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1. INTRODUCCION

El cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.) en Uruguay es el
segundo rubro en importancia para la horticultura nacional luego de la
papa debido a su contribucién al valor bruto de produccion, el mismo
ocupa una superficie de 395 hectareas y una produccion de 33091 ton.
de acuerdo con la informacién extraida del ultimo censo (MGAP. DIEA y
MGAP. DIGEGRA, 2014).

Se distinguen dos zonas de produccion; la zona norte, en los
alrededores de las ciudades de Salto y Bella Union, principalmente con
cultivos protegidos de primor y la zona sur que comprende a los
departamentos de Canelones, San José y Montevideo rural
caracterizandose por cultivos de estacién a campo y cultivos protegidos
(CAMM, 2014).

Dentro de los principales problemas que afectan al cultivo, las
bacteriosis son responsables de grandes pérdidas en la produccién
(Lopes y Avila, 2005). Entre éstas, el tallo hueco o necrosis de médula
se encuentra ampliamente distribuidas en las diferentes regiones del
mundo. La enfermedad se asocia a Pseudomonas corrugata (Scartlet et
al., 1978), P. fluorescens, P. viridiflava (Alippi et al. 2003, Sahin et al.
2005) P. cichorii (Sahin et al. 2005, Trantas et al. 2014) y P.
mediterranea, esta Ultima especie variante de estirpes de P. corrugata,
(Catara et al. 2002, Sahin et al. 2005, Xu et al. 2013). El sintoma
consiste en necrosis y ahuecamiento de meédula, que puede ser
acompafiado con el oscurecimiento del tallo, desarrollo de raices
adventicias y, en ataques severos, puede ocasionar marchitamiento y
muerte de plantas (Gabor y Wiebe, 1997).

En Uruguay no existen antecedentes sobre la etiologia del tallo
hueco, asi el presente trabajo tiene como objetivo identificar y
caracterizar las Pseudomonas spp. aisladas de plantas de tomate con
sintomas de tallo hueco o necrosis de médula.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. CULTIVO DE TOMATE

El tomate (Solanum lycopersicum L.), es una planta herbacea
perteneciente a la familia de las solanaceas, potencialmente perenne
pero muy sensible a heladas, lo que determina su ciclo anual
(Rodriguez et al., 1997).

Segun Hortoinfo (2015) para el afio 2013, la produccion mundial de
tomate para consumo en fresco se estimé en 163.963.077 toneladas
(datos elaborados a partir de valores de FAO). Como principal pais
productor del mundo se encuentra China, el cual produce 50.664.225
toneladas, correspondiente al 31% de la produccién mundial.

El consumo de tomate de tipo redondo en Uruguay esta entre 8,3
kg y 8,4 kg por persona al afio y el de tomate perita es de 0,8 kg por
persona al afio (CAMM, 2014).

La mayor produccion se destina para el consumo en fresco como
tomate de mesa correspondiendo al 91% de la cosecha y el restante
9% como tomate de industria, con una produccion total estimada en
33139 toneladas y un area de 395 hectareas (MGAP. DIEA y MGAP.
DIGEGRA, 2014).

El cultivo de tomate es uno de los rubros con mayor importancia en
el Mercado Modelo (principal lugar de comercializacion del pais), luego
de la papa y la banana, representando un 7% del total de hortalizas
comercializadas y un 10,2% del valor monetario total para el 2013
(CAMM, 2014).

La produccién se enmarca en dos zonas del pais principalmente, la
zona norte la cual incluye los departamentos de Salto y Artigas y la
zona sur, principalmente Canelones, Montevideo y San José (MGAP.
DIEA y MGAP. DIGEGRA, 2014).

Ambas zonas presentan produccion protegida, a partir de la cual se
genera la mayoria de la produccion del tomate de mesa (81% del total)
(MGAP. DIEA y MGAP. DIGEGRA, 2014).

La produccion a campo se limita a la zona sur produciendo tomate
para industria (9%) y tomate de mesa (10%) (MGAP. DIEA y MGAP.
DIGEGRA, 2014).



En la zona norte se encuentra la mayor superficie de cultivos
protegidos, 138 hectéreas, para abastecer el mercado durante invierno-
primavera; mientras que en la zona sur ésta es de 73 hectareas, los
cuales abastecen el mercado en la época de otofio-invierno. Asi mismo
el volumen de produccion del tomate de mesa producido es de 63% en
la zona norte y 25% en la zona sur (MGAP. DIEA y MGAP. DIGEGRA,
2014).

El tomate de mesa e industria a campo ocupan, 95 y 89 hectareas
respectivamente, siendo cultivos de estacion los cuales abastecen el
mercado durante los meses de verano-otofio (MGAP. DIEA y MGAP.
DIGEGRA, 2014).

2.2. EFERMEDADES BACTERIANAS DEL TOMATE

Las principales enfermedades bacterianas que infectan el cultivo
de tomate pueden dividirse en aquellas que provocan desoérdenes
vasculares (tallo hueco, cancro bacteriano Yy marchitamiento
bacteriano), podredumbres (pie negro), y lesiones foliares (mancha
bacteriana y peca bacteriana) (Jones et al., 1991).

2.1.1. Tallo hueco
2.2.1.1. Sintomatologia

El primer sintoma que se observa es clorosis en las hojas mas
jovenes, luego que los frutos del primer racimo estan totalmente
desarrollados aun antes de maduracién (Scarlett et al., 1978).

En casos severos la infeccion puede derivar en la pérdida de
turgencia de la parte superior de la planta llevando a un
desvanecimiento de la misma, ocasionando una coloracion marron
oscura sobre la zona de la lesidn, la cual puede extenderse hasta unos
30 cm. Al cortar esta zona el centro se observa hueco con aspecto firme
y seco. Generalmente la zona de avance presenta una decoloracion de
la médula bien definida. En ataques leves la zona solo se decolora y
puede no ahuecarse y la planta seguir creciendo muy lentamente, o en
ataques graves marchitarse y morir (Scarlett et al., 1978).

La necrosis y coloracibn marron de la meédula se ubica
generalmente a lo largo del tallo, debajo de los puntos de crecimiento,



en los pedunculos del fruto y en los raquis de las hojas (Scarlett et al.,
1978).

En cultivos en estado de formacion de fruto, el tallo puede
presentar raices adventicias incluso uno a dos metros por encima del
suelo (Catara, 2007).

2.2.1.2. Organismo causal

Los posibles organismos causales de la enfermedad estan
asociados a Pseudomonas corrugata, P. mediterranea, P. viridiflava, P.
cichorii.

Los primeros reportes para P. corrugata datan desde 1971 en
Inglaterra, la cual consistia en una decoloracion o necrosis de la médula
de color marrén a lo largo de la misma y con su posterior colapso
atribuyéndose pérdidas superiores a 50% de la produccion (Scarlett et
al., 1978).

Pseudomonas corrugata es considerada como un patégeno débil y
oportunista, pero que sin embargo puede atacar a la totalidad de un
cultivo, conduciendo a grandes pérdidas (CABI, 2006).

Malatathrakis y Goumas, citados por Alippi et al. (2003) reportan a
P. viridiflava como causante de necrosis de médula y pudricién basal
del tallo en tomate. Por su parte, Goumas et al., citados por Alippi et al.
(2003) determinan que la misma genera pudricion de la fruta.

Pseudomonas mediterranea fue inicialmente aislada por Catara et
al. (2002) a partir de plantas con sintomas de necrosis de médula, en
los paises de Francia, Italia y Espaia.

En el caso de Pseudomonas cichorii su reporte data del 1974 en
Nueva Zelanda (Wilkie y Dye, citados por Trantas et al., 2014).

