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RESUMEN: En fitopatologia, la validacion
de métodos de diagndstico es limitada

y poco actualizada. Es por ello, que el
objetivo del presente trabajo fue validar
una técnica de PCR para la deteccion
precoz de Cercospora en plantas de soja.
La técnica consiste en la amplificacion de
un fragmento de 264 pb del gen cfp que
codifica para la proteina CFP. Para ello,

se procesaron 45 muestras positivas y 44
muestras negativas. Con los resultados
obtenidos se determinaron los parametros
de validacién teniendo en cuenta una
confianza deseada de 95% y un error
permitido del 5%. La técnica presentd
una sensibilidad diagndstica de 93,3% y
una especificidad diagnéstica de 88,5%.
La eficacia fue de 91,0% y los valores
predictivos positivos y negativos de 89,4%
y 92,9%, respectivamente.

Esta técnica validada resulta una

herramienta Util para la deteccién precoz
del hongo en la planta de forma rapida,
sensible y especifica.

PALABRAS CLAVES: Método de deteccion,
PCR, Cercospora, Validacion

SUMMARY: Validation of early detection
method of Cercospora in soybean plants
based on the PCR technique.

In plant pathology, validation of diagnostic
methods is limited and not up to date. Thus,
the aim of this study was to validate a PCR
technique for early detection of Cercospora
in soybean plants. The technique involves
the amplification of a 264 bp fragment cfo
gene encoding the protein CFR Forty five
positive and forty four negative samples
were processed. With the results obtained,
validation parameters of the technique
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were determined taking into account a 95%
confidence desired and permissible error
of 5%. The technique provided a diagnostic
sensitivity of 93.3 % and a diagnostic
specificity of 88.5 %. The efficiency was
91.0 % and positive and negative predictive
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values of 89.4 % and 92.9 %, respectively.

This validated technique is a useful tool for
early detection of the fungus in the ground
quickly, sensitive and specific.

KEYWORDS: detection method, PCR,
Cercospora, Validation

Introduccion

La soja (Glycine max L. Merr.) es una
leguminosa conocida desde épocas mile-
narias por sus beneficios nutritivos y atri-
butos medicinales (1). Actualmente es el
principal producto de la agricultura nacio-
nal, posicionando al pais, a nivel mundial,
como el tercer proveedor de la oleaginosa,
segundo productor de biodisel en base a
aceite de soja y primer productor de aceite
y harinas (2).

Las enfermedades de fin de ciclo (EFC)
constituyen uno de los principales facto-
res limitantes de su cultivo ya que pro-
vocan madurez anticipada de la planta y
reduccion del rendimiento y/o calidad de
las semillas, generando severos deterio-
ros en las cosechas y pérdidas en la pro-
duccién. En la actualidad la EFC de mayor
prevalencia e incidencia en las principales
areas sojeras del pais es el Tizén de la hoja
y mancha purpura de la semilla ocasionada
por el hongo Cercospora kikuchii (3), cuya
patogenicidad se asocia a la produccion de
la exotoxina cercosporina, responsable de
muchos de los sintomas de la enfermedad
(4-5). Su produccién y exportacion hacia el
exterior del hongo estan reguladas por la
expresion del gen cfp (cercosporin facilita-
tor protein) que codifica la proteina denomi-
nada CFP(6-9).

Debido a que este patdbgeno se encuen-
tra presente en estadios tempranos del cul-
tivo en forma latente y asintomética, resulta
indispensable contar con métodos de diag-
noéstico precoces y certeros. La deteccion
temprana del patdégeno en plantas asinto-
maticas contribuirfa a evitar una disminucion
en el rendimiento del cultivo, el uso desme-
dido o incorrecto de compuestos quimicos,
un aumento en los costos de produccién y
la diseminacion a sembradios sanos (10).

El diagnostico molecular se impone
€COmo una nueva herramienta para la detec-
cion directa de patégenos mediante la iden-
tificacion de una caracteristica Unica del
microorganismo como su material genético
0 una proteina, a través de técnicas sero-
l6gicas (ELISA), de hibridacién de acidos
nucleicos y de amplificacion de ADN (PCR)
(11). Entre ellas, la PCR es una de las téc-
nicas moleculares de mayor eficiencia en
el diagnostico de enfermedades vegetales
(10), debido no solo a su alta sensibilidad
y especificidad sino también a su simplici-
dad, rapidez, reproducibilidad, facil auto-
matizacion y seguridad (12).

