Rev. Proteccion Veg. Vol. 23 No. 2 (2008): 75-79

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LA MARCHITEZ BACTERIANA

Aleika lglesia*, Elba Alvarez *, Yamila Martinez* y A. Garcia**

*Grupo de Fitopatologia, Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA), Apartado 10,
San José delas Lajas, La Habana, Cuba. Correo electrénico. aiglesia@censa.edu.cu; **Laboratorio
Central de Cuarentena. Ayestaran y Ayuntamiento, Centro Habana. Ciudad de La Habana, Cuba

RESUMEN: La marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum, es una de las enfermedades
mas importante que afecta a una amplia gama de cultivos en las regiones tropicales y subtropicales. En
Cuba esta enfermedad se encuentra bajo estrictas medidas de cuarentena, sin embargo € riesgo de
entrada crece cada afio debido a la importacién de material vegetal procedente de zonas de altos niveles
deinfestacion. En este trabajo seintroduce y desarrolla €l uso de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para la deteccion y confirmacion de R. solanacearum en materiales importados, asi como en la
vigilancia de la enfermedad en € sissema nacional de sanidad vegetal. La metodologia utilizada facilitd
la deteccion de R. solanacearum en cultivos de células hasta 10tUFC/mL y en ADN totales. Se emplea
en estos momentos en la evaluacion de la semilla de papa que se importa cada afo, lo cual permite
fortalecer € sistema de prevencién y vigilancia de la marchitez bacteriana en Cuba.

(Palabras clave: cuarentena; diagnostico molecular; Ralstonia solanacearum; PCR)

MOLECULAR DIAGNOSTIC OF THE BACTERIAL WILT

ABSTRACT: Bacterial wilt, caused by Ralstonia solanacearum, is one of the most important bacterial
plant diseases affecting crops in the tropical and subtropical regions at a wide range. In Cuba, this
disease is under strict quarantine measures, however entrance risk grows every year due to the import
of vegetal material coming from areas of high infestation levels. In this work, the use of the polymerase
chain reaction (PCR) for the detection and confirmation of R. solanacearum in imported materials, as
well asthe surveillance of the disease in the national system of plant health are introduced and developed.
The methodology used made easy the detection of R. solanacearum in cdl cultures up to 10tUFC/mL
and in total DNAs. Nowadays, such methodology has been used in the evaluation of potato seedsimported
every year which allows strengthening the prevention and surveillance systems of the bacterial wilt in
Cuba.
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INTRODUCCION

En la actualidad, el aumento continuo y progresivo
del movimiento internacional de personas y materia-
les, ha traido como consecuencia un gran incremen-
to en la movilizacién de plagas emergentes en culti-
vos de importancia. Por otro lado, con la demanda de
mas y nuevos productos para la alimentacion, tam-
bién se ha incrementado la importacion de
germoplasma, intensificandose asi los riesgos
fitosanitarios (1).

En Cuba tiene lugar, desde hace algunos afios, la
importacion de semilla de papa (Solanum tuberosum
L.) procedente de diferentes paises, lo cual conlleva
a un aumento del riesgo de introduccion de enferme-
dades exdticas y cuarentenadas. Aunque se exige que
se cumplan los requerimientos internacionales y que
sean presentados los certificados fitosanitarios que
garantizan la no presencia de una enfermedad exéti-
ca o cuarentenada, ha quedado demostrado que es
posible que se produzcan escapes de organismos
nocivos (2, 3).
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La marchitez bacteriana provocada por Ralstonia
solanacearum (Smith), es una de las enfermedades
bacterianas que constituye una seria amenaza para
Cuba por su gran distribucion en todas las islas del
Caribe y paises del continente americano y su amplia
gama de hospedantes (4, 5, 6). Esta bacteria es res-
ponsable de pérdidas considerables que se produ-
cen en muchos cultivos horticolas y en algunas
solanaceas como es el cultivo de la papa donde deja
inutilizadas grandes extensiones de tierras contami-
nadas con el agente (7).

Cuando esta bacteria se establece, las posibilida-
des de diseminacion son mdltiples, ya que es un pa-
tdgeno de suelo y persiste en él por muchos afios,
aun sin el hospedante especifico (8). La frecuente
existencia de infecciones latentes y su supervivencia
en aguas superficiales, en estado viable pero no cul-
tivable (VBNC), establecen la necesidad de contar con
métodos sensibles y especificos, capaces de detec-
tar la bacteria también en dicho estado.

La humedad y las altas temperaturas, en los pai-
ses tropicales trae como consecuencia que los culti-
vos sean muy vulnerables a las infecciones bacterianas
de patégenos exaticos. En este caso, Cuba cuenta con
las condiciones climaticas propicias para el desarrollo
y sobrevivencia de R. solanacearum. Por estos moti-
vOs es muy importante que los servicios de proteccion
fitosanitarios dispongan de herramientas que permitan
la deteccion rapida, sensible y especifica de esta bac-
teria con el objetivo de impedir la entrada de material
infectado al pais (9).

