomas de la sarna comun en los tubérculos
de papa de la regidén presentan sintomas caracteristicos de sarna causada por
Streptomyces scabies, Streptomyces acidiscabies y Streptomyces turgidiscabies.
Se sugiere que esto sucedid debido a la introduccion a la zona de tubérculo
semilla infectado con especies patogénicas de Streptomyces. Por lo tanto, se
planteé el presente trabajo de investigacibn que tiene tuvo como objetivo
caracterizar especies de Streptomyces asociadas a la sarna comun y evaluar
antagonistas nativos de rizosfera de papa contra la sarna comun en Sinaloa.
Muestras de tubérculos sintomaticos y de la rizosfera de papa fueron colectados
de 10 localidades representativas de la zona papera de Sinaloa. A los aislados
con caracteristicas morfoldgicas de Streptomyces se les realizé extraccién de
DNA y PCR con primers que amplifican los genes patogenicidad (txtAB y Nec1)
asociados a los de la sarna comun. Se logré detectar mediante la técnica de PCR
especies de Streptomyces asociadas a patogenicidad tanto de lesiones de
tubérculo sintomaticos como de rizosfera de papa. El andlisis filogenético de las
secuencias obtenidas con el gen 16S comparadas con las ya reportadas en el
banco de genes indicd que nuestros aislados tienen una homologia de 100% con
Streptomyces acidiscabies y Streptomyces scabies reportadas en los paises de
Canada, China, Estados Unidos, Japén y Corea. Posteriormente se realizaron las
pruebas de antagonismo de 11 aislados bacterianos obtenidos de rizosfera de

cultivos de papa de Sinaloa contra Streptomyces acidiscabies, cuatro de los once
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aislados bacterianos mostraron actividad antagoénica en las pruebas in vitro,
Bacillus simplex, Bacillus megaterium, Streptomyces coelicolor y Pseudomonas
lini, resultando este ultimo el que presentd el mayor efecto antagdnico. Los datos
obtenidos durante este trabajo de investigacion como la caracterizacion de
Streptomyces scabies y Streptomyces acidiscabies asi como sus antagonistas en
pruebas a nivel laboratorio daran la pauta para la realizacién de pruebas de
control biolégico contra la sarna de la papa en Sinaloa tanto en invernadero como

en campo.
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ABSTRACT

Sinaloa has stood as the largest potato producer in Mexico, the crop is located
mainly in irrigated areas of the northern region of the state and municipalities of
Guasave and Ahome generating an output of around 263 000 tons per year.,
However the potato crop is affected by a large number of diseases as common
scab of potato is caused by pathogenic species of Streptomyces. In the 2008-2009
growing cycle caused disease in the state, having a significant production losses,
affecting the quality and value in the market for this crop. No scientific papers at
national or state indicate that the pathogen of potato common scab is present, but
visiting the fields could be observed that the symptoms of common scab in potato
tubers in the region have characteristic symptoms of scabies caused by
Streptomyces  scabies, Streptomyces acidiscabies and  Streptomyces
turgidiscabies. It is suggested that this was due to the introduction to the area of
seed tubers infected with pathogenic species of Streptomyces. Therefore, this
paper arose from research that has aimed to characterize Streptomyces species
associated with common scab and evaluate native rhizosphere antagonists
against potato common scab in Sinaloa. Samples of symptomatic tubers and
potato rhizosphere were collected from 10 localities representing the Mumps area
of Sinaloa. A isolates with morphological characteristics of Streptomyces
underwent DNA extraction and PCR with primers that amplify genes pathogenicity
(txtAB and Nec1) associated with the common scab. Successfully detected by
PCR Streptomyces species associated with pathogenicity of tuber injury both
symptomatic and potato rhizosphere. Phylogenetic analysis of the sequences
obtained with the 16S gene and compared with those reported in the gene bank
indicated that our isolates have a 100% homology with Streptomyces acidiscabies
and Streptomyces scabies reported in the countries of Canada, China, USA,
Japan and Korea. Later tests were conducted 11 antagonism of bacterial isolates
obtained from the rhizosphere of potato crops in Sinaloa against Streptomyces
acidiscabies, four of the eleven bacterial isolates showed antagonistic activity in
vitro essay, Bacillus simplex, Bacillus megaterium, Streptomyces coelicolor and
Pseudomonas lini , resulting in the latter that had the highest antagonistic effect.
The data obtained during this research as the characterization of Streptomyces
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scabies and Streptomyces acidiscabies well as their antagonists in laboratory tests

will level the tone for testing biological control of potato scab in Sinaloa both
greenhouse and field.
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1. INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) ocupa el cuarto lugar en el mundo en
importancia como producto alimenticio después del trigo, maiz y arroz, con 326
millones de toneladas anuales producidas. Los principales paises productores son
China, Rusia, India y Estados Unidos de América (FAOSTAT, 2007). En México
se le considera una de las principales hortalizas; asi, en el afo 2008 se
sembraron alrededor de 54 mil hectareas de las que se obtuvieron
aproximadamente 1.5 millones de toneladas. Sinaloa es el principal productor

nacional y con una produccion anual de 262 mil toneladas (SIAP, 2010).

El cultivo de la papa se ve afectado por diversas enfermedades, algunas de ellas
ocasionadas por bacterias como pudricién blanda, marchitez bacteriana, sarna
comun (Gregory & Andrade, 1996); enfermedades ocasionadas por Oomycetes
como el tizén tardio; hongos como la costra negra; Virus como el Virus
enrollamiento de la hoja (PLRV), Virus mosaico rugosos (PVY), Virus mosaico
latente (PVX) (Salazar, 1996) y enfermedades por fitoplasmas como punta

morada y brote de hilo de la papa (Santos-Cervantes, 2009).

La sarna comun es una de las enfermedades mas importantes de la papa, ocurre
en la mayoria de las areas de produccion de esta solanacea en el mundo y
genera pérdidas significativas en la produccion y calidad afectando su valor en el
mercado. Esta enfermedad es causada por una bacteria del género
Streptomyces, en las que destacan Streptomyces scabies, Streptomyces
turgidiscabies y Streptomyces acidiscabies (Hiltunen et al., 2005; Loria et al.,
2001).

La mayoria de las estrategias para el control de la enfermedad se basa en el uso
de agroquimicos, los cuales no han demostrado un control total sobre esta
enfermedad, ademas de que provocan deterioro ambiental como es el caso de
degradacion de los suelos agricolas, sin considerar el incremento en costos de

produccion.
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Una de las estrategias de control de la sarna de la papa consiste en el uso de
aislados antagodnicos a Streptomyces, pues algunas especies de Streptomyces
han dado buen resultado en control bioldégico contra especies patégenas.
Streptomyces no patogénicas se encuentran en las lenticelas de los tubérculos de
papa y producen antibidticos que inhiben el crecimiento de especies patégenas de
Streptomyces (Xiao et al., 2002, Hiltunen et al., 2008).

En la zona agricola del Norte de Sinaloa la sarna comun causada por alguna
especie de Streptomyces patégena fue la causante de severas pérdidas de
produccion del cultivo de papa el ciclo 2008-2009. Se considera que esto ocurrioé
debido a la introduccion de tubérculo semilla infectados con la sarna de la papa.
En México, al igual que en Sinaloa, no se cuenta con informacion documentada
sobre las pérdidas ocasionadas por la sarna comun en el cultivo de papa; por lo
que se plante6 el presente trabajo de investigacion, que permitié identificar al
patdgeno causante de la sarna de la papa en Sinaloa, asi como también a su
antagonistas en pruebas in vitro. Los resultados de este trabajo daran la pauta
para el comienzo de nuevas investigaciones contra el patdégeno de la sarna en

Sinaloa tanto en pruebas de invernadero como en campo.




Analilia Rete Corral, 2011 (CIIDIR-SINALOA)

2. ANTECEDENTES

2.1 CULTIVO DE PAPA

2.1.1 Generalidades y origen

La papa (Solanum tuberosum L.) pertenece a la familia de las Solanaceas, es un
tubérculo originario en la cordillera Andina de América del Sur, comprendiendo los
paises de Peru y Bolivia. La planta de papa es una herbacea anual que alcanza
una altura de un metro y produce tubérculos con abundante contenido de almidon
(Figura 1). La forma normal de multiplicacién de la papa es via tubérculo-semilla.
Sin embargo existe la modalidad de reproduccién generativa via uso de la semilla
"botanica" o "verdadera". Esta proviene del acto de fecundacion sexual, formando
el fruto, producto del cruzamiento de "materiales parentales" que originarian una
descendencia (Cepeda, 2003). Es el cuarto cultivo sembrado en mas de 100
paises y es el alimento basico de los paises desarrollados (Roman y Hurtado,
2002).

tallos -
% principales
A l‘l{ a
h |

Figura 1. Planta de papa
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2.1.2 Ubicacion taxonémica de la papa

La papa pertenece a la familia de las Solanaceas, del género Solanum (Cuadro 1)
formado por otras mil especies por lo menos, como el tomate y la berenjena. S.
tuberosum se divide en dos subespecies apenas diferentes: la andigena,
adaptada a condiciones de dias cortos, cultivada principalmente en los Andes y

tuberosum, cultivada en todo el mundo (Hawkes, 1990).

Cuadro 1. Ubicacion taxonémica de la papa

Reino: Vegetal
Division: | Spermatophyta
Clase: Dicotiledon
Subclase: Gamopétala
Orden: Tubiflora
Familia: Solanaceae
Género: Solanum
Especie: S. tuberosum

2.1.3 Propiedades nutricionales

La papa contiene un elevado porcentaje de agua (77%), es fuente importante de
almidoén (18%) y de sustancias minerales como el potasio (255 mg), su contenido
en proteinas (2.5%); fibra (1.4 gr) y vitaminas es escaso. Destacan las vitaminas
B6 y C (195 gr) en el momento de la recoleccion, pero durante el
almacenamiento y la coccion de este alimento su contenido se ve

significativamente reducido (Lujan, 1996).

2.1.4 Superficie y produccion

En México la papa se cultiva en alrededor de 54 mil ha de las cuales se obtiene

una produccidn de alrededor de 1.5 millones de ton, siendo los estados de
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Sinaloa, Sonora y Chihuahua los estados con mayor produccion. Sinaloa que es
el principal productor de papa en el pais, ha tenido en el ultimo afo una
produccion de 262 mil ton, con un superficie sembrada de 12 mil ha, siendo

Ahome, Guasave y El Fuerte los municipios productores del estado (SIAP, 2009).

2.1.5 Enfermedades que afectan el cultivo de papa

Las enfermedades en el cultivo de papa han ocasionado pérdidas importantes en
cuanto a calidad y rendimiento de la cosecha. Dentro de los principales Virus que
ocasionan perdidas a nivel mundial se incluyen el Virus enrollamiento de la hoja
(PLRV), el Virus mosaico rugoso (PVY) y el Virus mosaico latente (PVX) (Salazar,
1996). Dentro de las enfermedades causadas por fitoplasmas se ha consignado a
la de punta morada y brote de hilo (Santos-Cervantes, 2009. Entre las
enfermedades fungosas se encuentran la pudricibon seca y marchitez por
Fusarium spp. En cuanto a las enfermedades causados por Oomycetes se
encuentran el tizon tardio causado por Phytophthora infestans, la rofia causada
por Spongospora subterranea. Finalmente en las enfermedades ocasionadas por
bacterias se han reportado a la marchitez bacteriana (Ralstonia solanacearum),
pudricion blanda (Erwinia spp.), pudricion anular (Clavibacter rmichiganensis) y
sarna comun (Streptomyces scabies) (Gregory & Andrade, 1996).

2.2 ACTINOMICETOS

Los actinomicetos son un grupo de bacterias filamentosas Gram positivas. Son los
microorganismos mas abundantes del suelo, forman estructuras de filamentos
ramificados llamados micelio (Nolan et al., 1998; Flores-Gonzalez et al., 2008). La
composicion de bases del DNA tiene un alto contenido en guanina y citosina (Qu
et al., 2008).

La mayoria de los actinomicetos son aerobios y se encuentran habitando en
suelos de cultivo, el olor caracteristico a tierra humeda se debe a su actividad
metabdlica y a la produccion de pigmentos, terpenoides (geosminas) y enzimas

extracelulares que son capaces de degradar materia organica de origen vegetal y

5
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animal. Algunas especies son patdgenas para humanos, animales, plantas o son
fijadoras de nitrogeno (Flores-Gonzalez, 2005). Dentro del grupo de las
actinobacterias se encuentra el género Streptomyces que es el mas ampliamente

estudiado (Flores-Gonzalez et al., 2007).

2.2.1 Género Streptomyces

El género de Streptomyces se caracteriza por producir micelio que penetra y
coloniza la materia organica del suelo utilizando enzimas hidroliticas
extracelulares para nutrirse de los compuestos organicos que resisten la

degradacion de otros organismos (Loria et al., 1998).

Al igual que muchos hongos, la especie del género Streptomyces produce
esporas para ayudar a su dispersidon. Las cadenas de esporas se producen a
través de la fragmentacion de hifas aéreas que se forman en el micelio; las formas
de las cadenas de esporas es una caracteristica taxondmica importante, ya que
pueden ser rectas, ramificadas, en espiral u onduladas. (Shirling et al., 1996). De
las mas de 400 especies descritas de Streptomyces solo unas cuantas han sido
consignadas como patdégenas en plantas y animales (Qu et al., 2008); tienen DNA
con alta proporcion de guanina y Citosina, y al menos algunas especies han
demostrado tener un unico cromosoma lineal. Streptomyces spp. sobreviven
como saprofitos en el detrito vegetal y la materia organica del suelo (Hiltunen et
al., 2008; Coombs et al., 2003).

Streptomyces scabies en el medio de agar tirosina producen el pigmento llamado
melanina (Loria et al., 1997) y también forma hifas aéreas de forma helicoidal,
mientras que Streptomyces acidiscabies muestra cadenas de esporas de forma
de curvas dependiendo de la especie. Las colonias de Streptomyces son de color
amarillento, rojizo o blanquecino dependiendo del medio de cultivo, las colonias
son de crecimiento lento, pero a medida que el tiempo pasa van desarrollando un
sobre crecimiento aéreo a medida de micelio ramificado. Streptomyces

acidiscabies se desarrolla en suelos acidos (pH 4.5) (Lindholm et al., 1997),
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mientras que Streptomyces scabies en suelos con un pH de 5.2 a 8 (Hiltunen et
al., 2008).

El género de Streptomyces es conocido por su capacidad de producir metabolitos
secundarios biolégicamente activos, por ejemplo los antibidticos (Bukhalid et al.,
1997; Hopwood, 2006). La mayoria de los antibioticos que son farmacéuticamente
importantes son producidos por especies de Streptomyces, por ejemplo
Streptomyces griseus produce la estreptomicina que es utilizada contra la
tuberculosis (Manzer et al.,, 1977). Especies como Streptomyces hygroscopicus
producen un metabolito secundario Illamado bialaphos que ha sido

comercialmente utilizado como un importante herbicida (Murakami et al., 1986).

2.2.1.1 Enfermedades causadas por especies fitopatdbgenas de

Streptomyces

Diversas especies de Streptomyces patdgenas causan enfermedades a cultivos
agricolas. Streptomyces scabies y S. turgidiscabies y algunas otras especies de
Streptomyces son causantes de la sarna comun de la papa (Hiltunen et al., 2008)
(Figura 2). Streptomyces scabies fue la primera de las especies descrita y la que
mas se ha estudiado como agente fitopatégeno (Figura 3) (Bukhalid et al., 1998).
Streptomyces acidiscabies es llamada la sarna acida debido a que puede crecer
en pH bajos (Song et al., 2004). Streptomyces ipomoeae causa la pudricion de la
tierra del camote, que se caracteriza por la necrosis de las raices fibrosas (Loria
et al., 1997). Muchas otras especies de Streptomyces causan enfermedades,

aunqgue se sabe poco sobre ellas.
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Figura 2. Ciclo de vida de Streptomyces spp.

de Streptomyces patogénicas se diseminan a través del aire o tierra

infectando a los tubérculos de papa a temprana edad y penetrando por las

lenticelas de dichos tubérculos, el patégeno comienza a producir la fitotoxina

llamada taxtomina que degrada la celulosa de tubérculo ocasionando las capas

corchosas tipicas de la enfermedad, el crecimiento del patdégeno se da intra e

intercelular por lo cual sobrevive en las lesiones en la superficie de los tubérculos.