Esto constituye una ventaja con respecto
a los métodos tradicionales (aislamiento,
cultivo del hongo, observacion de caracte-
risticas macro y microscopicas) que requie-
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ren de personal especializado y prolonga-
dos periodos de tiempo (semanas) para
su desarrollo (13); ademas, presentan limi-
taciones en caso de plantas asintométicas
0 con poca carga microbiana, resultando
poco Utiles a la hora de establecer un diag-
néstico en etapas tempranas de infeccion y
retardando, por lo tanto, la toma de decisio-
nes ante un resultado positivo.

Teniendo presente estos aspectos, Lato-
rre Rapela (13) desarrollé y optimizd un
método de deteccion precoz para el género
Cercospora basado en la técnica de PCR,
que consiste en amplificar un fragmento del
gen cfp de 264 pb.

Ahora bien, para una correcta aplicacion
de una técnica de diagndstico/deteccion
debe efectuarse su validacién diagndstica,
para lo cual es necesario aplicar dicha meto-
dologia a un nimero considerable de mues-
tras de plantas de soja enfermas y sanas,
segun el intervalo de confianza deseado
y el error estimado, con el fin de garantizar
los resultados obtenidos. Entre los principa-
les indicadores estadisticos se debe deter-
minar la sensibilidad y especificidad, efica-
ciay valores predictivos positivos y negativos
para el método en cuestion (14).

El objetivo del presente trabajo fue validar
un método de deteccién precoz del hongo
Cercospora en plantas de soja, basado en
la técnica de PCR desarrollada previamente
en el laboratorio.

Materiales y métodos

Se trabaj6é con 45 muestras positivas
[hojas de plantas infectadas experimen-
talmente con Cercospora kikuchii NBRC
6711, perteneciente a la coleccién japonesa
NITE Biological Resource Center (NBRC)]
y 44 muestras negativas (hojas de plantas
sanas), acorde a lo establecido para una

Sensibilidad diagnéstica (DSe) y Especifi-
cidad diagnostica (DSp) estimada del 97%
con una confianza deseada del 95% y un
error permitido del 5% (15).

Las muestras se obtuvieron a partir de
plantas de soja cultivadas e inoculadas bajo
condiciones de crecimiento controladas
en incubadora modelo I-501PF (INGELAB,
Argentina) en el laboratorio de la Catedra de
Microbiologia de la Facultad de Bioquimica
y Cs. Bioldgicas de la UNL.

El cultivo de las plantas se llevd a cabo
utilizando semillas RAS16 grupo de madu-
rez 5 que no presentaban a simple vista
dafo mecénico por almacenamiento o
enfermedad. Previo a la siembra se rea-
lizd el pre-germinado de las semillas, para
lo cual se colocaron en bandejas plasticas
previamente desinfectadas con hipoclorito
de sodio al 0,5%, conteniendo papel de fil-
tro embebido en agua sobre una capa de
algoddn para mantener las condiciones
de humedad apropiadas. A continuacion,
se incubaron bajo condiciones de oscuri-
dad continua a una temperatura de 25 =
1°C durante 96 h, en incubadora modelo
I-501PF (INGELAB, Argentina). Luego, las
semillas pre-germinadas se dispusieron en
macetas plasticas de 300 ml, conteniendo
tierra-arena-vermiculita en proporcion 2:1:1,
a 1,5 cm de la superficie. Las plantas conti-
nuaron su desarrollo en la incubadora, bajo
condiciones alternadas de luz (16 h luz/ 8 h
oscuridad) a una temperatura de 25 + 1°C.
Durante su crecimiento fueron fertilizadas
con solucién de Hoagland (16) o solucién
nutritiva de Jensen (17).

Una vez que las plantas alcanzaron el
estado fenoldgico V3 se inocularon con una
suspension del hongo C. kikuchii NBRC
6711.
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Para la preparacion del inéculo, el hongo
se sembré en 5 tubos conteniendo APD
(agar papa dextrosa) y se incub¢ durante 4
dias a 25 = 0,2°C, bajo ciclos alternados de
luz (16 h de luz y 8 h de oscuridad). Trans-
currido dicho tiempo, se agregaron 5 ml
de agua destilada estéril a cada tubo y se
procedié a desprender las estructuras fun-
gicas, mediante un raspado suave, con el
ansa, de la superficie del cultivo. La suspen-
sién se cuantific6 mediante un recuento en
placa en superficie y la concentracién del
inéculo se ajustd en 10*UFC/ml.

