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DISTRIBUCION DEL MAL DE PIERCE DE LA VID EN COSTA RICA
DETERMINADA MEDIANTE LA TECNICA ELISA!/*

Luis G. Jiménez **
Fernando Morales-Bance***

ABSTRACT

Distribution of Pierce’s disease of grapevine in Costa Rica, A survey of
disease of grapevine ( Vitis vinifera L.) was done during the months of February
1981 and March 1982, including seven farms distributed in four provinces of
Costa Rica.

Samples of grape vine leaves, including petioles, were processed and tested
by means of the ELISA techniques (enzime linked inmunosorbent assay) to
detect the presence of the Pierce’s disease bacteria (PD).

Positive reactions resulted over 3.5 times the highest absorbance values at
the A 405 nm, for diseased plants, as referred to an absolute check of buffer
solution of phosphate salts (PBS). Al least one sample from each farm showed
absorbace figures greater than'the mean of 30 samples of healthy plants, plus the
double of this standard deviation. Tucurrique farm in the province of Cartago

showed the highest percentage (70%) of positive samples.

INTRODUCCION

El Mal de Pierce (MP) es el principal factor
limitante en el cultivo de la vid en el Sureste de los
Estados Unidos (2, 7, 14) y recientemente se ha
informado de su presencia en México (15) y Costa
Rica (5). \

Loomis (10) en Florida ha sefialado que sola-
mente las especies Vitis sp. nativas de esta drea han
logrado sobrevivir 15 o més afios y en este mismo
sentido Hewitt (7) sugiere que el MP es originario
de la llanura costera del Golfo de México en donde
las especies silvestres son resistentes al MP. El agen-
te causal del MP es un bacilo gram-negativo, cata-
lasa positivo (3) vy es el mismo agente etioldgico
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que causa la quemadura de la hoja del almendro
(11) y el enanismo de la alfalfa (4, 6).

El estudio de su distribuciéon y de otros fac-
tores epidemioléogicos ha resultado dificil debido a
que los sintomas de la enfermedad no se presentan
frecuentemente y a veces se confunden con otras
enfermedades o problemas nutricionales.

El diagnéstico de la enfermedad se ha reali-
zado con el uso de técnicas tales como el aisla-
miento de la bacteria del MP (3) y el uso de la
microscopia electrénica (12).

En 1980 Nomé et al. (13) introdujeron la
técnica ELISA (Enzymelinked inmunosorbent
assay) en el diagndstico de esta enfermedad de la
vid, técnica que resulta ventajosa y més segura con
respecto a las anteriores. ELISA se ha venido usan-
do desde 1976 en la determinacién de fitopatoge-
nos, principalmente en virus (17) y bacterias de
dificil aislamiente como es este caso (13).

En un estudio anterior no fue posible confir-
mar la presencia de la bacteria del MP en los distin-
tos vifiedos del pais, debido a la dificultad para
aislarla (9).
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En el presente trabajo se determind la distri-
bucién del Mal de Pierce de la vid en Costa Rica
mediante el uso de ELISA.

MATERIALES Y METODOS
Recoleccién de 1a muestra

Se recolectaron 56 muestras de plantas de
vid con y sin sintomas del MP, en los meses com-
prendidos entre febrero de 1981 y marzo de 1982,
en las siguientes fincas: Coopesardinal R.L., Finca
Loma B y Finca Maunaloa en Sardinal de Carrillo,
Guanacaste; Finca Montezuma y Florida en Co-
bano de Puntarenas y Estacion Experimental Fa-
bio Baudrit Moreno, Universidad de Costa Rica.

Aislamiento

Para la preparaciéon de los sueros inmunes
se usaron tres aislamientos de la bacteria, dos de
Montezuma, Costa Rica y uno del valle de Napa,
California. Los aislamientos se mantuvieron a 27
C con subcultivos semanales en medio JD (3).

Para comprobar la especificidad del método
utilizado, las bacterias del MP se compararon in-
munoldgicamente con 6 cultivos de bacteria a sa-
ber: Bacillus megateriun, Staphylococcus epider-
midis, S. aureus, Erwinia sp. y Escherichia coli, los
cuales se obtuvieron en el Departamento de Micro-
biologia de la Universidad de Costa Rica. Cada uno
de los aislamientos fue procesado por ELISA para
determinar especifidad del suero.

Produccion de antisuero

El suero anti-bacteria del MP se produjo en
conejos de las razas Nueva Zelandia y California.
La bacteria se recolect6 de cultivos en platos y se
resuspendi6 en un amortiguador de sales de fosfato
(PBS) 0,1 M, pH 7, (NaCl, KHy POy, Naj HPO4
12H50, KCl y NaN3 0,2 g/1). Se centrifugé 15
minutos a 20.000 G a 4 C y se lavd 5 veces en PBS.
El concentrado fue resuspendido en PBS (a una
concentraciéon de 109 bacterias por mililitro) y so-
metido a ultrasonido (sonicado) durante 20 minu-
tos (sonicador Modelo W140 System Ultrasonic)
para romper las células.