Las hifas del micelio del patégeno se dividiran para la formacidon de esporas las

cuales se diseminaran hasta encontrar otro cultivo de papa en cual se puedan

desarrollar.
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Figura 3. Hifas aéreas de Streptomyces scabies (Loria et al., 1997)

2.2.1.2 Sarna comun de la papa

Entre las enfermedades causadas por Streptomyces la sarna comun de la papa
es sin duda la de mayor importancia econémica en el mundo (Shin et al., 2002),
generando pérdidas significativas en la produccion, afectando su calidad y por lo
tanto su valor en el mercado (Hiltunen et al., 2005). La sarna comun de la papa es
causada por Streptomyces scabies, Streptomyces turgidiscabies, entre otras
especies de Streptomyces (Healy et al.,, 2000). Streptomyces scabies es
probablemente el patdgeno mas relacionado con la sarna comun de la papa
(Loria, 2001; Song et al., 2004; Hiltunen et al., 2008). Sin embargo estudios
recientes han relacionado a S. turgidiscabies con sintomas severos de la sarna de
la papa en muchas partes del mundo (Hiltunen et al., 2005). Por ejemplo, en
Canada las pérdidas de produccion por sarna fueron de aproximadamente 18
millones de dodlares en el afo 2004 (Wanner, 2007). En Estados Unidos la
mayoria de las variedades de papa que se cultivan son susceptibles a la sarna
(Loria et al., 1997). La sarna comun es una enfermedad que afecta principalmente
a la papa aunque otras plantas hospedantes como son la remolacha, trébol rojo,
cacahuate, zanahoria, también se ven afectados por esta enfermedad (Song et
al., 2004).
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El patégeno se disemina a través del suelo o tubérculos de papa y se adapta a
suelos con pH neutro, la temperatura optima para el crecimiento de Streptomyces
es de 30°C (Loria et al., 1997). Se ha demostrado que, Streptomyces scabies es
inhibida en suelos con humedad alta, por ello se recomienda riegos frecuentes

para el control de la enfermedad (Wanner, 2007).

2.2.1.3 Sintomas de la sarna comun de la papa

Los sintomas de la sarna comun de la papa se caracterizan por lesiones
levantadas en los tubérculos de aspecto corchoso color café (al menos tres
especies de Streptomyces lo ocasionan, S. scabies, S. turgidiscabies, S.
acidiscabies) (Wanner, 2009). La infeccion de Streptomyces se limita solo a la
parte subterranea de la planta y la necrosis es a menudo el primer sintoma de
esta enfermedad. A pesar de que se considera que la sarna comun no afecta la
parte aérea de la planta, los sintomas en la raiz pueden ser muy graves

ocasionando marchitez o enchaparramiento de la planta (Loria et al., 1997).

Los sintomas usualmente asociados a Streptomyces son: erupciones en las
lesiones del tubérculo (al menos tres especies de Streptomyces lo ocasionan: S.
scabies, S. turgidiscabies, S. acidiscabies); picaduras en la superficie del
tubérculo (algunos insectos pueden estar involucrados en la creacion de lesiones

profundas); aspecto corchoso y sarna color café (Figura 4) (Wanner, 2009).

Los diferentes sintomas que muestran los tubérculos de papa estan asociados a
la tolerancia o susceptibilidad de las variedades, aunque también esta relacionado
con la agresividad de la cepa patdégena, etapa de infeccion y condiciones
ambientales (Cullen et al., 2007). Los sintomas de sarna comun pueden llegar a
cubrir hasta el 100 % de la superficie de los tubérculos afectados (Loria et al.,
1997).

10
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Figura 4. Tubérculo de papa con sintomas de sarna comun colectado en la Esmeralda,
Guasave, Sinaloa.

2.2.1.4 Patogenicidad por fitotoxinas

Los sintomas de la sarna comun son debido a las altas concentraciones de
produccion de fitotoxinas llamadas taxtomina. La taxtomina (4-nitroindol-3-yl-
containing 2,5-dioxopiperazine) es una fitotoxina predominante que es producida
por S. scabies y S. acidiscabies en el tejido del tubérculo de la papa (Leiner et al.,
1996), es un dipéptido ciclico que se ha sugerido como inhibidor de la sintesis de
celulosa (Healy et al., 2000), asi como también conduce a importantes cambios
en la pared celular, la produccién de pectinas y hemicelulosa. Las taxtominas son
unicas entre las fitotoxinas producidas por microorganismos, afectan el desarrollo
primario de la pared celular y solamente se conocen por ser patdgenas en
Streptomyces (Loria et al., 1997). La presencia o ausencia del gen txtAB esta

100% relacionado con su patogenicidad (Wanner, 2006).

La infeccion ocurre principalmente a través de las lenticelas de los tubérculos,
éstos son mas propensos durante el periodo de crecimiento y comienza cuando el
diametro del tubérculo alcanza el doble del estolon y continua por

aproximadamente durante 6 a 8 semanas (Loria et al., 1997).

11
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2.2.1.5 Ciclo de vida de Streptomyces spp. causante de la sarna comun de la

papa

Streptomyces sobrevive en el suelo saprofitamente (Bukhalid et al., 1998), afecta
a los tubérculos a temprana edad a través de las lenticelas (aperturas naturales
para el intercambio gaseoso en la epidermis) (Hiltunen et al., 2008). La infeccion
se inicia en la superficie del tubérculo ocasionandole manchas color marrén o
rojizo, a medida que la enfermedad va aumentando y el tubérculo crece las
lesiones se agrandan (3 a 4 mm), se necrosan y presentan un aspecto corchoso
(Loria et al, 1997). El patdgeno sobrevive en las lesiones de los tubérculos que
son almacenados, pero durante este tiempo de almacenamiento la enfermedad no
se incrementa (Cullen, 2007). El in6culo que se encuentra en la superficie del
tubérculo semilla produce la enfermedad, aunque en baja incidencia en los
tubérculos de la nueva progenie. Algunos tubérculos semillas no presentan
sintomas del patégeno aunque no indica que el patdégeno no esté presente (Loria
et al., 1997).

2.2.1.6 Estrategias de control de la sarna comun de la papa

El monocultivo incrementa la incidencia de la enfermedad, en cambio la rotacion
de cultivos con algunos cereales reduce la enfermedad de la sarna en el suelo,
mas no lo erradica por completo. Se ha implementado también el uso de
variedades resistentes a la sarna de la papa (Hiltunen et al.,, 2005). Se
recomienda el uso de tubérculos-semilla sanos que procedan de campos de papa
sanos. El grado de humedad en el suelo (a capacidad de campo) durante el
periodo de la formacion de tubérculos (2 a 6 semanas) controla la enfermedad, en
cambio la sequia incrementa la incidencia y la severidad de la sarna (Wanner,
2007). La sarna comun de la papa puede ser controlada o suprimida en los suelos
con pH inferiores a 5.5, debido a que este patégenos se desarrolla en pH de entre
5.5 a 8. Sin embargo, esta practica reduce la produccién del cultivo debido a
debido a la disponibilidad de nutrientes minerales, ya que las plantas de papa
prefieren pH de entre 5.8 y 6.5., ademas de que algunas especies como S.

turgidiscabies toleran mas bajo pH que S. scabies y puede desarrollarse a un pH
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de 4.5 y S. acidiscabies puede crecer hasta en un pH de 4.0, este patégeno es el
responsable de la enfermedad llamada sarna acida y esta estrechamente

relacionado con el patégeno de la sarna comun (Hiltunen et al., 2008).

La aplicacion de estas medidas control en forma aislada no han generado
resultados satisfactorios en el control de la enfermedad, por lo que su uso en un
sistema de manejo integrado donde se incluyan estas y el control bioldgico ofrece

mejores posibilidades del manejo de la enfermedad.

2.2.1.7 Deteccion molecular de Streptomyces spp.

La identificacion de especies patdogenas que afectan a la papa es de suma
importancia para establecer estrategias adecuadas para su manejo. La reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) es una herramienta valiosa para el diagndstico
de enfermedades de plantas. La técnica de PCR proporciona una alta sensibilidad
y especificidad en la deteccion de fitopatdgenos, y es una técnica relativamente
simple en comparacién con algunos de los métodos tradicionales disponibles para

la caracterizaciéon de Streptomyces (Flores-Gonzalez et al., 2008).
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3. JUSTIFICACION

El estado de Sinaloa se ha destacado por ser el principal productor de papa en
México, ademas de ser un proveedor importante para la industria de frituras. El
cultivo de papa se ubica en las areas de riego de la zona Norte del estado en los
municipios de Ahome y Guasave. Las principales variedades que se cultivan son
Alpha, Atlantic, Fianna y Diamante (SAGARPA-ASERCA, 2011).

En el ciclo agricola de la papa 2008-2009 en Sinaloa, este cultivo se vi6 afectado
en cuanto a su produccion debido a que los tubérculos presentaron sintomas que
los productores asociaron a la sarna comun. No existen estudios previos que nos
indiquen que la sarna comun haya estado presente en México y en Sinaloa
anteriormente, por lo que se especula que el patdégeno pudo haberse introducido

a la zona mediante tubérculo-semilla infectado.

El uso de agroquimicos para el control de patégenos ha sido la opcion que
muchos agricultores han utilizado; sin embargo, se ha demostrado que su uso no
es una alternativa eficaz ademas que ocasionan graves dafos a la salud, dafian

al medio ambiente y representan un alto costo en los sistemas de produccion.

Por ello resulta importante realizar estudios sobre identificacion y caracterizacion
del agente causal de la sarna comun de la papa en Sinaloa debido a que son
varias las especies causantes de la enfermedad y distintas sus condiciones de
desarrollo. Los resultados del presente trabajo contribuiran a la creacion de
estrategias de manejo acordes a las condiciones de los agroecosistemas de la

region.
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4. HIPOTESIS

e Streptomyces scabies y Streptomyces turgidiscabies se encuentran

asociadas a tubérculos de papa con sintomas de sarna comun en Sinaloa.

e Antagonistas nativos de la rizosfera de papa en Sinaloa muestran efecto

inhibitorio in vitro contra Streptomyces spp. asociadas a la sarna comun.
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5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar molecularmente Streptomyces spp. asociadas a la sarna comun de la

papa y evaluar in vitro antagonistas nativos de la rizosfera de papa en Sinaloa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Caracterizar molecularmente a las especies de Streptomyces asociadas a

la sarna comun de la papa en Sinaloa.

2) Evaluar in vitro antagonistas nativos de la rizosfera del cultivo de papa para

el control de la sarna comun en el mismo hospedante en Sinaloa.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Colecta de muestras de tubérculos y suelo de la rizosfera de plantas de

papa

Se colecté de 10 a 20 tubérculos de papa de 10 puntos de muestreo distribuidos
en la zona productora de papa en el Norte de Sinaloa (Ahome, Guasave y El
Fuerte). Para el muestreo de suelo de la rizosfera de papa se realizé el trazo de
un cuadrante y de cada lote se obtuvo una muestra compuesta de 5 sub-muestras
tomadas en las esquinas del cuadrante y en el centro del mismo. Las muestras de
suelo se secaron por 24 horas exponiéndolas al aire y posteriormente se pasaron
por un tamiz de 1 mm para eliminar material grueso del suelo; enseguida se

homogenizaron y se almacenaron a 4°C para estudios subsiguientes.
6.2 Aislamiento de Streptomyces spp.
6.2.1 Aislamiento de Streptomyces spp. de la rizosfera de papa

Se tomo una porcidén de 5 g de la muestra compuesta de suelo para realizar una
dilucion serial y purificar los microorganismos presentes en el suelo. Los 5 g de
suelo se disolvieron en 45 ml de agua destilada estéril, en un matraz estéril. Una
vez que se homogenizo, se tomaron 100 pl de esta dilucidn (1x 10?) y se agregé
a un tubo de cultivo estéril de 15 ml con 9.9 ml de agua destilada estéril; hasta
lograr una dilucién de 10”. Se tomaron 100 pl de cada una de las diluciones y se
sembraron por triplicado en cajas con medio de cultivo NPPC, selectivo para
Streptomyces. Las siembras se incubaron a una temperatura de 28 °C. Las
colonias se desarrollaron en las placas durante 14 dias se transfirieron con ayuda
de un asa y se resembraron en placas con medio Czapek con el fin de obtener
aislados puros de 3 a 4 dias a 28°C. Los aislados puros de las bacterias se
transfirieron a medio liquido CRM y se incubaron durante 16 horas a 37°C, una
vez crecido el aislado se tomaron 700 pl de éste y se deposité en un tubo
Eppendorf de 1.5 ml el cual contenia 300 pl de glicerol, los tubos se etiquetaron y

se almacenaron en un ultracongelador a -70°C.
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6.2.2 Aislamiento de Streptomyces spp. de lesiones de tubérculos de papa

Para el aislamiento de Streptomyces a partir de lesiones de tubérculos de papa se
tomaron pequefos trozos de tejido sintomatico. Las muestras se sumergieron en
alcohol al 96% por un minuto; se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril
por un minuto; y posteriormente se colocaron con 200 pyl agua destilada estéril
durante 5 minutos. De la suspension anterior se tomé una azada para sembrar
por estriado en cajas petri con agar NPPC y se incubaran a 28°C, durante 15
dias. Las colonias tipicas de Streptomyces se transfirieron de nuevo a cajas petri
con medio NPPC para su purificacion y se preservaron en glicerol al 30% a -70°C
(Pasarell et al., 1992).

6.3 Identificacion de Streptomyces spp.

Antes de realizar la identificacion molecular se analizé el crecimiento de las
colonias en agar NPPC y se realiz6 un escrutinio para descartar a los aislados
que no presentaron las caracteristicas morfoldgicas tipicas de Streptomyces spp.
Las colonias con caracteristicas del género Streptomyces (colonias de color
amarillento, rojizo o blanquecino de acuerdo al medio de cultivo usado y la
especie actinomiceto presente) se utilizaron en el desarrollo de este trabajo
(Hiltunen, et al., 2008).

6.4 Extracciones de DNA

6.4.1 Extraccion de DNA de aislados de Streptomyces spp.

La extraccion de DNA de aislados se realizé siguiendo la metodologia de Chen
and Kou en el 1993. La bacteria se inoculé en medio LB y se incubé a 37 °C de 16
a 18 horas con agitaciéon a 160 rpm. Posteriormente se transfirid a un tubo
Eppendorf 1.5 ul del indculo y se centrifugd a 13,000 rpm durante 3 minutos. Se
decanto el sobrenadante, se agregaron 1.5 yl mas de inoculo al tubo Eppendorf y
se volvio a realizar el mismo procedimiento las veces que fue necesario y

quedandonos con las pastilla solamente. La pastilla se resuspendié en 200 pl de
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buffer de lisis (40mM Tris-HCI, acido acético pH 8.0, 1 mM EDTA) y se agito.
Posteriormente se le adicion6 20 pyl de RNasa y se incub6 a 37 °C durante 30
minutos para remover proteinas y restos celulares. Después se adicionaron 200 pl
de NaCl 5M, se mezclé y se centrifugd a 13,000 rpm durante 10 minutos. Se
recuperd el sobrenadante en un tubo Eppendorf y se adiciond un volumen igual
de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 a -20 °C. La mezcla se agitd en un vortex
hasta obtener una solucién lechosa y se centrifugé a 13,000 rpm por 8 min. El
sobrenadante se transfirio a un tubo y el DNA se precipitdé con un volumen igual
de isopropanol al 100% a -20 °C y se centrifugd a 13,000 rpm por 8 min, se
decanto el sobrenadante y se lavé la pastilla con 1 ml de etanol al 70% a -20 °C y
se centrifugd a 13,000 rpm por 4 minutos. Se decantd el sobrenadante y se dejé
secar la pastilla que contenia el acido nucléico. Finalmente, se resuspendié en 30

Ml de agua bidestilada estéril y se almacend a -20 °C hasta su uso.

6.4.2 Extraccién de DNA de tejido de tubérculo de papa

Para extraer DNA total de tubérculos de papa con sintomas de la enfermedad se
utilizé el método de extraccion de CTAB al 3% (Zhang et al., 1998). Se maceraron
aproximadamente 0.3 gr. de tejido de tubérculo son sintomas de sarna comun en
tubos Eppendorf, con 200 pl de buffer CTAB al 3% (bromuro de cetil-trimetil-
amonio) el cual contenia 1.4 M de NaCl, 20 mM EDTA, 100mM Tris-HCI pH 8.0 y
0.2% de mercaptotanol, previamente disuelto a 60 °C en bafio de agua. Una vez
disuelto el buffer CTAB al 3% se adiciond el mercaptotanol, antes de realizar la
extraccion. Al tejido macerado se le adicion6 600 ul de CTAB y se incub6 a 60 °C
por 30 min, agitandose por inversion cada 5 min. Una vez concluida la incubacion
se agrego 600 ul de cloroformo-isoamilico (24:1) y se agitd por inversion varias
veces. Posteriormente se centrifugdé a 13,000 rpm por 10 min. Se transfirié la fase
superior acuosa a otro tubo. Se adicion6 7 pl de RNAsa (1ug/ul) y se incubd por
30 minutos a 37°C. Se adicioné 600 ul de isopropanol frio al 100% (-20°C).
Después de precipitar el DNA con isopropanol se centrifugé por 8 min a 13,000
rom, se decantd el sobrenadante y se lavo la pastilla con 1 ml de etanol al 70%.

Se centrifugd por 4 min a 13 000 rpm. Se decantd el sobrenadante y se dejé secar
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la pastilla que contenia los acidos nucléicos. Finalmente, se resuspendio en 30 pl

de agua biodestilada estéril y se almaceno a -20 °C hasta su uso.

6.5 Electroforesis de DNA

Por medio de la técnica de electroforesis en gel de agarosa se verifico la calidad
del DNA obtenido. Se utilizé un gel de agarosa al 0.8 % en TAE 1X con bromuro
de etidio (10 mg/ul). Al gel se cargaron 2 ul del DNA mezclado con 6 pl de agua
destilada estéril y 2 ul del buffer de carga (colorante naranja G). Posteriormente
se corrid en la camara de electroforesis con el Buffer TAE 1X a 80 V por 25 - 30
min. Finalmente se visualizé el DNA en un transiluminador de luz ultravioleta y los
resultados fueron registrados en un fotodocumentador de imagenes (GelDoc,
Biorad).

