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RESUMEN

La mancha bacteriana es una de las enfermedades mas importantes en el cultivo de tomate a
campo en Uruguay. Es causada por cuatro especies de Xanthomonas y de acuerdo a su
relacion patogénica con determinadas plantas indicadoras se han definido cinco razas: T1
que corresponde a X. euvesicatoria; T2 a X. vesicatoria y X. gardneriy T3, T4y T5 a X.
perforans. Su manejo se basa en aplicaciones de productos cupricos, mancozeb y
antibioticos, sin embargo no se logra un control satisfactorio. Se ha iniciado un programa de
mejoramiento basado en algunos genotipos de tomate identificados con cierta resistencia
cuantitativa a esta enfermedad. Para realizar el tamizado de materiales segun su tolerancia,
es necesario ajustar un protocolo adaptado a condiciones locales. Entre 2007 y 2010 se
obtuvieron 86 aislados de Xanthomonas spp. a partir de plantas de tomate con sintomas de la
enfermedad, provenientes de las principales zonas de produccion del pais. Las razas se
determinaron mediante la combinaciéon de resultados (reaccién de hipersensibilidad o
sensibilidad) luego de la inoculacién por infiltracion de suspension bacteriana de plantas
indicadoras de Solanum lycopersicum (Bonny Best, Hawaii 7998, Florida 216), S. pennellii y
S. pennelli x Hawaii 7998. La sensibilidad a antibioticos fue determinada sembrando los
aislados en NAD suplementado con CuSOs, estreptomicina y kasugamicina. La agresividad
de aislados locales de Xanthomonas spp. se evalud mediante la inoculacion con la aspersion
de suspension bacteriana de 5 x 108 ufc.ml, en plantas de tomate bajo condiciones
controladas. Se evalud el numero de lesiones y se midié la severidad en las hojas 5, 6y 7
(numero de hoja verdadera, siendo la 7 la hoja mas nueva), a los 9, 13 y 15 dias después de
la inoculacion. Se utilizo una escala diagramatica y un programa de procesamiento de imagen
(ImageJ). La razas encontradas fueron T3 (86 %), T2 (5 %) y T4 (9 %). El 92 % de aislados
presentaron resistencia in vitro a 200 ppm de Cu, 35% a 100 ppm de estreptomicinay 23 % a
200 ppm de kasugamicina. No se encontrd relacion entre zona de origen, raza y sensibilidad
in vitro a los productos. La evaluacién de la severidad fue mas apropiada para detectar
diferencias significativas de agresividad entre aislados. Para detectar diferencias en la
agresividad entre los aislados la evaluacion se debe realizar en las hojas 5y 6 y entre 9y 13
dias después de la inoculacion.

Palabras clave: Mancha bacteriana del tomate, X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. gardneri,

X. perforans, cobre, kasugamicina, estreptomicina, inoculacién, agresividad
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CHARACTERIZATION OF Xanthomonas spp. CAUSING BACTERIAL LEAF SPOT
IN TOMATO (Solanum lycopersicum L.) IN URUGUAY

SUMMARY

Bacterial leaf spot is one of the main diseases of open field tomato crops in Uruguay. It is
caused by four Xanthomonas species and five races have been defined according to their
pathogenicity on several indicator plants: T1 corresponding to X. euvesicatoria, T2 to X.
vesicatoria and X. gardneri and T3, T4 and T5 to X. perforans. Its control is based on copper,
mancozeb and antibiotic sprays, but satisfactory control is not achieved. A breeding program
has started based on some tomato genotypes identified with quantitative resistance to this
disease in Uruguay. To screen materials according to their tolerance, it is necessary to set up
a protocol adapted to local conditions. Between 2007 and 2010 86 isolates of Xanthomonas
spp. were collected from diseased tomato plants, from to the main producing area of the
country. Races were determined by the hypersensitive or susceptible reaction of indicator
plants: Solanum lycopersicum (Bonny Best, Hawaii 7998, Florida 216), S. pennellii and S.
pennellii x Hawaii 7998 after inoculation by infiltration of a bacterial suspension. Sensitivity to
antibiotics was determined by plating isolates on NAD amended with CuSO4, streptomycin or
kasugamycin. The aggressiveness of local Xanthomonas spp. isolates was evaluated in
controlled condition of tomato plants by spray inoculation with a bacterial suspension of 5 x
108 ufc.ml'. Lesion number and severity was measured on leaves number 5, 6 and 7, 7 being
the newest leaf, 9, 13 and 15 days after inoculation. A diagrammatic scale and an image
processing program (ImageJ) were used. Races T3 (86%), T2 (5%) and T4 (9%) were found.
92% of isolates showed in vitro resistance to 200 ppm Cu, 35% to 100 ppm of streptomycin
and 23% to 200 ppm of kasugamycin. No relationship was found between origin, race and in
vitro sensitivity to products. The severity assessment was suitable to detect significant
differences in isolate aggressiveness. To detect aggressiveness differences among isolates,
evaluation should be performed on leaves 5 and 6 and between 9 and 13 days after
inoculation.

