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Resumen

La enfermedad denominada “falso Orobanche” constituye uno de los factores que
afecta la produccion tabacalera en el centro y el oriente de Cuba. Los sintomas se
presentan como tumoraciones o excrecencias de masas blanquecinas jugosas a nivel
de las raices de las plantas de tabaco, que pueden tener brotes por encima de la
superficie del suelo y llegar a desarrollar clorofila. En los momentos iniciales
comunmente se confunden con las caracteristicas que presenta la fase hipogea de la
planta parasita Orobanche ramosa L. Puede afectar el desarrollo normal de las plantas
produciendo enanismo y raquitismo. Aunque existe un consenso general en cuanto al
papel que juegan las fitohormonas en el desarrollo de esta sintomatologia, no se
conoce cual es el agente causal de esta enfermedad.



Con el objetivo de identificar al agente etioldgico del “falso Orobanche” se confirmé por
primera vez su naturaleza bidtica y empleando pruebas de patogenicidad se determind
que se trata de un actinomiceto perteneciente al género Nocardia. Filogenéticamente,
atendiendo a los porcentajes de identidad nucleotidica, se determiné que este agente
se encuentra estrechamente relacionado con N. carnea y con N. flavorosea, con 99,7%
y 99,8% de identidad con las secuencias del ARNr 16S, y con 97,4% y 96,9% de
identidad con las secuencias del gen secAl, de estas especies respectivamente.

Es la primera vez que se informan y caracterizan en el mundo aislados del género
Nocardia que afectan al cultivo del tabaco y es la segunda ocasion en que se comunica
el hallazgo de un agente fitopatdogeno dentro de este género. Constituye, ademas, el
primer informe de la determinacién del agente causal del “falso Orobanche” en el
tabaco cubano y la primera vez que se comunica al mundo de un agente causante de
esta enfermedad diferente de Rhodococcus fascians.

Los resultados del trabajo fueron publicados en revistas de alto factor de impacto como
PHYTOPATHOLOGY y JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY, asi como en una revista
nacional. Se han presentado en eventos nacionales e internacionales y han obtenido
premios (Premio MINAG 2010) y distinciones. Los resultados aqui presentados
formaron parte de una tesis doctoral discutida en el 2012.

El conocimiento del agente etiolégico de esta enfermedad ya permitié la evaluacion de
la respuesta defensiva de las especies del banco de germoplasma de tabaco frente a
este agente, estudios de persistencia del agente en el suelo y la determinacion de los
factores del medio que inciden en su propagacion, lo cual constituye un impacto
tecnolégico positivo para la cadena productiva del tabaco.

Comunicacion Corta

Introduccion

La enfermedad denominada “falso Orobanche” constituye uno de los factores que
afecta la produccion tabacalera en el centro y el oriente de Cuba. Los sintomas se
presentan como tumoraciones o excrecencias de masas blanquecinas jugosas a nivel
de las raices de las plantas de tabaco, que pueden tener brotes por encima de la
superficie del suelo y llegar a desarrollar clorofila. En los momentos iniciales
comunmente se confunden con las caracteristicas que presenta la fase hipogea de la
planta parasita Orobanche ramosa L. Puede afectar el desarrollo normal de las plantas
produciendo enanismo y raquitismo. Aunque existe un consenso general en cuanto al
papel que juegan las fitohormonas en el desarrollo de esta sintomatologia, no se
conoce cual es el agente causal de esta enfermedad.



El objetivo de este trabajo es identificar al agente etioldgico del “falso Orobanche” que
afecta al tabaco cubano.