6.6 Deteccion de Streptomyces spp. mediante PCR

Para la deteccion de Streptomyces spp. se utilizdé los “primers” Sm6F (5 -
GGTGGCGAAGGCGGA -3') y Sm5R (5" -GAACTGAGACCGGCTTTTTGA-3"),
(Monciardini et al., 2002) que amplifican un fragmento de 620pb del gen 16S. La
técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizé en tubos
Eppendorf de 0.2 ml con un volumen total de reaccién de 25 ul conteniendo 1 X
de buffer, 2 Mm de MgCl,, 0.2 de nucledtidos trifosfatados (ANTP’s) y 1 unidad de
taqg DNA polimerasa (Invitrogen Cat. 18038-018). La mezcla se incub6 en un
termociclador automatico (Cycler™, BIORAD, E.U.A.) bajo las siguientes
condiciones: un ciclo a 95° C por 5 min; 35 ciclos de 45 seg a 94° C, 45 seg a 65°

Cy 1 min a72°C;y finalmente un ciclo a 72° C por 10 min.

Para la deteccion de especies patogénicas de Streptomyces se utilizd los
“‘primers” Nf (5° -ATGAGCGCGAACGGAAGCCCCGGA -3) y Nr (5 -
GCAGGTCGTCACGAAGGATCG-3") (Bukhalid et al.,, 1998) que amplifican un
fragmento de 720 pb del gen de patogenicidad Nec1 (Figura 5). La reaccion se
realizé en tubos Eppendorf de 0.2 ml con un volumen total de reaccion de 25 pl

conteniendo 1 X de buffer, 2 Mm de MgCl,, 0.2 de nucledtidos trifosfatados
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(dNTP’s) y 1 unidad de taqg DNA polimerasa (Invitrogen Cat. 18038-018). La
mezcla se incubd en un termociclador automatico (Cycler™, BIORAD, E.U.A.)
bajo las siguientes condiciones: un ciclo a 95 °C por 2 min; 30 ciclos de 1 min a 95

°C,1mina60°Cy2min a72°C;y finalmente un ciclo a 72 °C por 5 min.

Adicionalmente se utilizo los primers TxtAtB1 (5'-CCACCAGGACCTGCTCTTC-3')
y TxtAtB2 (5-TCGAGTGGACCTCACAGATG-3') (Wanner, 2006) que amplifican
un fragmento de 385 pb del gen de patogenicidad TxtAB. La reaccion se realizo
en tubos Eppendorf de 0.2 ml con un volumen total de reaccién de 25 pl
conteniendo 2 a 25 ng de DNA total, 1 X de buffer, 2 Mm de MgCl,, 0.2 de
nucleotidos trifosfatados (ANTP’s) y 1 unidad de taq DNA polimerasa (Invitrogen
Cat. 18038-018). La mezcla se incubo en un termociclador automatico (Cycler™,
BIORAD, E.U.A.) bajo las siguientes condiciones: un ciclo a 95 °C por 5 min; de
40 a 42 ciclos de 20 seg de desnaturalizacion; etapa de alineamiento a 30 seg por

48 °C y extension a 72 °C por 2 min. Finalmente un ciclo a 72 °C por 5min.

LS PLUSS L
3 ORFinp — nect >— ORF22

0.2 kb

Figura 5. Mapa de la ubicacion de los oligonucleétidos en los genes necl, ORFtnp y
ORF2

Se utilizd6 primers especificos para S. scabies, Scabl (5= -
CAACACTCTCGGGCATCCGA -3") y Scabll (5" -TTCGACAGCTCCCTCCTTAC -
3") que amplifican un fragmento de 1278 pb en la region 16S rDNA; para S.
turgidiscabies: Turgl (5° -CCTCGCATGGGGGTGGGTTA -3°) y Turgll (5" -
CGACAGCTCCCTCCCCGTAA -3°) que amplifican un fragmento de 1273 pb en la
region 16S rDNA y para S. aureofaciens: Aurl ( 5-TCCGCATGGGGGTTGGTG-3'
) y Aurll (5-TGTGAGTCCCCGACATTACT-3'), que amplifican un fragmento de
943 pb en la region 16S rDNA (Lehtonen et al., 2004). La reaccion se realizé en
tubos Eppendorf de 0.2 ml con un volumen total de reaccion de 25 ul conteniendo
100 ng de DNA total, 1 X de buffer, 2 Mm de MgCl,;, 0.2 de nucleodtidos
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trifosfatados (dNTP’s) y 1 unidad de tag DNA polimerasa (Invitrogen Life
Technologies, Brazil). La mezcla se incubé en un termociclador automatico
(iCycler-BioRad) bajo las siguientes condiciones: un ciclo a 95° C por 5 min;
posteriormente 35 ciclos de 95 °C por 30 seg, 55 °C por 30 seg, 72 °C por 80 seg
y 72 °C por 6 minutos. La temperatura de alineamiento para el caso de S. scabies,

S. turgidiscabies y S. aureofaciens fue de 59, 61 y 59°C, respectivamente.

6.7 Electroforesis de los productos amplificados

Para la visualizacién de los productos de PCR se prepar6 geles de agarosa al 1%.
Primeramente la agarosa se disolvio en 50 ml de TAE 0.5 X (40mM Tris-HCI,
acido acético pH 8.0, 1 mM EDTA) mediante calor en un horno de microondas por
un minuto aproximadamente; cuando su temperatura fue de 45°C se le agreg6 1l
de bromuro de etidio (10 mg/ul); se verti6 en la base de la camara de
electroforesis, una vez que la agarosa solidifico se coloc6 en la camara de
electroforesis y se cubrid el gel con buffer TAE 0.5. En cada pozo se cargo 2ul de
buffer de carga y 8ul de muestra. Se empled el marcador de peso molecular de
1kb DNA Ladder Pluss (Invitrogen, EUA, Cat. No. 15628-019). El proceso de
electroforesis se realizd con un voltaje de 85 V por un tiempo aproximado de 45
min. Finalmente se visualizé en un transiluminador de luz ultravioleta y se coloco
en un fotodocumentador de imagenes (Gel Doc, Biorad, E.U.A., Serie 76S/07929).

6.8 Clonacién y secuenciacion de Streptomyces spp.

6.8.1 Purificacion de los productos de PCR

La purificacion de los productos de PCR se realizd de acuerdo a las
especificaciones del proveedor del Kit Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System
(Promega). Se corrié un gel de agarosa con las muestras utilizando protocolos
descritos anteriormente en este trabajo. Primeramente se cortaron las bandas del
gel cuidando que el tiempo de irradiaciéon fuera el minimo y se registro el peso del
producto cortado. Al tubo Eppendorf con la banda de interés se le agregd 10 ul de

membrane binding Solution por cada 100 mg de gel de agarosa (v:v), se agité en
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un vortex, la mezcla se incubd de 50-60 °C por 10 minutos o hasta que la agarosa
se disolvi6 por completo, se agitdé de nuevo en vortex cada 2 minutos
aproximadamente con la finalidad de aumentar el radio de contacto. Se centrifugd
por un periodo corto de tiempo para bajar el liquido de las paredes y en la tapa del
tubo. La mezcla del gel disuelto se transfirié a la columna ensamblada y se incubd
1 minuto a temperatura ambiente. Después se centrifugo la columna a 14,000 rpm
por 1 minuto y se elimind el liquido que paso al tubo colector. Posteriormente se
lavaron las columnas y se le adicionaron 700 ul de soluciéon de lavado y se
centrifugd de nuevo a 14,000 rpm por 1 minuto; se eliminé lo retenido en el tubo
colector, el lavado se repiti6 ahora con 500 ul de solucion de lavado y se
centrifugd a 14,000 rpm durante 5 minutos. Se elimind cuidadosamente lo
retenido en el tubo colector y se centrifugd nuevamente con la columna
ensamblada por 1 minuto a 14,000 rpm. Se transfirid la columna a un tubo nuevo
y se le adicionaron 30 pl de agua libre de nucleasas directamente al centro de la
columna cuidando de no picar la membrana con la punta de la pipeta. Se incubé
por 1 minuto a temperatura ambiente y después se centrifugd a 14,000 rpm por 1
minuto. Finalmente se decantd la microcolumna y se almacend el DNA de a -
20°C. Para corroborar la recuperacion del DNA, se realizd una corrida
electroforética en un gel de agarosa al 1% con 2 pl de DNA purificado, 6 ul de
agua bidestilada estéril y 2 pl de buffer de carga (colorante G) para la visualizar la
banda de DNA.

6.8.2 Ligacion de productos de PCR

Los fragmentos de DNA amplificados por PCR vy purificacados se ligaron en el
vector de clonacién pGEM-T Easy Vector System (Promega, Cat. No. 157348,
EUA). Este vector posee en los extremos una base de timinas y el fragmento
amplificado por PCR, posee extremos con adeninas y por complementariedad y
con la accion de la enzima ligasa, el fragmento de PCR se une al vector
formandose una molécula de DNA circular. El procedimiento se realizdé de la
siguiente manera: Se mezclaron 4 pl de DNA amplificado por PCR y purificado,
0.5 ul de vector (25 ng/ml), 5.0 yL de buffer de clonacién (2X), 1 ul de T4 DNA

ligasa (3 U/ul) y 2.0 yl de agua biodestilada estéril. Posteriormente se dejo incubar
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la reaccion a 4 °C durante toda la noche. El producto de la ligacién se utilizé para

el proceso de transformacion de E. coli.

6.8.3 Transformacion de células competentes

La transformacion se realizé mediante el procedimiento descrito por el proveedor
del kit pGEm-T Easy Il Vector System (Promega Madison, WI, USA). Para el
proceso de transformacién se utilizaron cajas petri (dos por cada ligacién) con LB
sélido, ampicilina (100 mg/ml), IPTG (200ng/ml) (isopropil-B  D-
tiogalactopiranosida) y X-Gal (20 ng/ml) (5-bromo-4cloro-3-indol-3-D-
galactopiranosida). Las células competentes de E. coli (JIM 109, Cat. No. L2001,
Promega) se descongelaron sobre hielo agitdndose cuidadosamente por
inversion. En un tubo Eppendorf se colocaron entre 2 y 5 pl de la reaccién de
ligacion (dependiendo de la intensidad de la banda purificada). Posteriormente, se
adicionaron 50 pl de células competentes. Se mezclé la reaccion golpeando
ligeramente los tubos con los dedos. Rapidamente se colocaron los tubos en hielo
por 20 min, e inmediatamente se les dio un choque térmico por aproximadamente
45-50 seg en bano maria a 42° C (sin agitacion). Finalmente se regresaron los
tubos al hielo por dos min, se agregaron 900 pl de medio SOC (1% de triptona,
0.5 % de extracto de levadura, 8.5 mM de NaCl, 2.5 mM de KCI, 0.01 mM de
MgCl, 0.02 mM de glucosa) a los tubos que contenian las células transformadas
con las reacciones de ligacion y por ultimo se incubaron a 37 °C con agitaciéon a

160 rpm por 1.5 horas.

6.8.4 Extraccién de DNA plasmidico (Miniprep)

Las células transformadas (colonias de color blanco) se incubaron por 16 horas
en 5 ml de medio LB liquido con ampicilina a 37 °C con agitaciéon a 160 rpm.
Posteriormente se tomaron 1.5 ul del cultivo en un tubo Eppendorf y se
centrifugaron a 10, 000 rpm por 1 min. Se eliminé el sobrenadante y se agregaron
100 pl de la solucion 1 (50 mM Glucosa, 10 mM EDTA, 25 mM Tris HCI pH 8.0 y
1 mg/pl de RNasa). Se resuspendio invirtiendo el tubo 5 veces, se le agregaron
200 pl de solucion 2(75 ul de agua, 20 pl de 1N NaOH y 5 ul de 20% SDS), se
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homogenizo6 por inversién, se agregaron 150 uL de solucién 3 (24.6 g. de acetato
de sodio y pH de 8.0), se mezcld por inversion y se centrifugd a 10,000 rpm por 8
minutos y se decantd el sobrenadante. Se lavo la pastilla agregando al tubo 1 ml
de alcohol etilico al 70% y se centrifugd a 10,000 rpm por 3 min. Se decanto el
sobrenadante y se dejé secar la pastilla a temperatura ambiente eliminando el
alcohol. Finalmente se resuspendié la pastilla con 30 pyl de agua ultra pura
(Birboin y Doly, 1979).

6.8.5 Purificacion de DNA plasmidico

Para la extraccion del DNA plasmidico se cultivaron las células transformadas
(colonias de color blanco) por 16 horas en LB liquido con ampicilina a 37 °C y se
agitaron a 160 rpm. La extraccion del DNA plasmidico se realizé de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante del kit Rapid Plasmid Miniprep Purificacion
Systems (Marlingen Bioscience 50 cat. No 11453-016 Germany/USA)

6.8.6 Restriccion del DNA plasmidico

Para comprobar la presencia del fragmento ligado en el vector de clonacién, se
realizO una reaccion de restriccion con la enzima EcoR1 (4.8 pyL de agua
ultrapura, 1 puL de Buffer 10X, 0.2 yL de la enzima EcoR1 (40 U/uL) y 4 uyL DNA
plasmidico). La reaccién se incub6é por 2 horas a 37°C y se visualizdé por
electroforesis en un gel de agarosa al 1%, tehido con bromuro de etidio. Como
referencia se utilizé como marcador de peso molecular 1 kb plus (invitrogen,
E.UA).

6.8.7 Cuantificacién de DNA

La cuantificacién de DNA total se realizé con el Kit comercial Quant-it dSDNA HS
(Invitrogen Life Technologies, Brazil). En un tubo Falcén se prepard la solucion de
trabajo diluyendo el fluoréforo (picogreen) en el buffer (1:200). Para los
estandares, en tubos Eppendorf de 600 ul se colocaron 190 pl de la solucion de

trabajo y 10 yl de cada estandar, agitandose por dos a tres segundos. Para las
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muestras de DNA a evaluar se adicionaron 199 ul de la solucion de trabajo y 1 pl
de DNA total (dilucion 1:5). Todos los tubos se incubaron a temperatura ambiente
por 2 min. Posteriormente se procedié a la calibracion del fluorometro (Qubit,
Invitrogen, Life Technologies, Brazil) con los dos estandares y se tomo la lectura
para cada muestra. Los valores dados por el fluorbmetro son en ng/ml. Para
calcular la concentracion de las muestras se utilizé la siguiente ecuacion:

[DNA]= QF(ZOOj

X

Donde

QF =Valor dado por el fluorémetro
X = Numero de xL de DNA adicionados a cada tubo Eppendorf durante el ensayo

6.8.8 Secuenciacién y analisis

La secuenciacion de los productos directos de PCR se realiz6 utilizando el kit Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction, empleando un secuenciador ABI
PRISM 377 (Applied Biosystems, Foster City, CA) en el laboratorio de Quimica de
DNA del CINVESTAV-IPN Unidad Irapuato.

Las secuencias se compararon con secuencias reportadas en el Banco de genes
(GenBank) del Centro Nacional para la Informacion de Biotecnologia (NCBI-
National Center for Biotechnology Information) (http://www.ncbi.nih.gov/),
empleando el programa BLAST-N de dicho sitio para conocer el porcentaje de
identidad genética existente con secuencias ya reportadas y depositadas en el
banco.