Keywords: bacterial spot of tomato, X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. gardneri, X. perforans,

copper, kasugamycin, streptomycin, inoculation, aggressiveness
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1. INTRODUCCION

11.  EL CULTIVO DE TOMATE EN URUGUAY

El tomate (Solanum lycopersicum L., sinénimo Lycopersicon esculentum Mill.) es una
planta dicotiledonea perteneciente a la familia de las solanaceas. Su centro de origen es la
region andina, area donde crecen espontdneamente diversas especies del género (Nuez,
1995). La especie esta adaptada a climas calidos, su crecimiento se detiene a temperaturas
medias por debajo de 10 °C o por encima de 35 °C, no tolera heladas ni condiciones de
anegamiento del suelo (Dogliotti, 2007; Aldabe, 2000). Su crecimiento y desarrollo es 6ptimo
en el rango entre 15 y 25 °C. La especie es potencialmente perenne en su lugar de origen,
pero en regiones de clima templado, como es el caso de Uruguay, presenta un ciclo anual
definido por la ocurrencia de heladas y bajas temperaturas durante la estacion invernal
(Aldabe, 2000). Es una especie de porte arbustivo, que puede desarrollarse de forma
rastrera, semierecta, o erecta (Nuez, 1995).

En Uruguay se realiza el cultivo de tomate para consumo en fresco (tomate de mesa) y
para industria. El tomate de mesa se produce a campo en la zona sur en verano-otofio y bajo
cubierta, en la zona norte y sur. El tomate industria se produce en la zona sur, a campo. Mas
del 86% de la cosecha se destina al consumo en fresco. En la zafra 2008/2009 el cultivo de
tomate ocup6 una superficie de 574 ha, de las cuales el 66 % se realizé a campo. Los cultivos

a campo se realizan principalmente en la zona sur (Uruguay, 2010).

1.2.  MANCHA BACTERIANA DEL TOMATE

La mancha bacteriana estd ampliamente distribuida a nivel mundial, causando
importantes pérdidas en los cultivos de tomate y pimiento (CAB International, 2007; Jones y
Stall, 1998). Es considerada una de las enfermedades mas importantes del cultivo de tomate
a campo ya que si las condiciones ambientales son favorables para el desarrollo de la
enfermedad, ésta se disemina rapidamente en el cultivo. No existen cultivares con resistencia

adecuada y la eficiencia en el control quimico es variable (Jones et al., 1997).


http://es.wikipedia.org/wiki/Mill.

Esta enfermedad es causada por bacterias del género Xanthomonas y sus cultivos
hospedantes son tomate (Solanum lycopersicum L.) y pimiento (Capsicum annuum L.) (CAB
International, 2007; Sun et al., 2002; Blancard, 1992). También ha sido reportada en otras
especies vegetales, las que incluyen Capsicum frutescens, Datura stramonium, Hyoscyamus
spp., H. niger, H. aureus., Lycium spp., L. chinense, L. halimifolium, Lycopersicon
pimpinellifolium, Nicotiana rustica, Nicandra physalodes, Physalis minima, Solanum spp., S.
dulcamara, S. nigrum, S. rostratum, S. tuberosum y S. melongena. Estas son especies
hospedantes naturales o inoculadas artificialmente y estan reportadas como hospedantes de
X. campestris pv. vesicatoria, sin diferenciar los distintos grupo genéticos que causan la
enfermedad (CAB International, 2007; Jones y Stall, 1998).

Afecta todos los 6rganos aéreos de la planta. En las hojas el sintoma inicial consiste en
una mancha acuosa de color verde claro y forma irregular. Luego se torna de color marrén,
con borde definido; puede presentar halo clorético. Bajo condiciones favorables para el
desarrollo de la enfermedad las lesiones pueden coalescer, formando grandes superficies de
tejido necrético y puede ocurrir defoliacidn. Este tipo de sintomas también se producen en
tallo y raquis. El sintoma inicial en los frutos consiste en pequefias areas de color verde claro,
con relieve y con un borde acuoso. Luego, estas lesiones se vuelven de color marrdén-negro y
aspecto corchoso. Las lesiones no penetran en profundidad en los frutos pero pueden ser via
de entrada para patégenos secundarios causantes de podredumbres. Ademas puede
provocar caida de flores y de frutos en formacién (Sun et al., 2002; Jones et al., 1997).

