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Resumen
La murchera de la papa causada por Ralstonia solanacearum es una amenaza permanente para el cultivo con consecuen-
cias devastadoras en condiciones predisponentes. La incidencia de esta enfermedad en Uruguay es variable; desde la dé-
cada de 1970 se registran brotes agudos periódicos difíciles de prevenir y controlar. Se ha detectado a R. solanacearum en 
todas las regiones de producción, lo que dificulta el mantenimiento de áreas libres de patógeno y la continuidad del culti-
vo. Dado que no existen agentes químicos efectivos, las estrategias de control apuntan a la prevención, recomendando la 
rotación de cultivos, la desinfección de herramientas y el uso de semilla certificada libre del patógeno. En este trabajo se 
optimizó la detección molecular de R. solanacearum en suelo mediante PCR con el objetivo de conocer la persistencia del 
patógeno en el campo. El método se aplicó al análisis de cuatro campos con diferentes antecedentes de murchera, y se de-
mostró que el patógeno es capaz de permanecer viable por más de 10 años. También se determinaron las ventajas y limi- 
taciones de esta metodología en su aplicación a muestras complejas. Estos resultados constituyen un importante aporte 
que genera conocimiento que permitirá a los productores delinear mejores estrategias para el manejo de la enfermedad 
al momento de planificar los cultivos.
Palabras clave: Murchera, Solanum tuberosum, persistencia.

Abstract
Bacterial wilt, caused by Ralstonia solanacearum, is a permanent threat for crops and under favorable conditions its 
consequences are devastating. The incidence of the disease is variable in Uruguay; since the seventies there have been 
several hard to prevent and control episodes. R. solanaearum has been detected in all the productive areas. It is a  
challenge to maintain continuous production and fields free from the pathogen. Since no effective chemistry agents 
against R. solanacearum exist, the available pest control strategies are crop rotation, disinfection of tools and use of 
certificated pathogen-free seed potato. In this work the detection of R. solanacearum in soil was optimized using PCR 
to identify how long the pathogen persists. The strategy was applied to four potato fields with different backgrounds, 
showing that the pathogen is able to stay viable for more than 10 years. The advantages and limitations of this method 
on complex samples were determined. These results help potato producers improve pest control management of the crop. 
Keywords: Bacterial wilt, Solanum tuberosum, persistence.

Introducción

En 1896, Erwin Frink Smith estableció a Ralstonia solanacearum 
como el agente causal del marchitamiento bacteriano de la papa, el 
tomate y la berenjena. Este microorganismo está presente en todos 
los continentes y tiene la capacidad de enfermar a una gran cantidad 
de cultivos de importancia económica y nutricional, por lo que se 
considera que es una de las bacterias fitopatógenas de mayor impacto 
económico en el mundo (Schell, 2000). 

En Uruguay afecta particularmente a la papa, uno de nuestros 
principales cultivos hortofrutícolas. La enfermedad, también conocida 
como pudrición parda o murchera, produce daños sobre el follaje y los 
tubérculos y es la segunda enfermedad de importancia mundial en el 
cultivo de papa. Desde el punto de vista taxonómico, R. solanacearum 
es un bacilo Gram negativo aerobio, perteneciente a la subdivisión β de 

la clase Proteobacteria. Se considera que las cepas de R. solanacearum 
constituyen un complejo de especies altamente heterogéneo que 
agrupa cepas que varían en virulencia, rango de hospedero, modos 
de transmisión y propiedades metabólicas. Las cepas presentes en 
nuestro país pertenecen a la raza 3 biovar 2, según el esquema clásico 
de clasificación, lo que se corresponde con el filotipo IIB1, según la 
clasificación más reciente (Fegan y Prior, 2005).

El primer brote de murchera en Uruguay fue registrado en 1974 y su 
impacto fue devastador. Un segundo episodio de importancia ocurrió 
en la zafra 2001-2002, cuando el 39 % de los predios sembrados en 
las tres zonas de producción principales (Sur, Este y Norte) fueron 
afectados, con mayor severidad en las zonas Este y Norte (MGAP-
DIEA, 2003). Actualmente, la incidencia de la enfermedad es variable 
y muy dependiente de las condiciones ambientales y prácticas de 
cultivo. 