2.2.1.3. Caracterizacion fenotipica

Al igual que otras bacterias del género Pseudomonas las especies
que causan tallo hueco poseen forma bacilar, son Gram-negativas,
moviles y poseen flagelos polares; son estrictamente aerdbicas y
guimio-organoheterotrofas (Scarlett et al., 1978).



Estudios realizados por Catara et al. (2000) sobre P. corrugata,
muestran que la mayoria de los aislados en medio Yeast Peptone
Glucose Agar (YPGA), o Nutriente Agar Dextrosa (NAD), presentan
colonias con superficie rugosa y margen rizado, de aspecto levantado,
seco 0 mucoso; de coloracion crema o amarilla. En estos medios los
aislados producen un pigmento amarillo difusible.

Segun Catara et al. (2002) P. mediterranea presenta similares
caracteristicas culturales que P. corrugata, en medio YPGA, las
colonias presentan formas arrugadas o lisas, de coloracion amarilla a
amarronada.

Las colonias de P. viridiflava en medio NAD a las 48 horas de
crecimiento, presentan aspecto achatado, con un didmetro de
aproximadamente 1 mm, de coloracion crema-amarillenta, y con
exuberante produccion de mucosidad (Pérez et al., 2004).

P. corrugata y P. mediterranea son similares en sus caracteristicas
generales, son Gram-negativas, no forman esporas, no son
fluorescentes en medio King-B, reducen nitratos, son oxidasa positivas,
no producen Levan, no presentan actividad pectinolitica y generan
degradacion de gelatina. La mayoria de las cepas son arginina
dihidrolasa positivas después de 15 dias de incubacion y algunas de
ellas presentan hipersensibilidad en tabaco. Pero ambas bacterias se
diferencian fenotipicamente en que P. mediterranea tiene la capacidad
de utilizar meso-tartrato, 2-cetoglucanato y de utilizar histamina como
tnica fuente de carbono y nitrégeno, P. corrugata no presenta esta
habilidad (Catara et al., 2002).

P. viridiflava puede diferenciarse bioquimicamente de las bacterias
mencionadas anteriormente debido a que es fluorescente en medio
King-B, no reduce nitrato, no acumula poli-beta-hidroxibutirato, reaccién
de oxidasa negativa y presenta actividad pectinolitica en papa (Alippi et
al., 2003).

En lo que respecta a P. cichorii, la misma se puede diferenciar de
P. corrugata debido a que es una bacteria fluorescente, arginina
hidrolasa negativa, no reduce nitrato, no hidroliza la gelatina, no
acumula poli-beta-hidroxibutirato y asimila el meso-tartrato (Trantas et
al., 2014).



Cuadro No. 1. Caracteristicas bioquimicas y fisioldgicas de
Pseudomonas corrugata, P. mediterranea, P. cichorii y P. viridiflava

Test P.c.(1) P.m.(2) P.ci. (3)P.v.(4)
Oxidasa + + + +
Catalasa (H,0,) + + + +
Hidrolisis-Gelatina + + - +
Fluorescencia - - + +
Levan - - - -
Hidrolisis de

Iy - - - +
almidén
Nitrato reduccion + + - -
Arginina dihidrolasa + + - -
Utilizacion
D-Arabinosa * + i v
2-cetoglucanato - + + +
Poli-beta-
hidroxibutirato * + ) )
Meso-tartrato - + + +

P. c: P. corrugata, P. m: P. mediterranea, P. ci: P. cichorri, P. v: P. viridiflava
V: variable

2.2.1.4. Ciclo y desarrollo de la enfermedad

El “tallo hueco” se encuentra ampliamente distribuido en las
diferentes regiones del mundo; asociado a temperaturas nocturnas
bajas, altos niveles de nitrégeno y alta humedad, favorecido por la
condensacion en la superficie de las hojas que se produce a menudo, o
en invernaderos en las filas contra las paredes del mismo. La
condensacion del agua facilita el ingreso del patégeno a la planta
debido al incremento de la humedad (Scarlett et al., 1978).

Los sintomas comienzan por la base del tallo, ascendiendo hasta
las hojas y racimos; detectandose la bacteria en frutos y semillas de
tomate. La necrosis también puede afectar la raiz principal y
ocasionalmente a las raicillas (Catara, 2007).

La enfermedad no solamente afecta a los cultivos de tomate sino
también a cultivos de pimiento Lopez et al., crisantemos Fiori, granos de



arroz Van Outryve et al., y cabezas de brocoli Pagada et al., citados por
Catara et al. (2002).

La bacteria puede sobrevivir en el suelo, asi como en la rizosfera
de diferentes especies de plantas Lukezic, Scortichini, Ryder y Borrett,
Paulitz et al., Achouak et al., citados por Catara et al. (2002). Asi como
también es capaz de llegar a los frutos de tomate y sobrevivir en la
semilla (Catara, 2007).

Estudios realizados por Scarlett et al. (1978), Bella et al., Nauman
et al., Scortichini, citados por Catara (2007) observaron que P.
corrugata es capaz de ingresar al hospedero a través de heridas en el
tallo, cuello y raiz.

Bella et al., citados por Cirvilleri et al. (2008) demostraron que P.
corrugata coloniza a las plantas de tomate de forma enddfita, a partir
del in6culo presente en el suelo; asi como también a partir de semillas
infectadas. Coco et al., citados por Catara (2007) observaron a través
de un microscopio electrénico que las células de P. corrugata colonizan
los tejidos del parénquima de las plantas de tomate, las cuales
consistentemente incrustan exopolisacaridos en la superficie del tejido
celular.

La diseminacién de la bacteria de una planta a la otra, se puede
dar a partir de heridas provocadas en diferentes practicas culturales del
cultivo, como desbrotes o deshojes (Quezado-Duval y Martins, 2007). El
agua de riego puede favorecer el ingreso del patégeno (Scarlett et al.,
1978).

2.2.2. Otras enfermedades bacterianas

Cancro bacteriano, marchitamiento bacteriano y pie negro son
enfermedades que pueden confundirse con tallo hueco a nivel de
campo (Quezado-Duval y Martins, 2007).

2.2.2.1. Cancro bacteriano

El sintoma principal es el marchitamiento de la planta comenzando
con el desvanecimiento de las hojas inferiores, necrosis marginal y
marchitamiento de foliolos (siendo a menudo unilateral) y el curvado
hacia arriba del borde de las hojas. A menudo las hojas inferiores se



marchitan primero estando las superiores turgentes hasta la fase final
de la enfermedad. La infecciéon puede producirse por heridas desbrote u
otras lesiones, moviéndose en este caso desde la parte alta a la parte
baja de la planta o comenzar desde la parte baja directamente hasta
matar la planta (Jones et al., 1991).

Se pueden generar raices adventicias en tallos y en partes aéreas
nodales. En condiciones favorables pueden desarrollarse cancros. El
tejido vascular tiende a ser amarillento con rayas marrones y se torna
rojizo-amarronado (Jones et al., 1991).

El agente causal de esta enfermedad es Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, una bacteria Gram-positiva,
aerobia que no forma esporas, la cual pertenece a la clase
Actinobacteria (Jones et al., 1991).

2.2.2.2. Marchitez bacteriana

Los sintomas de la marchitez bacteriana comienzan como una
flacidez en una o méas de las hojas mas jévenes, que bajo condiciones
ambientales favorables, altas temperaturas (30-35°C) y alta humedad
se marchitan rapidamente. La etapa avanzada de la enfermedad puede
ocurrir a los 2-3 dias la aparicién de los sintomas. Las plantas afectadas
pueden producir raices adventicias lo cual es mas pronunciado cuando
la enfermedad se desarrolla lentamente en condiciones de baja
temperatura, cepas poco virulentas y huéspedes resistentes. En esas
condiciones las plantas también pueden presentar epinastia de hojas
(Jones et al., 1991).