La mancha bacteriana ocasiona pérdidas importantes en la produccion de tomate de
mesa y tomate industria, causa importantes pérdidas economicas directas por disminucion en
la cantidad y calidad de frutos. Debido a la defoliacion, los frutos quedan expuestos, son
quemados por el sol y disminuye el contenido de solidos solubles, lo que desvaloriza al
producto para su industrializacion. Las lesiones que se producen en los frutos, reducen la
calidad comercial tanto para el consumo en fresco como para el procesamiento industrial
(Quezado-Duval y Lopes, 2010; Sun et al., 2002; Blancard, 1992; Jones et al., 1991). En
condiciones experimentales de campo Quezado-Soares et al. (1998) registraron una pérdida
de rendimiento del 52% de tomate rastrero en Brasil.

La mancha bacteriana se transmite a través de semilla contaminada (infectada o

infestada), por lo tanto la semilla puede actuar como fuente de indculo y de esta manera



puede ser transportada a largas distancias. La bacteria puede sobrevivir de una temporada a
otra en restos de cultivos o en plantas voluntarias. El desarrollo de la enfermedad es
favorecido por temperaturas entre 20 y 30°C, alta humedad vy lluvias asociadas a vientos
fuertes (Quezado-Duval y Lopes, 2010; Sun et al., 2002; Blancard, 1992). La penetracién a la
planta se da a través de los estomas o heridas. La diseminacion a corta distancia se da a

través del salpicado de agua (Romeiro, 1995).
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Figura 1. Ciclo de la mancha bacteriana de tomate (Adaptado de Ritchie, 2000)

La mancha bacteriana del tomate fue observada por primera vez en 1914 en Sudafrica
y en 1920 la enfermedad fue descripta como cancro bacteriano por Ethel Doidge identificando
el organismo causal como Bacterium vesicatorium (Dahlbeck y Stall y Doidge, citados por
Jones et al., 1998). Una enfermedad similar fue descripta en Estados Unidos de América por
Gardner y Kendrick, 1921 (citados por Jones et al., 1998); la denominaron mancha bacteriana

y al organismo causal B. exitiosa. En la misma época Sherbakoff (citado por Jones et al.,



1998) describié la mancha bacteriana del pimiento. En 1923 Gardner y Kendrick (citados por
Jones et al., 1998) compararon las tres bacterias y concluyeron que eran practicamente
idénticas y propusieron que se lo denominara B. vesicatorium Doidge. En 1925 paso a
llamarse Pseudomonas vesicatoria, en 1930 Phytomonas vesicatoria y Xanthomonas
vesicatoria en 1939 (Hayward y Waterston,citados por Jones et al., 1998). Luego fue
designada como X. campestris pv. vesicatoria (Dye et al., citados por Jones et al., 1998).

En 1957, Sutic (citado por Jones et al., 1998) en Yugoslavia denomind Pseudomonas
gardneri a una bacteria causante del sintoma “ojo de pajaro” en frutos de tomate y X. gardneri
var. capsici para las razas que afectaban pimiento. Dye (citado por Jones et al., 1998),
mediante pruebas bioquimicas y por morfologia, determind que P. gardneri era una tipica
xanthomona y establecié que X. gardneri era sindnimo de X. vesicatoria, ya que provocaban
sintomas similares en tomate y no podian ser diferenciadas por pruebas en laboratorio e
invernaculo. P. gardneri fue incorporada luego dentro del género Xanthomonas por estudios
de hibridacién DNA:rRNA (DeLey, citado por Jones et al., 1998).

Vauterin et al. (citado por Jones et al., 1998) y Stall et al. (1994) independientemente
descubrieron que X. campestris pv. vesicatoria estaba compuesta por dos grupos
genéticamente diferentes: grupo A y grupo B. Bouzar et al., 1994 confirmaron que las
bacterias del grupo A no tenian actividad aminolitica y las del grupo B tenian actividad
aminolitica y pectolitica. Vauterin et al., (citado por Jones et al., 1998) clasificaron a las
bacterias del grupo B como X. vesicatoria y las del grupo A como X. axonopodis pv.
vesicatoria.

Jones et al., 1995 caracterizaron las bacterias clasificadas como P. gardneri y otro
grupo de bacterias aisladas de tomate en Florida (Estados Unidos de América). Jones et al.,
(2000) luego de caracterizar estos dos grupos, determinaron que pertenecian a dos grupos
diferentes: C (caracterizada por Jones et al., 1995) y D (P. gardneri).

Segun la clasificacion propuesta por Jones et al., (2004) las especies que integran los
distintos grupos son: el grupo A, Xanthomonas euvesicatoria; grupo B, X. vesicatoria; grupo
C, X. perforans y grupo D, X. gardneri.