Resultados y Discusién

Estudios sobre la naturaleza del agente causal del “falso Orobanche” Al cabo de
38 dias las plantas que se trasplantaron en suelo esterilizado y se mantuvieron a 30 °C,
se mantuvieron asintomaticas (Figura 1. A). Las que se trasplantaron en el suelo no
esterilizado y que se mantuvieron a 30 °C) si presentaron sintomas de la enfermedad
(Flgura1 B).
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El hecho de obtener tumoraciones y rebrotes solo en las plantas sembradas en el suelo
no esterilizado indica una posible naturaleza bidtica del agente etiologico. Las plantas
sembradas en tierra no estéril y mantenidas a 18 °C, se mostraron asintomaticas
durante todo el desarrollo del experimento. Al plantar nuevas plantulas del mismo
cultivar en el mismo suelo que se mantuvo a 18 °C, pero esta vez incubadas a 30 °C,
se comprobo manifestacion de sintomas de la enfermedad a los 45 dias.

xi’t

Se podria esperar entonces que al disminuir la temperatura hasta 18 °C se
incrementaran los sintomas del trastorno si este fuese ocasionado por un factor
abidtico termolabil, pues la planta seria mas susceptible mientras que el supuesto
componente abidtico del suelo, implicado en la sintomatologia, seria mas estable. El
hecho de que ocurriera lo contrario se puede explicar sobre la base de que el agente
causal es un elemento biético, cuya temperatura 6ptima de desarrollo es superior a los
18 °C. De esta forma la disminucion de la temperatura impide que dicho agente se
desarrolle y ocasione sintomas a la planta de tabaco. Fenémeno conocido como
microbiostasis (Madigan y col., 2009).

Este resultado constituye una novedad cientifica pues se confirmd por primera vez la
naturaleza bidtica del agente causal del “falso Orobanche” del tabaco en Cuba.

Determinacion del agente causal de la enfermedad en plantas de tabaco

Primera prueba de patogenicidad

A partir de los 25 dias de la inoculacién de las plantas de tabaco con las suspensiones
celulares, obtenidas del lavado de las placas de las diferentes diluciones del islamiento
de los tumores, se observo, en algunas de ellas, la manifestacion de sintomas del
“falso Orobanche”. Las plantas testigos, no inoculadas, permanecieron asintomaticas
durante todo el experimento. En general, los resultados permiten establecer que el



agente etiolégico de esta enfermedad se aisla y se desarrolla en medios de cultivo
artificiales, corroborando asi la etiologia bidtica de la enfermedad.

Segunda prueba de patogenicidad

Para esta prueba, los aislados obtenidos de las diluciones que indujeron sintomas por
cada localidad se agruparon atendiendo a la pigmentacion de sus colonias (blanca,
naranja y amarilla). Las plantas susceptibles se inocularon con las diferentes
combinaciones de estos grupos. Se pudo apreciar que solo en las variantes donde se
emplearon los aislados de pigmentacién blanca en sus colonias por cada localidad, se
encontraron plantas enfermas. Este resultado evidencié que dentro del grupo de
aislados con pigmentacion blanca, obtenidos de los diferentes territorios, se encuentra
el agente causal de la enfermedad.

Tercera prueba de patogenicidad

En la prueba de patogenicidad realizada individualmente a cada uno de los aislados
con colonias de color blanco en el medio D2 de todos los territorios, se pudo determinar
que los aislados T42, Cab12, Tag09, Bay04, Yar17 y Jig06, obtenidos de las
localidades de Tamarindo, Cabaiguan, Taguasco, Bayamo, Yara y La Jiquima,
respectivamente, poseen la capacidad para inducir la sintomatologia descrita para esta
enfermedad.

Cuarta prueba de patogenicidad

En todas las vitroplantas inoculadas con los aislados patogénicos puros se aprecio la
manifestacion de los sintomas tipicos del “falso Orobanche”. Las caracteristicas de los
organismos reaislados de este sistema in vitro coincidieron con las caracteristicas de
los organismos inoculados.

El haber encontrado a los aislados patogénicos asociados con las plantas enfermas
examinadas, y nunca con las plantas sanas; el haberlos cultivado artificialmente;
sumado a que su inoculacion, de modo independiente, en plantas sanas provoco la
manifestacion de los mismos sintomas de la enfermedad y que en el sistema in vitro se
comprobd que el agente inoculado y el reaislado eran el mismo, indican que estos
aislados cumplen con los cuatro postulados de Koch segun Agrios (2005), Fuentes y
Blanco (2007) y Volcy (2008).