Para la inoculaciéon se seleccionaron las
hojas trifoliadas correspondientes al primer
y segundo par de hojas completamente
desplegadas. Se asperjaron con un volu-
men de 2,5 ml del in6culo por planta, hume-
deciendo ambas caras de las hojas. Luego,
se cubrieron por 24 h con bolsas plasticas
transparentes y perforadas, previamente
humedecidas en su interior, para proveer
las condiciones de humedad y mojado
foliar adecuadas para estimular el proceso
de infeccion (18).

Una vez inoculadas, las plantas se colo-
caron nuevamente en la incubadora man-
teniendo las condiciones de temperatura y
ciclos de luz/oscuridad empleados para su
crecimiento.

Transcurridas 24 h, se recolectaron las
hojas trifoliadas y se lavaron 3 veces con
agua estéril para eliminar restos de in6culo
adheridos a la superficie foliar. Se obser-
varon a simple vista en busca de lesiones
macroscoépicas y con lupa estereoscodpica
(BOECO Germany, BTB 3-C) en busca de
lesiones no visibles a simple vista. Se cor-
taron con un bisturi las zonas de tejido
lesionado y posteriormente los trozos de
tejido se pulverizaron con nitrogeno liquido
empleando un mortero. El tiempo de mues-
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treo de 24 h se seleccioné segun el modelo
experimental de infeccién de plantas de
soja por especies de Cercospora descrito
por Latorre Rapelay col. (19).

La extraccion del ADN total fue realizada
a partir de micelio fangico y tejido vege-
tal segun el protocolo de Lee y Taylor (20),
modificado por Di Conza y col. (21). La cali-
dad del ADN se evalué mediante electrofore-
sis sumergida en gel de agarosa (22) al 0,8%
en buffer TBE 0,5X y con GelRed™NucleicA-
cid (Biotium) como colorante de ADN. Las
muestras sembradas se corrieron durante
1 h a un voltaje constante de 100 V. Para la
visualizacion del gel, se empled el equipo
Gel Doc XR Systern (BIORAD-LifeScienceCat
# 170-8170) y el software QuantityOne.

Para el desarrollo de la técnica de PCR,
se utilizd una mezcla de reaccion, con un
volumen final de 25 ul, conteniendo 2,5 ul
de buffer de reaccion 10X (InbioHighway,
Argentina), 1,25 ul de MgCl, 25 mM (Inbio-
Highway, Argentina), 2 ul de mezcla de
dNTPs 10 mM (InbioHighway, Argentina),
2,5 ul del oligonucledtido CFP1 10 uM (Gen-
biotech SRL, Argentina), 2,5 ul del oligo-
nucledtido CFP2 10 uM (Genbiotech SRL,
Argentina), 0,25 ul de Tagpolimerasa 500 U
(InbioHighway, Argentina), 13 ul de agua
milliq y finalmente 1 ul de ADN dil 1/10.

Como control positivo se utilizd el ADN
de C. kikuchii NBRC 6711 y como control
negativo agua millig.

La amplificaciéon se llevd a cabo en un
termociclador IVEMA T18 (Argentina), bajo
las siguientes condiciones: 1 ciclo de des-
naturalizaciéon de 3 min a 95°C; seguido
de 35 ciclos comprendiendo 1 min a 95°C,
1 min a 58°C y 1 min a 72°C. La extension
final fue de 5 min a 72°C.

La evaluacion de los productos de PCR
se realiz6 mediante electroforesis sumer-
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gida horizontal en gel de agarosa al 1,5%
en buffer TBE 0,5X (22), empleando como
colorante de ADN GelRed™NucleicAcid. Las
muestras sembradas se corrieron durante 1h
a un voltaje constante de 100 V. Se empled
el marcador de peso molecular 100-1000pb
(InbioHighway, Argentina). Para la visuali-
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zacion del patron de bandas obtenido se
empled el equipo Gel Doc XR System (BIO-
RAD-LifeScienceCat # 170-8170) y el soft-
ware QuantityOne.

Para el analisis estadistico de los resulta-
dos se utilizd la tabla de contingencia (Tabla
1) (23).

Tabla 1. Contingencia de las variables enfermedad y técnica de detecciéon/diagnostico.

Enfermedad o presencia de sintomas tipicos

Presencia  Ausencia
Técnica de deteccion | Positivo VP FP VP + FP
/diagnéstico Negativo FN VN FN + VN
Total VP + FN FP + VN N

VP: verdaderos positivos identificados por la técnica; FP: falsos positivos identificados por la técnica; FN:
falsos negativos identificados por la técnica; VN: verdaderos negativos identificados por la técnica; VP+FN:
enfermos; VP+FP: total de resultados positivos; FP+VN: sanos; FN+VN: total de resultados negativos; N:

tamafo de la muestra.

