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  RESUMEN

  
    El objetivo de este trabajo fue caracterizar la variabilidad genética de cepas de Pseudomonas spp. causantes de la Pudrición parda de la vaina en arroz, en Cuba, 
      mediante el análisis de regiones genómicas. Se realizó un primer 
      agrupamiento basado en el análisis de la huella genética mediante PCR. 
      Posteriormente, se desarrolló el análisis a través de rep-PCR (ERIC, BOX
      y REP-PCR). En los dos tipos de ensayos las cepas mostraron variabilidad molecular, lo que se evidenció por la formación de tres grupos de Pseudomonas que circulan en el país. El primer grupo estuvo conformado por las 
      cepas A74 y A75, el segundo incluyó las cepas A90 y A91, y el último 
      relacionó la mayoría de las cepas (A9, A36, A63, PR1 y PR3); estas 
      últimas se identificaron como Pseudomonas sp. o Pseudomonas fluorescens.
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  ABSTRACT

  
    The objective of this work was to characterize the genetic variability of strains of Pseudomonas spp. that cause Sheath Brown Rot of rice in Cuba, through the analysis 
      of genomic regions. A first grouping was performed based on the genetic 
      fingerprint analysis by PCR, and then the analysis was developed through
      rep-PCR (ERIC, BOX and REP-PCR). In the two types of tests, the strains
      showed molecular variability, which was evidenced by the formation of 
      three groups of Pseudomonas that circulate in the country. One of
      them grouped the strains A74 and A75, the second group included the 
      strains A90 and A91, and the last group related most of the strains (A9,
      A36, A63, PR1 and PR3), the latter identified as Pseudomonas sp. or Pseudomonas fluorescens.
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      INTRODUCCIÓN

       ⌅
      Diversas
        enfermedades afectan el cultivo del arroz a nivel mundial y, aunque 
        predominan las causadas por especies de hongos, las de origen bacteriano
        se destacan por su impacto económico y su amplia distribución (1, 2). En las últimas décadas, algunos agentes bacterianos han causado enfermedades emergentes, como Burkholderia glumae (Kurita y Tabei) (3) y especies de Pseudomonas, entre ellas P. syringae Van Hall y, particularmente, P. fuscovaginae Miyajima, Tanii y Akita, asociados a la Pudrición de la vaina y el manchado del grano (4, 5).

      Las especies del género Pseudomonas poseen una gran versatilidad metabólica, heterogeneidad y plasticidad genética (6, 7), lo cual favorece su adaptación a disímiles 
        condiciones y dificulta su detección y manejo. De ahí la importancia de 
        la caracterización molecular de las mismas. 

      Para los estudios de tipificación o de diversidad genética dentro del género Pseudomonas, se utilizan técnicas como Rep-PCR (del inglés “repetitive sequence”), que incluye los protocolos conocidos como REP-, ERIC- y BOX-PCR (del inglés “repetitive extragenic palindromic sequences, enterobacterial repetitive intergenic consensus sequences”
        y elementos BOX, respectivamente), en dependencia de las regiones 
        conservadas y distribuidas en el genoma bacteriano a las que se unan los
        iniciadores aplicados. También se usan RAPDs-PCR (del inglés “randomly amplified polymorphic DNA”), PCR-ribotyping, MLST (del inglés “multilocus sequence typing”) de secuencias concatenadas de genes conservados (fundamentalmente rpoD, rpoB, gyrB y 16S rRNA), entre otras (8, 9, 10).

      Una
        investigación basada en la técnica BOX-PCR, demostró la presencia de 
        patrones polimórficos intraespecíficos para cepas aisladas de semillas 
        de arroz en Filipinas (11). Posteriormente, al comparar diferentes aislados de Pseudomonas procedentes de Filipinas, con cepas de referencia provenientes de Japón y de Burundi, y con otras especies de este género (P. syringae pv. syringae, P. putida bv. A), se distinguieron dos grupos, el de los aislados del trópico y el de las cepas de referencia (12).

      En Cuba, se informó la presencia de especies de Pseudomonas causantes de Pudrición de la vaina en las tres principales regiones 
        productoras de arroz. Esta pudiera ser una de las causas que inciden en 
        los bajos rendimientos de este cereal, cuyo promedio no supera las 3,57 
        t.ha-1 (13), a pesar de las estrategias para fomentar su producción.

