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ABSTRACT

Determination of enzymatic activities
implicated in thevirulence of Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum and Dickeya
chrysanthemi isolated from potato

Keywords: Solanumtuberosum, Pectobacterium
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chrysanthemi, extracelular enzymes,
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The plant pathogenic bacteriaPectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum and Dickeya
chrysanthemi can cause severe economic damage
to potato and other plant crops. Progression of
the disease requires the action of extracellular
enzymes produced by these bacteriathat degrade
the cell walls of host plants. The activities of
pectate lyase, polygalacturonase, cellulase and
protease from four strains of P. carotovorum
subsp. carotovorum and four strains of D.
chrysanthemi were determined in vitro. The
highest maceration ability on potato tubers of
Spuntacultivar werefound for Q35, Ms11, B13
of the latter species, ES05, E1003 and Alg41 of
carotovorumwhile E1105 and Art41 belonging
to£the first and the second species respectively
were less virulent. For D. chrysanthemi the
elevated virulence was related with a high
pectate lyase and cellulase activities ranging
from2.4t04.6 U and 0.24t0 0.3 U, respectively.
In the case of subspecies carotovorum the high
level of virulence was associated with a high
polygalacturonase activity between 1.1 and 1.7

RESUMEN

Palabras clave: Solanum tuberosum,
Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, Dickeya chrysanthemi, enzimas
extracelulares, virulencia.

Las bacterias fitopatégenas Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum y Dickeya
chrysanthemi pueden causar dafios severos
en papa y varios cultivos. El desarrollo de la
enfermedad se debe a la accion de enzimas
extracelulares producidas por estas especies,
gue degradan la pared celular de las plantas
hospedantes. En este, trabajo se analizo
la actividad de las enzimas pectato liasa,
poligalacturonasa, celulasa y proteasa en
condiciones in vitro para cuatro cepas de P. c.
subsp. carotovorumy cuatro de D. chrysanthemi.
Q35, Msll, B13 de esta ultima especie y
E505, E1003, Alg4l de la otra presentan un
comportamiento muy virulento en tubérculos
de papa de la variedad Spunta mientras que
E1105y Art41 deD. chrysanthemi y P. c. subsp.
carotovorum respectivamente, muestran menor
virulencia. Paralaespecie D. chrysanthemi la
mayor virulenciafue vinculadacon unaelevada
actividad pectato liasa y celulasa con valores
entre2,4y 4,6 U paralaprimeray de0,24a0,3U
paralasegunda; mientras que parala subespecie
P. c. subsp. carotovorumserelaciond conunadta
actividad poligalacturonasa, entre1,1y 1,7U. La
mayor actividad proteasa, con halosdehidrolisis
de lagelatina superiores a 18 mm, correspondio
aMslly Q35 deD. chrysanthemi.
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U. The highest protease activity with gelatine
hydrolysis halos above 18 mm, corresponded
to Msl11 and Q35. For therest of the strains, the
valueswere similar, except for E1105 wherethis
enzymatic activity was not detected.

INTRODUCCION

Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum (= Erwinia carotovora subsp.
carotovora Jones 1901) y Dickeya chrysanthemi
(= Erwinia chrysanthemi Burkholder, M cFadden
& Dimock 1953) tienen unadistribucién mundial
y se consideran las bacterias patdgenas de mayor
importancia en el cultivo de la papa desde el
punto de vista comercial. Estas especies causan
pudriciones blandas en los tubérculos y pie
negro en los tallos de papa, y ocasionan como
consecuencia grandes pérdidas que han sido
estimadas entre 50 y 100 millones de délares
anuales a nivel mundia (Benelli et al., 2004,
; Duarte et al., 2004, Burr et al., 2006). El
desarrollo de la enfermedad se debe ala accidn
de enzimas extracelulares producidas por estas
bacterias como pectato liasa, poligalacturonasa,
celulasay proteasa, que degradan loscomponentes
delapared celular delas plantas, |o cual conlleva
alamaceracién delos tejidos y la liberacion de
nutrientes para el crecimiento bacteriano (Py et
al., 1998; Toth et al., 2003). Laactividad de estas
enzimas, principalmente de las pectato liasas,
ha sido correlacionada con la patogenicidad y
la virulencia de estas bacterias fitopatégenas
(Matsumoto et al., 2003).

