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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). Alleast 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.

INTRODUCaON que causa la quemadura de la hoja del almendro
(11) y el enanismo de la alfalfa (4, 6).

El Mal de Pierce (MP) es el principal factor El estudio de su distribucion y de otros fac-
limit ante en el cultivo de la vid en el Sureste de los tores epidemiologicos ha resultado dificil debido a
Estados Unidos (2, 7, 14) y recientemente se ha que los sintomas de la enfermedad no se presentan
informado de su presencia en Mexico (15) y Costa frecuentemente y a veces se confunden con otras
Rica (5). , enfermedades 0 problemas nutricionales.

Loomis (10) en Florida ha sefialado que sola- El diagnostico de la enfermedad se ha reali-
mente las especies Vilis sp. nativas de esta area han zado con el uso de tecnicas tales como el aisla-
logrado sobrevivir 15 0 mas afios y en este mismo miento de la bacteria del MP (3) y el usn de la
sentido Hewitt (7) sugiere que el MP es oriJl;inario microscopia eleetronica (12).
de la llanura costera del Golfo de Mexico en donde En 1980 Nome et al. (13) introdujeron la
las especies silvestres son resistentes al MP. El agen- tecnica ELISA (Enzymelinked inmunosorbent
te causal del MP es un bacilo gram-negativo, cata- assay) en el diagnostico de esta enfermedad de la
lasa positivo (3) y es el mismo agente etiologico vid, tecnica que resulta ventajosa y mas segura con

respecto alas anteriores. ELISA se ha venido usan-
11 Recibido para su publicacion el 26 de julio de 1984 do desde 1976 en la determinacion de fitopatoge-

nos, principalrnente en virus (17) y bacterias de
* Escuela de Fitotecnia. Facultad de Agronomia. dificil aislamiento como es est~ caso (13).

U~iver.sidad de Costa Rica. En un estudio anterior no fue posible confir-
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En el presente trabajo se determin6la distri- semanas, al cabo de las cuales se Ie inyectaron in-
buci?n del Mal de Pierce de la vid en Costa Rica tramuscularmente dosis de 4 y 4,5 mI. del antige-
mediante el uso de EliSA. no emulsiticado con adyuvante incompleto de

Freund 1/ con un intervalo de 3 dias entre cada
MATERIALES Y METODOS dosis: los conejos fueron desangrados una semana

despues de aplicada la Ultima dosis,

Recolecci6n de la muestra Preparacion de las muestras

Se recolectaron 56 muestras de plantas de
vid con y sin sintomas del MP en los meses com. Las muestras de la planta se prepararon a
prendidos entre febrero de 1981 y marzo de 1982 partir de hojas y peciolos (1 a 2 g) en soluci6n
en las siguientes fmcas: Coopesardinal R.L., Finc~ amortiguadora de extracci6n (PBST + 2 % PVP))
Lorna B y Finca Maunaloa en Sardinal de Carrillo 2/, macerando y flltrando a traves de gasa, se cen-
Guanacaste; Finca Montezuma y Florida en C6: trifug6 (15,000 G/15 minutos), en una ultracen-
bano de Puntarenas y Estaci6n Experimental Fa- trifuga Hitachi 18 PR-3, se decant6, se redisolvi6
bio Baudrit Moreno, Universidad de Costa Rica, en ~B,ST (PBS + 0,5 mill Tween 20) + 2% PVP Y se

soruco por 15 segundos.
Aislamiento Las muestras de bacterias fueron preparadas

resuspendiendo cultivo bacteriano en PBST + 2 %
Para la preparaci6n de los sueros inmunes de PVP basta lograr una concentraci6n de 109 bac-

se usaron tres aislamientos de Ia bacteria, dos de terias/ml, sonicando luego por 15 segundos con el
Montezuma, Costa Rica y uno del valle de Napa, fm de romper las celulas; posteriormente se hicie-
California. Los aislarnientos se mantuvieron a 27 con diluciones seriadas basta lograr una concentra-
C con subcultivos semanales en medio JD3 (3). ci6n d~ !?4 bacteri~/~ con el fin de determinar