      Sin
        embargo, no se conoce si existe variabilidad genética en la población 
        de cepas identificadas en el país, por lo que el objetivo de este 
        trabajo fue caracterizar la variabilidad genética de cepas cubanas de Pseudomonas spp., patógenas al cultivo del arroz, mediante el análisis de regiones genómicas.

    
    
      MATERIALES Y MÉTODOS

       ⌅
      El
        trabajo se desarrolló con las cepas A9, A36, A63, A74, A75, A90, A91, 
        PR1 y PR3, pertenecientes al cepario del Laboratorio de Bacteriología 
        Vegetal del Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA), en el cual 
        se realizaron los ensayos correspondientes. Las cepas puras se 
        obtuvieron a partir de aislamientos de vainas y granos de arroz 
        infectados, procedentes de las provincias Granma, Sancti Spíritus  y 
        Pinar del Río. Se procedió a la extracción de ADN genómico de las cepas 
        mediante la inoculación de tubos de ensayo contentivos de 5 mL de medio 
        Caldo Nutriente (BIOCEN), con 500 µL de suspensiones bacterianas de cada
        cepa en solución salina estéril (SSE), ajustadas a la concentración de 
        1×109 UFC.mL-1. A continuación se incubaron, en 
        agitación, a 28ºC y oscuridad, durante 16-18 h. Posteriormente, se 
        tomaron alícuotas de 1 mL, se centrifugaron a 10 000 rpm, durante 2 min (14),
        y el precipitado se resuspendió en 200 µL de SSE. La extracción de ADN 
        genómico se realizó de acuerdo al protocolo descrito por Dellaporta et al. (15). 
        Los estudios de caracterización molecular consistieron en el análisis de
        la huella genética mediante PCR con cebadores descritos por Onasanya et al. (16) y rep-PCR. 

      
        Análisis de la huella genética mediante PCR

         ⌅
        Las
          cepas se analizaron mediante una PCR con los cebadores PfF3 
          (5´-AACGGGTGTACTTGGTCAGG-3´) y PfR3 (5´-CTCCGAGATTACCCACAAGC-3´) (16).

        La mezcla de PCR se realizó con 50 ng de ADN genómico de cada una de las cepas, 0,2 µM de cada cebador y 1X GoTaq G2 Green Master Mix (Promega, EUA): 1X Green GoTaq G2 Reaction Buffer (pH 8,5); 0,2 mM de dNTPs; 1,5 mM de MgCl2 y 1 U de Taq ADN polimerasa;
          en un volumen total de 25 µL. 
          
          Como control negativo se utilizó agua desionizada estéril. La 
          amplificación se realizó con el siguiente programa: desnaturalización 
          inicial a 94°C durante 3 min, seguido por 35 ciclos de desnaturalización
          a 94°C por 1 min, alineamiento a 55°C durante 1 min y extensión a 72°C,
          2 min, con una extensión final a 72°C por 7 min, en un termociclador 
          Eppendorf Mastercycler. 

        Los productos de amplificación se 
          separaron en un gel de agarosa (1 %), mediante una corrida 
          electroforética (tampón Tris-Ácido bórico-EDTA 0,5 X teñido con bromuro 
          de etidio) a 100 V, durante 30 min (17). Los amplicones se visualizaron en un 
          transiluminador de luz UV Syngene InGenius L (Syngene, EE. UU). Se 
          utilizó el marcador de peso molecular de 1 Kb (Ladder, Promega).

      
      
        Análisis de la huella genética mediante rep-PCR

         ⌅
        Para el desarrollo de este ensayo se utilizaron los cebadores descritos por Ravi et al. (14) (Tabla 1).

        Tabla 1.  Cebadores usados en rep-PCR para el análisis de la huella genética de cepas patógenas/ Primers used in rep-PCR for the analysis of the genetic fingerprinting of pathogenic strains.

        
          
            
              
                
                
                
                
                
                
                  
                    	Cebadores
                    	Secuencia (5´-3´)
                    	Número de bases
                  

                
                
                  
                    	BOX A1R
                    	CTACGGCAAGGCGACGCTGACG
                    	22
                  

                  
                    	ERIC F
                    	AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG
                    	22
                  

                  
                    	ERIC R
                    	TGTAAGCTCCTGGGGATTCAC
                    	21
                  

                  
                    	REP F
                    	ICGICTTATCIGGCCTAC
                    	18
                  

                  
                    	REP R
                    	IIIICGICGICATCIGGC
                    	18
                  

                
              

            

          

        

        

        
          I: Inosina

        

        La mezcla de reacción para la PCR (volumen final de 20 µL) consistió en 1X GoTaq G2 Green Master Mix (Promega, EUA): (1X Green GoTaq G2 Reaction Buffer (pH 8,5); 0,2 mM de dNTPs; 1,5 mM de MgCl2 y 1 U de Taq ADN 
          polimerasa); 0,5 µM de cada cebador y 5-50 ng de ADN genómico 
          bacteriano.
          