Ademas de las especies, las bacterias que afectan al tomate se han clasificado en
cinco razas (T1, T2, T3, T4 y T5) de acuerdo a su relacién patogénica con determinados
cultivares de tomate (cultivares indicadores). La raza T1 corresponde a X. euvesicatoria; T2 a



X. vesicatoria y X. gardneri 'y las razas T3, T4 y T5 corresponden a X. perforans (Quezado-
Duval y Lopes, 2010; Jones et al., 2004).
En la Figura 2 se esquematiza la evolucidn de la clasificacion del agente causal de la

mancha bacteriana.

Bacterium vesicatorium Doidge, 1920

Pseudomonas gardneri
Sutic, 1957
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria Dye, 1978 J,
Vauterin et al., 1995 T — X gardneri
Hildebrand et al., 1990
X. axonopodis pv. vesicatoria X. vesicatoria \L
Grupo A Grupo B Grupo D
Jones et al., 2000
Grupo C
l Jones et al., 1995, Jones et al., 2000 l
l Jones et al., 2004

[X. euvesicatoriaJ [ X. perforans ] [ X. vesicatoria] [ X. gardneri ]

AIT C/T3,T4T5 B/T2 D/T2
Figura 2. Evolucion de la etiologia de la mancha bacteriana (Adaptado de Quezado-Duval,

2008).

Las razas mas frecuente en tomate en Estados Unidos de América es la raza T4
(Jones y Stall, citados por Stall et al., 2009). En Brasil se han encontrado las razas T1, T2 y
T3 en cultivos de tomate industria y la raza T3 es la predominante (Araujo et al., 2011;

Quezado-Duval y Lépes, 2010).



Cuadro 1. Distribucién mundial de las razas, grupos y especies Xanthomonas spp.
asociadas al cultivo de tomate (adaptado de Jones et al., 2004).

Raza Grupo Especie Distribucion
T A X. euvesicatoria Mundial
12 B X. vesicatoria Mundial
T2 D X. gardner Brasil, Cos,ta} Rica, Estados UrTldos de
América y Ex-Yugoslavia
T3, T4y T5 c X. perforans Brasil, México, Estados Unidos de

América y Tailandia

Xanthomonas spp. pertenecen al Dominio Bacteria, Phylum Proteobacteria, Clase
Gammaproteobacteria, Orden Xanthomonadales, Familia Xanthomonadaceae. Xanthomonas
spp. causantes de la mancha bacteriana del tomate son gram-negativas, tienen forma de
bacilo, miden 0,6-0,7 x 1,0-1,5 um, se pueden encontrar aislados o en pares, tiene flagelacion
monatrica y no producen esporas. Su temperatura 6ptima de crecimiento se encuentra entre
los 25 y 30°C, son aerobias obligadas, quimioorganotréficas, la capacidad de hidrolizar

almidon y la actividad pectolitica son variables (CAB International, 2007; Schaad et al., 2001).

1.3. MANEJO DE LA ENFERMEDAD

Para manejar la mancha bacteriana del tomate es importante realizar un manejo
integrado, aplicando medidas culturales, tales como el uso de semillas sanas o desinfectadas,
la eliminacion de fuentes de indculo o la reduccidn del indculo inicial y evitar la diseminacion
del patdgeno; lo que se puede complementar con control bioldgico, la induccién de resistencia
de las plantas, el uso de variedades resistentes y el control quimico (Quezado- Duval y
Lopes, 2010; CAB International, 2007).

Para bajar el indculo en la semilla se pueden realizar tratamientos fisicos (calor seco o
humedo) o quimicos (desinfeccion con distintos productos) a las mismas, sin que se afecte
significativamente la germinacién. Para evitar otras fuentes de indculo, se puede realizar la

plantacion en lugares donde le enfermedad no haya ocurrido, se deben eliminar las plantas



voluntarias y evitar tener las pilas de desechos del cultivo cerca del mismo. La rotacion de
cultivos es una préactica de manejo con la cual se busca disminuir el inoculo en los restos de
cultivo en el suelo y las plantas voluntarias. Para el cultivo de tomate la rotacion con
gramineas es lo mas recomendable (Quezado-Duval y Lopes, 2010; CAB International,
2007).

También se pueden emplear practicas que aceleren la descomposicion de los restos
del cultivo afectado por la enfermedad, tales como aplicacién de herbicidas asociado con
aplicacion de urea y enterrado del rastrojo. Estas medidas deben ser acompafiadas con la
eliminacion de plantas voluntarias y no se deben sembrar especies susceptibles a la
enfermedad antes de seis meses (Quezado-Duval y Lopes, 2010).