En Cuba, hasta el momento, se han disefiado sis-
temas de detecciéon basados en el aislamiento de la
bacteria en medios de cultivos, la identificacion
bioquimica y patogénica y la aplicacion de la
Inmonofluorescencia Indirecta como método
serologico de diagnostico (6). El uso de estos méto-
dos tiene ciertas desventajas cuando se quiere lograr
altos niveles de especificidad y sensibilidad y un re-
sultado rapido del diagnéstico (10).

El objetivo de este trabajo es poner a punto la téc-
nica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
para la detecciéon rapida y especifica de R.
solanacearum, con vistas a fortalecer el sistema de
prevencion y vigilancia con herramientas moleculares
de diagndstico y contar con un método de confirma-
cién para posibles reclamaciones.

MATERIALESY METODOS

Para realizar el trabajo se utilizaron suspensiones
bacterianas no viables de Ralstonia solanacearum (108
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UFC/mL) donadas por el Laboratorio Central de Cua-
rentena de Cuba (LCC).

Preparacion de las muestras para PCR

A partir de estas suspensiones se obtuvieron los
ADN por extraccion con fenol-cloroformo y precipita-
cién con isopropanol. La concentracion y pureza del
ADN se estimé por espectrofotometria, mediante lec-
turas de absorbancia a 260y 280 nm. La pureza de la
muestra se examind mediante la relacion de las
absorbancias y por electroforesis en gel de agarosa
(0,8 % en tampdn TBE (Tris-borato 0, 045 M; EDTA O,
001 M) que contenia bromuro de etidio (0,5 mg/mL) y
utilizando un transiluminador UV (Macrovue 2011,
LKB) para su visualizacion. Los ADN purificados se
conservaron a -20°C hasta la realizacion del ensayo.

A partir de las mismas suspensiones se prepara-
ron diluciones desde 108 hasta 10 UFC/mL para de-
terminar el limite de deteccién de la PCR a partir de
los cultivos celulares. Las muestras que se conserva-
ron de igual forma hasta su utilizacion.

Reaccién en cadenade la polimerasa

Para la puesta a punto de la PCR se sintetizaron
en el Laboratorio de Sintesis (Heber Biotech, Cuba),
los cebadores PS96-H y PS96-1 disefiados por Seal
(11) con las secuencias (5" TCA CCG AAG CCG AAT
CCGCGTCCATCAC3)y (5 AAGGTGTCGTCC
AGC TCG AAC CCG CC 3").

La amplificacion se realizé en un termociclador
(Eppendorf) con una mezcla de reaccion de 25puL de
volumen final, compuesta por tampén de PCR 10X
(Promega), 3mM de MgCl, 1pM de cada cebador,
0.2mM de cada dNPTSs, lunidad de Taqg Polimerasa
(Amplicen, Cuba) y 20ng de ADN. El programa de am-
plificacion consistié un ciclo de desnaturalizacion a
95°C, durante 5 minutos, seguido de 40 ciclos a 94°C,
30 segundos; 64°C, 1 minuto; 72°C, 2 minutos; y un
ciclo de extension final a 72°C, 7 minutos.

El fragmento amplificado se analiz6 en un gel de
agarosa al 2%, preparado con TBE 0.5X (Tris-HCI
45mM, acido borico 45mM y EDTA 1mM) y se tifid
con bromuro de etidio 5pg/pL en TBE. Se emple6 un
marcador de peso molecular de 100pb (Promega) y
las bandas resultantes se visualizaron en un
transiluminador de luz ultravioleta.

Parametros de desempefio

Se determing el limite de deteccion de la técnica a
partir de las suspensiones bacterianas y se verifico la
especificidad analitica frente a otras especies
bacterianas tales como: Ralstonia syzygii,
Burkholderia cepacia, Erwinia carotovora y



Xanthomonas axonopodis, ubicadas en la coleccién
del Laboratorio de Bacteriologia Vegetal del CENSA.

RESULTADOSY DISCUSION

La Figura 1 muestra los resultados de la amplifi-
cacién mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa de las preparaciones de ADN y de las sus-
pensiones bacterianas. Se observa como el protoco-
lo de amplificacion funcion6 adecuadamente, lo cual
coincide con los resultados obtenidos por Seal (11) al
obtener un fragmento de 148pb, que identifica
especificamente a R. solanacearum. Se evidencian
sefiales tanto en las muestras de ADN como en las
procedentes de las células bacterianas que se utiliza-
ron directamente en la reaccion de PCR.

FIGURA 1. Productos de amplificacion mediante PCR.
Linea1: patrén de peso molecular de 100pb; 2-3: controles
negativos; 4-6: ADN de R. solanacearum; 8-9: células de
R. solanacearum, 10: control agua./Amplification products
of R. solanacearum by PCR. Line 1: molecular weight
pattern 100bp; 2-3: negative controls; 4-6: R.
solanacearum DNA; 8-9: R. solanacearumcells; 10: water
control.