Para la comparacion de las secuencias de los genes se utilizé el programa
MegAlign del software DNASTAR Lasergene (versién 7.0 Madison, Wisconsin,
USA).
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6.9 Pruebas in vitro y cinéticas de crecimiento

6.9.1 Efecto inhibitorio in vitro de bacterias de la rizosfera de papa contra

especies de Streptomyces

Para la realizacion de ensayos in vitro se retaron organismos nativos del Norte de
Sinaloa con potencial antagonista contra especies de Streptomyces asociadas a
la sarna comun de la papa (cuadro 2). Los bioensayos se realizaron utilizando la
técnica descrita por Hiltunen et al., 2008. La cepa de Streptomyces acidiscabies
se sembro en toda la placa de medio AB, con la ayuda de un oradador se tomo un
disco de agar de esta misma caja y en el orificio del agar se inoculé al posible
antagonista contra el patégeno de la sarna comun que previamente habian sido
crecidos en medio LB liquido a 30°C durante 16h a excepcion de Streptomyces
coelicolor que fue crecida a la misma temperatura pero en medio de cultivo CRM
durante 2 dias. Se realizaron cuatro repeticiones de cada caja y se incubaron por
5 dias a 28°C. Se recurrio al disefo experimental completamente al azar, este
tipo de disefio permitid determinar la diferencia en la efectividad de los posibles
antagonistas contra Streptomyces scabies. Para determinar la efectividad
biolégica de los antagonistas contra la especie de Streptomyces se midio el halo

de inhibicion.
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AISLADO

ORIGEN

Acinetobacter baumannii

Palos Blancos, Guasave. Sinaloa

Bacillus amyloliquefaciens

El Fuerte. Sinaloa

Bacillus megaterium

La Pilarica, Ahome. Sinaloa

Bacillus pumilus

Palos Blancos, Guasave. Sinaloa

Bacillus subtilis

Porofino, Ahome. Sinaloa

Bacillus simplex

Campo 35, Ahome. Sinaloa

Bacillus thuringiensis

La Pilarica, Ahome. Sinaloa

Paenibacillus illinoisensis

La Pilarica, Ahome. Sinaloa

Paenibacillus polymyxa

Palos Blancos, Guasave. Sinaloa

Pseudomonas lini

La Esmeralda, Guasave. Sinaloa

Streptomyces coelicolor

La Esmeralda, Guasave. Sinaloa

6.9.2 Cinética de bacterias antagonistas a especies de Streptomyces

patogénicas

Se tomd una azada de bacterias antagonistas y se sembrd en 5 ml de medio LB o

CRM dependiendo de la bacteria y se incubd a 30°C y rotacién constante a 200

rom durante 16 h. Posteriormente se tomaron 500ul del cultivo de bacterias

antagonistas a Streptomyces acidiscabies y se sembraron en 50 ml de medio LB

0 CRM liquido a 30°C a 200 rpm. Se tomé 1 ml de los antagonistas a diferentes

tiempos (Cuadro 3). Finalmente se midi6 la absorbancia (DO) a 595 nm durante

las 128 horas que dur6 el experimento.
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Cuadro 3. Periodos de incubacion después de la siembra a los que se midié
absorbancia para cada antagonista a especies patogénicas de Streptomyces

HORAS DESPUES DE LA ANTAGONISTA
SIEMBRA
0 Los 11 antagonistas
3 Los 11 antagonistas
6 Los 11 antagonistas
9 Los 11 antagonistas
12 Los 11 antagonistas
15 Los 11 antagonistas
18 Los 11 antagonistas
23 Los 11 antagonistas
27 Los 11 antagonistas
31 Los 11 antagonistas
35 Los 11 antagonistas
39 Los 11 antagonistas
48 Los 11 antagonistas
57 S. coelicolor
80 S. coelicolor
96 S. coelicolor
104 S. coelicolor
120 S. coelicolor
128 S. coelicolor

6.9.3 Conteo de UFC de organismos antagonistas a Streptomyces spp.

Después de los respectivos periodos de incubacion se tom6 1 ml de cada matraz
con los antagonistas y se depositaron en un tubo Eppendorf, posteriormente se
realizo la cuantificacion de UFC. Del tubo anterior se tomaron 100 pl y depositaron
en un tubo Eppendorf nuevo mas 900 ul de agua destilada. Se agitd muy bien
para que se mezclara el inoculo junto con el agua y lograr la dilucion 1X10™"; y asi
sucesivamente hasta lograr diluciones de 1X10° a 1X107 dependiendo del
organismo. Después de haber preparado las diluciones se mezclé nuevamente

cada tubo y se tomaron 100 ul de la dilucion, se realizé la siembra en las placas,
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las cuales se incubaron a 28°C durante 24 horas. Transcurrido el tiempo se

contaron las colonias por cada caja.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Localidades de muestreo

Se colectaron de 10 a 20 tubérculos de papa y 3 kg aproximadamente de suelo de
la rizosfera de plantas de papa en aéreas productoras de dicho tubérculo en
Sinaloa (Cuadro 4). Cabe recalcar que estos sitios fueron seleccionados debido a
reportes previos de sarna comun de la papa por los agricultores de esas regiones
(Figura 6).

Cuadro 4. Muestras de tubérculo de papa y suelo de la rizosfera colectados en el Norte
de Sinaloa

Zona Industrial N 25°47°54.0”
W108°54°15.6”
Pilarica N 25°48'22.2” 10
W108°56'21.2”
Ahome Santa Rosa N 25°53'03.9” 10
W108°51’16.9”
Claralu N 25°48'12.9” 12
W108°56'0.54”
Porofino N 25°51'22.2” 15
W108°52'34”
Palos Blancos N 25°31°01.9” 17
Sinaloa W108°18'45.5”
Ruiz Cortines N 25°43'27.5” 20
W108°43'56.8”
Guasave Las Colonias N 25°63'45.3” 14
W108°53'04.8”
La Esmeralda N 25°30'17.0” 16
W108°22'25.1”
El Fuerte Pinglinos N 25°50°27.8” 12

W108°55'08.9”

Todas las muestras se colectaron en el Norte de Sinaloa y se obtuvieron durante
el ciclo agricola 2009-2010.
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Figura 6. Ubicacion de sitios de muestreo en diferentes zonas productoras de papa en la
region Norte del estado de Sinaloa

7.2 Sintomatologia observada en follaje y tubérculos de papa

Los tubérculos muestreados en los municipios de Ahome, Guasave y El Fuerte
mostraron los sintomas tipicos de la sarna comun de la papa (Figura 7). La
severidad de la enfermedad fue evidente pues los tubérculos presentaban en su

superficie distintos dafios por sarna.

Los sintomas observados en los tubérculos de papa provenientes de las 10
localidades paperas fueron manchas color café claro de aspecto poroso, corchoso
y erupciones en la epidermis asi como algunas partes necroéticas, estos sintomas
en los tubérculos analizados concuerdan con los reportados por (Hiltunen, 2005),

estos presentaban sintomas parecidos a los encontrados en este trabajo.
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Figura 7. Tubérculos de papa con dafios por sarna comun

Los sintomas en follaje de plantas de papa no han sido bien documentados,
usualmente se reconoce que este patdégeno no ocasiona dafos el area foliar de
las plantas de papa y se limita solamente a sintomas en los tubérculos (Flores-
Gonzalez, 2008). En cambio Wanner (2009) reporta que puede haber dafios en
tallos subterraneos y en estolones de tejidos conductores a causa de la
enfermedad de la sarna que pueden ser tan severos que interrumpen estos
conductos, ocasionando sintomas foliares similares a los asociados a
enfermedades virales. Todas de las plantas de papa colectadas para este trabajo
se encontraban con algunos sintomas que podrian asociarse a virus o
deficiencias de algunos nutrientes; sin embargo, no podemos descartar la
posibilidad de que estos sintomas en el follaje sean ocasionados por el patdégeno
de la sarna comun. Los dafios ocasionados por esta enfermedad son variados y
dependen del tiempo que prevalezcan las condiciones que favorezcan su

desarrollo.
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7.3 Aislamiento y clasificacion de Streptomyces spp.

7.3.1 Aislados de Streptomyces spp. de rizosfera y tubérculos de papa en

Sinaloa

En medio NPPC (Nistatina, Polimixina, Penicilina y Ciclohexamida) se aislaron
Actinomicetos tanto de diluciones seriales de rizosfera como de tubérculos de
papa con sintomas de sarna comun, observandose una amplia diversidad
fenotipica de las colonias, pues variaron de circulares hasta amorfas presentando
diferentes coloraciones (Figura 8). Las caracteristicas corresponden a especies
de Streptomyces consignadas en la literatura especializada (Conn, et al., 1998).

Figura 8. Aislados de Streptomyces spp. en medio NPPC

Para el caso de rizosfera de plantas de papa se obtuvieron un total 1130 aislados
de los cuales 364 correspondieron a las cuatro localidades del municipio de
Guasave (Palos Blancos, Ruiz Cortines, Las Colonias y La Esmeralda), 655
aislados en las cinco localidades del municipio de Ahome (Zona industrial,
Pilarica, Claralu, Porofino y Santa Rosa) y en una localidad del municipio de El

Fuerte (Pinglinos) 111 aislados de Streptomyces spp. (Cuadro 5). Cabe recalcar
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que el mayor numero de aislados (14%) se obtuvo en el predio Santa Rosa,
Ahome Sinaloa (Figura 9).

Cuadro 5. Aislados de especies de Streptomyces obtenidos de rizosfera de papa en el
Norte de Sinaloa

Palos Blancos 65
Pinguinos 111
Ruiz Cortines 94
Las Colonias 76
Zona Industrial 108
Porofino 147
Santa Rosa 155
Claralu 125
Pilarica 120
La Esmeralda 129
La Palos
Esmeralda Blancos

11% 6%

Pinglinos
10%
Pilarica
11% Ruiz
Cortines

8%

Colonlas
7%

Z.
Industrial
9%

Porofino
13%

Figura 9. Porcentaje de aislados de Streptomyces spp. obtenidos de rizosfera de plantas
de papa en el Norte de Sinaloa
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También se obtuvieron 41 aislados de Streptomyces spp. de tubérculos de papa
de las diferentes localidades productoras de papa en la region norte del estado de
Sinaloa (Cuadro 6). En cuatro localidades del municipio de Guasave (Palos
Blancos, Ruiz Cortines, Las Colonias y La Esmeralda) se obtuvieron 23 aislados
de Streptomyces spp; en cinco localidades del municipio de Ahome (Zona
industrial, Pilarica, Santa Rosa, Claralu y Porofino) se obtuvieron 16 aislados y en

una localidad del municipio de El Fuerte (Pinguinos) solo 2 aislados.

Cuadro 6. Aislados de especies de Streptomyces obtenidos de tubérculos de papa con
sintomas de sarna en el Norte de Sinaloa

Palos Blancos 3
Pinglinos 2
Ruiz Cortines 13
Las Colonias
Zona Industrial
Porofino
Santa Rosa
Claralu

Pilarica

N B WDN B W O

La Esmeralda

En la localidad de Ruiz Cortines del municipio de Guasave se logré aislar un total
de 32% de asilados, resultando ser esta la localidad donde se aislé el mayor
numero de Streptomyces. Mientras que en la localidad de La Esmeralda el
numero de aislados fue menor con un 7% del total de los aislados de tubérculos

con sintomas de sarna comun (Figura 10).
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Figura 10. Porcentaje de aislados de Streptomyces spp. obtenidos de tubérculos de papa

con sintomas de sarna comun en el Norte de Sinaloa

7.3.2 Morfotipos de Streptomyces spp. aislados de rizosfera y tubérculos de

papa

Los 1171 aislados de Streptomyces de las 10 localidades del Norte de Sinaloa se

clasificaron de acuerdo a su morfologia (color, forma, tamafo), observandose 22

morfotipos distintos (Figura 11).
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Figura 11. Diferentes morfotipos de Streptomyces spp. aislados de tubérculo y rizosfera
de papa en Sinaloa

7.4 Técnicas moleculares

7.4.1 Extraccién de DNA de los aislados de Streptomyces spp.

Se obtuvo buena concentracion de DNA de Streptomyces spp. obtenidos de

rizosfera de plantas de papa (Figura 12).

Figura 12. DNA genomico total extraido de aislados de Streptomyces provenientes de
suelo de la rizosfera de papa por el método de Chen and Kuo (1993)

En cambio la extraccion de DNA directamente del sintoma de sarna de los
tubérculos fue de muy mala calidad y en algunos casos nada de concentracion de
DNA. Esto se debié a que las muestras fueron tomadas de las zonas corchosas
de la epidermis de los tubérculos y en esta zona es muy dificil obtener DNA
debido a que la zona corchosa esta formada por epidermis seca (células muertas)
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debido al efecto de la fitotoxina producida por especies patdogenas de
Streptomyces. Ademas que el patdogeno de la sarna se desarrolla en la parte
debajo de la epidermis de los tubérculos. Posteriormente se realizd una nueva
extraccion de DNA solamente que esta vez las muestras fueron tomadas
exclusivamente de la parte donde se encontraba el patdégeno, descartando la
parte superficial del tubérculo sintomatico, obteniéndose asi una buena
concentracion y calidad del DNA (Figura 13), en un tiempo de aproximadamente

dos horas y media.

Figura 13. DNA genomico total extraido de aislados de Streptomyces provenientes de
tubérculos de papa por el método de Zhang (1998)

Para la obtencion de un DNA de Streptomyces spp. aislados de tubérculos de
papa se procedid a sembrar las lesiones de sarna comun directamente en el
medio de cultivo NPPC y de ahi se obtuvieron aislados unicos de Streptomyces
con mejor calidad y concentracion de DNA que las extracciones obtenidas a partir

de tejido de tubérculo.

7.6 Deteccién molecular de Streptomyces spp. en rizosfera de papa en
Sinaloa

Mediante la técnica de PCR se detectaron cepas patdégenas de Streptomyces
presentes en la rizosfera de papa en las localidades muestreadas del Norte de
Sinaloa, amplificandose el fragmento esperado de 720 pb del gen Nec1 de

Streptomyces patogénicas (Figura 14).
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Figura 14. Deteccion por PCR con el gen Nec1 de Streptomyces patogénicas aisladas de
rizosfera de papa. La amplificacion se realizé en el gen Nec1 de Streptomyces
patogénicas con el par de primers Nf y Nr que amplifican un fragmento de 720 pb.
Carriles 1-2, La Pilarica; 3-6, Pinguinos; 7-8, Santa Rosa; 9-12, Las Colonias; (-) testigo
negativo; M, Marcador de peso molecular 1Kb plus (Invitrogen Life Technologies, Brazil).

En las localidades de Porofino, Palos Blancos, Pinguinos y Claralu se lograron
detectar 2 aislados por localidad correspondieron a especies patogénicas de
Streptomyces con los primers de patogenicidad de Streptomyces (Nf y Nr). Para
el caso de Las Colonias y la Zona industrial 6 fueron los aislados detectados con
los primers de patogenicidad. Solamente se obtuvo un aislado positivo en la
localidad de Santa Rosa. En La Pilarica y La Esmeralda se obtuvieron 3 y 5
aislados positivos. Finalmente en Ruiz Cortines se obtuvieron 4 detecciones y una
de ellas resultd ser positiva para Streptomyces scabies mediante primers

especificos para esta especie.

Los morfotipos de los aislados positivos para todas las comunidades fueron 1, 2,
3, 4 y 18. El morfotipo 2 presenta dos halos de color café y finalmente un halo de
color blanco, en cambio el morfotipo 18 presenta un crecimiento aglomerado color
negro, la morfologia del morfotipo 4 presenta varios halos color blanco, para el
caso del morfotipo 3 fue el que resultd positivo con primers especificos para
Streptomyces scabies mediante PCR, su morfologia es parecida al de una
telarafia color negro esto concuerda con lo descrito por Coombs en el 2003 que
logré aislar e identificar morfolégicamente especies de Streptomyces scabies.
Finalmente el morfotipo 1 tiene una morfologia en forma de telarafia color blanco.
Todo lo anterior nos dice que las cuatro especies patdégenas distintas entre ellas

ya que presentan morfologias totalmente distintas. El morfotipo 2 esta presente en
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todas las localidades donde fue detectado el patégeno (Cuadro 7) y pertenece

morfotipicamente a Streptomyces acidiscabies (Wanner, 2006).

Cuadro 7. Deteccion de especies de Streptomyces patogénicas mediante PCR aisladas
de rizosfera de papa en Sinaloa.

Palos Guasave 2y18
Blancos
Pingtinos El Fuerte 111 2 0 0 0 2y4
Ruiz Guasave 94 4 1 0 0 3,2
Cortines
Las Guasave 76 6 0 0 0 1,2
Colonias
Zona Ahome 108 6 0 0 0 2
Industrial
Porofino Ahome 147 2 0 0 0 2
Santa rosa Ahome 155 1 0 0 0 2
Claralu Ahome 125 2 0 0 0 1y2
Pilarica Ahome 120 3 0 0 0 2
La Guasave 129 5 1 0 0 2
Esmeralda

7.4.2 Deteccion molecular de Streptomyces spp. en tubérculos de papa en

Sinaloa

Se detectaron cepas patdégenas de Streptomyces presentes en tubérculos de
papa en la mayoria de las localidades muestreadas del Norte de Sinaloa,
amplificando el fragmento esperado de 720 pb del gen Nec1 de Streptomyces
patogénicas (Figura 15).
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Figura 15. Deteccion por PCR con el gen Nec1 de Streptomyces patogénicas aisladas de
tubérculos de papa. La amplificacion se realizd en el gen Nec1 de Streptomyces
patogénicas con el par de primers Nf y Nr que amplifican un fragmento de 720 pb.
Carriles 1-2, Ruiz Cortinez; carriles 3-6, Zona industrial, carriles 7-9, igual para todos
Pinguinos, 10; Las Colonias, 11; Palos Blancos, 12; Las Colonias, 13-14; Pinguinos, 15;
Las Colonias, 16; Santa Rosa, 17-18; Palos Blancos; 19; Ruiz Cortines, 20; Porofino, 21-
22; Zona industrial, 23-24; La Esmeralda, testigo negativo (-), testigo positivo (+), M,
Marcador de peso molecular de 1Kb plus (Invitrogen Life Technologies, Brazil)

Las bandas inespecificas que se logran identificar en el PCR se deben a que la
extraccion de DNA fue realizada directamente de las lesiones con sarna comun
de los tubérculos, no se realizo de un unico aislado. Por lo cual se decidio realizar
una nueva extraccion de DNA de aislados puros y un PCR cambiando los primers
que amplifican el gen Nec1 por los primers TXTATB1 y TXTATB2 que amplifican
los genes TxtA y TxtB de un fragmento de 385 pb. Se logré identificar dos
aislados positivos denominados CT33 y CT35 (Figura 16), correspondientes a la

localidad de La Esmeralda, Guasave, Sinaloa.
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1 234 56 78 91011- + M

Figura 16. Deteccion por PCR con el gen TxtAtB de Streptomyces patogénicas aisladas
de tubérculos de papa. La amplificacion se realizé en el gen TXTATB de Streptomyces
patogénicas con el par de primers TXTATB1 y TXTATB2 que amplifican un fragmento de
385 pb. Carril 1; CT25, 2; CT26, 3; CT27, 4; CT28, 5; CT29, 6; CT30, 7; CT31, 8; CT32,
9; CT33, 10; CT34; 11; CT35, testigo negativo (-), testigo positivo (+), M, Marcador de
peso molecular de 1Kb plus (Invitrogen Life Technologies, Brazil)

En los tubérculos de papa colectados en Ruiz Cortines, Las Colonias, Palos
Blancos y La Esmeralda (Municipio de Guasave) se detectaron de 1 a 3 aislados
positivos con los primers que amplifican los genes de patogenicidad asociados a
especies patdégenas de Streptomyces; en Santa Rosa y la Zona Industrial
(Municipio de Ahome) solamente se detectdé un aislado positivo para cada
localidad. No se logré ninguna deteccion con estos primers en las localidades de

Pingtinos, Porofino, Claralu y La Pilarica (Cuadro 8).