Para disminuir la diseminacion de la enfermedad se deben incluir practicas culturales
que tengan como objetivo reducir el tiempo de hoja mojada en el cultivo, tales como
sistematizacion del cultivo que evite la acumulacion de agua en el suelo, el manejo de la
densidad de plantacién y la eleccion del tipo y momento de riego (Quezado-Duval y Lopes,
2010).

Para el control quimico se utilizan productos a base de cobre y antibiéticos
(estreptomicina, oxitetraciclina y kasugamicina) (Quezado-Duval y Lopes, 2010). Las
aplicaciones de productos cupricos mezclados con mancozeb son mas efectivas ya que
mejora su solubilidad (Jones et al., 1991; Ritchie y Dittapongpitch, 1991; Jones y Jones,
1985;; Marco y Stall, 1983). El control de la enfermedad mediante la aplicacion de estos
productos no siempre es efectiva y existen multiples reportes de resistencia del patégeno a
los productos cupricos y antibioticos (Quezado-Duval y Lopes, 2010).

Debido a que no es posible obtener un buen control de la enfermedad con los
productos tradicionalmente utilizados, se han llevado a cabo trabajos de investigacion
incluyendo el uso de otros productos como agentes de control biologico e inductores de
resistencia. Abo-Elyousra y El-Hendawyb (2008) obtuvieron una reduccién significativa de la
severidad de la enfermedad mediante la aplicacion por aspersion de Pseudomonas
fluorescens en plantines de tomate. Del mismo modo Roberts et al., (2008) lograron buenos
resultados en el control de la mancha bacteriana del tomate con la aplicacion de Bacillus
subtilis. Romero et al., (2001) y Louws et al., (2001), obtuvieron buenos resultados en el

control de la mancha bacteriana en tomate y pimiento mediante la aplicacion del inductor de



resistencia acibenzolar-S-methyl (ASM). Segun Fontenelle et al., (2011), Trichoderma spp.
pueden actuar como promotoras del crecimiento e inductoras de resistencia en tomate para
esta enfermedad.

A nivel mundial también se ha trabajado en la busqueda de genes de resistencia. Se
ha identificado resistencia especifica a las diferentes razas en diferentes cultivares de tomate
(Robbins et al., 2009; Yang y Francis; 2005; Scott et al., 2003; Scott et al., 1995; Wang et al.,
1994). La resistencia es un caracter que esta proporcionado por grupos de genes de efectos
aditivos, los que deben ser combinados para obtener resistencia a las diferentes razas
(Robbins et al., 2009; Yang y Francis, 2005).

1.4.  JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL TRABAJO

La mancha bacteriana es una de las enfermedades mas importantes que ocurre en el
cultivo de tomate a campo en Uruguay. Las condiciones ambientales que favorecen el
desarrollo de la enfermedad son muy frecuentes durante el ciclo del cultivo. En Uruguay, a
nivel productivo su control se basa en aplicaciones de productos cupricos, mancozeb y
antibioticos (estreptomicina y kasugamicina). A pesar de la importante intervencién quimica,
el control muchas veces no es efectivo, ya sea por el modo de accién de los productos, por el
desarrollo de cepas resistentes de la bacteria, o por condiciones ambientales muy favorables
para el desarrollo de la enfermedad. Otra limitante son los costos y el impacto ambiental
derivado del reiterado uso de estos productos.

La resistencia genética es una medida de control muy conveniente y si bien se han
identificado algunos genotipos con cierta resistencia cuantitativa a esta enfermedad, los
cultivares comerciales que se utilizan actualmente son susceptibles (Silva-Lobo et al., 2005;
Scott et al., 1996; Wang et al., 1994; Scott y Jones, 1989).

El Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria (INIA), busca desarrollar cultivares
locales de tomate para industria con un grado de resistencia durable a la mancha bacteriana.
Como primer paso en este proceso es fundamental conocer las caracteristicas de las
Xanthomonas spp. asociadas a la mancha bacteriana presentes en el pais y ajustar un

protocolo para comparar el comportamiento de distintos materiales frente a esta enfermedad.



El mismo, entre otras cosas, debera incluir aislados caracterizados de las cepas
predominantes en el pais ya sea por su agresividad como por otras caracteristicas

(resistencia a productos quimicos).

El objetivo general de este trabajo fue generar conocimientos para contribuir al manejo

racional de la mancha bacteriana del tomate.

Los objetivos especificos fueron:

1) Crear una coleccion de bacterias del género Xanthomonas, causantes de la mancha
bacteriana, con aislamientos realizados a partir de distintos érganos de plantas de
tomate, con sintomas caracteristicos de la enfermedad, provenientes de las principales
zonas de produccion de Uruguay.