La via méas importante de transmisién de
la enfermedad es a través de los tubérculos
contaminados donde estas especies pectaliticas
estan presentes de forma latente en la superficie
0 en las lenticelas (Scott et al., 1996). Las
condicionesambiental esde humedad, temperatura
y disponibilidad de oxigeno ejercen una gran
influencia tanto en la aparicion de la enfermedad
como en la extension del dafio causado. La
temperatura es un factor principal y su nivel
puede determinar cua organismo predomina
en una lesién aunque estén presentes en igual

Para €l resto de las cepas, los valores fueron
similares, con la excepcion de E1105, de esta
misma especie, en la que no fue detectada esta
actividad enzimética

ndmero (Pérombelom, 2002; Smadja et al.,
2004). El exceso de agua también es esencial
pues permite que las células bacterianas se
muevan mas facilmente a través del tgjido de
la planta. Ademés conlleva a una disminucion
en la disponibilidad de oxigeno, lo cual creaun
ambiente anaerdbico dentro delaplantay limita
sus defensas dependientes de oxigeno (Toth et
al., 2003).

Durante las campafias de papa 2002-2003;
2003-2004 y 2004-2005 se produjeron notables
afectaciones en papa importada para semilla
y en condiciones de campo en la provincia
Habana, Cuba. De diferentes muestras de plantas
y tubérculos se aislaron cepas bacterianas
gue fueron identificadas como P. c. subsp.
carotovorum y D. chrysanthemi. Estudios
de caracterizacion de estas cepas realizados
por Franco (2008) mostraron que aunque
todas eran patdgenas existian diferencias en
su virulencia pues algunas fueron capaces de
ocasionar mermas superiores a 14 % en el peso
delostubércul os mientras otras sdlo provocaron
reducciones entre 4 y 8 %. El objetivo de este
trabajo fue analizar, en condicionesin vitro, las
actividades pectato liasa, poligalacturonasa,
celulasa y proteasa implicadas en el proceso
patol Ggi co para cepas sel eccionadas, algunas que
presentaron un comportamiento muy virulentoy
otras que resultaron poco virulentas.

MATERIALESY METODOS

En el estudio se emplearon cuatro cepas
de P. c. subsp. carotovorum y cuatro de D.
chrysanthemi aisladas de papay seleccionadas
por su comportamiento en el test de maceracion
de tubérculos (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Cepas de P. c. subsp. carotovorum y D. chrysanthemi empleadas en el estudio.
Tablel. P. c. subsp. carotovorum and D. chrysanthemi strains evaluated in the study.

Cepas Procedencia Parte afectada Virulencia
P. c. subsp. carotovorum
Artal Alquizar Talo Muy Virulento
Artemisa Tallo Poco virulento
E1003 . .
Holanda Tubérculo Muy Virulento
E505 Batabano Hoja Muy Virulento
D. chrysanthemi
Q35 Quivican Talo Muy Virulento
B13 Bataband Tallo Muy Virulento
Msl1 Melenadel Sur Tubérculo Muy Virulento
E1105 Quivican Hoja Poco virulento

Determinacion y cuantificacion de enzimas
extracelulares

Condiciones de cultivo y obtencién de los
sobrenadantes

El cultivo de las bacterias se llevd a cabo en
frascos Erlenmeyer de 250 mL que contenian
45 mL de medio liquido descrito por Smadja et
al., (2004) y 0,4% de é&cido poligalacturénico
(PGA) obtenido en el Instituto Nacional de
Ciencias Agricolas (INCA) a partir de céscara
de lima persa mediante un procedimiento
patentado por Cabreraet al., (2003). Loscultivos
se mantuvieron en agitacién a 100 r-min? en
zaranda reciprocante (Karl Kolb, Germany) y
unatemperatura de 28 © C durante 24 horas. La
estimacion del crecimiento serealiz6 mediantela
lectura de la densidad éptica (DO) a 600 nm en
espectrofotémetro GENESY S 10 UV. Paracada
cepa se realizaron dos cultivos independientes.

Para la obtencion de los sobrenadantes, las
muestras fueron colectadas de cada cultivo a
las 24 horas por centrifugacion a 12000 r-min?t
durante 10 min (rotor Eppendorf, F45-30-11).
Los sobrenadantes se filtraron a través de filtro
Millipore de 0,22°m (Millipore Cop., Bedford,
Mass.) y se congelaron a -20 ° C hasta su uso
(Smadjaet al., 2004).