43




Analilia Rete Corral, 2011 (CIIDIR-SINALOA)

Cuadro 8. Deteccién de especies de Streptomyces patogénicas mediante PCR aisladas
de tubérculos con sintomas de sarna comun de la papa en Sinaloa

1 0 1

Palos Guasave 3

Blancos
Pingiinos El Fuerte 2 0 0 =
Ruiz Cortines Guasave 13 8 0 2
Las Colonias Guasave 5 1 0 3
Zona Ahome 3 1 0 2

Industrial
Porofino Ahome 4 0 0 -
Santa Rosa Ahome 2 1 0 1
Claralu Ahome 3 0 0 =
Pilarica Ahome 4 0 0 =
La Esmeralda Guasave 2 1 2 2

La presencia de los genes para la biosintesis de la taxtomina (TxtA y TxtB) se
estd convirtiendo en un indicador ampliamente utilizado para determinar la
patogenicidad en especies de Streptomyces (Qu et al., 2008). La taxtomina
solamente es conocida en especies patdgenas de Streptomyces y la presencia de
los genes TxtA y TxtB esta 100% relacionados con la produccion de taxtomina y

la enfermedad de la sarna comun de la papa (Wanner, 2006).

Especies patdgenas de Streptomyces no se habian detectado con anterioridad
mediante técnicas moleculares en campos de cultivo de papa en Sinaloa, sin
embargo con este trabajo podemos corroborar que el patégeno de la sarna comun
ya esta presente y esta ocasionando pérdidas en cuanto a produccion y valor en
el mercado de la papa en Sinaloa debido a que las variedades de papa en la

region son susceptibles al patdgeno de la sarna ademas que el tipo de suelo vy el
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clima que se tienen en los campos de cultivos de papa en la region son factores

que favorecen la incidencia de la enfermedad.

7.4.3 Clonacién de los aislados de Streptomyces spp.

Después del aislamiento de las especies patdogenas de Streptomyces en tubérculo
y suelo de la rizosfera de papa, se procedié a clonar los productos amplificados
por PCR de los genes Nec1, TxtA y TxtB, con la finalidad de confirmar que las

bandas amplificadas correspondian a los fragmentos esperados.

7.5 Anéalisis de secuencias

7.5.1 Andlisis de secuencias de los genes Necl, TxtA y TxtB

Los productos amplificados por PCR de la regién del gen Nec1 de 720 pb con los
primers Nf y Nr, fueron secuenciados. Dichas secuencias fueron comparadas con
otras ya reportadas previamente en el banco de datos mediante el programa Blast
Search The National Center For Biotechnology Information (NCBI) (Weeler et al.,
2000). Los resultados de las secuencias indican que los aislados presentaron un
99% de homologia con Streptomyces scabies (numero de acceso FN554891)
reportada en Estados Unidos de América también nos muestra una homologia del
99% con Streptomyces turgidiscabies (numero de acceso AY707080) reportada
en Estados Unidos de América y finalmente una homologia del 99% con
Streptomyces acidiscabies (numero de acceso AF073317) reportada también en
Estados Unidos de América. Por otro lado también se logroé obtener la secuencia
de Streptomyces coelicolor, la secuencia obtenida fue comparada con otras
previamente reportadas en el banco de datos (mediante el programa Blast Search
del Nacional Center for Biotechology Information (NCBI), http:// www.
ncbi.nim.nij.gov/blast) y se observé una homologia del 100% con un aislados de
Estados Unidos de América (numero de accesion AL939120.1). Streptomyces
coelicolor es una especie de Streptomyces que se caracteriza por producir
metabolitos secundarios y hasta el momento no hay reportes que indiquen que

sea patégena en plantas (Bentley, et al. 2002). Especies patogenas de
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Streptomyces contienen en su genoma islas de patogenicidad, elementos
genomicos que contienen genes para su sintesis taxonomica y otros genes de
virulencias que pueden ser transmitidos a otras especies de Streptomyces no
patogénicas debido su capacidad de transferencia horizontal de genes (Wanner
2009). En estudios recientes se han reportado nuevas especies fitopatdogenas de
Streptomyces que antes no lo eran. Streptomyces coelicolor reportada en este
trabajo pudo haber adquirido el gen de patogenicidad Nec1 debido a la THG
aunque no significa que pueda producir la sintesis para la necrosis de la
enfermedad de la sarna comun de la papa. También puede ser que los primers Nf
y Nr que amplifican el gen Nec1 no sean tan especificos. Esto puede
comprobarse con un estudio mas amplio del aislado de Streptomyces coelicolor
mediante de pruebas morfologicas, fitopatoldégicas como es el caso de los

postulados de Koch.

Los productos amplificados por PCR de la region del gen TxtAB de 600 pb con los
primers Sm6F y Smb5R fueron secuenciados. Dichas secuencias fueron
comparadas con otras ya reportadas previamente en el banco de datos mediante
el programa Blast Search The National Center For Biotechnology Information
(NCBI) Los resultados de las secuencias indican que los aislados presentaron un
100% de homologia con Streptomyces scabies (numero de acceso FN554891)
reportada en Estados Unidos de América y una homologia del 100% con
Streptomyces acidiscabies (numero de acceso AF255732) reportada también en

Florida, Estados Unidos de América.

Recientemente la informacién de la secuencia ha proporcionado una base
adecuada para la identificacion de las especies, con este analisis nos podemos
dar cuenta que los genes Nec1, TxtA y TxtB no son aptos para el analisis entre
especies de Streptomyces, sin embargo la utilizacion del gen 16S en bacterias es
el mas utilizado para la clasificacion de especies, este gen es altamente
conservado y ha proporcionado una variacion adecuada para la clasificacion de

género y frecuentemente clasificacion de especies.
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7.5.2 Andlisis de secuencias del gen 16S

Con base al analisis de secuencias 16S del gen se construy6 un arbol filogenético
de las 9 secuencias de Streptomyces spp. caracterizadas en este trabajo (Figura
17). En este proceso se consideraron secuencias de especies de Streptomyces
patogénicas bajadas del banco de genes procedentes de los paises de China,

México, Corea, Canada, Estados Unidos y Japon.
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L T-sINALOA
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Figura 17. Arbol filogenético de secuencias del gen 16S amplificado con el par de
primers Sm6F-Sm5R de Streptomyces spp. obtenidas en este trabajo y las reportadas en
el banco de genes (NCBI).
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En el arbol se puede observar claramente como se separan las especies
patdogenas de Streptomyces y una especie no patogénica, Los aislados de
Streptomyces spp. ZIR, LER y LCR se agrupan en la misma rama ratificando la
alta homologia existente entre ellas; estos aislados tienen una homologia del
100% con Streptomyces acidiscabies de Canada, Estados Unidos de Ameérica,
China y Japon. Aislados RCT y RCR se agrupan en una rama distinta de las
demas secuencias, sin embargo encuentran cercanamente relacionados a las
secuencias de Streptomyces acidiscabies con un 99% de homologia. SRR y PBT
se agrupan en una misma rama teniendo una homologia del 100% con
Streptomyces scabies de Canada y Estados Unidos. Finalmente ZIT se agrupa en
una rama con Streptomyces mexicanus proveniente de México con una

homologia del 100%.

En analisis filogenético indica que la especie de Streptomyces acidiscabies
asociadas a la sarna comun aisladas de Ruiz Cortines, Las Colonias y La
Esmeralda, Guasave y Zona Industrial en Ahome, Sinaloa pudo provenir de
campos de cultivos de papa de Canada y Estados Unidos debido a que la
mayoria de las variedades cultivadas en la region proceden de tubérculo-semilla
de esos paises al igual que Streptomyces scabies aislada de Palos Blanco,
Guasave y Santa Rosa Ahome, ademas que los paises de Canada y Estados
Unidos a nivel mundial son los mas afectados en cuanto a produccién y calidad

del cultivo de papa por la enfermedad de la sarna comun.

7.6 Pruebas in vitro y cinéticas de crecimiento

7.6.1 Bioensayos de antagonismo in vitro a Streptomyces patogénicas

Los 11 posibles antagonistas a Streptomyces acidiscabies fueron utilizados para
realizar los bioensayos in vitro encontrandose que cuatro aislados tenian
capacidad antagodnica a Streptomyces acidiscabies. Los aislados que mostraron

porcentaje de inhibicion mas altos fueron la 285 (Pseudomonas lini), 560 (Bacillus
simplex), 313 (Bacillus megaterium) y 201 (Streptomyces coelicolor) Figura 18.
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Figura 18. Capacidad antagénica de aislados de rizosfera de papa del Norte de Sinaloa a
Streptomyces acidiscabies. Resultados observados después de cuatro dias de la
inoculacion. Bioensayos realizados a 28° C. A) Aislado 285; B) Aislado 201 y C) Aislado
560.

Cuando los filtrados de los antagonistas fueron sembrados en presencia de
Streptomyces acidiscabies se pudo observar la inhibicién del crecimiento del
micelio cerca de la zona del disco y la inhibicion de la esporulacion fue cerca de la

zona de inhibiciéon del micelio.

Zonas de inhibicion:

1. Inhibicién baja: aislado 313 (Bacillus megaterium) y 560 (Bacillus simplex).
2. Inhibicién media: aislado 201(Streptomyces coelicolor).
3. Inhibicion alta: aislado 285 (Pseudomonas lini).

Los resultados de este trabajo mostraron que cuatro microorganismos, Bacillus
simplex (585), Bacillus megaterium (313), Streptomyces coelicolor (201) y
Pseudomonas lini (285), aislados de rizosfera de plantas de papa del Norte de

Sinaloa tienen efecto inhibitorio en el crecimiento de Streptomyces patogénicas en
49




Analilia Rete Corral, 2011 (CIIDIR-SINALOA)

pruebas in vitro. Hay muchos reportes previos (St-Ontage, et al., 2010 y Zhang, et
al., 2010) sobre el control biolégico de especies patdogenas de Streptomyces in
vitro pero ninguno tan efectivo como en este trabajo. El ensayo demostré que los
dos aislados Streptomyces coelicolor y Pseudomonas lini fueron igualmente
efectivas en la inhibicion del crecimiento de Streptomyces acidiscabies en todos
las condiciones probadas. Por el contrario los dos aislados de Bacillus mostraron

un efecto inhibitorio mucho menor.

El analisis estadistico del disefio completamente al azar con sus cuatro
repeticiones (Figura 19) nos indica que hay diferencias significativas entre los
tratamientos por lo cual se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipotesis
alternativa. Los tratamientos que no presentaron ningun efecto antagoénico a
Streptomyces  acidiscabies fueron: Acinetobacter baumannii, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis
Paenibacillus illinoisensis, Paenibacillus polymyxa con halos de inhibicién de cero
cm, posteriormente Bacillus simplex junto con Bacillus megaterium presentaron
medias de halos de inhibicion de van de 0.2 a 0.4 cm. Streptomyces coelicolor
presento un efecto antagonico de 1.17 cm, finalmente Pseudomonas lini fue el
que presentd mayor efecto antagdnico entre los tratamientos probados en este
trabajo con una media del halo de inhibicion de 1.42 cm (Cuadro 9). La desviacion

estandar de los tratamientos varié de 0 a 0.125.
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Figura 19. Efecto de antagonismo in vitro a Streptomyces acidiscabies

Cuadro 9. Medias de halos de inhibicion de cada tratamiento contra Streptomyces
acidiscabies

1 0 Acinetobacter baumannii
2 0 Bacillus amyloliquefaciens
3 0.375 Bacillus megaterium

4 0 Bacillus pumilus

5 0 Bacillus subtilis

6 0.275 Bacillus simplex

7 0 Bacillus thuringiensis

8 0 Paenibacillus illinoisensis
9 0 Paenibacillus polymyxa
10 1.425 Pseudomonas lini
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11 1.175 Streptomyces coelicolor

12 0 Control

Estos datos concuerdan con lo reportado por Han (2005) en donde utilizan
Bacillus spp. pues estas cepas tuvieron efecto inhibitorio contra la sarna comun
con halos de inhibicion de 22 mm, Han demostré que estas especies producian
lturina A y Microlactina, las cuales muestran efecto contra Fusarium oxysporum.
Este trabajo sugiere que esta especie de Bacillus es un buen candidato para el
control de la sarna comun de la papa. St-Ontage (2010) en un estudio demostré
que Pseudomonas spp. inhiben significativamente el crecimiento de Streptomyces
scabies debido a su capacidad para alterar la expresion de genes de la biosintesis
de taxtominas (Nec1, tomA, txtA y txtC) y encontrandose halos de inhibicion en
las pruebas in vitro de aproximadamente 1 cm., la produccién de un compuesto
llamado PCA (acido fenazina 1 carboxilico) producido por Pseudomonas spp. esta
involucrado en la inhibicion del crecimiento de la sarna y en la represion de la
patogenicidad y virulencia asociadas a la expresidon génica. Para el caso
Streptomyces coelicolor produce un antibiético llamado undecilprodiogisina
aunque no se han realizado estudios donde se reporte que tiene efecto inhibitorio
contra Streptomyces scabies u otro patégenos causante de la sarna comun de la
papa (Luti, 2011). Se han utilizados especies de Streptomyces contra otros
patdgenos en plantas como es el caso de Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, que en el trabajo de Zhang (2010) Streptomyces spp. presentd un
claro efecto de antibiosis a Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis.
Hiltunen (2008) realizé experimentos in vitro contra una especie de Streptomyces
patogénica utilizando como antagonista una especie de Streptomyces no
patogena la cual suprimié el desarrollo de la sarna comun de la papa ocasionada
por la especie patdogena de Streptomyces bajo condiciones experimentales de
invernadero, estos datos fueron consistentes con los claros efectos inhibitorios

que estas cepas mostraron en el crecimiento de la Streptomyces patogena.
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7.6.2 Cinética de crecimiento de bacterias antagonistas a Streptomyces

patogénicas

Para conocer las fases de crecimiento se realizo la cinética de crecimiento de los
cuatro mejores aislados contra Streptomyces acidiscabies. Como se puede
observar en la figura 20 el aislado 285 alcanzo6 su fase estacionaria a las 15 horas
al igual que el aislado 560, mientras que el aislado 313 la alcanzé a las 27 horas y

finalmente el aislado 201 alcanzd su fase estacionaria a las 46 horas.
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Figura 20. Cinética de crecimiento de los aislados antagonistas a Streptomyces
acidiscabies. 285 (Pseudomonas lini), 560 (Bacillus simplex), 313 (Bacillus megaterium) y
201 (Streptomyces coelicolor)

La cinética de crecimiento bacteriano constituye una de las operaciones mas
utilizadas por la biotecnologia por ello es importante conocer los diferentes
mecanismos de crecimiento, asi como también la forma de cuantificacién de los
mismos y sus formas de aplicacidbn para poder crear estrategias de control
biolégico. Los aislados que tuvieron efecto antagonista a Streptomyces
acidiscabies tienen distintos tiempos de crecimiento, se pudo observar que los
dos Bacillus y Pseudomonas lini tienen un crecimiento mucho mas rapido que

Streptomyces coelicolor.
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7.6.3 Conteo de UFC de antagonistas a Streptomyces patogénicas

Para conocer la densidad de inoculo optima del antagonista se realizé la
determinacién de unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL) éptimas
del antagonista a Streptomyces acidiscabies se realizo la siembra y el conteo en
placa de las UFC de los diferentes antagonistas a diferentes horas y diluciones
(Cuadro 10y 11).

Cuadro 10. Tiempos y diluciones tomadas para el conteo de UFC de para Bacillus y
Pseudomonas

Tiempo Dilucidn y (numero de cajas por dilucion entre paréntesis)
(horas) Aislado 285 Aislado 560 Aislado 313
0 -1(2);-2(3);-3(3) -1(2);-2(3);-3(3) -1(2);-2(3);-3(3)
6 -3(3); -4 (3)
9 -2(2);-3(3);-4(3) -4 (3);-5(3); -6 (3) -3(2);-4(3);-5(3);-6 (1)

15 -3(3);-4(3);-5(3);-6 (1) | -4(2);-5(3);-6(3);-7 | -4(2);-5(3);-6(3);-7 (1)
(1)

21 -4 (3); -5 (3); -6 (3) -4 (2); -5 (3); -6 (3); -7 (1)
27 -3(2);-4(3); -5 (3) -4 (3);-5(3); -6 (3) -4(2);-5(3); -6 (3); -7 (1)
35 -5(3); -6 (3)

Los numeros negativos afuera de los paréntesis corresponden al numero de
dilucion que fue tomada para el conteo de UFC, los numeros dentro de los
paréntesis indican el numero de repeticiones y en los espacios en blanco no se

tomd ninguna muestra.
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Cuadro 11. Tiempos y diluciones tomadas para el conteo de UFC de para Streptomyces
coelicolor

Tiempo (horas) Diluciones del aislado 201
0 -1(2);-2(3); -3 (3)
12 -1(2);-2(3); -3 (3)
24 -3(3);-4(3);-5(3)
36 -4(2);-5(3); -6 (3);-7 (1)
48 -5(3);-6 (3); -7 (1)
60 -5(3); -6 (3); -7 (1)
72 -5(3);-6 (3); -7 (1)
84 -5(3);-6 (3); -7 (1)

Como se puede observar en la cinética de UFC para Bacillus megaterium contra
Streptomyces acidiscabies (Figura 21) la concentracion maxima se alcanza en un

tiempo de aproximadamente 27 h 'y es de 49X10° UFC/m.