Las vías de diseminación más frecuentes de R. solanacearum 
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son el tubérculo-semilla infectado, el agua de lluvia y riego, así 
como también la maquinaria, herramientas y fuentes de agua 
superficiales contaminadas. El hecho de que esta bacteria tenga un 
gran rango de hospederos y una amplia distribución geográfica limita 
la implementación de estrategias efectivas de control. Estas apuntan 
más que nada a la prevención y recomiendan la rotación de cultivos 
en campos infectados, el uso de material vegetal libre del patógeno y 
la limpieza de las herramientas utilizadas, en tanto se busca generar 
cultivares resistentes (Saddler, 2005). Hasta el momento y pese a 
los esfuerzos que se han realizado desde hace muchos años, no se 
han logrado medidas de control completamente efectivas. Esto se 
ve agravado por el hecho de que una vez introducido en el suelo 
el patógeno puede sobrevivir por varios años, constituyendo un 
reservorio de la enfermedad difícil de detectar y erradicar (Hayward, 
1991). 

Varios estudios se han enfocado a determinar la persistencia de 
R. solanacearum en el suelo. Sin embargo, los resultados obtenidos 
son variables y las evidencias apuntan a que la capacidad de 
sobrevivencia del patógeno depende de múltiples factores tanto 
bióticos como abióticos, entre los que se destacan la humedad del 
suelo, la temperatura, la competencia con la microflora acompañante 
y la presencia de malezas que actúan como hospederos asintomáticos, 
manteniendo el inóculo en el suelo a nivel de la rizósfera (Granada y 
Sequeira, 1983; Elphinstone, 1996; van Elsas et al., 2000; Moffett et 
al., 2002; Denny, 2006). 

Dadas las pérdidas severas que produce, la murchera de la papa 
se maneja hasta el presente como una enfermedad de exclusión, de 
modo que la presencia del patógeno inhabilita el uso de una chacra 
por un período de años. Si bien la rotación de cultivos es efectiva, 
se desconoce el tiempo de supervivencia del patógeno en suelo en 
las condiciones particulares de Uruguay. Nuestra reglamentación 
fitosanitaria establece la tolerancia cero para R. solanacearum en 
tubérculo-semilla de papa. No obstante, esto no es suficiente para 
asegurar el éxito en la producción, ya que el cultivo debe acompañarse 
de suelos libres del patógeno (MGAP, 2010). Esto es aún más 
importante para quienes además desean producir papa-semilla, debido 
al riesgo de diseminación de la enfermedad en cultivos posteriores.

Una de las principales dificultades para el estudio de la 
sobrevivencia de R. solanacearum en el suelo es la detección del 
patógeno en una matriz tan compleja y en la cual generalmente se 
encuentra en un muy bajo número. El surgimiento de la técnica de la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) ha permitido desarrollar 
métodos de detección sensibles, rápidos y específicos que han sido 
aplicados a la detección de este patógeno en diferentes tipos de 
muestras complejas, como tubérculos, plantas, suelo, agua, y que 
contribuyen a su diseminación.  

Buscando responder a las necesidades de los productores de 
conocer la persistencia de este fitopatógeno en suelos paperos, nuestro 
grupo trabaja desde hace algunos años en la detección del patógeno 
en muestras de suelos de chacras de Uruguay. En trabajos previos 
hemos optimizado un método molecular de detección basado en la 
incorporación de una etapa de enriquecimiento selectivo de las muestras 
de tierra previo a la amplificación por PCR. El patógeno fue detectado 
en campos de las distintas zonas paperas, con diferentes antecedentes 
de murchera y bajo distintas condiciones (Siri et al., 2005; Sanabria et 
al., 2007). En este trabajo hemos continuado el estudio de persistencia 
de R. solanacearum sobre campos con diferentes antecedentes de 
murchera, incorporando un nuevo diseño de recolección de muestras. 
Se presentan los resultados de persistencia del patógeno en campos 
con antecedentes de infección de 1, 3, 12, 15 y 33 años.