En las primeras etapas del desarrollo de la enfermedad el sistema
vascular de las plantas aparece de color amarillo o marrén claro, y a
medida que la enfermedad progresa se convierte en un marron mas
oscuro. Cuando la planta se marchit6 por completo la médula y la
corteza también se vuelven marrones. La invasion masiva de la corteza
puede resultar en la aparicibn de lesiones acuosas en la superficie
externa del tallo (Jones et al., 1991).

El agente causal de la enfermedad es Ralstonia solanacearum
(Gabor y Wiebe, 1997) anteriormente denominada Pseudomonas
solanacearum, la cual pertenece a la clase Proteobacteria, tratandose
de una bacteria aerdbica, Gram-negativa, catalasa y oxidasa positiva, y
reductora de nitritos a nitratos (Jones et al., 1991).



2.2.2.3. Pie negro

Se observo por primera vez como un marchitamiento de las
plantas en el momento de la primera cosecha del fruto o posterior. La
médula generalmente se desintegra, provocando tallo hueco de la
planta que se observa cortando el tallo transversalmente. El tallo
aparece humedo y viscoso en el area de la médula (Jones et al., 1991).

El agente causal es Pectobacterium carotovorum (Erwinia
carotovora subsp. carotovora) la cual pertenece a la clase Gamma
Proteobacteria, tratAndose de una bacteria anaerdbica facultativa,
Gram-negativa y fosfatasa negativa (Jones et al., 1991).

2.2.3. Diagnéstico de las diferentes Pseudomonas spp. causantes de
tallo hueco

2.2.3.1. Prueba de hipersensibilidad en tabaco

Segun Klement, Klement et al., citados por Klement (1990)
solamente las bacterias fitopatdgenas tienen la capacidad de inducir
necrosis hipersensitiva en hojas de tabaco o en otras plantas no
hospederas, no siendo el caso de las bacterias saprofitas. La prueba
permite diferenciar las bacterias fitopatdgenas de las saprofitas (Lelliot y
Stead, 1991).

En el caso de las bacterias fitopatdgenas las células de la zona
infiltrada se sensibilizan y mueren por el contacto con el patdégeno lo
cual impide que la infeccidn se extienda al resto de la hoja debido a que
el mismo no puede crecer con la presencia de células muertas. En
condiciones de alta humedad (85%) y temperatura (25°C), se espera
una reaccion positiva en 24 horas.

2.2.3.2. Prueba de patogenicidad

Para verificar los postulados de Koch la patogenicidad debe ser
comprobaba en el hospedero susceptible, con el objetivo de reproducir
los sintomas de la enfermedad (Duveiller et al., 1997).



Se inoculan plantas sanas con un cultivo puro del patégeno,
esperandose la reproduccién de los sintomas de la enfermedad, para
luego re-aislar el patdégeno en un cultivo puro (Duveiller et al., 1997).

Se debe tener consideracion de ciertos aspectos, como la
concentracion bacteriana a inocular que no debe ser mayor a 107
células/ml debido a que siendo mayor a esta concentracion puede
provocar enfermedad en una planta no hospedera; la edad del cultivo
bacteriano (24 horas), debido a que en un cultivo de mas edad puede
haber presencia de metabolitos secundarios los cuales ocasionen
reacciones confusas en las plantas (Lelliot y Stead, 1991).

Otros aspectos a considerar son la temperatura (25-28°C), la
humedad relativa (85%), y el fotoperiodo (16 horas), siendo las
condiciones ambientales de incubacion de esta enfermedad (Catara et
al., 2000).

2.2.3.3. Prueba de KOH

Esta prueba fue creada por Ryu en los afios 1938, 1939, para la
diferenciacion de bacterias Gram-positivas de Gram-negativas sin el
uso de coloracion (Da Silva Romeiro, 2001). La misma consiste en
disolver durante 20 segundos una colonia bacteriana sobre una gota de
solucién de KOH (3%) (Gregersen, 1978).

En el caso de las bacterias Gram-negativas siempre causan un
incremento en la viscosidad, y se observa la presencia de filancia; en
contraposicion en el caso de las Gram-positivas se observa una
consistencia acuosa y sin la presencia de filancia (Da Silva Romeiro,
2001).

El aumento de la viscosidad de las bacterias Gram-negativas se
debe a la disolucién de la pared celular y liberacion de ADN bacteriano
gue no ocurre en las Gram-positivas (Da Silva Romeiro, 2001).

Los diferentes tipos de Pseudomonas spp. son KOH positivo
(Gram-negativas).
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2.2.3.4. Pruebas fisioldgicas
Prueba de produccién de fluorescencia

King-B es un medio para la deteccion y diferenciacion de bacterias,
segun la produccion o no de fluorescencia.

Este medio, enriquecido con sulfato de magnesio, promueve la
produccién de pyoverdin, pigmento amarillo-verdoso que al ser oxidado
pasa a amarillo. La pigmentacion se difunde por todo el medio y la
fluorescencia se puede apreciar mediante el uso de una lampara UV
(Himedia Laboratories, 2015a).

En este medio P corrugata y P. mediterranea producen una
pigmentacion amarillo-verdosa difusible, la cual no es fluorescente bajo
luz ultravioleta, por el contrario, P. viridiflava y P. cichorii si producen
pigmentacién fluorescente bajo la luz ultravioleta (Mitrev et al., 2014).

Test Hugh-Leifson (O/F)

Esta prueba nos permite identificar la forma en que utilizan las
bacterias al hidrato de carbono de forma oxidativa o fermentativa, para
la obtencion de nutrientes y energia (Lelliot y Stead, 1991).

La metabolizacién de hidratos de carbono por bacterias resulta en
la formacion de acido (coloracién amarilla en el tubo), donde algunas
solamente lo pueden hacer en condiciones aerobias, mientras que otras
lo pueden hacer tanto de forma aerobia como anaerobia. Estas ultimas
gue tanto pueden desarrollarse en condiciones aerobias como
anaerobias, se clasifican como anaerobias facultativas (Lelliot y Stead,
1991).

Segun Lelliot y Stead (1991) la mayoria de los patégenos
bacterianos de plantas presentan metabolismo oxidativo, a excepcién
de Erwinia la cual es del tipo fermentativo.

Test de Levan

Levan es un polimero sintetizado a partir de una fraccion de
fructosa de la molécula de sacarosa; es el responsable de la produccion
de colonias mucoides, en forma de cupula, brillantes y suaves por
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algunas especies Pseudomonas fluorescentes y Erwinia, en medios
enriquecidos con sucrosa (Lelliot y Stead, 1991). P. corrugata y P.
mediterranea no forman colonias con las caracteristicas antes
descriptas (Mitrev et al., 2014).

2.2.3.5. Pruebas bioquimicas
Hidrolisis de gelatina

Determina la capacidad de un microorganismo de producir
enzimas proteoliticas (proteinasas), detectada por la licuefaccion de
gelatina (MacFaddin, 2003).

La gelatina es hidrolizada por la enzima gelatinasa extracelular en
sus aminoacidos constitutivos con la consiguiente pérdida de su
capacidad gelificante (MacFaddin, 2003).