          
          Como control negativo se utilizó agua desionizada estéril en lugar
          de ADN. Las reacciones se desarrollaron en un termociclador programable
          Master Cycler (Eppendorf, Alemania), de acuerdo al programa descrito 
          por Ravi et al. (14).
          El mismo consistió en una desnaturalización inicial a 94ºC por 3 min; 
          45 ciclos de desnaturalización a 94ºC por 25 s, alineamiento a 52ºC 
          (para BOX y ERIC-PCR) o a 38oC (para REP-PCR) durante 1 min, y extensión a 72oC por 1 min; seguido de una extensión final a 72oC durante 8 min.

        Se
          realizaron tres réplicas de los ensayos de rep-PCR, con tres conjuntos 
          de ADN genómico de las cepas bacterianas. La corrida electroforética se 
          realizó según se refirió previamente, pero en un gel de agarosa (1,2 %),
          durante 2 h y 50 min.

        Para cada cepa, se registraron los perfiles
          genéticos consistentes que se visualizaron en las repeticiones. Con 
          estos datos se realizó una matriz binaria donde se asignó “1” a la 
          presencia y “0” a la ausencia de cada una de las bandas y se analizó su 
          similitud genética mediante el método UPGMA, distancia de Jaccard, 
          contenido en el Programa NTSYSpc21 versión 2.11. Los dendrogramas 
          obtenidos sirvieron como base para evaluar la variabilidad molecular de 
          las cepas.

      
    
    
      RESULTADOS Y DISCUSIÓN

       ⌅
      
        Análisis de la huella genética mediante PCR

         ⌅
        Se
          obtuvo amplificación de bandas con tres patrones diferentes: una banda 
          común, de aproximadamente 700 pb (única en las cepas A9, A36, A63, PR1 y
          PR3), una banda adicional para A74 y A75 de más de 1000 pb, y un total 
          de cuatro bandas para A90 y A91. Esto evidencia la presencia de, al 
          menos, tres perfiles genéticos diferentes entre las cepas cubanas 
          causantes de la pudrición de la vaina (Figura 1). Las cepas A74 y A75 mostraron iguales perfiles, lo cual sugiere que se trata de una misma especie.

        
          
            
               
            
          

        

        Figura 1.  Perfiles genéticos generados de la 
          amplificación de las cepas causantes de pudrición de la vaina de arroz, 
          utilizando los cebadores específicos PfF3 y PfR3. Electroforesis en gel 
          de agarosa al 1 %. M: Patrón de Peso Molecular 1 Kb (Promega) / Genetic
          profiles generated from the amplification with the specific primers 
          PfF3 and PfR3 of the strains causing rice sheath rot, Electrophoresis in
          1 % agarose gel. M: Molecular Weight Standard 1 Kb (Promega)

        Onasanya et al. (16) también identificaron tres perfiles diferentes, aunque obtuvieron 23 fragmentos, en una PCR utilizando los cebadores 
          PfF3 y PfR3. Estos autores indicaron la conveniencia de la aplicación de
          la PCR, con estos cebadores, para el análisis de numerosas muestras, lo
          que permite mayor eficiencia en el estudio de la virulencia y del 
          movimiento de las poblaciones de patógenos bacterianos en el cultivo del
          arroz.

      
      
        Análisis por rep-PCR

         ⌅
        El
          número de bandas amplificadas, para cada cepa, varió desde 3 hasta 11 
          con los juegos de cebadores de rep-PCR. La talla de los fragmentos de 
          ADN amplificados osciló entre 200 y 4000 pb. Para la población de cepas 
          analizadas, se obtuvieron 60 bandas de ADN en los tres ensayos (ERIC, 
          BOX y REP-PCR): 28, 13 y 19 por cada uno de estos, respectivamente.

        Sobre la base del análisis por rep-PCR (Figura 2),
          se distinguieron fundamentalmente tres grupos. El primero comprendió 
          las cepas A9, A36, A63, PR1 y PR3; el segundo, las cepas A74 y A75 y el 
          tercero, A90 y A91. La similitud entre las cepas del primer grupo fue 
          superior al 55 % y alcanzó el 100 % para las cepas A36 y A63 en los tres
          ensayos.