Los conejos fueron inmunizados inoculin-
dose el antigeno en forma intravenosa con dosis
creciente de 1 ml, 1,5 ml,2,0ml, 2,5ml, 3,0 ml y
3,5 ml, a intervalos de 3 dias por un perfodo de 3

semanas, al cabo de las cuales se le inyectaron in-
tramuscularmente dosis de 4 y 4,5 ml. del antige-
no emulsificado con adyuvante incompleto de
Freund 1/ con un intervalo de 3 dias entre cada
dosis: los conejos fueron desangrados una semana
después de aplicada la altima dosis.

Preparacion de las muestras

Las muestras de la planta se prepararon a
partir de hojas y peciolos (1 a 2 g) en solucién
amortiguadora de extraccion (PBST 4+ 2 % PVP))
2/, macerando y filtrando a través de gasa, se cen-
trifugé (15.000 G/15 minutos), en una ultracen-
trifuga Hitachi 18 PR-3, se decantd, se redisolvi6
en PBST (PBS + 0,5 ml/l Tween 20) + 2% PVP y se
sonicd por 15 segundos.

Las muestras de bacterias fueron preparadas
resuspendiendo cultivo bacteriano en PBST +2 %
de PVP hasta lograr una concentracién de 10° bac-
terias/ml, sonicando luego por 15 segundos con el
fin de romper las células; posteriormente se hicie-
ron diluciones seriadas hasta lograr una concentra-
cién de 104 bacterias/ml con el fin de determinar
la sensibilidad de la técnica.

ELISA

La técnica usada fue similar a la descrita por
Clark y Adams (1) con algunas modificaciones (8).

La globulina fue purificada a partir de anti-
suero contra la bacteria del MP por precipitacién
«con sulfato de amonio y filtrado a través de una
columna de celulosa DEAE-Sephacel (# 1-6505
Sigma Chemical Co.) preequilibrada con PBS. La
fraccién no absorbida se colectd y se estandarizo a
una concentracion de 1 mg/ml (densidad 6ptica de
1,4 a 280 nm). Una porci6én de globulina se con-
jugd con fosfatasa alcalina tipo VII (#5521 Sigma
Chemical co.) usando glutaraldehido a una concen-
tracién final de 0,1% y se almacen6 a 4C con
albimina de suero de bovino (A-7888 Sigma) al
1%y azida de sodio al 0,02%.

La prueba se raliz6 en placas de micro ELI-
SA (Dynatech Laboratories Cat. No. 1-223-29) co-
locando para efecto de cobertura una alicuota de
(200 ul/celda) de gama globulina 1:200 en solu-
cién amortiguadora de bicarbonato 0,1 M, pH 9,6
(Nay CO 3, NaHCO3) incubédndola de 4 a 6 h a 37

1 Bacto Cat No. 063860

Zpolivinil pirrolidine (sigma)
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C. Las placas se lavaron con PBST. Se colocd una
alicuota de 200 ul/celda de muestra y se incubd
durante toda la noche a 6 C; se lavo con PBST y
se coloc6 el conjugado diluido 1:200 en
PBST + 2% de PVP y ovalbimina (Sigma) al 0,2%,
las placas se incubaron nuevamente 6 h a 37 C.
Finalmente se lavaron las placas con PBST y se le
agregé el sustrato de la enzima, P-nitrofenilfosfato,
a una concentracién de 1 mg/ml en solucién amor-
tiguadora para sustrato pH 9,8 (Dietanolamina al
12% en Hy0).

La reaccién se detuvo con NaOH 3M a razén
de 50 ul/celda al cabo de 3 h de incubacién a 37 C
en la oscuridad.

Los resultados se leyeron en un espectrofo-
témetro de microelisa (Micro ELISA Auto Reader
MR-580, Dynatech).

RESULTADOS

La técnica ELISA resultd ser altamente espe-
cifica para la bacteria del MP, obteniéndose valores
hasta de 3 veces mas altos para muestras de plantas
enfermas con respecto al PBS o a muestras de vid
sanas. Asi también la prueba ELISA, result6 ser
especifica para la bacteria del MP cuando se probo
la reaccién con otras bacterias (Cuadro 1).

La finca donde se observé con mayor fre-
cuencia la presencia de la bacteria fue en la finca
Tucurrique (70 %), vifiedo ya pricticamente ex-
tinto a causa del MP; siguié la finca Montezuma
(64%), siendo en ésta donde los sintomas de la
enfermedad se manifiestan mis claramente en la
época seca. En algunas fincas tales como Loma B y
Coopesardinal no se observaron sintomas de la en-
fermedad, sin embargo algunas muestras dieron
reaccién positiva (Cuadro 2).