Bacillus megaterium (313)
60.0
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20.0

UFC (10€) / mL

0.0

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tiempo de incubacidn (horas)

Figura 21. Cinética de UFC para Bacillus megaterium

Para el caso de Bacillus simplex la concentracion maxima se alcanza en un

periodo de incubacion de 27 h con una poblacién de 157X10° UFC/ml (Figura 22).
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Bacillus simplex (560)
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Figura 22. Cinética de UFC para Bacillus simplex

Comparando tanto las cinéticas de crecimiento como las cinéticas de UFC para
las dos especies de Bacillus nos podemos dar cuenta que alcanzan su fase
estacionaria aproximadamente al mismo tiempo, aunque las concentracion de

UFC en el caso de Bacillus simplex es mucho mayor que la de Bacillus
megaterium.

Como se puede observar en la cinética de UFC para Streptomyces coelicolor
(Figura 23) la concentracion maxima de unidades formadoras de colonia la

alcanza en un tiempo de aproximadamente 48 h y es de 48X10° UFC/ml.

Streptomyces coelicolor (201)

60.0
50.0
40.0
30.0
20.0
10.0

00 & —

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

UFC (10°¢) / mL

Tiempo de incubacidn (horas)

Figura 23. Cinética de UFC para Streptomyces coelicolor
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Finalmente en la cinética de UFC para Pseudomonas lini (Figura 24) la
concentracion maxima de unidades formadoras de colonia la alcanza en un

tiempo de aproximadamente 15 horas y es de 11X10° UFC/ml.

Pseudomonas lini (285)
15.0
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0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tiempo de incubacion (horas)

Figura 24. Cinética de UFC para Pseudomonas lini

Al finalizar la etapa exponencial de su desarrollo y alcanzar su fase estacionaria,
los microorganismos dejan de producir sus metabolitos primarios que son los que
le ayudan a adaptarse al medio de cultivo y reproducirse, durante la fase
estacionaria ya no se incrementa el nUmero de microorganismos y es en esta
etapa donde comienzan a producir sus metabolitos secundarios. Los resultados
de este trabajo obtenidos de las cinéticas de UFC son de gran importancia debido
a que nos indican a que tiempo se alcanza la mayor concentracion del aislado
bacteriano y la produccidn O6ptima de metabolitos secundarios que muy
probablemente estén relacionados con su efecto antagonista a Streptomyces
acidiscabies debido a que estos aislados producen antibiéticos que inhiben el
crecimiento y desarrollo del patégeno de la sarna comun de la papa encontrada
en Sinaloa, ademas que estos resultados seran la base de otros trabajos donde
se realicen pruebas de antagonismo a nivel invernadero o campo para controlar a
Streptomyces acidiscabies asociada a patogenicidad localizada en el Norte de

Sinaloa.

Se cumplid la primera hipotesis de este trabajo de investigacion de que
Streptomyces scabies y Streptomyces turgidiscabies se encuentran asociadas a

tubérculos de papa con sintomas de sarna comun en Sinaloa ya que se logro
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identificar y caracterizar a Streptomyces scabies pero no se encontré6 a

Streptomyces turgidiscabies, sin embargo se logré identificar y caracterizar a

Streptomyces acidiscabies que es otra especie patdgena causante de la sarna

comun de la papa y esta relacionada con los sintomas en los tubérculos de papa

colectados en este estudio. La segunda de las hipétesis de este trabajo también

fue cumplida debido a que se logré identificar mediante pruebas in vitro aislados

con capacidad de antagonica a Streptomyces acidiscabies.
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8. CONCLUSIONES

Se aislaron 1171 cepas de Streptomyces spp. de rizosfera y tubérculo de

papa en el ciclo agricola 2009-2010 en el Norte de Sinaloa.

Se encontraron 22 morfotipos distintos de Streptomyces spp. en rizosfera y

tubérculos de papa en el ciclo agricola 2009-2010 en el Norte de Sinaloa.

Se identificd y caracterizd Streptomyces scabies de rizosfera y tubérculos
de papa procedentes de las localidades de Santa Rosa, Ahome y Palos

Blancos, Guasave, Sinaloa.

Se identificé y caracteriz6 Streptomyces acidiscabies de rizosfera vy
tubérculos de papa procedentes de las localidades de Ruiz Cortines, Las
Colonias, La Esmeralda, en Guasave y Zona Industrial, Porofino en

Ahome, Sinaloa.

Se identificaron cuatro aislados antagonistas a Streptomyces acidiscabies
en las pruebas in vitro, Bacillus simplex (585), Bacillus megaterium (313),
Streptomyces coelicolor (201) y Pseudomonas lini (285), resultando este
ultimo el que presentd el mayor efecto antagonico con un halo de inhibicién
de 1.42 cm.

Es el primer reporte de deteccion y caracterizacion de especies patégenas
de Streptomyces mediante técnicas moleculares en cultivos de papa en

Sinaloa.
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9. RECOMENDACIONES

Realizar analisis de distribucion de especies de Streptomyces causantes

de la sarna comun de la papa en Sinaloa.

Trabajar con una caracterizacion del banco de Streptomyces spp. debido a
que hay una gran variedad de aplicaciones biotecnoldgicas para este

género tales como el control bioldgico.

Realizar pruebas de hemodlisis al banco de Streptomyces para la
identificacion de aquellos aislados con potencial para producir dafios al ser
humano y poder eliminarlos antes utilizarlos para los bioensayos en

invernadero y campo.

Realizar postulados de Koch debido a que esta serie de experimentos se
ajustan a los criterios necesarios para poder establecer la relacion causal

entre un organismo especifico y una enfermedad especifica.

Realizar las pruebas control biolégico tanto en invernadero como en campo
contra Streptomyces causantes de la sarna comun utilizando como
potentes antagonistas Bacillus simplex, Bacillus megaterium, Streptomyces
coelicolor y Pseudomonas lini. Esto con el fin de tener un conocimiento

mas amplio sobre el control biolégico de estos antagonistas.
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Anexo 1
Secuencias de los genes TxtAB obtenidas a partir de tubérculos de

papa con sintomas de sarna comun colectados en el Norte de

Sinaloa.
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>RCT-SINALOA
TCGAGTGGACCTCACAGATGATGGGATCGGACGGGCTGGCCCTGGGAGTCACTGCAGTGG
GAGGTCCTGGACGCGGAGATCGGGATCCTTCAACAACAGGGACAGCACGACTTCGTACTG
CTGGGCGAGCCGGACGACCGTGTCGTCGCGCAGCAGCCCGCTCTGGTACTGGATGTGGCT
GCGCAGCGTCCCGCCGTCCGCGGCGGAGGCCAGATGCTCCACGGTCCACAGCACCGGATA
GCGGGCGGATTCGCTCGCCGGCCGTGGGCCGGGACTGATGGTGAGGCCCGGCAGGTCGGC
CGGCGGAGCTGCGACCGTGCGCAGGACGAGTGACACCTGGGGCGGTGGCACGTCGGCCAG
GCGCTCGAAGAGCAGG

>ZIT-SINALOA
TCGAGTGGACCTCACAGATGATGGGATCGGACGGGCTGGCCCTGGGAGTCACTGCAGTGG
GAGGTCCTGGACGCGGAGATCGGGATCCTTCAACAACAGGGACAGCACGACTTCGTACTG
CTGGGCGAGCCGGACGACCGTGTCGTCGCGCAGCAGCCCGCTCTGGTACTGGATGTGGCT
GCGCAGCGTCCCGCCGTCCGCGGCGGAGGCCAGATGCTCCACGGTCCACAGCACCGGATA
GCGGGCGGATTCGCTCGCCGGCCGTGGGCCGGGACTGATGGTGAGGCCCGGCAGGTCGGC
CGGCGGAGCTGCGACCGTGCGCAGGACGAGTGACACCTGGGGCGGTGGCACGTCGGCCAG
GCGCTCGAAGAGCAGG
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Anexo 2
Secuencias del gen Nec1 obtenidas a partir de rizosfera y tubérculos

de papa con sintomas de sarna comun colectados en el Norte de

Sinaloa.
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>LCR-SINALOA
ATGAGCGCGAACGGAAGCCCCGGACGTAACGGGGCCTACCAGTGCTTGGGCCGGTATGCT
TCTTCCTGAAAGCGCCTTTTAAAACACCTCGCCTGCAGAGAGGACGTGTAGTGAATCTGA
AAATTCGCACTCTTGGAGATCTCATGCGAACCTCTGGAGTGACGCCAAAGACTCAATCAA
GTTCGCCAAAGCGTCGCGTTCTTACGAGCCCTGCGACTATTCTCGCCGCGTCGGGCGTTG
TGGTCGCAAATCCTTCCGCTGCGTTCGCCAATTCCACCTTCACTGCTGTGGGGTATTGCG
ACACGAATTACCAGTGTGCGGGAGGTAGTGGCTCGAGTAGCAGATGGTCAGTGAATTTCG
ATGACGGGCCGACGGTATCGACAATTGACCTCCATGAACTGTACCGCGACCAGAGCGACA
CCATGTCCTCCTTTCGCATTCTCGGGAGTGTGATGTCGCGCGCCAATCACCCGAATGAAA
CAGTCACGATTCATCAGCAATTTTATCGAGACAATGGCGGGCAGGTGCCGCTCGGAGAGT
ACGAAACACGGTTCAGGGCGAGCAGCTCCAATAATGCCCAGCGCTTCAATTTCGATCAAG
GCATACCCAATTTGCCGTGGAATGACCAGGTGTCGTCGGTTGCTATATGGATAACGAGAA
AGTAGCTGACTGGCCTTAAAGAAGCTCGATCCTTCGTGACGACCTGC

>LER-SINALOA
ATGAGCGCGAACGGAAGCCCCGGACGTAACGGGGGCCAACCAGTGCTTGGGCCGGTATGC
TTCTTCCTGAAAGCGCCTTTTAAAACACCTCGCCTGCAGAGAGGACGTGTAGTGAATCTG
AAAATTCGCACTCTTGGAGATCTCATGCGAACCTCCGGAGTGACGCCAAAGACTCAATCA
AGTTCGCCAAAGCGTCGCGTTCTTACGAGCCTTGCGACCATTCTCGCCGCGTCGGGCGTT
GTGGTCGCAAATCCTTCCGCTGCGTTCGCCAATTCCACCTTCACTGCTGTGGGGTATTGC
GACACGAATTACCAGTGTGCGGGAGGTAGTGGCTCGAGTAGCAGATGGTCAGTGAATTTC
GATGACGGGCCGACGGTATCGACAATTGACCTCCATGAACTGTACCGCGACCAGAGCGAC
ACCATGTCCTCCTTTCGCATTCTCGGGAGTGTGATGTCGCGCGCCAATCACCCGAATGAA
ACAGTCACGATTCATCAGCAATTTTATCGAGACAATGGCGGGCAGGTGCCGCTCGGAGAG
TACGAAACACGGTTCAGGGCGAGCAGCTCCAATAATGCCCAGCGCTTCAATTTCGATCAA
GGCATACCCAATTTGCCGTGGAATGACCAGGTGTCGTCGGTTGCTATATGGATAACGAGA
AAGTAGCTGACTGGCCTTAAAGAAGCTCGATCCTTCGTGACGACCTGC

>PBR-SINALOA
ATGAGCGCGAACGGAAGCCCCGGACGTAACGGGGGCCAACCAGTGCTTGGGCCGGTATGC
TTCTTCCTGAAAGCGCCTTTTAAAACACCTCGCCTGCAGAGAGGACGTGTAGTGAATCTG
AAAATTCGCACTCTTGGAGATCTCATGCGAACCTCCGGAGTGACGCCAAAGACTCAATCA
AGTTCGCCAAAGCGTCGCGTTCTTACGAGCCTTGCGACCATTCTCGCCGCGTCGGGCGTT
GTGGTCGCAAATCCTTCCGCTGCGTTCGCCAATTCCACCTTCACTGCTGTGGGGTATTGC
GACACGAATTACCAGTGTGCGGGAGGTAGTGGCTCGAGTAGCAGATGGTCAGTGAATTTC
GATGACGGGCCGACGGTATCGACAATTGACCTCCATGAACTGTACCGCGACCAGAGCGAC
ACCATGTCCTCCTTTCGCATTCTCGGGAGTGTGATGTCGCGCGCCAATCACCCGAATGAA
ACAGTCACGATTCATCAGCAATTTTATCGAGACAATGGCGGGCAGGTGCCGCTCGGAGAG
TACGAAACACGGTTCAGGGCGAGCAGCTCCAATAATGCCCAGCGCTTCAATTTCGATCAA
GGCATACCCAATTTGCCGTGGAATGACCAGGTGTCGTCGGTTGCTATATGGATAACGAGA
AAGTAGCTGACTGGCCTTAAAGAAGCTCGATCCTTCGTGACGACCTGC

>PIR-SINALOA
CAAGTTCGCCAAAGCGTCGCGTTCTTACGAGCCCTGCGACTATTCTCGCCGCGTCGGGCG
TTGTGGTCGCAAATCCTTCCGCTGCGTTCGCCAATTCCACCTTCACTGCTGTGGGGTATT
GCGACACGAATTACCAGTGTGCGGGAGGTAGTGGCTCGAGTAGCAGATGGTCAGTGAATT
TCGATGACGGGCCGACGGTATCGACAATTGACCTCCATGAACTGTACCGCGACCAGAGCG
ACACCATGTCCTCCTTTCGCATTCTCGGGAGTGTGATGTCGCGCGCCAATCACCCGAATG
AAACAGTCACGATTCATCAGCAATTTTATCGAGACAATGGCGGGCAGGTGCCGCTCGGAG
AGTACGAAACACGGTTCAGGGCGAGCAGCTCCAATAATGCCCAGCGCTTCAATTTCGATC
AAGGCATACCCAATTTGCCGTGGAATGACCAGGTGTCGTCGGTTGCTATATGGATAACGA
GAAAGTAGCTGACTGGCCTTAAAGAAGCTCGATCCTTCGTGACGACCTGC

>POR-SINALOA

ATGAGCGCGAACGGAAGCCCCGGACGTAACGGGGGCCAACCAGTGCTTGGGCCGGTATGC
TTCTTCCTGAAAGCGCCTTTTAAAACACCTCGCCTGCAGAGAGGACGTGTAGTGAATCTG
AAAATTCGCACTCTTGGAGATCTCATGCGAACCTCCGGAGTGACGCCAAAGACTCAATCA
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AGTTCGCCAAAGCGTCGCGTTCTTACGAGCCTTGCGACCATTCTCGCCGCGTCGGGCGTT
GTGGTCGCAAATCCTTCCGCTGCGTTCGCCAATTCCACCTTCACTGCTGTGGGGTATTGC
GACACGAATTACCAGTGTGCGGGAGGTAGTGGCTCGAGTAGCAGATGGTCAGTGAATTTC
GATGACGGGCCGACGGTATCGACAATTGACCTCCATGAACTGTACCGCGACCAGAGCGAC
ACCATGTCCTCCTTTCGCATTCTCGGGAGTGTGATGTCGCGCGCCAATCACCCGAATGAA
ACAGTCACGATTCATCAGCAATTTTATCGAGACAATGGCGGGCAGGTGCCGCTCGGAGAG
TACGAAACACGGTTCAGGGCGAGCAGCTCCAATAATGCCCAGCGCTTCAATTTCGATCAA
GGCATACCCAATTTGCCGTGGAATGACCAGGTGTCGTCGGTTGCTATATGGATAACGAGA
AAGTAGCTGACTGGCCTTAAAGAAGCTCGATCCTTCGTGACGACCTGC

>RCR-SINALOA
ATGAGCGCGAACGGAAGCCCCGGACGTAACGGGGGCCTACCAGTGCTTGGGCCGGTATGC
TTCTTCCTGAAAGCGCCTTTTAAAACACCTCGCCTGCAGAGAGGACGTGTAGTGAATCTG
AAAATTCGCACTCTTGGAGATCTCATGCGAACCTCTGGAGTGACGCCAAAGACTCAATCA
AGTTCGCCAAAGCGTCGCGTTCTTACGAGCCCTGCGACTATTCTCGCCGCGTCGGGCGTT
GTGGTCGCAAATCCTTCCGCTGCGTTCGCCAATTCCACCTTCACTGCTGTGGGGTATTGC
GACACGAATTACCAGTGTGCGGGAGGTAGTGGCTCGAGTAGCAGATGGTCAGTGAATTTC
GATGACGGGCCGACGGTATCGACAATTGACCTCCATGAACTGTACCGCGACCAGAGCGAC
ACCATGTCCTCCTTTCGCATTCTCGGGAGTGTGATGTCGCGCGCCAATCACCCGAATGAA
ACAGTCACGATTCATCAGCAATTTTATCGAGACAATGGCGGGCAGGTGCCGCTCGGAGAG
TACGAAACACGGTTCAGGGCGAGCAGCTCCAATAATGCCCAGCGCTTCAATTTCGATCAA
GGCATACCCAATTTGCCGTGGAATGACCAGGTGTCGTCGGTTGCTATATGGATAACGAGA
AAGTAGCTGACTGGCCTTAAAGAAGCTCGATCCTTCGTGACGACCTGC