Se consideré positivo todo resultado en
el que se observoé un producto de PCR cuyo
peso molecular se correspondia con el frag-
mento del gen cfp esperado, y negativo
a todo resultado en el que no se observd
amplificacién para el mismo (24).

Los parametros de validaciéon evaluados
se listan a continuacion:

a) Sensibilidad diagnostica (DSe)=VP/

(VP+FN)

b) Especificidad diagndstica (DSp)=VN/

(VN+FP)

c) Eficacia (E)=VP+VN/(VP+VN+FP+FN)

d) Valor predictivo positivo (VPP)=VP/

(VP+FP)

e) Valor predictivo negativo (VPN)=VN/

(VN+FN)

Donde VP corresponde a los verdaderos
positivos, VN a los verdaderos negativos,
FP a los falsos positivos y FN a los falsos
negativos.

Se calcularon los intervalos de confianza
para la DSe y DSp empleando las ecuacio-
nes 1y 2y considerando una confianza del
95%:

Ecuacion 1:
_ __ |DSe(1-Dse)
[Coom(DSe) = DSe F 1,96 T
Ecuacion 2:
men =+, |PSp(1—D5p)

Resultados y discusion

Como se menciond con anterioridad,
Cercospora kikuchii es un fitopatdégeno
que se encuentra en los cultivos de soja
en forma asintomatica desde etapas tem-
pranas, apareciendo las lesiones carac-
teristicas en estadios avanzados del cul-
tivo. Por lo tanto, un diagndéstico oportuno
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que detecte el agente causal de manera
precoz es fundamental para el manejo
del problema, ya que contribuye a gene-
rar medidas de control efectivas, optimizar
los recursos, reducir los efectos negativos
sobre el medio ambiente y a la vez originar
informacién respecto a la interaccion pato-
geno hospedante (25-26).

La deteccion de los hongos responsa-
bles de las enfermedades de fin de ciclo
en la soja, tales como los del género Cer-
cospora, en la actualidad se lleva a cabo
de manera tradicional, originando pérdi-
das considerables ya que los mismos son
detectados tardiamente.

Es por ello, que el desarrollo de una téc-
nica de PCR constituye una herramienta
prometedora en este aspecto y, en la actua-
lidad, estd siendo ampliamente utilizada
tanto para el diagndstico de enfermedades
vegetales, en la deteccion de patdégenos en
semillas, y cultivo de tejidos, como asf tam-
bién en la deteccién de toxinas y residuos
de pesticidas (26).
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Por otro lado, la validacién es un proceso
que determina la idoneidad de una prueba
desarrollada, optimizada y estandarizada
adecuadamente para un fin concreto. En
este proceso es importante determinar las
caracteristicas del método que se quiere
validar para poder definir el tipo de valida-
cion a llevar a cabo (27).

En este trabajo, se llevd a cabo la vali-
dacion primaria de un método cualita-
tivo de deteccién de Cercospora en plan-
tas de soja, utilizando el modelo propuesto
por Latorre Rapela y col. (19). De la misma
manera que lo reportado por los investi-
gadores, las hojas inoculadas con Cer-
cospora kikuchii NBRC 6711 luego de 24h
post-inoculacién no presentaron la lesion
macroscopica tipica de este fitopatdégeno.
Sin embargo, al observarlas bajo lupa este-
reoscopica, se pudo visualizar una pequefia
lesién sobre la misma (19). En la Fig. 1 se
observan hojas de plantas de soja sanas
e infectadas con C. kikuchii NBRC 6711
empleadas para la validacién de la técnica.

Figura 1. Observacion del tejido foliar de las plantas de soja sanas y enfermas. (1-7) Plantas de soja

recolectadas a las 24 h post-inoculacién con el hongo C. kikuchii NBRC 6711y (8) sana. Las flechas

indican las lesiones producidas por el hongo.-




Peretti Canale, M.V. y col. * Validacion de un método de deteccion precoz de Cercospora... 61

En la Fig. 2 se muestra el fragmento de
264 bp amplificado por PCR, en casi todas
las plantas inoculadas con C. kikuchii NBRC
6711, excepto en la muestra 8 que se consi-
deré como un falso negativo.

El fragmento amplificado corresponde al
gen cfp, que se encuentra presente tanto en
C. kikuchii como en C. sgjina (datos no mos-

trados), ambos patdgenos de soja. Chanda
y col., en un trabajo publicado durante 2014,
amplificaron, mediante gPCR, una region
que pertenece al gen CTB6, que es especi-
fico de C. kikuchiiy no de C. sgjina (28).