P. viridiflava, P. corrugata, P. mediterranea y P. cichorii, son
capaces de producir licuefaccion (Mitrev et al., 2014).

Test de catalasa

La enzima catalasa es producida por microorganismos gue viven
en ambientes oxigenados para neutralizar formas toxicas del oxigeno.
La misma desdobla al peréxido de hidrogeno en oxigeno y agua
(Acharya, 2013).

p] o 0 FE—— 2H,0 + 0,

Produccioén de citocromo oxidasa

Esta prueba sirve para determinar la presencia de enzimas
oxidasas. La reaccion se debe a la presencia de un sistema citocromo-
oxidasa que activa la oxidacion del citocromo el cual es reducido por el
oxigeno molecular produciéndose agua o peroxido de hidrogeno segun
la especie bacteriana. El oxigeno actia por tanto como aceptor final de
electrones en la cadena transportadora de electrones. Por lo general, el
sistema citocromo oxidasa solo se encuentra en las bacterias aerobias,
algunas anaerobias facultativas y, excepcionalmente, en alguna
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microaerdfila, pero las bacterias anaerobias estrictas carecen de
actividad oxidasa (Bou et al., 2010). Este sistema esta presente en P.
mediterranea, P. corrugata, P. viridiflava y P. cichorii (Mitrev et al.,
2014).

Test de hidroélisis de almidén

Las bacterias con actividad pectinolitica como Erwinia y algunas
Pseudomonas producen en discos de papa una degradacion de las
paredes celulares en el punto de inoculacion (Schaad et al., 2001). P.
cichorii, P. corrugata, P. mediterranea no generan hidrolisis; por el
contrario P. viridiflava hidroliza la papa.

Reduccidén de nitrato

Algunas bacterias oxidativas incluyendo muchas Pseudomonas
son capaces de crecer en anaerobiosis en medios enriquecidos con
nitrato. La energia la obtienen de la reduccion de nitrato a nitrito a partir
de la enzima nitrato reductasa (Lelliot y Stead, 1991).

En caso de no producirse esta reaccion, como confirmacion que la
bacteria en cuestidén no reduce nitrato se agrega una cantidad pequefia
de zinc al medio, el cual reducira el nitrato presente a nitrito (Lelliot y
Stead, 1991).

P. mediterranea como P. corrugata y Pseudomonas spp. reducen
nitrato a nitrito, mientras que P. viridiflava (Mitrev et al., 2014) y P.
cichorii no (Trantas et al., 2014).

Arginina dihidrolasa

Este test prueba la presencia de dos enzimas, las cuales les
permiten a ciertas Pseudomonas crecer bajo condiciones anaerobias.
Las bacterias obtienen la energia a partir de la degradacion de arginina
a ornitina (Schaad et al., 2001).

La primer enzima arginina deaminasa reduce la arginina a citrulina
y NHs, y la segunda citrulina ureasa convierte a la citrulina en ornitina
mas CO, y NH; (Schaad et al., 2001).

13



P. mediterranea y P. corrugata reducen la arginina, mientras que
P. viridiflava y algunas cepas de otras Pseudomonas spp. no presentan
esta habilidad (Mitrev et al., 2014).

Utilizacion de arabinosa

Las pruebas de utilizacion de fuentes carbonadas determinan la
capacidad de utilizar un compuesto como la Unica fuente de carbono y
energia disponible; lo cual puede demostrarse por la presencia o
ausencia de crecimiento o por un cambio biolégico provocado en el
medio, por ejemplo el cambio de &cido a alcali (Lelliot y Stead, 1991).

El medio de cultivo base sintético Ayers et al. (1919) el cual no
contiene nutrientes organicos, se utiliza para pruebas de hidratos de
carbono (D-arabinosa), en bacterias patdgenas de muchas plantas;
especialmente para Pseudomonas tanto fluorescentes como no
fluorescentes (Lelliot y Stead, 1991). Segun Schaad et al. (2001) P.
corrugata utiliza D-arabinosa, a diferencia de otras Pseudomonas
fitopatdgenas.

Utilizacién de cetoglucanato

Este test es utilizado para la deteccibn de microorganismos
oxidantes de glucanato, siendo ésta su Unica fuente de carbono, lo cual
es tipico de ciertas Pseudomonas. Dicho test nos permite diferenciar P.
corrugata de P. mediterranea, ya que la dltima tiene la capacidad de
utilizar 2-cetoglucanato (Catara et al., 2002).

La base de la prueba es el cambio de glucanato (compuesto no
reductor), a 2-cetoglucanato (compuesto reductor) a partir de una sal de
potasio. La capacidad reductora del 2-cetoglucanato se prueba
utilizando el reactivo de Benedict’s, el cual lleva a la formacion de un
precipitado de cobre reducido en el caso de que sea positiva la reaccion
(Himedia Laboratories, 2015b).

2.2.3.6. Analisis molecular

Diferentes técnicas moleculares se utilizaron en la caracterizacion
e identificacion de bacterias fitopatégenas (Palacio-Bielsa et al., 2009).
Entre ellas, el andlisis de restriccion del 16S rADN (Vaneechoutte et al.,
1993), el Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion
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(en inglés, Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism -T-
RFLP) (Liu et al., 1997) y la reaccion en cadena de la polimerasa (en
inglés, Polymerase Chain Reaction - PCR) con primers especificos
(Schaad et al., 2001). Mediante reacciones de PCR mdultiple se
amplificaron dos fragmentos especificos de ADN de 600 pb o 1100 pb
de P. mediterranea y P. corrugata respectivamente, utilizando dos pares
de primers (PC1/PC5), disefiados dentro de dos regiones gendomicas
por la amplificacion aleatoria del ADN polimérfico (en inglés, Random
Amplified Polymorphic DNA - RAPD) (Catara et al. 2002, Quezado-
Duval y Martins 2007, Trantas et al. 2014).

Otros métodos incluyeron la secuenciacion del 16S rADN
(Yamamoto et al., 2000) y de los genes constitutivos subunidad 3 de la
ADN girasa (gyrB) (Yamamoto et al., 1999), subunidad 3 de la ARN
polimerasa (rpoB) (Mollet et al., 1997), y factor 670 de la ARN
polimerasa (rpoD) (Mulet et al., 2009). Sin embargo el andlisis de las
secuencias del 16S rADN es insuficiente para distinguir especies de
bacterias relacionadas debido a la lenta tasa de sustitucion de dicho
gen (Yamamoto et al., 2000). Contrariamente los genes que codifican
las proteinas gyrB, rpoB y rpoD evolucionan mas rapido que el rARN.
Asi, el andlisis de filogenia de Pseudomonas basado en estos genes
proporcioné mayor resolucion a las secuencias del 16S rADN
(Yamamoto et al. 2000, Sarris et al. 2012). El anélisis gendmico usando
las huellas genéticas (“Finger Printing”) de secuencias repetitivas del
genoma rep-PCR y el 16S rRNA-RFLP permitieron encontrar diversidad
genética en P. viridiflava y P corrugata (Alippi et al., 2003). Ademas el
analisis de secuencias multilocus y rep-PCR determiné la alta
diversidad genética intra e interespecifica de P. corrugata y P.
mediterranea (Trantas et al., 2014).
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3. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo fue realizado durante el 2015, en el laboratorio
del Grupo Disciplinario de Fitopatologia de la Facultad de Agronomia,
Universidad de la Republica (Montevideo).

En primer lugar se realizé una colecta de tallos en las principales
zonas de produccion de tomate, zona sur (Canelones) y norte (Salto);
visitando 25 y 40 productores, respectivamente.

Posteriormente se procedié al aislamiento e identificacion tanto
bioquimica como molecular de las diferentes Pseudomonas spp.,
incluyendo la prueba de hipersensibilidad en tabaco y la prueba de
patogenicidad en plantas de tomate.