El limite de deteccién de la técnica a partir de las
diluciones de las suspensiones bacterianas fue de 2.5x
10* UFC/mL. Estos resultados coinciden con los ob-
tenidos por otros autores (12), quienes observaron
sefiales de amplificacion de la dilucion 10 corres-
pondiente a 2.0 x 10'UFC/mL (13, 14, 15). (Fig 2).

En el ensayo de especificidad (Fig. 3) no se ob-
servoé ninguna sefial en las muestras de referencia de
otras especies bacterianas utilizadas, por lo que se
confirma la especificidad del diagnostico al utilizar esta
pareja de cebadores.

Los niveles de deteccion de la técnica de PCR tam-
bién han sido evidenciado por otros autores al emplear
las células de forma directa en la reaccién de las PCR
para otros fitopatégenos como Xanthomonas albilineans
y Leifsonia xyli subsp. xyli (8) y los fitoplasmas asocia-
dos al amarilleamiento foliar (16), entre otros.
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FIGURA 2. Limitededeteccion delaPCR apartir dedilu-
ciones de las suspensiones bacterianas. Linea 1: Marcador
de peso molecular 100pb; 1-2: ADN; 3-11: diluciones de
suspensiones desde 10%-10 UFC/mL.: 12: control de agua./
Detection limit of PCRfrombacterial suspensionsdilutions.
Line 1: molecular weight pattern 100bp; 1-2: DNA; 3-11:
Suspension dilution; 12: water control.

FIGURA 3. Resultados dela PCR en &l ensayo de especi-
ficidad. Linea 1: Marcador de peso molecular 100 pb; 2:
ADN de R. solanacearum; 3-5: R. syzygii, B. cepaces, E.
carotovora; 6-7: células de R. solanacearum; 8: X.
axonopodis; 9 control de agua./Results of especificity PCR
assay. Line 1: molecular weight pattern 100bp; 2: R.
solanacearum DNA; 3-5: R. syzygii, B. cepacea, E.
carotovora; 6-7: R. solanacearumcells; 8: X. axonopodis;
9: water control.

Diferentes autores han demostrado el incremento
de la sensibilidad al utilizar la PCR anidada, con la
gue han detectado hasta 10 cel.mL?. (17,18). Por otra
parte se afirma que la combinacion del método biol6-
gico (multiplicacion de la bacteria) con los métodos
de diagnéstico poseen importancia especial cuando
se trata de infecciones latentes, donde los niveles
poblacionales estan por debajo de las posibilidades
de deteccion de los diferentes ensayos (19, 20).

Resultados similares se han obtenido al utilizar el
método de pre-enriquecimiento (siembra en medio
SMSA), previo al desarrollo de la técnica de PCR, con
un aumento de la sensibilidad del ensayo hasta un
millén de veces. Precisamente porque la amplifica-
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cién se realiza, a partir de suspensiones de células y
no a partir de material vegetal donde algunos autores
se refieren al efecto inhibidor que provocan los com-
puestos que se producen tras la activacion de los me-
canismos de defensa de la planta cuando esta es in-
fectada por un patégeno (21).

Muchos estudios referidos al diagnéstico de bac-
terias u otros fitopatdgenos indican que la técnica de
PCR posee ciertas ventajas sobre los ensayos
seroldgicos, fundamentalmente en los niveles de
detectabilidad. En ocasiones la IFl, es catalogada
como una técnica subjetiva y que depende de la ex-
periencia del ejecutor del ensayo. A pesar de que
evidencia la morfologia de la célula bacteriana los re-
sultados dudosos son mas comunes que al realizar
otros ensayos. Los resultados obtenidos en este tra-
bajo permiten recomendar la técnica de PCR para la
confirmacién de resultados cuestionables por otros
métodos de deteccion (8).

La especificidad de las técnicas de diagnostico que
se utilizan para esta entidad bacteriana se ha visto
afectada debido a la gran diversidad genética que se
presenta, ademéas de las estrechas relaciones que
mantiene con otras especies bacterianas tales como:
R. syzygii y R. picketti. Diferentes estudios realizados
sugieren el uso de iniciadores derivados de la region
del ARNr 16S, ya que permiten el desarrollo de méto-
dos de amplificacion enzimética in vitro de gran utili-
dad para el diagnéstico especifico, la identificacién y la
clasificacion taxonémica de procariontes (11, 13, 20).

Estos resultados son de gran importancia para
Cuba pues contribuyen al fortalecimiento de los siste-
mas de diagnostico de plagas cuarentenadas y ga-
rantizan la adecuada vigilancia fitosanitaria en las es-
taciones post entrada, al contar con un método rapi-
doy sensible que permite la deteccién de infecciones
latentes y por supuesto evita la entrada al pais de una
enfermedad tan devastadora como lo es la marchitez
bacteriana.
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