Materiales y Métodos

Cepa bacteriana y condiciones de crecimiento 

Se empleó la cepa de R. solanacearum UY041 (raza 3, biovar 
2) como control positivo. Esta cepa fue aislada en Uruguay en 2004 
a partir de un tubérculo con síntomas de murchera y pertenece a la 
colección de cepas de la Cátedra de Microbiología de la Facultad 
de Química de la Universidad de la República (Siri et al., 2011). La 
propagación de esta cepa se realizó por cultivo en medio sólido TZC 
(Kelman, 1954) durante 48 h a 28 ºC.

Muestreo de los campos

Se evaluaron cuatro campos con diferentes antecedentes de 
murchera ubicados en las zonas Norte y Este de producción papera 
(Tabla 1). Los campos I, II y IV tuvieron un foco de infección 1, 3 y 
33 años antes de la fecha de muestreo. El campo III fue evaluado en 
dos oportunidades, a los 12 y 15 años después del foco. 

Ninguno de los campos estudiados fueron utilizados para cultivos 
susceptibles después de la infección con R. solanacearum y, en cambio, 
fueron destinados para pasturas o para producción de trigo, girasol 
y maíz. En cada campo se tomaron muestras de tierra en 25 puntos 
distribuidos al azar en todo el terreno, y se registró mediante GPS la 
ubicación exacta del mismo. En cada punto de muestreo se extrajeron 
dos muestras de tierra de aproximadamente 500 g que se mezclaron y 
homogeneizaron antes del análisis. También se tomaron muestras de 
tierra fuera del área de cultivo, a los efectos de considerarlas como 
controles negativos. Las muestras se mantuvieron en bolsas cerradas 
a temperatura ambiente y se analizaron antes de las 24 h de extraídas.

Enriquecimiento de las muestras de suelo

Se inoculó 1 g de cada muestra de tierra homogeneizada en 30 
mL de caldo selectivo SMSA modificado (Englebretch, 1994). Para 
cada campo analizado se incluyó un control positivo que consistió en 
la muestra de tierra tomada fuera del área de cultivo inoculada con 
R. solanacearum a partir de una colonia crecida en medio TZC. Los 
enriquecimientos se incubaron por 48 h a 28 ºC con agitación (150 
rpm).

Detección molecular a partir de las muestras 
de suelo enriquecidas

Se realizó la detección mediante PCR a partir de las muestras de 
suelo enriquecidas en caldo selectivo SMSA modificado. Se tomó 
una alícuota de cada enriquecimiento y se incubó a 99 ºC durante 30 
minutos para provocar la lisis celular y la liberación del ADN. Para 
la amplificación se utilizaron los primers PS1-PS2 específicos para 
la especie R. solanacearum dirigidos a una porción del gen del ARNr 
16S (Pastrik y Maiss, 2000), siguiendo el procedimiento descrito por 
Seal et al. (1999). La reacción se realizó en un volumen total de 25 μl, 
con 2,5 μl de tampón de PCR 10X (suministrado con la Taq), 0,5 U de 
Taq polimerasa, MgCl2 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM, 12,5 pmoles de cada 
primer y 5 μl de cultivo lisado. Se utilizó el siguiente programa de 
temperaturas: desnaturalización inicial a 96 ºC por 2 minutos, seguida 
de 35 ciclos repetidos de desnaturalización (94 ºC, 20 segundos), 
hibridación de los primers (67 ºC, 25 segundos), extensión (72 ºC, 30 
segundos) y un ciclo de extensión final a 72 ºC por 5 minutos. Cada 
muestra se analizó por duplicado. El tamaño del fragmento esperado 
es de 550 pb.