2) Conocer las caracteristicas de los aislados en relacion a la sensibilidad a cobre,
estreptomicina y kasugamicina, agresividad y razas (T1, T2, T3, T4, 0 T5).

3) Ajustar una metodologia de inoculacién adecuada para la comparacion de materiales de

tomate frente a la mancha bacteriana.



2,
Xanthomonas spp. en tomate en Uruguay: razas y sensibilidad in vitro a

cobre y antibiéticos

Resumen
La mancha bacteriana es una de las enfermedades mas importantes en el cultivo de tomate a
campo en Uruguay. Es causada por Xanthomonas spp. De acuerdo a su relacién patogénica
con determinadas plantas indicadoras se han definido cinco razas: T1 que corresponde a X.
euvesicatoria; T2 a X. vesicatoria y X. gardneriy T3, T4 y T5 a X. perforans. Su manejo se
basa en aplicaciones de productos cupricos, mancozeb y antibidticos. Entre 2007 y 2010 se
obtuvieron 86 aislados de Xanthomonas spp. a partir de plantas de tomate con sintomas de la
enfermedad, provenientes de las principales zonas de produccién del pais. Las razas a las
que pertenecian se determinaron mediante la combinaciéon de resultados (reaccion de
hipersensibilidad o sensibilidad) luego de la inoculacién por infiltracién de suspensién
bacteriana de plantas indicadoras de Solanum lycopersicum (Bonny Best, Hawaii 7998,
Florida 216), S. pennelli y S. pennelli x Hawaii 7998. La sensibilidad a antibi6ticos fue
determinada sembrando los aislados en NAD suplementado con CuSQ4 (50, 100, 200, 300 y
400 ppm de Cu), estreptomicina (10, 25, 50, 100 y 200 ppm) y kasugamicina (40, 80, 150,
200 y 300 ppm). La razas encontradas fueron T3 (86 %), T2 (5 %) y T4 (9 %). El 92 % de
aislados presentaron resistencia in vitro a 200 ppm de Cu, 35% a 100 ppm de estreptomicina
y 23 % a 200 ppm de kasugamicina. No se encontr6 relacién entre zona de origen, raza y
sensibilidad in vitro a los productos. Se trata del primer registro de razas de este patdgeno en

tomate para Uruguay.

Palabras clave: Solanum lycopersicum, Mancha bacteriana del tomate, cobre, kasugamicina,

estreptomicina
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Xanthomonas spp. in tomato in Uruguay: races and in vitro sensibility to

copper and antibiotics

Abstract
Bacterial leaf spot is one of the main diseases of open field tomato crops in Uruguay. It is
caused by four Xanthomonas spp. According to their pathogenic relationship to several
indicator plants five races have been defined: T1 corresponding to X. euvesicatoria; T2 to X.
vesicatoria and X. gardneri and T3, T4 y T5 to X. perforans. lts control is based on copper,
mancozeb and antibiotic sprays. Between 2007 y 2010 86 Xanthomonas spp. isolates were
collected from diseased tomato plants, in the main producing areas of the country. Races
were determined by the combination of results (hypersensitive or suseptible reaction) after the
inoculation by infiltration of a bacterial suspension of Solanum lycopersicum (Bonny Best,
Hawaii 7998, Florida 216), S. pennellii y S. pennellii x Hawaii 7998 indicator plants. Sensibility
to antibiotics was determined by plating isolates on NAD amended with CuSOy (50, 100, 200,
300 y 400 ppm de Cu), streptomicyn (10, 25, 50, 100 y 200 ppm) and kasugamycin (40, 80,
150, 200 y 300 ppm). T3 (86 %), T2 (5 %) and T4 (9 %) races were determined. 92 % of the
isolates showed in vitro resistance to 200 ppm Cu, 35% to 100 ppm streptomycin and 23% to
200 ppm kasugamicyn. There was no relationship between area of collection, race or in vitro

sensitivity. This is the first report of races of this pathogen in tomato for Uruguay.

Key words: Solanum lycopersicum, tomato bacterial leaf spot, copper, kasugamycin,

Streptomycin.
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2.1. Introduccion

En la zafra 2008/2009 el cultivo de tomate en Uruguay ocup6 una superficie de 574 ha,
de las cuales el 66 % se realizd a campo para consumo en fresco (tomate de mesa) y para
industria. Los cultivos a campo se realizan principalmente en la zona sur, en verano - otofio.
(Uruguay, 2010).

Una de las enfermedades mas importantes, que limita la produccion, es la mancha
bacteriana, debido a que las condiciones ambientales son muy favorables para el desarrollo
de la misma. Esta enfermedad, ampliamente distribuida a nivel mundial, provoca sintomas en
todos los oOrganos aéreos de la planta, causando pérdidas economicas directas por
disminucion en la cantidad y calidad de frutos (Jones, 1991).