3.1. MUESTREO Y AISLAMIENTO DE Pseudomonas spp.

Se colectaron tallos de tomate con sintomas del tallo hueco en
establecimientos de Canelones (en el mes de marzo), y de Salto (en
agosto).

Las secciones de tallos se lavaron con agua corriente para
remover el suelo adherido, se desinfestaron con hipoclorito al 1% por
1,5 minutos y se enjuagaron tres veces con agua destilada esterilizada
(ADE). Se dilaceraron fragmentos del tejido vascular, se colocaron en
solucion de suero fisiolégico esterilizado al 0,85% y se maceraron en
morteros previamente desinfectados. A partir del tejido macerado, con
un anza flambeada se colecté una gota (20uL) y se realizaron estrias
sucesivas en placas de Petri conteniendo agar dextrosa nutritivo (NAD)
(anexo No. 1); para obtener colonias aisladas. Las placas se incubaron
a 27°C por 48-72 horas, en oscuridad.

A patrtir de las colonias aisladas con una superficie aspera, margen
rizado de coloracién amarilla o crema, que en determinados medios de
cultivo produce una pigmentacion amarilla difusible caracteristico de P.
corrugata, P. mediterranea y Pseudomonas spp., las mismas fueron
repicadas a placas de Petri conteniendo NAD y se incubaron a 27°C por
48 horas para obtener el cultivo puro (Lelliot y Stead, 1991).
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3.2. PRUEBA DE HIPERSENSIBILIDAD

Los aislados obtenidos se inocularon en hojas de plantas de
tabaco (Nicotiana tabacum). A partir de las colonias bacterianas con 24
horas de incubacién, se prepararon suspensiones de células
bacterianas a 1x10® ufc.ml* en tubos con suero fisiolégico esterilizado
(0,85%). La suspension de cada aislado se infiltr6 con aguja
hipodérmica en diferentes hojas jévenes expandidas de las plantas
tabaco. Las plantas se colocaron en cadmara de crecimiento a 25-28°C,
con fotoperiodo de 12 horas. La presencia de necrosis en la zona de la
hoja infiltrada se consider6 como una respuesta de hipersensibilidad
positiva (Lelliot y Stead, 1991).

3.3. PRUEBA DE PATOGENICIDAD

Los aislados se inocularon en plantas de tomate cv. Leonora para
comprobar su patogenicidad en tomate.

Para esto se sembraron 100 semillas de tomate en almacigueras
con sustrato estéril comercial (turba Brown 540w, marca Kekkila). Los
plantines se trasplantaron individualmente a macetas de 300 cc a los 45
dias de la siembra, con sustrato previamente esterilizado compuesto
por una mezcla de turba y perlita, realizandose una fertilizacion base de
100 mg de fosfato de amonio por planta, cuando las plantas
presentaron la primer hoja verdadera completamente expandida se
comenzo a fertilizar semanalmente con 100 mg de nitrodoble (27% de
nitrégeno). A la semana del trasplante cada planta se inocul6 con una
aguja hipodérmica en la axila de la primera hoja verdadera con 50 pl de
una suspension de células bacterianas de 1x10°ufc.ml* provenientes de
un cultivo de 24 horas de edad (Catara et al., 2000).

Se inocularon cinco plantas con cada aislado y tres con suero
fisiologico al 0,85% esterilizado como control. Las plantas fueron
llevadas a camara de crecimiento con 16 horas de fotoperiodo y a una
temperatura de 25-28°C (Catara et al., 2000). Las plantas recién
inoculadas fueron cubiertas con bolsas de polietileno durante 48 horas.

Luego de transcurrido un mes se procedié a evaluar los sintomas
y al reaislamiento de la bacteria con el mismo procedimiento realizado
en el aislamiento inicial, para cumplir los postulados de Koch.
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3.4. TEST DE KOH

Los aislados fitopatdgenos provenientes de los aislamientos
iniciales y del reaislamiento se evaluaron por el test de Gram indirecto
(KOH). Sobre un portaobjeto se dispensé una gota de hidroxido de
potasio 3% (p/v), seguidamente con un anza flambeada se colectd una
masa de colonias de 48 horas de edad y se agito circularmente sobre la
gota, observandose la presencia de filancia en menos de 20 segundos
(Suslow et al., 1982). Los aislados se conservaron en crio-tubos con
una solucion acuosa de glicerol (15%) en freezer a menos 20°C.

3.5. PRUEBAS FISIOLOGICAS

Para realizar todos los test fisioldgicos, los aislados previamente
se incubaron en NAD, por 48 horas a 27°C.

3.5.1. Test Hugh-Leifson (O/F)

En medio base (anexo No. 1), dispensado en tubos de ensayo de
8 ml mediante un anza se introdujo en el centro del tubo una colonia de
los aislados en estudio. Los tubos se incubaron a 27°C por 24-48 horas
y se evalu6 el metabolismo oxidativo estricto o fermentativo facultativo.
Si se produjo el cambio de color verde del medio base a amarillo en los
primeros 15 mm y sin cambio de colora mas de los 15 mm, se
consider6 como una bacteria con metabolismo oxidativo.
Contrariamente cuando el cambio de color se dié en todo el volumen
del medio se consider6 como una bacteria fermentativa facultativa.

3.5.2. Test de producciéon de fluorescencia

En placas de Petri con medio King B, (anexo No. 1), se colocaron
en cuatro cuadrantes estrias de cada aislado. Las placas se incubaron
por 24-48 horas a 27°C en oscuridad. Seguidamente se observaron
sobre luz UV en un transluminador (marca Labnet DyNA ligth).
Evaluandose presencia o ausencia de pigmentos fluorescentes (Lelliot y
Stead, 1991).
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3.5.3. Test de Levan

Se repicaron a placas de Petri con Nutriente Agar Sucrosa (NAS)
(anexo No. 1) colonias de los aislados con 48 horas de incubacion, y se
incubaron a 27°C por 48 horas. La formacion de colonias con borde
convexo fue considerada como Levan positivo (Lelliot y Stead, 1991).

3.6. CARACTERIZACION BIOQUIMICA

Los aislados fitopatégenos y Gram-negativos segun la prueba de
KOH (hidroxido de potasio al 3%), se caracterizaron a través de test
bioquimicos. Para la realizaciéon de las pruebas se utilizaron cultivos
bacterianos incubados en placas de Petri con NAD por 48 horas.

3.6.1. Hidrdlisis de gelatina

Se dispensaron 5 ml de medio de gelatina (anexo No. 1) en tubos
de ensayo esterilizados, estos se colocaron por 30 minutos a 7°C,
posteriormente se introdujo en el medio del tubo el anza contaminada
con cada aislado o sin contaminar. Los tubos se evaluaron a los 30
minutos y se considerdé como resultado positivo de la prueba cuando el
medio se volvio liquido (Lelliot y Stead, 1991).

3.6.2. Test de catalasa

Se colectaron con un palito de madera muestras de los aislados y
se colocaron sobre un portaobjetos dos gotas de una solucion de
peréxido de hidrogeno al 3%. La produccién de burbujas de aire se
evalué como un resultado positivo y su ausencia como negativo (Lelliot
y Stead, 1991).

3.6.3. Test de oxidasa

Se extrajeron con palitos de madera colonias de los distintos
aislados cultivados en NAD por 48 horas, las cuales se colocaron sobre
discos de papel de filtro con una gota de solucidn Tetrametil-p-
fenilendiamina. La aparicion de coloraciéon purpura dentro de 10
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segundos se consideré como reaccion positiva y sin color negativa
(Lelliot y Stead, 1991).