La totalidad de seis muestras de agra ( Vitis
tiliifolia) recolectadas en Montezuma y Tucurrique
dieron reaccién negativa en todos los casos proba-
dos y ninguna de estas plantas mostr6 sintomas del
MP.

DISCUSION

A través de este estudio se confirmé6 que la
técnica ELISA ha resultado ser un método preciso
y rdpido para el diagnéstico del MP y el estudio de
su epidemiologia; en este caso ha funcionado ade-
cuadamente en el diagnoéstico de la enfermedad, in-
cluso en plantas que no muestran sintomas del MP
como es el caso de las fincas Loma B y Sardi-

CUADRO 1. Valores de absorbancia (A 405 nm) de la
prueba ELISA para diferentes bacterias in-

cluyendo la del Mal de Pierce.
Valores Reac-
de A cion
Bacteria 405 nm
Bacteria del MP 1,302 +
Bacillus megaterium 0,025 -
Staphylococcus epidermis 0,013 -
Erwinia sp. 0,037 -
Staphylococcus aureus 0,030 -
Escherichia coli 0,021 -
PBS 0,020 -

CUADRO 2. Nimero y porcentaje de muestras con re-
sultados positivos a la presencia de la bac-
teria versus el total de muestras procesadas

por finca.
Finca Positivas/ %
total
Coopesardinal 1/8 12,5
Loma B 2/4 50,0
Maunaloa 2/13 15,4
Montezuma 9/14 64,2
La Abuela 1/2 50,0
Coopetucurrique 7/10 70,0
EEFBM* 2/5 40,0

* Estacién Experimental Fabio Baudrit Moreno, Univer-
sidad de Costa Rica.

nal. Se confirma de esta manera la sospecha esta-
biecida en un estudio anterior (9) en el cual sélo se
habia hecho el diagnéstico a través de aislamiento
con resultados positivos solamente en una de las
fincas. ‘

En Costa Rica se ha determinado asi, en ma-
yor o menor grado, la bacteria del MP en plantas
de vid en todos los vifiedos.

Posiblemente el agrd, que no presenta sinto-
mas, es resistente al MP, ya que al muestrear plan-
tas de agrd cercanas a los vifiedos maés infectados,
donde se ven expuestas a una fuente continua de
inéculo no se infectan. Esto sugiere que la bacteria
del MP si es endémica de Costa Rica, asf como lo
es del sureste de los Estados Unidos donde ésta
hace imposible el cultivo de la vid (7).

En nuestro pais los vifiedos existentes son
relativamente jovenes y algunos tales como Monte-
zuma y Tucurrique han sido eliminados casi en su
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totalidad por el Mal de Pierce. En California, el MP
fue encontrado predominantemente en vifiedos ad-
yacentes a riachuelos (16) y la enfermedad puede
observarse con mds frecuencia en los 100 m adya-
centes a cada lado de los riachuelos, lo cual indica
que los vectores pueden adquirir el patgeno de
plantas silvestres que crecen cerca de las fuentes de
agua, ya que no hay evidencia de la diseminacion
la enfermedad de una planta de vid a la otra (4);en
esas condiciones, entonces resulta relativamente f4-
cil su combate. En Costa Rica la situacién es dife-
rente ya que la abundante vegetacién cercana a las
reas donde se cultiva vid hace que el combate de
la enfermedad se dificulte, debido a la presencia de
un alto porcentaje de plantas silvestres, hospede-
ras del patogeno (8).

RESUMEN

Con el fin de determinar la distribucién del

Mal de Pierce (MP) en los distintos vifiedos de
Costa Rica se realizé un muestreo, durante los me-
ses comprendidos entre febrero de 1981 y marzo
de 1982, de plantas de vid (Vitis vinifera L.) en
siete fincas de Costa Rica: Coopesardinal, Mauna-
loa y Loma B en Sardinal de Carrillo, Guanacaste;
La Abuela y Montezuma, Cébano de Puntarenas;
Estacién Experimental Fabio Baudrit Moreno en
Alajuela y Coopetucurrique, en Tucurrique de Car-
tago.

Las muestras de peciolos y hojas de vid, se
procesaron y probaron por medio del uso de la
técnica inmunolégica de adsorcién con conjugados
enziméticos (ELISA), para determinar la presencia
o ausencia de la bacteria del Mal de Pierce (MP).

Se obtuvieron reacciones positivas expre-
sadas como valores de absorbancia (A 405 nm)
hasta 3,5 veces mayores para plantas enfermas, que
para un testigo absoluto de solucién amortigua-
dora de sales de fosfato (PBS). Al menos una
muestra de vid de cada una de las fincas dio valores
de absorcién mayores al promedio de 30 muestras
de plantas sanas, mas el doble de su desviacion
estandar, siendo en la finca de Tucurrique en don-
de se obtuvo mayor porcentaje de muestras (70%)
con reaccion positiva.
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