La clasificacién del agente causal ha sido modificada muchas veces desde su
denominacién original como Bacterium vesicatorium, realizada en 1920 por Ethel Doidge
(Doidge, citados por Jones et al., 1998). El nombre de X. campestris pv. vesicatoria propuesto
por Dye et al. (citados por Jones et al., 1998) ha sido utilizado hasta la actualidad. No
obstante, Jones et al. (2004) proponen cuatro especies del género Xanthomonas como
causantes de la mancha bacteriana del tomate: X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. perforans y
X. gardneri.

Las colonias de Xanthomonas spp. que se forman en medio Nutriente Agar Dextrosa
(NAD), luego de 48 horas de incubacion a 28 °C, son de 1-2 mm de didmetro, redondas, de
borde definido, mucoides, convexas, de color amarillo cremoso y brillantes. El pigmento
amarillo, no difusible en el medio, es el heteropolisacarido xantomonadina (CAB International,
2007; Romeiro, 2001; Schaad et al., 2001; Lelliott et al., 1987).

De acuerdo a su relacién patogénica con determinadas plantas indicadoras, las
Xanthomonas spp. causantes de la mancha bacteriana del tomate se han separado en cinco
razas: T1, T2, T3, T4 y T5. La raza T1 corresponde a X. euvesicatoria; T2 a X. vesicatoria; T2
a X. gardneri y las razas T3, T4 y T5 corresponden a X. perforans (Quezado-Duval y Lopes,
2010; Jones et al., 2004).

Antes de 1989 la raza T1 era la predominante en Florida, Estados Unidos de América
(Jones et al., 1998; Bouzar et al., 1994). En 1991 la raza T3 fue detectada por primera vez en

este lugar (Jones et al., 1995) y en pocos afios se convirtié en la raza dominante (Jones et al.,
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1998). En una prospeccion realizada en el afio 2006, el 77 % de los aislados eran raza T4 y el
resto T3 (Jones y Stall, citados por Stall et al., 2009).

En Brasil se han encontrado las razas T1, T2 y T3 en cultivos de tomate industria.
Entre los afios 1995 y 2000 predominaba la raza T2 (Quezado-Duval et al., 2004) pero en los
muestreos realizados entre los afios 2002 y 2010 la raza T3 era la predominante (Araujo et
al., 2011; Quezado-Duval y Lépez, 2010).

El control de la mancha bacteriana del tomate es dificil de lograr, especialmente si las
condiciones ambientales son favorables para el desarrollo de la enfermedad (Scott et al,
1995). El control quimico es la medida de manejo comunmente aplicada, realizandose
aplicaciones preventivas de cupricos y/o antibidticos (Quezado-Duval y Lopes, 2010;
Obradovic et al., 2008).

El cobre es un fungicida con accién bacteriostatica que posee multiples sitios de accién
ya que los iones solubles se unen a los grupos sulfridrilos. Este producto afecta solo a las
bacterias que se encuentran en la superficie de las plantas y si penetra en los tejidos es
fitotoxico (Momol et al., 2008). La resistencia del patdgeno al cobre ha sido reportada en
distintas partes del mundo desde el primer registro realizado por Marco y Stall (1983) en
Florida, Estados Unidos de América (Mirik et al., 2007; Martin et al., 2004; Quezado-Duval et
al., 2003, Bouzar et al, 1999; Sahin y Miller, 1996; Buonario et al, 1994; Ritchie y
Dittapongpitch, 1991; Adaskaveg y Hine, 1985). Donde predominan las poblaciones de
Xanthomonas spp. resistentes a cobre, las aplicaciones de éste se realizan combinadas con
etilen bis ditiocarbamatos (mancozeb o maneb) para mejorar su solubilidad (Ritchie y
Dittapongpitch, 1991; Jones y Jones, 1985; Marco y Stall, 1983;).

Estreptomicina y kasugamicina son antibiéticos del grupo de los aminoglucésidos, que
inhiben la sintesis proteica (United States, 2005). Estreptomicina, primer antibiético
desarrollado después de la penicilina, es producida por Streptomyces griseus y su actividad
antimicrobiana fue reportada en 1944 (Waksman, 1952). Kasugamicina tiene actividad
bactericida y fungicida, es producida por Streptomyces kasugaensis y fue descubierta en
Japon en la década de 1960 (Adaskaveg et al., 2010).