Cuantificacion de actividad pectato liasa

La actividad pectato liasa se determiné
monitoreando la formacion de productos 4,5
insaturados en espectrofotdmetro a 235 nm con
el empleo de &cido poligalacturénico a 1% como
sustrato (Laurent et al., 2000). Una unidad de
actividad enzimatica se definié como la cantidad

de enzima que produjo un incremento de una
unidad de absorbancia a 235 nm por minuto por
mililitro. La actividad especifica fue expresada
como unidad de actividad por unidad de DO a
600 nm.

Cuantificacion de actividades poliga-
lacturonasa y endoglucanasa.

Ambas actividades en los sobrenadantes de
cultivo se midieron valorando la formacion de
azUicaresreductores medianteel método del &cido
3,5 dinitrosdlicilico (DNS) (Miller, 1959). Para
la actividad hidrolasa se empleé como sustrato
una solucién de acido poligalacturénico (0,5%)
preparada en buffer citrato 0,05 M pH 4y en el
caso de la acitividad endoglucanasa el sustrato
fue una solucién de carboximetilcelulosa al
0,5 % preparada en el mismo buffer. Se ley6
absorbancia a 540 nm.

La cantidad de azlcares reductores liberados
por laactividad enziméticasevalor6 frenteauna
rectapatron de écido D-galacturénico (Sigma). La
unidad de actividad enzimatica se defini6 como
|a cantidad de enzima que cataliza la liberacién
de 1 umol de azlcar reductor por minuto por
mililitro de sobrenadante bajo las condiciones
de ensayo utilizadas. La actividad especifica fue
expresadacomo unidades de actividad enzimética
por DO a 600 nm.

Deteccién y determinacion semicuantitativa
de actividad proteasa en placas

La deteccién y estimacion de la actividad
proteasa se llevd a cabo en placas Petri de 100
mm de didmetro con 15 mL demedio que contenia
gelatinaa 3%y caldo nutrienteal 0,4 %, pH 7,4.
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El medio se suplementé con 0,8 % de agarosay
0,2 % de azida sodica (Chatterjee et al., 1995h).
Luego de solidificado se abrieron 5 pocillos de
5 mm de didametro donde se colocaron 30 L de
las muestras e igual cantidad de agua destilada
estéril como control negativo. Se incubd a 28 °©
C durante 36 horasy posteriormente se midieron
los halos de hidrélisis del sustrato.

Andlisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron con €l
programa Statistica para Windows version 6.0.
Para cada enzima se efectu6 un ANOVA de
clasificacién simple y las medias se compararon
a través de la prueba de rangos muiltiples de
Duncan. Los grificos se realizaron en Excel
de Windows XP

RESULTADOSY DISCUSION

Cuantificacion de actividades enzimaticas
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LascepasMsll, Q35y B13deD. chrysanthemi
tuvieron unaataactividad pectato liasa (2,4 - 4,6
U), celulasa (0,24 — 0,3 U), mientras que paralas
poligalacturonasaslosvaloresde actividad fueron
bajos con valores entre 0,36 y 0,65 U (Figuras 1
Ay B). En E505, E1003 y Alg41l de P. c. subsp.
carotovorumsucedi6 lo contrario pueslaactividad
poligalacturonasafueelevadaconvaoresdel,1a
1,7 Uy lasdepectato liasasy celulasasresultaron
bagjas con valores de 0,22 a 0,81 U y de 0,01
a 0,06 U respectivamente. Sin embargo, cabe
seflalar que los niveles de pectato liasas de E505
y E1003 resultaron los mas altos con respecto a
|as otras cepas de su especie. Art41l de P. c. subsp.
carotovorumy E1105deD. chrysanthemi tuvieron
bagjaactividad delastresenzimasa comparar entre
todas las cepas empleadas en €l experimento.

En el caso de las proteasas, a excepcion
de Msl11 y Q35 que mostraron las mayores
actividades con halos superiores a 18 mm y
E1105 en la que no se detectd esta enzima, €l
resto de las cepas present6 valores bastante
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Figura 1. Actividad pectato liasa (A), poligalacturonasa (B) y celulasa (C) de cepas de D. chrysanthemi
y de P. c. subsp. carotovorum. Cultivo 24 h a 28 ° C, 100 r.min**, medio de sales minerales (Smadja et al.,

2004) suplementado con PGA. n=3, p<0,05.