>ZIR-SINALOA
ATGAGCGCGAACGGAAGCCCCGGACGTAACGGGGGCCAACCAGTGCTTGGGCCGGTATGC
TTCTTCCTGAAAGCGCCTTTTAAAACACCTCGCCTGCAGAGAGGACGTGTAGTGAATCTG
AAAATTCGCACTCTTGGAGATCTCATGCGAACCTCCGGAGTGACGCCAAAGACTCAATCA
AGTTCGCCAAAGCGTCGCGTTCTTACGAGCCTTGCGACCATTCTCGCCGCGTCGGGCGTT
GTGGTCGCAAATCCTTCCGCTGCGTTCGCCAATTCCACCTTCACTGCTGTGGGGTATTGC
GACACGAATTACCAGTGTGCGGGAGGTAGTGGCTCGAGTAGCAGATGGTCAGTGAATTTC
GATGACGGGCCGACGGTATCGACAATTGACCTCCATGAACTGTACCGCGACCAGAGCGAC
ACCATGTCCTCCTTTCGCATTCTCGGGAGTGTGATGTCGCGCGCCAATCACCCGAATGAA
ACAGTCACGATTCATCAGCAATTTTATCGAGACAATGGCGGGCAGGTGCCGCTCGGAGAG
TACGAAACACGGTTCAGGGCGAGCAGCTCCAATAATGCCCAGCGCTTCAATTTCGATCAA
GGCATACCCAATTTGCCGTGGAATGACCAGGTGTCGTCGGTTGCTATATGGATAACGAGA
AAGTAGCTGACTGGCCTTAAAGAAGCTCGATCCTTCGTGACGACCTGC

>C1 Streptomyces coelicolor

CGAGCCGACGGTCGGGGCGGCGGTGTGGGCGTCGGGCAACCAGCTGTGCAGCGGCCACAT
CGGGGTCTTGACCGCGAGCCCGATCCCGATCGCCAATACGGCGATGACCTGCACGGATGT
GGTCAGCGACCGGCCGTTGTCAGTGGCGAGTGCCACCATGTCGAATGTGCCCGCCGTGAT
TCCGATCAGGAGCAGGCCGAGCAGCATGACGACGGAGCCGAGGAGGGTGTAGAGGATGAA
CTTCCAGGCCGCCCCGGCCCGTCCCTCGCCGCCCCAGCGGGCGATGAGGAAGTACATCGG
GATGAGGACCATCTCGAAGGCGAGGAAGAACAGGATCAGGTCGAGGACGGCGAAGGTCGC
GAGGGTGCCGGACTCGAGGACGAGCAGCAGTGCGACGAACGCCTTCGGGCTCGGGCCCGA
CGGCATCTTGAAGTACGAGTAGAGCGCGCAGAGGAAAGTCAGCAGCGCGGTCAGGACCAG
CAGGGGGAGGGAGATGCCGTCGATGCCGAGGTGGATGCGCACGTCGAGTGCGGGGATCCA
GCTGATGTCGGTGCTGGCCTGCATCTTCGACGGATGGTCGTGGTCGAAGCCGAGCACGAG
GACGATCGCGGCGATGAGGACGGCGCCGGTGACGGTGACGCCGTGCCGCAGGACGGCCTG
GTCCGGGGCTTCCGTTCGCGCTCATA

> C2 Streptomyces coelicolor

ATGAGCGCGAACGGAAGCCCCGGAGCGACCGGGAGGAGGATGCGGACGAACCCGTACGTA
CCCATCTTGAGCAGGACGCCGGCCAGCAGGACCGAGCCGACGGTCGGGGCGGCGGTGTGG
GCGTCGGGCAACCAGCTGTGCAGCGGCCACATCGGGGTCTTGACCGCGAGCCCGATCCCG
ATCGCCAATACGGCGATGACCTGCACGGATGTGGTCAGCGACCGGCCGTTGTCAGTGGCG
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AGTGCCACCATGTCGAATGTGCCCGCCGTGATTCCGATCAGGAGCAGGCCGAGCAGCATG
ACGACGGAGCCGAGGAGGGTGTAGAGGATGAACTTCCAGGCCGCCCCGGCCCGTCCCTCG
CCGCCCCAGCGGGCGATGAGGAAGTACATCGGGATGAGGACCATCTCGAAGGCGAGGAAG
AACAGGATCAGGTCGAGGACGGCGAAGGTCGCGAGGGTGCCGGACTCGAGGACGAGCAGC
AGTGCGACGATCGCCTTCGGGCTCGGGCCCGACGGCATCTTGAAGTACGAGTAGAGCGCG
CAGAGGAAAGTCAGCAGCGCGGTCAGGACCAGCAGGGGGAGGGAGATGCCGTCGATGCCG
AGGTGGATGCGCACGTCGAGTGCGGGGATCCAGCTGATGTCGGTGCTGGCCTGCATCTTC
GACGGATGGTCGTGGTCGAAGCCGAGCACGAGGACGATCGCGGCGATGAGGACGGCGCCG
GTGACGGTGACGCCGTGCCGCAGGACGGCCTGGTCCGGGGCTTCCGTTCGCGCTCATA

> C3 Streptomyces coelicolor
AATGAGCGCGAACGGAAGCCCCGGAGCGACCGGGAGGAGGATGCGGACGAACCCGTACGT
ACCCATCTTGAGCAGGACGCCGGCCAGCAGGACCGAGCCGACGGTCGGGGCGGCGGTGTG
GGCGTCGGGCAACCAGCTGTGCAGCGGCCACATCGGGGTCTTGACCGCGAGCCCGATCCC
GATCGCCAATACGGCGATGACCTGCACGGATGTGGTCAGCGACCGGCCGTTGTCAGTGGC
GAGTGCCACCATGTCGAATGTGCCCGCCGTGATTCCGATCAGGAGCAGGCCGAGCAGCAT
GACGACGGAGCCGAGGAGGGTGTAGAGGATGAACTTCCAGGCCGCCCCGGCCCGTCCCTC
GCCGCCCCAGCGGGCGATGAGGAAGTACATCGGGATGAGGACCATCTCGAAGGCGAGGAA
GAACAGGATCAGGTCGAGGACGGCGAAGGTCGCGAGGGTGCCGGACTCGAGGACGAGCAG
CAGTGCGACGAACGCCTTCGGGCTCGGGCCCGACGGCATCTTGAAGTACGAGTAGAGCGC
GCAGAGGAAAGTCAGCAGCGCGGTCAGGACCAGCAGGGGAGGGAGATGCCGTCGATGCCG
AGGTGGATGCGCACGTCGAGTGCGGGGATCCAGCTGATGTCGGTGCTGGCCTGCATCTTC
GACGGATGGTCGTGGTCGAAGCCGAGCACGAGGACGATCGCGGCGATGAGACGGCGCCCG
GTGACGGTGACGCCGTGCCGCAGGACGGCCTGGTCCGGGGCTTCCGTTCGCGCTCATA

> C5 Streptomyces coelicolor
ATGAGCGCGAACGGAAGCCCCGGAGCGACCGGGAGGAGGATGCGGACGAACCCGTACGTA
CCCATCTTGAGCAGGACGCCGGCCAGCAGGACCGAGCCGACGGTCGGGGCGGCGGTGTGG
GCGTCGGGCAACCAGCTGTGCAGCGGCCACATCGGGGTCTTGACTGCGAGCCCGATCCCG
ATCGCCAATACGGCGATGGCCTGCACGGATGTGGTCAGCGACCGGCCGTTGTCAGTGGCG
AGTGCCACCATGTCGAATGTGCCCGCCGTGATTCCGATCAGGAGCAGGCCGAGCAGCATG
ACGACGGAGCCGAGGAGGGTGTAGAGGATGAACTTCCAGGCCGCCCCGGCCCGTCCCTCG
CCGCCCCAGCGGGCGATGAGGAAGTACATCGGGATGAGGACCATCTCGAAGGCGAGGAAG
AACAGGATCAGGTCGAGGACGGCGAAGGTCGCGAGGGTGCCGGACTCGAGGACGAGCAGC
AGTGCGACGAACGCCTTCGGGCTCGGGCCCGACGGCATCTTGAAGTACGAGTAGAGCGCG
CAGAGGAAAGTCAGCAGCGCGGTCAGGACCAGCAGGGGAGGGAGATGCCGTCGATGCCGA
GGTGGATGCACACGTCGAGTGCGGGGATCCAGCTGATGTCGGTGCTGGCCTGCATCTTCG
ACGGATGGTCGTGGTCGAA

> C6 Streptomyces coelicolor
AATGAGCGCGAACGGAAGCCCCGGAGCGACCGGGAGGAGGATGCGGACGAACCCGTACGT
ACCCATCTTGAGCAGGACGCCGGCCAGCAGGACCGAGCCGACGGTCGGGGCGGCGGTGTG
GGCGTCGGGCAACCAGCTGTGCAGCGGCCACATCGGGGTCTTGACCGCGAGCCCGATCCC
GATCGCCAATACGGCGATGACCTGCACGGATGTGGTCAGCGACCGGCCGTTGTCAGTGGC
GAGTGCCACCATGTCGAATGTGCCCGCCGTGATTCCGATCAGGAGCAGGCCGAGCAGCAT
GACGACGGAGCCGAGGAGGGTGTAGAGGATGAACTTCCAGGCCGCCCCGGCCCGTCCCTC
GCCGCCCCAGCGGGCGATGAGGAAGTACATCGGGATGAGGACCATCTCGAAGGCGAGGAA
GAACAGGATCAGGTCGAGGACGGCGAAGGTCGCGAGGGTGCCGGACTCGAGGACGAGCAG
CAGTGCGACGAACGCCTTCGGGCTCGGGCCCGACGGCATCTTGAAGTACGAGTAGAGCGC
GCAGAGGAAAGTCAGCAGCGCGGTCAGGACCAGCAGGGGAGGGAGATGCCGTCGATGCCG
AGGTGGATGCGCACGTCGAGTGCGGGGATCCAGCTGATGTCGGTGCTGGCCTGCATCTTC
GACGGATGGTCGTGGTCGAAGCCGAGCACGAGGACGATCGCGGCGATGAGGACGGCGCCG
GTGACGGTGACGCCGTGCCGCAGGACGGCCTGGTCCGGGGCTTCCGTTCGCGCTCATA

> C7 Streptomyces coelicolor
ATGAGCGCGAACGGAAGCCCCGGAGCGACCGGGAGGAGGATGCGGACGAACCCGTACGTA
CCCATCTTGAGCAGGACGCCGGCCAGCAGGACCGAGCCGACGGTCGGGGCGGCGGTGTGG
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GCGTCGGGCAACCAGCTGTGCAGCGGCCACATCGGGGTCTTGACCGCGAGCCCGATCCCG
ATCGCCAATACGGCGATGACCTGCACGGATGTGGTCAGCGACCGGCCGTTGTCAGTGGCG
AGTGCCACCATGTCGAATGTGCCCGCCGTGATTCCGATCAGGAGCAGGCCGAGCAGCATG
ACGACGGAGCCGAGGAGGGTGTAGAGGATGAACTTCCAGGCCGCCCCGGCCCGTCCCTCG
CCGCCCCAGCGGGCGATGAGGAAGTACATCGGGATGAGGACCATCTCGAAGGCGAGGAAG
AACAGGATCAGGTCGAGGACGGCGAAGGTCGCGCAGGGTGCCGGACTCGAGGACGAGCAGC
AGTGCGACGAACGCCTTCGGGCTCGGGCCCGACGGCATCTTGAAGTACGAGTAGAGCGCG
CAGAGGAAAGTCAGCAGCGCGGTCAGGACCAGCAGGGGAGGGAGATGCCGTCGATGCCGA
GGTGGATGCGCACGTCGAGTGCGGGGATCCAGCTGATGTCGGTGCTGGCCTGCATCTTCG
ACGGATGGTCGTGGTCGAAGCCGAGCACGAGGACGATCGCGGCGATGAGGACGGCGCCGG
TGACGGTGACGCCGTGCCGCAGGACGGCTTGGTCCGGGGCTTCCGTTCGCGCTCATA

> C8 Streptomyces coelicolor
ATGAGCGCGAACGGAAGCCCCGGAGCGACCGGGAGGAGGATGCGGACGAACCCGTACGTA
CCCATCCTGAGCAGGACGCCGGCCAGCAGGACCGAGCCGACGGTCGGGGCGGCGGTGTGG
GCGTCGGGCAACCAGCTGTGCAGCGGCCACATCGGGGTCTTGACCGCGAGCCCGATCCCG
ATCGCCAATACGGCGATGACCTGCACGGATGTGGTCAGCGACCGGCCGTTGTCAGTGGCG
AGTGCCACCATGTCGAATGTGCCCGCCGTGATTCCGATCAGGAGCAGGCCGAGCAGCATG
ACGACGGAGCCGAGGAGGGTGTAGAGGATGAACTTCCAGGCCGCCCCGGCCCGTCCCTCG
CCGCCCCAGCGGGCGATGAGGAAGTACATCGGGATGAGGACCATCTCGAAGGCGAGGAAG
AACAGGATCAGGTCGAGGACGGCGAAGGTCGCGAGGGTGCCGGACTCGAGGACGAGCAGC
AGTGCGACGAACGCCTTCGGGCTCGGGCCCGACGGCATCTTGAAGTACGAGTAGAGCGCG
CAGAGGAAAGTCAGCAGCGCGGTCAGGACCAGCAGGGGAGGGAGATGCCGTCGATGCCGA
AGGTGGATGCGCACGTCGAGTGCGGGGATCCAGCTGATGTCGGTGCTGGCCTGCATCTTC
GACGGATGGTCGTGGTCGAAGCCGAGCACGAGG
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Anexo 3

Secuencias del gen 16S obtenidas a partir de rizosfera y tubérculos de

papa con sintomas de sarna comun colectados en el Norte de

Sinaloa.
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>LCR-SINALOA
GCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTC
CACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTC
GACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGGCCAGAGATGGTC
GCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCGTGCCCTTCGGG
GTGACGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCA
AGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCAGGTACAAAGAGC
TGCGAAACCGTGAGGTGG

>LER-SINALOA
GCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTC
CACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTC
GACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGGCCAGAGATGGTC
GCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCGTGCCCTTCGGG
GTGACGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCA
AGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCAGGTACAAAGAGC
TGCGAAACCGTGAGGTGG

>PBR-SINALOA
CTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCC
TGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGC
GGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCG
GAAACATCCAGAGAYGGGTTCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGT
CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGT
TGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAG
GAAGGTGGGGACGACGTCAAGT

>PIR-SINALOA
GAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGT
TCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCAGCGGAGCATATGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGAC
ATACACCGGAAACGGCCAGAGATGGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATG
GCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTG
TCCTGTGTTGCCAGCGTGCTCTTCGGGGTGACGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCA
ACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCAAGGGCT

>POR-SINALOA
AGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
GTGGGCACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTG
CCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACA
TACATCGGAAACATCCAGAGATGGGTGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGG
CTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGT
CCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAAC
TCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACG
TGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAA

>RCR-SINALOA
GCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACA
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GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTC
CACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTTAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTATTTC
GACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATACACCGGAAACGGCCAGAGATGGTC
GCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCGTGCCCTTCGGGG
TGACGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAA
GTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCAGGTACAAAGAGCT
GCGAAACCGTGAGGTGG

>RCT-SINALOA
GCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTC
CACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGCGAGTACGGCCGCAAG
GCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTC
GACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGGCCAGAGATGGTC
GCCCCCTTGTGGTCGGTGTTCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCGTGCCCTTCGGG
GTGACGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCA
AGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCAGGTACAAAGAGC
TGCGAAACCGTGAGGTGG

>SRR-SINALOA
CTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG
CCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACG
CATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAA
GGCTTGACATACACCGGAAACGGCCAGAGATGGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGT
GGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGC
CGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGG
GCTGCACACGTGCTACAATGGCAGGTACAATGAGCTGCGAAGCCGTGAGGCGGAGCGAAT
CTCAAAAAGCCGG

>ZIR-SINALOA
GCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTA
GGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGA
GCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAA
ACGGCCAGAGATGGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGC
CAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAA
GGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAAT
GGCAGGTACAATGAGC

>ZIT-SINALOA
GCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTC
CACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTC
GACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGGCCAGAGATGGTC
GCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCGTGCCCTTCGGG
GTGACGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCA
AGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCAGGTACAAAGAGC
TGCGAAACCGTGAGGTGG

76




Analilia Rete Corral, 2011 (CIIDIR-SINALOA)

Anexo 4

Participaciones en congresos Nacionales los cuales fueron posibles a

través de este trabajo de investigacion.
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9, 10 y 11 de Septiembre 2010 Tapalpa, Jalisco, México

México, D. F., 27 de Julio de 2010.