REVISTA DEL LABORATORIO TECNOLÓGICO DEL URUGUAY No. 7 - 2012 - INNOTEC - 51

B
IO

TE
C

N
O

LO
G

ÍA
  

Como control positivo de la amplificación se utilizó ADN extraído 
a partir de una cepa de R. Solanacearum, siguiendo los procedimientos 
descriptos en Sambrook y Rusell (2001). Los productos de 
amplificación obtenidos se visualizaron mediante electroforesis 
en geles de agarosa 0,8 % con tinción con bromuro de etidio y se 
determinaron los tamaños de los fragmentos por comparación con 
un marcador de peso molecular 1 kb Smart Ladder (Eurogentec, 
California, Estados Unidos).

Detección directa a partir de muestras de suelo

Se realizó la detección directa sobre el ADN total extraído de 
las muestras de suelo con el kit comercial Power Soil DNA, MoBio 
Laboratories (California, Estados Unidos). Posteriormente se realizó 
la amplificación por PCR del ADN extraído, empleando los primers 
específicos PS1-PS2, en las condiciones descritas anteriormente. De 
igual forma, los productos de amplificación obtenidos se visualizaron 
mediante electroforesis en geles de agarosa 0,8 % con tinción con 
bromuro de etidio y se determinaron los tamaños de los fragmentos 
por comparación con un marcador de peso molecular comercial.

Secuenciación de los productos de amplificación

Los productos de amplificación seleccionados se enviaron a 
purificar y secuenciar a Macrogen (Korea) y las secuencias fueron 
comparadas con la base de datos Genbank con el software nBLAST 
(Dumontier y Hogue, 2002).

Resultados

Se estudiaron cuatro campos con distintos antecedentes de 
murchera en los que se recolectaron 25 muestras por campo y al 
menos una muestra tomada fuera del área de cultivo. No se detectó la 
presencia de R. solanacearum en ninguno de los controles negativos 
analizados. 

En la Tabla 1 se muestran los campos analizados y el número de 
muestras que resultaron positivas en la reacción de PCR luego de 48 
h de enriquecimiento selectivo. En la Figura 1 se representan a modo 
de ejemplo dos de los campos (II y IIIa), de forma de visualizar la 
distribución de los puntos de muestreo. También se señala la ubicación 
de las muestras que resultaron positivas. Se detectó la presencia de R. 
solanacearum en tres de los campos analizados. Para el campo IV, con 
un antecedente de murchera en 1974, ninguno de los enriquecimientos 
dio positivo. El mayor número de muestras positivas se detectó en 
el campo con antecedentes más recientes de infección por murchera 
(campo I). En este caso se constató la presencia de R. solanacearum en 
18 de las 25 muestras analizadas. Por otra parte, para el campo II que 
presentó un foco de murchera tres años antes del muestreo, se obtuvo 
una menor proporción de muestras positivas (6/25). El campo III fue 
muestreado en dos ocasiones con diferencia de tres años. El segundo 
muestreo mostró una disminución del número de muestras positivas. 

Como otra forma de demostrar estos resultados, se realizó la 
detección directa de R. solanacearum sobre el ADN extraído a partir 
de las muestras de suelo. Este análisis se llevó a cabo sobre un número 
representativo de muestras. Para aquellos campos que tuvieron varios 
enriquecimientos positivos (I, II y III) se escogieron algunos puntos al 
azar (4 o 5 muestras) y se extrajo ADN total de tierra. Sobre este ADN 
se realizó la PCR con los primers PS1-PS2. Excepto para dos de los 
puntos analizados (campo II, punto 7 y campo IIIa, punto 14) todos los 
resultados de la PCR sobre el ADN total de tierra fueron coincidentes 
con los resultados de la PCR sobre el enriquecimiento (Figura 1). Para 
el campo IV, en el que ninguna muestra enriquecida fue positiva, se 
realizó la detección directa sobre 10 de las muestras del suelo y se 
obtuvieron resultados positivos de la PCR para tres de los puntos. 

Por último, se analizaron las secuencias de 10 productos de 
amplificación tomados al azar correspondiendo al género Ralstonia. 
Debido a que los porcentajes de identidad respecto a otras secuencias 
depositadas están por debajo del 98,5 %, no se pudo asignar la especie 
a ninguna de las muestras analizadas (CLSI, 2008).