3.6.4. Hidrdlisis de almidén

Se retiraron con sacabocados cilindros de 10 mm de diametro por
50 mm de largo, de tubérculos de papa lavados previamente con agua y
jabén neutro. La piel de cada cilindro se removio y sobre un extremo se
realiz6 un corte aproximadamente a 45°. Inmediatamente cada seccion
se colocod en tubos de ensayo con agua destilada dejando cubierta la
mitad del cilindro, los cuales se esterilizaron en autoclave a 115°C
durante 10 minutos. Con anza flambeada se colocaron colonias de los
aislados sobre la superficie en bisel del cilindro de papa y se incubaron
durante 72 horas a 25°C. La presencia o0 ausencia de tejidos macerado
puso en evidencia la actividad o no de enzimas pectinoliticas en los
aislados (Lelliot y Stead, 1991).

3.6.5. Reduccién de nitrato

Para detectar la capacidad de los aislados de reduccién de nitrato
a nitrito se sembraron en tubos en medio liquido (anexo No. 1)
previamente esterilizados a 121°C por 15 minutos, se incubaron a 27°C
por 72 horas. Posteriormente se agregaron 7 gotas (0,5ml) de una
solucion de (acido sulfanilico, Bio Basic Inc. al 0,8%, y acido acético,
Bio Basic Inc. al 30%), se homogenizdé por 5 segundos. Luego se
agregaron 7 gotas (0,5 ml) de una segunda solucién (alfa-naftilamina al
0,5% y acido acético al 30%) y nuevamente se homogenizd. La
presencia de color rojizo a los 10 minutos de la reaccion fue
considerada como positiva, (nitrato se reduce a nitrito). A los tubos que
no cambiaron la coloracion se les agrego zinc (una pizca) y al tornarse
rojizos se confirmé la incapacidad de los aislados de reducir el nitrato
(Schaad et al., 2001).

3.6.6. Arginina dihidrolasa

Para realizar estas pruebas se colocaron las colonias mediante un
anza flambeada en medio Thornley’s (anexo No. 1), en tubos de
ensayo. Los tubos se cubrieron con vaselina y se incubaron a 28°C
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durante 96 horas. Un resultado se considerd positivo cuando el medio
rosa claro pasa a rojo (Schaad et al., 2001).

3.6.7. Utilizacién de arabinosa

Para esta prueba se utiliz6 el medio de cultivo base sintético Ayers
et al. (1919, anexo No. 1) y el indicador bromocresol purpura
esterilizado, al cual se agregé 0,1% de solucion de D-arabinosa
previamente esterilizada por filtracién (filtro de poro, Sartorius stedium,
mini star, de 0,2 um). Se dispensaron 5 ml del medio de cultivos en
tubos de ensayos esterilizados, y mediante un anza se coloco la colonia
bacteriana a analizar y se incub6 a 27°C. La presencia de crecimiento
bacteriano a los 3, 7 y 14 dias respectivamente fue evaluada como
respuesta positiva (Schaad et al., 2001).

3.6.8. Utilizacién de cetoglucanato

Se emplearon tubos de 5 ml de medio glucanato (anexo No. 1),
ajustado a pH 7 esterilizados en autoclave durante 15 minutos a 121°C.

Se inoculé el medio con las colonias bacterianas y se incubd
durante 3 dias en un agitador (marca Labnet orbit 1000) a 135 rpm, con
una temperatura de 27°C.

Posteriormente se agregaron a cada tubo 5 ml del reactivo de
Benedict's (anexo No. 1), se agitaron y se calentaron a bafio maria
durante 10 minutos. La formacion de precipitado marron o anaranjado
se considerd como reaccion positiva (Lelliot y Stead, 1991).

3.7. IDENTIFICACCION MOLECULAR

3.7.1. Extraccion de ADN

Los aislados en estudio (los originales y los reaislados de la
prueba de patogenicidad) fueron cultivados en nutriente medio liquido
por 24 horas a 27 °C y en agitacion a 135 rpm (marca Labnet orbit
1000). Para la extraccion del ADN, el cultivo con las células de cada
aislado se centrifugd a 14000 rpm durante 15 minutos a 4°C en
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centrifuga refrigerada (marca HERMLE modelo Z300K), se descart6 el
sobrenadante y se enjuaglé dos veces con agua Milli-Q esterilizado.
Seguidamente las muestras se procesaron segun la recomendacion de
Kit de extraccion (marca Quiagen Sciences), consistente de dos
componentes: Cell lysis solution y Protein precipitation. EI ADN extraido
se cuantific6 por espectrofotometria (Nano Drop 2000 Thermo
Scientific) y su concentracion se ajusté a 100 ng. pl™.

3.7.2. PCR

Con los primers PC5/PC1 se amplificaron fragmentos especificos
del ADN de los aislados en estudio. Para la reaccion se us6 una mezcla
de 25 ul con el ADN de los aislados (100 ng), buffer (1x), nucleotidios
(20 mM); MgCl, (1,5 mM); primers (0,4 de cada uno); Tag polimerasa
(1,25 U) (SBS Genetech Co., Ltd) en un termociclador PTC-100 Peltier
termal cycler.

Las condiciones de amplificacién de los primers consistieron de
una desnaturalizacion inicial 94°C por 5 minutos seguida de 34 ciclos a
94°C por 30 segundos, 62°C por 30 segundos y 72°C por 1 segundo y
una extension final de 72°C por 5 minutos.

Cinco microlitros de la reaccion se separaron por electroforesis en
gel TBE agarosa 1,5% durante 25 minutos a 100 V, coloreado con
GelRed (Biotium) y foto-documentado sobre luz ultravioleta para
determinar segun el tamafio de banda a cual de las especies
correspondi6o cada muestra. El tamafio de banda reportado para P.
corrugata es 1100 pb y para P. mediterranea 600 pb (Catara et al.,
2002).

La secuenciacion de los productos de la PCR con el primer PC1
de los aislados 1c, 5s y 8s se realizd en el Instituto Pasteur de
Montevideo y las secuencias resultantes fueron editadas manualmente,
para luego ser comparadas con aquellas depositadas en el Gent Bank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank, verificado 25-05-2015) mediante
busqueda Blast.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. COLECTA DE MUESTRAS

Se colectaron 70 muestras de tallos de plantas afectadas, 30 en el
sur y 40 en el norte, en el mes de marzo y agosto de 2015. Las plantas
al momento de la colecta estaban en maduracién de primer racimo y
presentaban los sintomas descriptos por Scarlett et al. (1978),
Quezado-Duval y Martins (2007). Estos consistieron en clorosis de las
hojas mas jévenes al momento previo a maduracion del primer racimo,
en casos severos ocasiona perdida de turgencia en la parte superior,
apreciandose una coloracidn marron sobre la zona de avance y una
necrosis en la zona inferior del tallo.

Estos sintomas a nivel de campo se pueden confundir con los de
otras enfermedades vasculares, como cancro bacteriano (Clavibacer
michiganensis subsp. michiganensis), marchitamiento bacteriano
(Ralstonia solanacearum) y pie negro (Pectobacterium carotovorum)
(Quezado-Duval y Martins, 2007).

Las caracteristicas que nos permitieron diferenciarlo en la
selecciébn de las muestras fueron la presencia de una coloraciéon
amarilla generalizada del follaje; y la formacion de cavidades en el tallo
por destruccién de la médula. Esto ultimo permite diferenciar del pie
negro debido a que no es una pudricién blanda y por la formacion de
raices adventicias; y la ocurrencia o no de oscurecimiento de la base
del tallo y puntos de ramificaciéon (Quezado-Duval y Martins, 2007). Al
realizar un corte longitudinal se observd la medula desintegrada con
aspecto firme, seco y con decoloracién bien definida (Scarllett et al.,
1978).
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Figura No. 1. Plantas de tomate variedad Elpida, en estado de
maduraciéon del primer racimo, la flecha indica la zona
en la cual se observa la necrosis en el tallo.