Identificacion taxonémica del agente causal del “falso Orobanche”
Caracterizaciéon morfocultural y morfotintorial

En el medio de cultivo D2 las colonias de los seis aislados patogénicos se apreciaron
claramente a partir de las 96 h de crecidas. A los 15 dias las colonias se apreciaron
pequenas (J: 2-3 mm), con el estroma anaranjado oscuro, cubiertas en su mayor
extensidon con hifas aéreas de color blanco. Las mismas presentaron un borde ancho
filamentoso compacto y blanco que se extendié por encima del medio de cultivo.

Morfotintorialmente los seis aislados patogénicos resultaron Gram-positivos, con
apariencia de largos bastones finos, ramificados y presencia de granulos redondos. Se



observé también la presencia de elementos pleomorficos. Los aislados también
resultaron ser bacterias parcialmente acido-alcohol resistentes.

Las caracteristicas morfotintoriales y macromorfolégicas de los aislados patogénicos
son muy similares entre ellos, y coinciden con las descritas para el género
NocardiaTrevisan.Este género pertenece a la familia Nocardiaceae (Nocardioformes),
un grupo dentro de Corynebacterinae, suborden dentro del orden Actinomycetales que
pertenece a la subclase Actinobacteridae y a la clase Actinobacteria. Este grupo es
referido como actinomicetos aerobios (Goodfellow y Lechavalier, 1989; Goodfellow,
1992; Stackebrandty col., 1997; Conville y Witebsky, 2010).

Caracterizacion fisiolégica y bioquimica

Los seis aislados patogénicos respondieron de manera idéntica a las pruebas
fisiolégicas y bioquimicas efectuadas. Todos crecieron a 35 °C pero no a 45 °C, nia 18
°C. No hidrolizaron el almiddn ni la gelatina, pero si la esculina. No produjeron H2S. No
utilizaron el citrato, pero si redujeron los nitratos. No mostraron presencia de p-
galactosidasa, pero si de catalasa y ureasa. Produjeron acido a partir de D-glucosa,
Larabinosa, D-manosa, D-manitol, N-acetil-glucosamina, inositol y sacarosa, pero no a
partir de D-sorbitol, L-ramnosa y D-melibiosa.

Caracterizacion molecular

Tomando en consideracion de que el aislado T42 se obtuvo de muestras
pertenecientes a la localidad de Tamarindo, donde se informa la mayor incidencia de la
enfermedad en el pais, se designo a la secuencia nucleotidica del gen del ARNr de 16S
de T42 (numero de acceso al GenBank: JX163133) como representante de los seis
aislados de Cuba en los restantes analisis bioinformaticos (las secuencias d elos seis
aislados resultaron idénticas).

En el arbol construido a partir del calculo de las distancias filogenéticas de 29
secuencias nucleotidicas parciales del gen del ARNr de 16S de cepas tipo, de especies
del género Nocardia, mas la secuencia del aislado T42, se observo que el aislado
cubano se situd en el interior de una rama del tronco evolutivo del género Nocardia
(Figura 2).

JF797307|Nocardia camea strain ATCC 6847

«qg - JF797316|Nocardia sienata strain DSM 44766
1100 JF797319|Nocardia testacea strain DSM 44765
EF418604|Mocardia rhamnosiphila strain 202GMO
AF430048|Nocardia flavorosea strain JCM 3342

® JX163133|Nocardia sp. T42

Figura 2. Fragmento del arbol filogenético derivado de las secuencias parciales del gen del
ARNr de 16S obtenido por un analisis de matrices de distancia. Se muestra la posicién del
aislado T42 (circulo oscuro). La topologia del arbol fue inferida por el método de NJ basado en
la comparacion de 1 348 nt. En cada rama se muestran los valores de bootstrap (1 000
réplicas) = 50%. Con asteriscos (*) se indican las ramas del arbol que también se obtuvieron
empleando el algoritmo ML. Antes de la linea vertical se muestra el numero de acceso al
GenBank de cada cepa o aislado empleado en la comparacion.