Departamento (*) Antecedente de murchera Muestras positivas (**)Muestreo Área muestreada (**)Campo

I

II

IIIa
IIIb
IV

Rocha (Este)

Rocha (Este)

Rocha (Este)

Rocha (Este)

Tacuarembó (Norte)

2008

2003

1994

1994

1974

2009

2006

2006

2009

2007

Nd (***)

33

20

20

20

18

6

14

8

0

Tabla 1. Detección de R. solanacearum en campos con distintos antecedentes de murchera. 
(*) entre paréntesis se indica la zona de producción papera
(**) en hectáreas
(***) nd, no determinado
(***) resultado de la amplificación por PCR a partir de los enriquecimientos a las 48 h, sobre 25 muestras totales
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B.

Figura 1. Esquema del área muestreada en el campo II (A) y IIIa (B). 
Se tomaron muestras en 25 puntos distribuidos al azar y cubriendo 
toda la superficie del campo (•). Aquellos puntos en los que se 
detectó la presencia de R. solanacearum mediante amplificación a 
partir del enriquecimiento de las muestras de suelo se destacan con 
un círculo (    ). Los puntos de muestreo que resultaron positivos 
mediante amplificación directa sobre el ADN extraído a partir de 
la muestra de suelo se señalan con un triángulo (    ) y los que 
resultaron negativos se indican con un asterisco (*).

•

Discusión

En este trabajo se realizó un estudio sobre la capacidad de 
sobrevivencia de la bacteria fitopatógena R. solanacearum en el 
campo. Para ello se relevaron cuatro campos que fueron utilizados para 
el cultivo de papa y que presentan diferentes antecedentes de infección 
por este patógeno. En cada muestreo se tomaron 25 muestras de suelo 
distribuidas al azar y cubriendo toda la superficie del campo. Dada la 
gran extensión de los campos evaluados, esta estrategia de muestreo 
resultó más efectiva que la utilizada en un estudio previo, en el que 
se realizó un muestreo por cuadrículas en un área de 25 m2 o 100 m2 
correspondiente a la zona donde se inició el foco (Siri et al., 2005). 

La detección del patógeno en las muestras de suelo se realizó 
mediante enriquecimiento en medio selectivo y la posterior 
detección por PCR con primers específicos para R. solanacearum. 
El paso de enriquecimiento previo a la amplificación por PCR 
permite recuperar y multiplicar al patógeno, el cual seguramente se 
encuentre en bajo número de acuerdo a las condiciones oligotróficas 
de escasez de nutrientes. Se utilizó un medio selectivo diseñado 
para R. solanacearum suplementado con más de cinco agentes 
antimicrobianos, que permite seleccionar a R. solanacearum frente a 
la flora acompañante (Englebretch, 1994). La inclusión de una etapa 

de enriquecimiento previo a la detección por PCR también disminuye 
el efecto de sustancias frecuentemente presentes en el suelo, que 
afectan la actividad de la ADN polimerasa inhibiendo la amplificación 
(Picard et al., 1992; Pradhanang et al., 2000; Lin et al., 2009). 

La aplicación de este método para la detección de R. solanacearum 
en muestras de suelo permitió detectar la presencia del patógeno en 
todos los campos analizados con antecedentes de 1, 3, 12 y 15 años 
de infección por murchera. Como era de esperar, el mayor número 
de muestras positivas se detectó en el campo con antecedentes más 
recientes de infección. Sin embargo, no se observó una correlación 
clara entre la presencia de R. solanacearum en el campo y el tiempo 
transcurrido a partir del foco. Este hecho puede atribuirse a diferencias 
en severidad de los brotes ocurridos en los distintos campos, así 
como a múltiples factores bióticos y abióticos que pueden afectar la 
sobrevivencia de R. solanacearum en el campo (Álvarez, 2010). 