        
          
            
               
            
          

        

        Figura 2.  Dendrograma que demuestra el 
          agrupamiento de las cepas causantes de pudrición de las vaina y manchado
          del grano, a partir de los perfiles genéticos generados por los 
          cebadores ERIC, BOX y REP-PCR. El análisis de conglomerados (FreeTree, 
          Treeview) se realizó por el método UPGMA (Distancia Jaccard). / Dendrogram
          showing the grouping of the strains causing sheath rot and grain 
          discoloration, from the genetic profiles generated by ERIC, box and 
          REP-PCR primers. The cluster analysis (FreeTree, Treeview) was performed
          using the UPGMA (Jaccard Distance) method.

        Las cepas
          A74 y A75 exhibieron una similitud de 80 % para ERIC-PCR y 100 % para 
          REP y BOX-PCR; mientras que, entre las cepas A90 y A91, osciló entre el 
          75 y el 100 %; entre estos dos grupos de 0 (por REP-PCR) hasta 44 % (por
          BOX-PCR). Algunas de las cepas mostraron bandas únicas (como A9 y PR3 
          en el ensayo ERIC-PCR, A90 en BOX-PCR, y PR1 en REP-PCR), lo que indica 
          la capacidad de esta técnica para diferenciar entre cepas. 

        Estos 
          resultados corroboraron que existe variabilidad genética entre las cepas
          estudiadas, como se demostró en el ensayo previo de PCR. De igual 
          forma, se informó alta variabilidad molecular entre cepas procedentes de
          Filipinas, al compararlas con cepas de referencia de Japón y de Burundi
          (12).

        En los dos tipos de ensayos 
          evaluados, las cepas A9, A36, A63, A74, A75, A90, A91, PR1 y PR3 
          mostraron variabilidad molecular, lo que evidencia la presencia de tres 
          grupos de Pseudomonas que circulan en el país. Uno de ellos 
          estuvo conformado por A74 y A75. El segundo grupo incluyó las cepas A90 y
          A91, que compartieron un polimorfismo similar en los análisis genómicos
          realizados. Algunos autores analizaron poblaciones de Pseudomonas infectando arroz, con diversidad metabólica, plasticidad del genoma y 
          adaptación funcional, lo que les posibilita, incluso, estar presentes en
          diferentes nichos ecológicos (18). Las cepas A9, A36, A63, PR1 y
          PR3, ubicadas en el último grupo, muestran patrones polimórficos muy 
          similares entre ellas y se pueden clasificar como Pseudomonas sp. o P. fluorescens, aunque son patógenas al cultivo del arroz. En este sentido, existen informes de cepas de P. fluorescens que pueden ser patógenas ocasionales de numerosos cultivos, entre 
          ellos: arroz, trigo, maíz, sorgo, papa, ajo, pepino, algodón, tomate, 
          tabaco, frijol y cítricos (19, 20, 21).

        No
          obstante, se requiere profundizar en los estudios de variabilidad y 
          diagnóstico de la enfermedad de la Pudrición parda de la vaina en el 
          país, con un enfoque polifásico, y donde se aborden estudios taxonómicos
          o de caracterización mediante técnicas moleculares, como la PCR con 
          cebadores específicos o la detección múltiple de las principales 
          especies relacionadas con esta enfermedad (3, 22, 23) y la secuenciación de genes conservados independientes o concatenados: ARNr 16S, rpoB, rpoD-gyrB, atpD-carA-recA-ARNr 16S (18, 24), entre otras (8, 25). En tal sentido, Quibod et al. (18) detectaron eventos de inserción-deleción en el genoma de cepas de Pseudomonas que permiten una alta frecuencia de intercambio genético, e influyen en
          la variación genética intrínseca, lo que hace que las cepas, con alta 
          similitud entre ellas, representen grupos filogenéticos 
          diferentes, evidenciando que el estatus filogenético de estas cepas 
          necesita ser analizado en el contexto de metapoblaciones.

      
    
    
      CONCLUSIONES

       ⌅
      De acuerdo con la variabilidad genética obtenida de las regiones genómicas estudiadas, circulan en Cuba tres grupos de cepas de Pseudomonas spp.: el primero conformado por A74 y A75, el segundo por A90 y A91, y el tercer grupo incluyó cepas de Pseudomonas sp. o Pseudomonas fluorescens (A9, A36, A63, PR1 y PR3); asimismo, se confirmó la necesidad de continuar la identificación a nivel de especie.
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