Figure 1. Pectate lyase (A), polygalacturonase (B) and cellulase activity of D. chrysanthemi and P. c. subsp.
carotovorum strains. Grown for 24 h at 28° C, 100 r.min?, in a salt mineral medium (Smadja et al., 2004)

supplemented with PGA. n=3, p<0.05.
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Figura. 2. Halos de hidrdlisis de la gelatina debido a la actividad proteasa de cepas de D. chrysanthemi y
P. c. subsp. carotovorum. Las condiciones para la deteccion fueron descritas anteriormente por Chatterjee

etal., (1995).

Figure. 2. Gelatine hydrolysis halos due to protease activity of D. chrysanthemi y P. c. subsp. carotovorum
strains. Conditions for detection were those described by Chatterjee et al., (1995).

similares (Fig. 2). Varios autores entre los que
podemoscitar aStromberg et al., (1994) plantean
gue aungue las proteasas no maceran tejidos,
contribuyen alavirulenciaal aumentar laaccion
de las pectinasas, ya sea inflingiendo estrés en las
célulasdelaplantaprevio a dafio por laactividad
pectolitica o proveyendo alabacteriade fuentes
denitrégeno utilizablesatravés deladegradacion
de sustancias poliméricas.

Estos resultados son consistentes con |os
obtenidos previamente por Franco, (2008) en
la prueba de maceracion de tubércul os de papa,
dondelas cepas Q35, Ms1ly B13tuvieron altos
valores de reduccion del peso de los mismos,
mientras que E1105 y Art41 presentaron valores
mucho menores. E505, E1003, Alg41 a pesar de
tener un comportamiento similar al de Msl11y
B13 en eseensayo devirulencia, tuvieron menor
actividad de pectato liasas y celulasas. Esto
pudieraser compensado con laelevadaactividad
poligalacturonasa que presentaron estas cepas,
yaque algunos autores han planteado que existe
una accion sinérgica entre las exoenzimas para
atacar alaplanta (Barras et al., 1994).

Otrosinvestigadores también han relacionado
laactividad enziméticay la virulencia de cepas
de estos géneros. Recientemente, Phokum
et al., (2007), determinaron que cepas de D.
chrysanthemi y P. c. subsp. carotovorumaisadas
de zanahoria fueron més agresivas que las
obtenidas de otras 9 especies de vegetales pues
produjeron la mayor cantidad de estas enzimas
y presentaron la mayor &rea de maceracion en
plantas de col china inoculadas artificialmente.

La pudricién blanda bacteriana de la papa es
unaenfermedad conocidaen Cubay se presenta
casi todos los afios tanto en los campos como
durante el almacenamiento. También se detecta
entubércul os-semillaen | os cual es estas especies
pueden estar presentes de forma latente. Ambos
patdgenos presentan una amplia distribucién
geografica y no constituyen objeto de cuarentena.
Debido a €llo, no se realizan andlisis para su
deteccién en frontera y no puede evitarse su
entrada al pais. Sin embargo al producirse
graves afectaciones como ocurrié en provincia
Habana durante |as campafias de | os afios 2002-
2005, sereadlizan lasinvestigaciones pertinentes
para esclarecer las causas y los patdgenos
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involucrados. Franco, (2008) demostré quetales
pudriciones se debieron fundamentalmente ala
presenciade aislamientosvirulentosy altamente
virulentosde P. carotovorum subsp. carotovorum
y Dickeya chrysanthemi. En el presente trabajo,
secomprobd que cepas con este comportamiento
presentan una producci6n elevada de pectinasas
y en €l caso de la Ultima especie también de
celulasas. Estos resultados constituyen aportes
al conocimiento de estas especies en el pais 'y
evidencian lanecesidad de cumplir estrictamente
con las medidas de manegjo establecidas para el
cultivo asi como derealizar un mayor nimero de
estudios dirigidos a la busgueda de agentes de
control bioldgico capacesde prevenir o controlar
laenfermedad.

CONCLUSIONES

Para la especie D. chrysanthemi, la mayor
virulencia de las cepas en estudio fue vinculada
con una elevada actividad pectato liasa y
celulasa mientras que para P. carotovorum
subsp. carotovorum, con una alta actividad
poligalacturonasa,
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