4.2. AISLADOS Y MORFOLOGIA DE COLONIA

Se obtuvieron 30 y 40 aislados, de Canelones y Salto
respectivamente; pero 13 aislados (cuadro No. 2) presentaron en medio
de cultivo NAD colonias de aspecto redondeado, chato, rugoso y
margen rizado; con pigmentacion amarilla difusible, que coinciden con
las caracteristicas descriptas por Scarlett et al. (1978), Catara et al.
(2002).
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Cuadro No. 2. Cultivos bacterianos aislados de plantas de tomate con
sintomas de tallo hueco

Aislamiento  Variedad Departamento Zona
1c Elpida Canelones Armonia
2c Elpida Canelones Paso la cadena
3c Elpida Canelones Paso la cadena
4s Elpida Salto Tropezoén
5s Elpida Salto Tropezén
6s Dominique Salto Tropezén
7s Dominique Salto Tropezén
8s Elpida Salto Santana
9s Elpida Salto Santana
10s Elpida Salto Santana
11s Elpida Salto Santana
12s Elpida Salto Corralito
13s Elpida Salto Corralito

Prefijo s: Salto
c: Canelones

Figura No. 2. Colonias aisladas cultivadas en medio NAD, con 48 horas
de crecimiento, en estufa a 27°C. A) P. corrugata (2c). B)
P. mediterranea (1c).
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4.3. PRUEBA DE HIPERSENSIBILIDAD

Todos los aislados bacterianos en estudio provocaron una
reaccion de hipersensibilidad en tabaco a las 24 horas de la inoculacion
coincidiendo con los obtenidos por Mitrev et al. (2000). Sin embargo
otros autores observaron reacciones variables con sus aislados, Alippi
et al. (2003), Catara (2007), Xu et al. (2013).

4.4. PRUEBA DE PATOGENICIDAD

La patogenicidad de los diferentes aislados se prob6d mediante la
inoculacion del huésped susceptible (plantines de tomate),
observandose una lesion necrética y ahuecamiento de la médula en la
zona infiltrada a las 4 semanas post inoculacién (Catara et al., 2000),
sintomas caracteristicos de la enfermedad descriptos por Scarlett et al.
(1978).

Figura No. 3. Sintomas de tallo hueco en plantas de tomate var.
Leonora. A) la flecha indica lesién necrética en el tallo
del plantin inoculado en la primera hoja verdadera. B)
corte transversal de la zona afectada donde se aprecia
el ahuecamiento de tallo. C) corte longitudinal de la
zona afectada donde se aprecia la falta de la médula
del plantin
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4.5. DIFERENCIACION DE GENEROS DE BACTERIAS

Todos los aislados de la colecta pertenecen al género
Pseudomonas, siendo las mismas no fluorescentes, por lo tanto se
descarto la presencia de Pseudomonas spp. fluorescentes que también
causan tallo hueco (P. viridiflava, P. cichorii).

Cuadro No. 3. Caracteristicas de los aislados que permiten clasificarlos
como Pseudomonas

Aislados
Test Pseudomonas 1c 2c 3c 4s 5s 6s 7s 8s 9s 10s 1lls 12s 13s
KOH 3% + + + + + + + + + + + + + +
O/F oxidativo OXi. OXi. Oxi. Oxi. Oxi. Oxi. Oxi. Oxi. Oxi. Oxi. Oxi. Oxi. Oxi.
Fluorescencia
S= Salto

C= Canelones

Todos los aislados en estudio presentaron filancia en el test de
KOH, correspondiendo por lo tanto a bacterias Gram-negativas, como la
mayoria de las bacterias fitopatbgenas y presentaron metabolismo
oxidativo, lo cual permite clasificarlos como pertenecientes al género
Pseudomonas. Por lo tanto con estos resultados se descartan los
géneros Clavibacter (KOH positivo), y Erwinia (Pectobacterium), la cual
es anaerobia facultativa.

4.6. PRUEBAS BIOQUIMICAS

Los aislados de la colecta fueron positivo a los test de catalasa,
hidrolisis de gelatina, nitrato reductasa, arginina dihidrolasa; y como
resultado negativo los test de Levan e hidrolisis de almidon, lo que
concuerda con los resultados para P. corrugata y P. mediterranea de
Catara et al. (2000, cuadro No. 4).
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Cuadro No. 4. Perfil bioquimico de los aislados de Pseudomonas no
fluorescentes

(1) Resultados esperados Aislados
Test P.c PPm P.ci P.v. 1c 2c 3c 4s 5s 6s 7s 8s 9s 10s 11s 12s 13s
Oxidasa + + + + + 0+ +  + 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
Catalasa (H203) + + + + + + o+ + + o+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+
Hidro-Gelatina + + + + + o+ + + o+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+
Fluorescencia - - + + -
Levan -
Hidrdlisis de +
almidén
Nitrato reduccion ~ + + - - + + o+ + + 0+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+
Arginina
9 + + - - + + o+ + + o+ o+ 4+ + 0+ o+ o+ o+
dihidrolasa
Utlllzac!én + + - v + + o+ + + o+ o+ 4+ + 0+ o+ o+ o+
D-Arabinosa
2-cetoglucanato - + + +

(1)= Resultados esperados para P. corrugata, P. mediterranea, P. cichorri y P.
viridiflava

S= Salto

C= Canelones

Para diferenciar bioquimicamente P. corrugata de P. mediterranea
se realiz6 el test de utilizacion de 2-cetoglucanato, siendo su reaccion
negativa, lo que podria sugerir que los aislados pertenecen a P.
corrugata segun Catara et al. (2000). Estudios posteriores realizados
por Moura et al. (2008) demuestran que P. corrugata y P. mediterranea
dan resultado variable para este test; dejando de ser asi un factor
discriminante entre ellas.

Esta variabilidad entre los aislados de una especie también se
observé en la producciéon de arginina dihidrolasa (Sutra et al. 1997,
Catara el al. 2000, 2002, Catara 2007), meso-tartrato e histamina
(Moura et al, 2008) lo cual evidencia la limitacion de los test
bioquimicos en la identificacion de las especies de Pseudomonas.

4.7. ANALISIS MOLECULAR

De los productos de amplificacion en PCR con los primers
especificos (PC5/PC1l) de los trece aislados iniciales, cuatro
correspondieron a P. corrugata (2c, 3c, 9s y 11s) y nueve a P.
mediterranea (1c, 4s, 5s, 6s, 7s, 8s, 10s, 12s y 13s) (cuadro No. 5).
Estos resultados se repitieron con los trece aislados de los
reaislamientos de la prueba de patogenicidad.
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El andlisis del Blast de la secuencia del producto de la PCR con
los primers PCL1 de los aislados 1c y 5s, mostro 99 y 100% de similitud
respectivamente con la cepa de referencia de P. mediterranea
(KC405207.1), y el 8s 99%, confirmando que los productos amplificados
con los primers PC1 corresponden con P. mediterranea. Debido al
tamafo de la banda de 1100 pb no se pudo realizar secuenciamiento de
los productos de los primers PC5 (P. corrugata).