En las plantas de soja sin inocular
(sanas), no se detectd el gen cfp (Fig. 3).

Figura 2. Ensayo de PCR para la deteccion del gen cfp en plantas de soja infectadas. Calle 1: mar-
cador 100-1000bp DNA Ladder (InbioHighway, Argentina); Calle 2: blanco de reactivos (agua millig);
Calles 3-19: ADN plantas inoculadas con C. kikuchii NBRC 6711; Calle 20: ADN de C. kikuchii NBRC
6711 (control positivo).

4 5 6 7 8 9

10 11 12 13 14 15 16

17 18 19 20

264 pb

Fiura 3. Ensayo de PCR para la deteccién del gen cfp en plantas de soja sanas. Calle 1: Marcador
de PM 100-1000bp DNA Ladder (InbioHighway, Argentina); Calle 2: blanco de reactivos (agua millig);
Calles 2-7 y 9-14: ADN plantas sanas; Calles 8y 15: ADN de C. kikuchii NBRC 6711 (Control positivo).

9 10 11 12 13 14 15
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Los resultados de la evaluacion de las
muestras positivas (n=45) y negativas
(n=44) se detallan en la Tabla 2. Con dichos

Tabla 2. Tabla de contingencia

Enfermedad o presencia

de sintomas tipicos

Presencia _Ausencia
Positivo 42 5 47
PCR
Negativo | 3 39 42
Total 45 44 89

La presencia de falsos positivos podria
estar relacionada a errores en la manipula-
cion o ejecucion de la técnica de PCR (agua
y solucién de extraccion), o con sefales de
amplificacion ocasionada por contamina-
ciones exdgenas.

Las estimaciones de la DSe (proporcion
de plantas que se sabe que estan infecta-
das y que dan positivo en una prueba) y de
la DSp (proporcion de plantas que se sabe
que no estan infectadas y que dan negativo
en una prueba) son los indicadores princi-
pales del rendimiento establecido durante
la validacion de una prueba (29). La téc-
nica de PCR empleada, presenté una DSe
de 93,3% (IC,,,=86,1-100) y una DSp de
88,6% (IC,,,,=79,3-98), valores inferiores al
97% estimado. Sin embargo, dichos valores
estan comprendidos dentro del intervalo de
confianza seleccionado para la validacion
de la técnica.

Estas estimaciones son la base del cél-
culo de otros parametros, como los valores
predictivos de los resultados positivos (VPP)
y negativos de la prueba (VPN), a partir de
los cuales se realizan inferencias sobre los
resultados de la misma (29). La técnica vali-
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resultados se calcularon los parametros de
validaciéon anteriormente mencionados que
se expresan en la Tabla 3.

Tabla 3. Pardmetros de la calidad de la detec-
cién o del diagndstico que ofrece la técnica

Parametros de validacion

Sensibilidad diagnéstica (DSe) 93,3%
Especificidad diagndstica (DSp) 88,6%
Eficacia (E) 91,0%
Valor predictivo positivo (VPP) 89,4%
Valor predictivo negativo (VPN) 92,9%

dada presenté un VPP de 89,4% y un VPN
de 92,9%, valores que indican que la pro-
babilidad de que la planta esté realmente
infectada (VPP) o sana (VPN) es muy alta.
La eficacia de la prueba fue del 91,0%, lo
que revela que la probabilidad de que una
planta sea detectada/diagnosticada correcta-
mente por la prueba es también elevada (30).

Conclusiones

Los resultados alcanzados en el presente
trabajo son los primeros de su tipo en Argen-
tina para el diagnostico de esta importante
enfermedad de fin de ciclo de la soja, y brin-
dan la posibilidad de contar con una valiosa
herramienta para el perfeccionamiento de
los procedimientos fitosanitarios actuales.
No sélo brindan datos concretos sobre el
comportamiento del método desarrollado
para la deteccion especifica de Cercospora,
sino que ademas aportan elementos meto-
doldgicos que pueden ser empleados para
otros trabajos de validacion.

Finalmente, se concluye que el método
de PCR validado provee una metodologia
rapida, precisa y segura para la deteccion de
Cercospora en plantas de soja ya que ofrece
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resultados positivos y negativos que permiten
confirmar o descartar la presencia del paté-
geno Cercospora con un elevado nivel de
confianza en etapas tempranas de infeccién.
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