De acuerdo con los calculos del porcentaje de identidad de las secuencias parciales (1
348 nt) del gen del ARNr de 16S, el aislado T42 se encuentra estrechamente
relacionado al 99,8% con N. flavorosea cepa JCM 3342ty al 99,7% con N. carnea cepa
ATCC 68477. Aunque el gen del ARNr de 16S es el mas comunmente evaluado para la
identificacion de las especies de Nocardia se ha visto que existe una limitada
heterogeneidad interespecifica entre especies muy emparentadas y alta variabilidad
intraespecifica dentro de muchas especies (Conville y Witebsky, 2010; Roth y col.,
2003; Helal y col., 2011).

Para el caso de los actinomicetos, se informa el empleo con éxito del gen secAl para
ubicar a los representantes de ese grupo (Zelazny y col., 2005; Conville y col., 2006;
Kang y col., 2009; Kong y col., 2010). Atendiendo a los motivos ya expuestos, se
designo a la secuencia nucleotidica parcial del gen secAl de T42 (numero de acceso al
GenBank: JX163132) en representacion de este grupo de aislados para los siguientes
analisis bioinformaticos.

La secuencia de T42 mostro alineamientos altamente significativos (valor e = 0.0) con
el gen secAl de los representantes del género Nocardia notificados en el GenBank. En
el arbol construido a partir de las distancias filogenéticas de las secuencias del gen
secAl de 29 cepas tipo y un aislado de Nocardiaspp., mas la secuencia de T42, se
observd que, el aislado cubano comparti6 nuevamente el interior de una rama del
tronco evolutivo del género Nocardia con representantes de las mismas cinco especies
ya citadas.

De acuerdo con los calculos de identidad de las secuencias parciales de 431 nt del gen
secAl, el aislado T42 se encuentra mas relacionado con N. carnea ATCC 6847t
(97,4%) que con N. flavorosea DSM 44480t (96,9%). El aislado cubano presento la
mayor identidad en la secuencia de este gen (99,8%) con la cepa Nocardia sp.
OAHPP1212 que se aislé a partir de muestras clinicas humanas (McTaggart y col.
2010). Hasta el momento no se le ha reconocido actividad fitopatogena. Los diferentes
analisis filogenéticos coinciden en ubicar al aislado T42 dentro del género Nocardia,
confirmando los resultados fenotipicos. Sin embargo, los altos porcentajes de identidad
encontrados con las especies N. flavorosea y N. carnea, dan al aislado cubano casi la
misma probabilidad de pertenecer a cualquiera de estas dos especies.

Los resultados obtenidos aqui indican que los aislados patogénicos cubanos causantes
del “falso Orobanche” se encuentran muy alejados filogenéticamente de R. fascians, S.
turgidiscabies y de N. vaccinii. ElI descubrimiento de aislados patogénicos
pertenecientes al género Nocardia constituye una novedad, pues es la segunda
mencion de un miembro de este género que causa enfermedades en plantas, y
constituye ademas, el primer informe de que ocasionan una enfermedad a la planta de
tabaco. Es la primera vez que se demuestran los postulados de Koch para el agente
causal del “falso Orobanche” en el cultivo del tabaco.

Los resultados del trabajo fueron publicados en revistas de alto factor de impacto como
PHYTOPATHOLOGY y JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY, asi como en la revista



CENTRO AGRICOLA editada en la UCLV. El trabajo se hapresentado en eventos
nacionales e internacionales y ha obtenido premios (MINAG 2010) y distinciones
cientifico-técnicas. Los resultados aqui presentados formaron parte de una tesis
doctoral discutida en el 2012. El conocimiento del agente etiologico de esta enfermedad
ya permitié la evaluacion de la respuesta defensiva de las especies del banco de
germoplasma de tabaco frente a este agente, estudios de persistencia del agente en el
suelo y la determinacion de los factores del medio que inciden en su propagacion lo
cual constituye un impacto tecnoldgico positivo para la cadena productiva del tabaco.
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