En el caso del campo muestreado en dos oportunidades (campo 
III), fue posible correlacionar las muestras positivas con la severidad 
del foco en esos lugares gracias a datos aportados por los productores. 
No se contaba con esta información para el resto de los campos. 
Un factor que puede contribuir en forma importante a mantener la 
bacteria en los campos es la presencia de malezas capaces de albergar 
a la bacteria a nivel de la rizósfera, potenciando la sobrevivencia del 
patógeno en el campo (Janse et al., 2004). 

Asimismo, se efectuó la detección directa de R. solanacearum 
mediante amplificación por PCR sobre el ADN extraído a partir de 
las muestras de suelo sin enriquecer. Esta alternativa se ensayó para 
algunas de las muestras con el objetivo de corroborar los resultados 
obtenidos por amplificación sobre los enriquecimientos. La mayoría de 
las muestras analizadas mostraron una concordancia en los resultados 
obtenidos por ambas metodologías. Las principales variaciones se 
encontraron para las muestras correspondientes al campo con un 
antecedente de murchera de 33 años (campo IV). En este caso no se 
detectó la presencia de R. solanacearum en ninguna de las 25 muestras 
evaluadas mediante enriquecimiento y posterior amplificación 
por PCR. No obstante, tres de las 10 muestras evaluadas mediante 
amplificación a partir del ADN extraído de suelo para este campo 
resultaron positivas. A partir de la extracción de ADN total de suelo, 
también amplificaron dos muestras correspondientes a los campos II 
y IIIa (muestra 7 del campo II y muestra 14 del campo IIIa, Figura 
1), las cuales habían resultado negativas por amplificación a partir 
del enriquecimiento. Estos resultados indicarían la posible presencia 
del patógeno en un estado latente conocido como “viable pero no 
cultivable”. Se ha comprobado que muchos microorganismos que 
habitan en el suelo son capaces de adoptar este estado fisiológico en 
el que la bacteria se mantiene viable pero no es capaz de multiplicarse 
activamente en un medio de cultivo (McDougald et al., 1998; Alexander 
et al., 1999). Además se ha comprobado que R. solanacearum es 
capaz de adoptar este estado de latencia que le permite sobrevivir a 
condiciones de estrés frecuentes en el suelo, como la deshidratación, 
limitación de nutrientes y exposición a metales pesados (Grey y Steck, 
2001; Álvarez et al., 2010). 

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que R. 
solanacaearum es capaz de persistir viable en el suelo por más de 
10 años después de la infección. Según bibliografía, la persistencia 
de la bacteria en el suelo es variable y va desde varios meses hasta 
más de cuatro años (van Elsas et al., 2000). Su sobrevivencia depende 
de muchos factores, dentro de ellos los climáticos, pero también el 
tipo de suelo y la humedad, entre otros. Al tratarse de una enfermedad 
de exclusión, para el productor se hace imprescindible conocer la 
capacidad de sobrevivencia del patógeno en sus campos para la 
programación de las siembras. De acuerdo a nuestros resultados, el 
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tiempo de persistencia de R. solanacearum en los suelos analizados 
superaría el tiempo aconsejado para la interrupción del cultivo de 
papa luego de una infección (de seis años; F. Vilaró, comunicación 
personal). Este hallazgo es de suma importancia, ya que repercute 
directamente en las prácticas de cultivo a adoptar para evitar la 
reincidencia de esta enfermedad. 

Conclusiones

Mediante la aplicación de métodos moleculares de detección se 
estableció que R. solanacearum es capaz de persistir hasta 15 años 
luego de la aparición de la enfermedad en el cultivo para los campos 
y condiciones estudiadas. 

El enriquecimiento en medio selectivo con incubación de 48 h y 
posterior amplificación por PCR resultó un método apropiado para 
la detección de R. solanacearum en muestras de suelo. El método 
de recolección de las muestras al azar en toda el área del campo 
se ajusta mejor a campos paperos de varias hectáreas, como lo son 
frecuentemente en Uruguay. Dado que la bacteria puede estar presente 
en hospederos asintomáticos, se hace también necesario el estudio de 
las malezas que conviven con los cultivos en los campos paperos, de 
forma de determinar si actúan como reservorios para este fitopatógeno.
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