ING. ANALILIA RETE CORRAL
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
CIIDIR, UNIDAD SINALOA
GUASAVE, SINALOA.

En relacién con la convocatoria para la presentacion de trabajos técnico-cientificos en el marco
del Xill Congreso Nacional de Papa a celebrarse del 9 al 11 de Septiembre de 2010 en Tapalpa,
Jalisco, tenemos a bien comunicarle que el Comité Técnico-Cientifico del Congreso después de
revisar el resumen de su trabajo titulado:

“Identificaci6n y caracterizacién de Streptomyces spp. en el cultivo de papa en Sinaloa”

Le notifica que, por su contenido y la importancia del tema, su trabajo ha sido aceptado para ser
presentado en Cartel durante el Xlll Congreso Nacional de Papa en la mampara Nim. 6 que para
este fin se colocara en el Hotel Casa de Maty.

Por lo que mucho le agradeceremos tomar nota de las indicaciones sefialadas en la convocatoria
sobre la forma y tiempos de presentacion, asi como de los requisitos que debe de cubrir para
poder presentar su trabajo. (se anexa convocatoria).

Sin otro particular y agradeciéndole mucho su confianza, quedo de usted.

Atentamente

-
lngmw

Presidente del Comité Organizador




Identificacion y caracterizacién de Streptomyces spp. en el cultivo de papa en Sinaloa

Identification and characterization of Streptomyces spp. in potato crops in Sinaloa
Rete-Corral _Analilia', Espinoza-Mancillas Mariela Guadalupe!, Santos-Cervantes Maria
Elena’, Méndez-Lozano JesUs®, Félix-Gastelum Rubén?y Leyva-Lépez Norma Elena®. YInstituto
Politécnico Nacional, CIIDIR, Unidad Sinaloa, Juan de Dios Bétiz Paredes 250, Guasave, Sinaloa,
México CP 81101.°Universidad de Occidente, Unidad Los Mochis, Dpto. de Ciencias Biolégicas,
Blvd. Macario Gaxiola y Carr. Internacional s/n Los Mochis, Sinaloa, México CP 81223.

Palabras clave:
Streptomyces spp.
Introduccion

En la zona agricola del Norte de Sinaloa se
cree que la sarna comun causada por alguna
especie de Streptomyces patdgena fue la
causante de severas pérdidas de produccion
del cultivo de papa durante el ciclo 2008-
2009. Se considera que esto ocurrié debido a
la introduccién a la zona de tubérculo semilla
infectado con la sarna de la papa. Debido a
que no existe informacién documentada en
Sinaloa ni en todo el pais sobre las pérdidas
en el cultivo de papa asociadasa Ila
enfermedad de la sarna comun, se planteé el
presente trabajo de investigacién que tiene
como objetivo identificar y caracterizar
especies patogénicas de Streptomyces
asociadas a la sarna comun en el cultivo de
papa en Sinaloa.

sarnacomun,

Materiales y Métodos

Tubérculos y suelo de la rizosfera de papa
del Norte de Sinaloafueron colectados en
cinco localidades representativas de la zona
papera del estado: A) Palos blancos, B) El
Fuerte, C) Ruiz cortinez, D) Las colonias E)
Zona industrial. Para el caso de
tubérculoscon lesiones tipicas de la sarna
comun se realizaron extracciones de DNA
mediante el método del CTAB (2). A las
muestras de suelo de la rizosfera de papa se
les realizaron diluciones seriales y se
sembraron en medio NPPC para
posteriormente realizar la extracciéon de DNA
(3). Para la deteccion molecular por PCR se
utilizaron primers especificos para
StreptomycesNf 'y Nr (1). Para la
identificacion molecular de los aislados se
realizé la secuenciacion de los fragmentos de
DNA amplificados por PCR

Resultados y Discusiones

Se obtuvo cuatro morfotipos distintos de
Streptomyces spp. (1.bacteria filamentosa
color blanco, 2. bacteria filamentosa color
gris obscuro, 3. bacteria filamentosa color

gris claro, 4. bacteria filamentosa color verde
azulado) de los cinco puntos de muestreo
distribuidos homogéneamente en todo el
estado de Sinaloa (cuadro 1).Se realizaron
los PCR para cada morfotipo,
amplificandonos el fragmento deseado de
720 pb. Los productos de PCR fueron
mandados a secuenciar y el analisis de las
secuencias se encuentra en proceso.

Conclusiones

Especies patégenas de Streptomyces se
encuentran presentes en la rizosfera de los
cultivos de papay son las causantes de la
sarna comun en el cultivo de papa en
Sinaloa.

Cuadro 1.Distribuciébn de especies de
Streptomycesen el estado de Sinaloa.

Origen Morfotipo 1 Morfotipo 2 Morfotipo 3 Morfotipo 4

A 3 1 1

B 8 4 2 3

C 3 1 4 3

D 4 3 3 1

E 5 1 1

Literatura citada

1.Bukhalidet al., 1997.Journal of
Bacteriology. Vol. 179, No. 24. 7776-7783.
2.Weng-ping et al., 2003. Nucleic Acids
Research.Vol. 21, No. 9, 2260.3.Zanget al.,
1998. J. Virol. Methods 71:45-50.
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Guasave, Sinaloa, México a 26 de Agosto del 2010

Estimados Rete-Corral Analilia', Espinoza-Mancillas Mariela Guadalugel, Santos-
Cervantes Maria Elena', Méndez-Lozano Jesas', Félix-Gastelum Rubén y *Leyva-
Lépez Norma Elena'

Por medio de la presente se les comunica que el resumen titulado: IDENTIFICACION
Y CARACTERIZACION DE STREPTOMYCES SPP. EN EL CULTIVO DE PAPA EN
SINALOA, cumple con los lineamientos que se solicitan para ser presentado en el
formato de (CARTEL) en la sesion correspondiente a su drea tematica en el proximo
VII Encuentro Nacional de Biotecnologia del Instituto Politécnico Nacional y Reunién
de profesores de la Red de Biotecnologia, el cual se llevard a cabo del 11 al 13 de
Octubre del 2010 en la Ciudad de Mazatlan, Sinaloa, México.

Les agradecemos su interés por participar en el encuentro y los esperamos en Mazatlan.

ATENTAMENTE

“La Técnica al Servicio de la Patria”

Dr. Ignacié E. Maldonado Mendoza
Coordinador General del VIl Encuentro
Nacional de Biotecnologia del IPN



IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE STREPTOMYCES SPP. EN EL CULTIVO DE PAPA EN SINALOA

Rete-Corral Analilial, Espinoza-Mancillas Mariela Guadalupe?, Santos-Cervantes Maria Elena?, Méndez-Lozano Jesus?, Félix-Gastélum

Rubén? y *Leyva-L6pez Norma Elenal. neleyval@ipn.mx.

CIIDIR, Unidad Sinaloa, Juan de Dios Batiz Paredes 250, Guasave, Sinaloa, México CP 81101. 2Universidad de Occidente, Unidad Los Mochis,
Dpto. de Ciencias Bioldgicas, Blvd. Macario Gaxiola y Carr. Internacional s/n Los Mochis, Sinaloa, México CP 81223

Palabras clave: sarna comdn, PCR, Streptomyces spp.

Introduccién En la zona agricola del Norte de Sinaloa se cree que
la sarna comln causada por alguna especie de Streptomyces
patdgena fue la causante de severas pérdidas de produccion del
cultivo de papa durante el ciclo 2008-2009., Se considera que esto
ocurrid debido a la introduccién a la zona de tubérculo semilla
infectado con la sarna de la papa. Debido a que no existe
informacion documentada en Sinaloa ni en todo el pais sobre las
pérdidas en el cultivo de papa asociadas a la enfermedad de la
sarna comdn, se plante6 el presente trabajo de investigacion que
tiene como objetivo identificar y caracterizar especies patogénicas
de Streptomyces asociadas a la sarna comun en el cultivo de papa
en Sinaloa.

Metodologia. Tubérculos y suelo de la rizosfera de papa del Norte
de Sinaloa fueron colectados en cinco localidades representativas
de la zona papera del estado: A) Palos blancos, B) El Fuerte, C)
Ruiz cortinez, D) Las colonias E) Zona industrial. Para el caso de
tubérculos con lesiones tipicas de la sarna comun se realizaron
extracciones de DNA mediante el método del CTAB (3). A las
muestras de suelo de la rizosfera de papa se les realizaron
diluciones seriales y se sembraron en medio NPPC (2) para
posteriormente realizar la extraccion de DNA (4). Para la deteccién
molecular por PCR se utilizaron primers especificos para
Streptomyces Nf y Nr (1). Para la identificacion molecular de los
aislados se realizo la secuenciacién de los fragmentos de DNA
amplificados por PCR

Resultados y discusion Se obtuvo cuatro morfotipos distintos de
Streptomyces spp. (1. bacteria filamentosa color blanco, 2. bacteria
filamentosa color gris obscuro, 3. bacteria filamentosa color gris
claro, 4. bacteria filamentosa color verde azulado) de los cinco
puntos de muestreo distribuidos homogéneamente en todo el
estado de Sinaloa (cuadro 1).

Cuadro 1. Distribucion de especies de Streptomyces en el estado

de Sinaloa.
Origen Morfotipo 1 Morfotipo 2 Morfotipo 3 Morfotipo 4
A 3 1 1
B 8 4 2 3
C 3 il 4 3
D 4 3 3 1
E 5 1 1

Se realizaron los PCR para cada morfotipo, amplificandonos el
fragmento deseado de 720 pb (figura 1). Los productos de PCR
fueron mandados a secuenciar y el analisis de las secuencias se
encuentra en proceso.

1 2 3 4 M 3 & 7

< 720 pb

Figura 1. PCR. Carril 1, Morfotipo 1; Carril 2, Morfotipo 2; Carril 3, 4
y 7, Controles negativos; M, 1kb; Carril 5, Morfotipo 3; Carril 6,
Morfotipo 4.

Conclusiones y perspectivas. Especies patdgenas de

Streptomyces se encuentran presentes en la rizosfera de los

cultivos de papa y son las causantes de la sarna comdn en el cultivo

de papa en Sinaloa. Fue de sumamente importancia la realizacién
de estos estudios sobre identificacion y caracterizacion del agente
causal de la sarna comun de la papa en Sinaloa, debido a que son
varias las especies causantes de la enfermedad y distintas sus
condiciones de desarrollo. Es importante colaborar con la creacién

de nuevas estrategias de manejo para esta enfermedad acordes a

las condiciones de los agroecosistemas de la region.

Agradecimientos. CONACYT, Fundacidn Produce Sinaloa, CIIDIR-

SINALOA, PIFI.

Referencias.

1. Bukhalid, R. A., Chung, S. Y., and Loria, R. (1998). necl, a
gene conferring a necrogenic phenotype, is conserved in plant-
pathogenic Streptomyces spp, and linked to a transposase
pseudogene. Mol. Plant-Microbe Interact. 11:960-967.

2. Hiltunen, L. H., T. Ojanpera., H. Kortemaa., E. Richter., M. J.
Lehtonen., J. P. T. Valkonen. (2008). Interactions and
biocontrol of pathogenic Streptomyces strain co-occuring in
potato scab lesions. Journal of Applied Microbiology. 199-212.

3. Wen-ping, C., K. Tsong-teh. (1993). A simple and rapid
method for the preparation of gram-negative bacterial genomic
DNA. Nucleic Acids Research. Vol. 21, No. 9, 2260.

4. Zhang, Y. P., J. K. Uyemoto., B. C. Kirkpatrick. (1998). A
small-scale procedure for extracting nucleotic acids from
woody plants infected with various phytopathogens for PCR
assay. J. Virol. Methods 71:45-50.



0 Ghouenpo facirnal de ,

% BIOTECNOLOGIR

& del Instituto Politécnico Nacional :

7° Encuentro Nacional de Biotecnologia del
Instituto Politécnico Nacional

Otorga la presente

CONSTANCIA

e v,:w,‘w,a'v'u\iw,r«vqm

i n\\ i . o - \,

i A ww\w.mm‘ il i : :

Tt : L

L i

e W
i

B

e

Intaidisipliniin

']
UAABUAO  gamamiPn

GoniernoO
FEDERAL




SOGIEDAD MEXIGANA DE FITOPATOLOGIA, A.C.
Junio 16, 2011
Estimados_Analilia Rete-CorraMariela Guadalupe Espinoza-Mancillas, Maria El&aatos-

Cervantes, Alicia Chavez-Medina, Jesus Méndez-Lmzalorma Elena Leyva-Lopez, Rubén
Félix-Gastélum:

Por medio del presente les comunico que el resweesion corta titulado: “Identificacion
Molecular de 8eptomyces Patogénicas y Evaluacion de Antagonistas Nativagtr@da Sarna
Comaun de la Papa en Sinaloa”. Cumple con los linatos para ser presentado en el préximo
X1l congreso/XXXVIIl Nacional de la Sociedad Mexiga de Fitopatologia, el cual se llevara a
cabo del 24 al 28 de Julio del 2011, Tlaxcala, G

Les agradezco su interés por participar en el @sugantes mencionado.

Atentamente

—
|

T
/A
4
MC. Arturo Diaz Franco, Editor de Memorias

Sociedad Mexicana de Fitopatologia, A.C.
http://sociedadmexicanadefitopatologia.org



IDENTIFICACION MOLECULAR DE STREPTOMYCES PATOGENICAS Y EVALUACION DE
ANTAGONISTAS NATIVOS CONTRA LA SARNA COMUN DE LA PAPA EN SINALOA
(Molecular identification of pathogenic Streptomyces and evaluation of antagonistic against potato common
scab in Sinaloa).

Analilia Rete-Corral, Mariela Guadalupe Espinoza-Mancillas, Maria Elena Santos-Cervantes, Alicia Chavez-
Medina, Jestis Méndez-Lozano, Norma Elena Leyva-Lopez, CIIDIR, Unidad Sinaloa; Rubén Félix-Gastélum,
Universidad de Occidente. Correspondencia: neleyval@ipn.mx.

En la zona agricola del Norte de Sinaloa se cree que la sarna comin causada por alguna especie de
Streptomyces patdgena fue la causante de severas pérdidas de produccidn del cultivo de papa durante el ciclo
2008-2009. Se sugiere que esto sucedid debido a la introduccion a la zona de tubérculo semilla infectado con
especies patogénicas de Streptomyces. Por lo tanto, se planted el presente trabajo de investigacion que tiene
como objetivo identificar especies patogénicas de Streptomyces y evaluar antagonistas nativos contra la sarna
comun de la papa en Sinaloa. Muestras de tubérculos sintomaticos y de la rizosfera de papa fueron colectados
en 10 localidades representativas de la zona papera de Sinaloa. A los aislados con caracteristicas morfoldgicas
de Streptomyces se les realiz6 extraccion de DNA y PCR con primers especificos Nf y Nr. Se detectd por
PCR en lesiones de tubérculo y en rizosfera Streptomyces patogénicas. Se identificO molecularmente la
especie patogénica Streptomyces scabies y al antagonista Streptomyces coelicolor aislados de rizosfera de
papa en Sinaloa. Para las pruebas de antagonismo se probaron 11 aislados bacterianos obtenidos de la
rizosfera de cultivos de papa de Sinaloa. Cuatro de los aislados bacterianos mostraron actividad antagoénica
contra Streptomyces scabies en las pruebas in vitro, Bacillus simplex, Bacillus megaterium, Streptomyces
coelicolor y Pseudomonas lini, resultando este Gltimo el que present6 el mayor efecto antagoénico.
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Molecular identification of Streptomyces and evaluation of antagonistic

against potato common scab in Northern of Sinaloa.
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In the agricultural area of the northern Sinaloa is believed to common scab caused
by some pathogenic Streptomyces specie was causing severe losses in potato
production during the 2008-2009 cycle. It is suggested that this happened due to
the introduction to the area of seed tubers infected with pathogenic Streptomyces
species. Therefore, the aim of this study was to identify molecular Streptomyces
and evaluate native antagonist against common scab of potato in northern of
Sinaloa. Streptomyces were isolated from scabby potato tubers and potato
rhizosphere from ten locations in three Sinaloa counties. Total DNA and genomic
DNA were isolated from potato scab lesions and Streptomyces mycelia,
respectively and according to Zhang et al. (2). The DNA was used as template in a
PCR assay to amplify the Streptomyces necl gene using primer Nf/Nr (1).
Molecular species were identified as pathogenic Streptomyces scabies and the
antagonist Streptomyces coelicolor. The potential antagonistic in vitro of eleven
bacterial isolates (Isolated previously from potato rhizosphere in Sinaloa for our
research group) against Streptomyces scabies was evaluated. Four bacterial
isolates showed antagonistic activity against Streptomyces scabies, Bacillus

simplex, Bacillus megaterium, Streptomyces coelicolor and Pseudomonas lini.

1) Bukhalid, R.A. and Loria. R. (1997). Cloning and expression of a gene from Streptomyces
scabies encoding a putative factor. Journal of Bacteriology 179, 7776-7783.
2) Zhang, Y.P. et al. (1998). A small-scale procedure for extracting nucleotic acids from woody

plants infected with various phytopathogens for PCR assay. J. Virol. Methods 71, 45-50.
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