Para comprobar la especificidad del metodo la senslbilidad de la tecruca.
utilizado, las bacterias del MP se compararon in-
muno16gicamente con 6 cultivos de bacteria a sa- ELISA

ber: Bacillus megateriwz, Staphylococcus epider-
midis, S, aureus, Erwinia sp. y Escherichia coli, los La tecnica usada rue similar a la descrita por
cuales se obtuvieron en el Departamento de Micro- Clark y Adams (1) con algunas modificaciones (8).
biologia de la Universidad de Costa Rica. Cada uno La globulina rue purificada a partir de anti-
de los aislamientos rue procesado por ELISA para su:ro contra la bacteria del MP por precipitaci6n
determinar especitidad del suero, .con sulfato de amonio y filtrado a traves de una

columna de celulosa DEAE-Sephacel (# 1-6505
Producci6n de antisuero Sigma Chemical Co,) preequilibrada con PBS, La

fracci6n no absorbida se colect6 y se estandariz6 a
El suero anti-bacteria del MP se produjo en una concentraci6n de 1 mg/ml (densidad 6ptica de

conejos de las razas Nueva Zelandia y California. ! 24, a 280 nm), Una ~rci6.n de globulina se con-
La bacteria se recolect6 de cultivos en platos y se Jugo ~on fosfatasa alcalina tlpo VII (# 5 521 Sigma
resuspendi6 en un amortiguador de sales de fosfato Che~cal co.) usando glutaraldehido a una concen-
(PBS) 0 1 M PH 7 (N Cl KH PO N HPO traclon fmal de 0,1% Y se almacen6 a 4 C con

" ,a, 2 4,a2 4 alb'. d db . ( .
12H 0 KCl NaN 0 2

II) Se .f ' 15 umma e suero e ovmo A- 7888 Sigma) al
.2, Y 3, g " centnugo l%yazidadesodioalO02%.mmutos a 20.000 G a 4 C y se lavo 5 veres en PBS L ' '

El concentrado rue resuspendido en PBS (a un~ a prueba se raliz6. en placas de micro ELI.
concentraci6n de 109 bacterias por rnililitro) y so- SA (Dynatech Laboratones Cat. No. 1-223-29) co-
metido a ultrasonido (sonicado) durante 20 minu- locando para efecto de cobert~ra una alicuota de
tos (sonicador Modelo W140 System Ultrasonic) (~OO .ul/ce~da) de gama ,globulina 1 :200 en solu-
para romper las celulas cl6n amortlguadora de blcarbonato 0,1 M, pH 9,6

Los conejos fue'ron inmunizados inocuIan- (Na2 CO 3, NaHCO3) incubandola de 4 a 6 h a 37

dose el antigeno en forma intravenosa con dosiscreciente de 1 ml, 1,5 ml, 2,0 ml, 2,5 ml, 3,0 ml y 1 Bacto Cat No. 0638-60

3,5 ml, a intervalos de 3 dias por un periodo de 3 2Polivinil pirrolidine (sigma)
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C. Las placas se lavaron con PBST. Se coloc6 una CUADRO 1. Valores de absorbancia (A 405 nm) de la
alfcuota de 200 JJ.l/celda de muestra y se incub6 prueba ELISA para diferentes bacterias in-
durante toda la noche a 6 C; se lav6 con PBST y cluyendo la del Mal de Pierce.

se coloc6 el conjugado diluido 1:200 en Valores Reac-
PBST + 2% de PVP y ovalbumina (Sigma) al 0,2%, de A cion
las placas se incubaron nuevamente 6 h a 37 C. Bacteria 405 nm
Finalmente se lavaron las placas con PBST y se Ie Bacteria del MP 1,302 +

agreg6 el sustrato de la enzima, P-nitrofenilfosfato, Bacillus megaterium 0,025-
a una concentraci6n de 1 mg/ml en soluci6n amor- Staphylococcus epidermis 0,013 -
tiguadora para sustrato pH 9,8 (Dietanolamina al Erwinia sp. 0,037 -
12% en H2O). Staphylococcus aureus 0,030-

La reaccion se detuvo con NaOH 3M a raz6n Escherichia coli 0,021-
de 50 JJ.l/celda al cabo de 3 h de incubacion a 37 C PBS 0,020 -
en la oscuridad.