Cuadro No. 5. Presencia o ausencia del producto de la PCR de los
aislados con los primers PC5 y PC1 (P. corrugata y P.
mediterranea)

Aislamiento PC5 P.Cl
(P. corrugata) (P. mediterranea)
1c - +
2c + -
3c + -
4s - +
5s - +
6s +
7s - +
8s - +
9s + -
10s - +
11s + -
12s - +
13s - +

PC1 + (banda 600 pb); PC5 + (banda 1100 pb), PC1/5 - (ausencia de banda)

La amplificacion de un fragmento de 1100 pb en la reaccion con
los primers PC5, en las muestras 2c, 3c, 9s y 11s, se corresponde con
el resultado negativo del test bioquimico de utilizacion de 2-
cetoglucanato (Catara et al., 2000); indicando que corresponden a P.
corrugata.

En el resto de las muestras el analisis molecular no se
corresponde con el resultado de la utilizacion de 2-cetoglucanato
(Catara et al.,, 2002). Sin embargo Moura et al. (2008) también
encontraron variabilidad en aislados de P. mediterranea positivos en la
utilizacién de 2-cetoglucanato, por lo que esta prueba no seria confiable
para discriminar P. corrugata de P. mediterranea.
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El uso de primers especificos fue eficiente en la identificacion de
los aislados coincidiendo el resultado en el aislamiento inicial y su
reaislamiento. Sin embargo los test bioguimicos fueron insuficientes
para la diferenciacion de P. corrugata y P. mediterranea dada la
variabilidad intraespecifica en la utilizacion de 2-cetoglucanato.

En futuras investigaciones sobre tallo hueco se debera ampliar la
colecta de muestras, evaluando la prevalencia de las diferentes
Pseudomonas spp. que causan la enfermedad. Asi también realizar
estudios epidemioldgicos e implementar medidas de manejo que
reduzcan la incidencia de la enfermedad.
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5. CONCLUSIONES

» Se determind la presencia de P. corrugata y P. mediterranea
causando tallo hueco en tomate en el pais.

» El uso exclusivo de los test bioquimicos fue insuficiente para
diferenciar P. corrugata de P. mediterranea; mientras la PCR con
primers especificos fue eficiente para diferenciar ambas espécies en
las muestras analizadas.
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6. RESUMEN

El tallo hueco causado por Pseudomonas spp. puede llegar a ser
destructivo para la produccién de tomate en diferentes regiones del
mundo. En Uruguay la enfermedad y su agente causal no ha sido
reportado, por lo cual el objetivo de este trabajo fue identificar y
caracterizar Pseudomonas spp. causantes de tallo hueco. Se realizo
una colecta de tallos de plantas con sintomas de la enfermedad en la
zona sur (Canelones) y norte (Salto). Se realizaron aislamientos en
Nutriente Agar Dextrosa (NAD). Los aislados presentaron reacciones
positivas en pruebas de hipersensibilidad y patogenicidad y se les
realizaron pruebas bioquimicas para diferenciar especies de
Pseudomonas. Se realiz6 la reaccién en cadena de la polimerasa con
primers especificos (PC1 y PC5). Se identificaron trece aislados, cuatro
P. corrugata y nueve P. mediterranea de acuerdo a los productos
amplificados con los primers PC5 y PC1, respectivamente. Los test
bioquimicos no permitieron diferenciar los aislados de P. mediterranea.
El presente estudio es el primer reporte de P. corrugata y P.
mediterranea causando tallo hueco en Uruguay.

Palabras clave: Solanum lycopersicum; Bacterias; Pseudomonas spp.;
Pseudomonas corrugata; Pseudomonas mediterranea.
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7. SUMMARY

Tomato pith necrosis could be a destructive disease of tomato
crops worldwide. In Uruguay there are no reports of the causal agent of
the disease, so the aim of this work was is to identify and characterize
different Pseudomonas spp. that cause it. Tomato stems from plants
with disease symptoms were collected in the South (Canelones) and
North (Salto) regions of Uruguay. Isolation from these samples was
made on Nutrient Agar Dextrose (NAD) medium. Hypersensitivity and
pathogenicity test were conducted for every isolate: when both tests
resulted positive additional biochemical tests were made in order to
differentiate Pseudomonas spp. Moreover, polymerase chain reactions
with specific primers (PC1 and PC5) was run. Thirteen isolates were
identified: four as P. corrugata and nine as P. mediterranea, with
primers PC5 and PC1 respectively. Biochemical tests do not allowed to
differenciate among P. mediterranea isolates. The present study is the
first report of P. corrugata and P. mediterranea causing tomato pith
necrosis in Uruguay.

Keywords: Solanum lycopersicum; Bacteria; Pseudomonas spp.;
Pseudomonas corrugata; Pseudomonas mediterranea.
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10. ANEXOS

Anexo No. 1. Medios de cultivo

Medio de cultivo: Nutriente Agar Dextrosa (NAD)

Ingredientes:
Nutriente Agar................... 28 gr (Oxoid)
Dextrosa.........cccvviiiiiiininn. 5 gr (Difco)
Agua destilada estéril............ 11t

Medio de cultivo: Hugh-Leifson (O/F)

Ingredientes:
Medio basal O/F................... 9,4 gr (Difco)
Dextrosa.........ccoeveiiiiniiiiannn. 10 gr (Difco)
Agua destilada estéril................ 11t

Medio de cultivo: King's B

Ingredientes:
Proteosa peptona.................. 20 gr (Difco)
Glicerol........ccooiiiiiiiii. 10 gr (desconocido)
KoHPO .o, 1,5 gr (J.T. Baker)
MgSO,.7H,0. i 1,5 gr (J.T. Baker)
Aar....coooiiiiii 15 gr (Oxoid)
Agua destilada estéril.............. 11t

Medio de cultivo: Nutriente Agar Sucrosa (NAS)

Ingredientes:
SUCIOSA.. ., 5 % (Prosales)
Nutriente Agar...................... 28 gr (Oxoid)
Agua destilada estéril............. 11t
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Medio de cultivo: gelatina

Ingredientes:
Yeastextract...................... 3 gr (Sigma)
Peptona.............cccooeevennnn.. 5 gr (Difco)
Gelatina comercial.............. 120 gr (Hornex)
Agua destilada estéril........... 11t

Medio de cultivo: reduccion de nitrato

Ingredientes:
KNOs...coerieerreeree e 1 gr (desconocido)
Peptona..............c.oooeeeen. 5 gr (Difco)
Extracto de levadura.......... 3 gr (Oxoid)
Agar.....ccooiiiiiiii, 3 gr (Oxoid)
Agua destilada estéril......... 11t

Medio de cultivo: Arginina dihidrolasa

Ingredientes:
Peptona.............ccooviviiiiinnnn, 1 gr (Difco)
NaCl.. .o, 5gr (J.T. Baker)
KaHPOy .o 0,3 gr (J.T. Baker)
Agar.....oooiiiii 3 gr (Oxoid)
Rojofenol.......................l. 1 mg (desconocido)
ArgininaHCI...................... 10 gr (Difco)
Agua destilada estéril............ 11t

Medio de cultivo: Ayers et al.

Ingredientes:
Fosfato de amonio.................. 1 gr (Sigma)
Cloruro de potasio................. 0,2 gr (J.T. Baker)

Sulfato de magnesio heptahidratado

0,2 gr (Fisher)

AQar....cooiiiiiiiiiii 12 gr (Oxiod)



Medio de cultivo: glucanato

Ingredientes:

Tryptona...........ccoeveeieni. 1,5 gr (desconocido)
Extracto de levadura........... 1,0 gr (Oxoid)
KoHPO,. i 1,0 gr (J.T. Baker)
Glucanato de sodio............. 40 gr (desconocido)
Agua destilada estéril........... 110t

Reactivo de Benedict’'s

Ingredientes:

CuSOL5H,0. ., 1,73 gr (desconocido)
Citrato de sodio...................... 17,3 gr (Sigma)
NazCOs..viiiiiiiiiee, 10 gr (J.T. Baker)