Los resultados se leyeron en un espectrofo-
tometro de microelisa (Micro ELISA Auto Reader CUADRO 2. Numero y porcentaje de muestras con re-
MR-580 Dynatech). sultados positivos a la presencia de la bac-

, teria versus el total de muestras procesadas
pOI fmca.

RESULTADOS
Finca Positivasl %

La tecnica ELISA resulto ser altamente espe- total

cffica para la bacteria del MP, obteniendose valores Coopesardinal 1/8 12,5
basta de 3 veces mas altos para muestras de plantas Lorna B 2/4 50,0
enfermas con respecto al PBS 0 a muestras de vid Maunaloa 2/13 15,4
sanas. Asf tambien la prueba ELISA, result6 ser Montezuma 9/14 64,2
especific.a para la bacteria ~el MP cuando se prob6 La Abuela 1/2 50,0
la reaccion con otras bactenas (Cuadro 1). C t . 7/10 700, oope ucumque ,

~a fmca do~de se observ~ con mayor fIe. EEFBM* 2 5 400
cuenCla la presencIa de la bactena rue en la fmca I ,

Tucurrique (70 %), vifiedo ya practicamente ex-
tinto a causa del MP; siguio la fmca Montezuma * Estacion Experimental Fabio Baudrit Moreno, Univer-
(64%), siendo en esta donde los sintomas de la sidad de Costa Rica.
enfermedad se manifiestan mas claramente en la
epoca seca. En algunas fincas tales como Loma B y nal. Se confirma de esta manera la sospecha esta-
Coopesardinal no se observaron sfntomas de la en- biecida en un estudio anterior (9) en el cual 8610 se
fermedad, sin embargo algunas muestras dieron habia hecho el diagn6stico a traves de aislamiento
reaccion positiva (Cuadro 2). con resultados positivos solamente en una de las

La totalidad de seis muestras de agra (Vitis fincas.
tiliifolia) recolectadas en Montezuma y Tucurrique En Costa Rica se ha determinado asf, en ma-
dieron reaccion negativa en todos los casos proba- for 0 menor grado, la bacteria del MP en plantas
dog y ninguna de estas plantas mostro sfntomas del de vid en todos los vifiedos.
MP. Posiblemente el agra, que no presenta sinto-

mas, es resistente al MP, ya que al muestrear plan-
DISCUSION tag de agra cercanas a los vifiedos ma~ infectados,

donde se yen expuestas a una fuente continua de
A traves de este estudio se confirmo que la inoculo no se infectan. Esto sugiere que la bacteria

tecnica ELISA ha resultado ser un metodo preciso del MP sf es endernica de Costa Rica, asf como 10
y rapido para el diagnostico del MP y el estudio de es del sureste de log Estados Unidos donde esta
su epidemiologia; en este caso ha funcionado ade- hare imposible el cultivo de la vid (7).
cuadamente en el diagnostico de la enfermedad, in- En nuestro pais los vifiedos existentes son
cluso en plantas que no muestran sintomas del MP relativamente jovenes y algunos tales como Monte-
como es el caso de lag fincas Loma B y Sardi- zuma y Tucurrique ban sido eliminados casi en su
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totalidad par el Mal de Pierce. En California, el MP par la colaboracion prestada. Asi como al Dr. Ma-
rue encontrado predorninantemente en vmedos ad- ria Vargas de la Facultad de Microbiologia, y al
yacentes a riachuelos (16) y la enfermedad puede Dr. Ricardo A. Rodriguez, par sus valiosas suge-
observarse con mas frecuencia en log 100 m adya- rencias en la revision del presente trabajo.
centes a cada lado de log riachuelos, 10 cual indica
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