Estreptomicina se ha utilizado para el control de la mancha bacteriana desde la década
de 1950 (Jones y Kelly, 1995) pero en 1954 Darby, citado por Thayer y Stall (1962), reporté la

ineficacia del control de este antibiético y en 1961 Thayer y Stall reportaron por primera vez la
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existencia de aislados X. vesicatoria resistentes a estreptomicina en Florida, Estados Unidos
de América. Stall y Thayer (1962) concluyeron que la proporcion de aislados resistentes a
estreptomicina aumento muy rapido luego de las aplicaciones del antibidtico.

Kasugamicina sélo se usa para el control de fitopatdgenos ya que no es efectivo en el
control de patdgenos humanos o animales (Vallad et al., 2010; United States, 2005). Ignjatov
et al., (2010) reportaron la existencia de aislados de X. euvesicatoria de morron resistentes a
50 ppm kasugamicina in vitro.

Pernezy et al. (2008) compararon los medios cultivos casitone extracto de levadura
(CYE, casitone yeast extract) modificado y nutriente agar dextrosa (NAD, nutrient agar
dextrose) para la determinacién de la resistencia a cobre de distintas razas de X
euvesicatoria y X. perforans de tomate y morrén y X. campestris pv. vitians de lechuga. Ellos
concluyeron que el medio NAD era mas apropiado para evaluar la resistencia de
Xanthomonas spp. a cobre in vitro, ya que presentd mejor correlacion con el control del
patogeno in vivo. Este medio de cultivo también ha sido utilizado para evaluar la sensibilidad
in vitro de Xanthomonas spp. a antibioticos (Quezado-Duval y Lopes et al., 2003).

En Uruguay el manejo de la mancha bacteriana se basa en aplicaciones frecuentes de
productos cupricos, mancozeb y antibiéticos (kasugamicina y estreptomicina), pero el control
muchas veces es ineficiente y las causas pueden corresponderse al modo de accion de los
productos, a la posible existencia de cepas resistentes a los productos utilizados y/o porque
las condiciones ambientales son favorables para el desarrollo de la enfermedad. Ademas,
esta estrategia de control representa un alto costo y produce contaminacién ambiental.

La resistencia genética es una buena medida de control y si bien se han identificado
algunos genotipos con cierta resistencia cuantitativa a esta enfermedad, los cultivares que se
utilizan actualmente son susceptibles (Silva-Lobo et al., 2005). Para desarrollar cultivares
locales con cierto grado de resistencia durable a esta enfermedad, es necesario conocer las
caracteristicas de las Xanthomonas spp. presentes en el pais.

Los objetivos del presente trabajo fueron crear una coleccién de aislados de
Xanthomonas spp. causante de la mancha bacteriana del tomate en Uruguay, identificar las

razas presentes y evaluar su sensibilidad a cobre, estreptomicina y kasugamicina in vitro.
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2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Obtencion y preservacion de los aislados de Xanthomonas spp.

Durante las zafras 2007-2008, 2008-2009 y 2009-2010 se colectaron muestras de
tomate con sintomas atribuibles a la mancha bacteriana, en predios ubicados en las
principales zonas de produccion de Uruguay, en los departamentos de Canelones, Colonia,
San José y Salto y de las estaciones experimentales de INIA Las Brujas (Canelones) y Salto
Grande (Salto) (Figura 1).

Figura 1. Frutos y hojas de tomate con sintomas de mancha bacteriana

Los érganos con sintomas fueron lavados con agua corriente. Se cortaron pequefios

trozos del tejido afectado, se desinfectaron con NaHCI al 1% y se enjuagaron con agua
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destilada esteéril. Luego se maceraron en mortero con solucién salina estéril (0,85% p/v de
NaCl, en agua destilada) y se sembro6 por agotamiento, en placa de Petri conteniendo medio
de cultivo Nutriente Agar Dextrosa (NAD, Oxoid Ltd., Reino Unido). Las placas se incubaron a
28 °C y luego de 48 horas, se repicaron las colonias tipicas del género Xanthomonas (1-2 mm
de diametro, redondas, de borde definido, mucoides, convexas, de color amarillo y brillantes),
utilizando el mismo medio. Los aislados fueron mantenidos en glicerol al 15 %, a -20 °C
(Romeiro, 2001).

2.2.2. Caracterizacion de los aislados

a) Prueba de hipersensibilidad en tabaco (Nicotiana tabacum L.)

Se recuperaron células viables de los aislados almacenados, sembrando por estriado
en NAD, incubando durante 48-72 horas. Para la multiplicacion, se partié de una colonia
aislada y se sembr6 en Nutriente Agar (NA, Oxoid Ltd., Reino Unido). Se incub6 a 28 °C y
luego de 48 horas se prepard una suspension bacteriana en solucion salina estéril al 0,85 %
p/v de NaCl, en agua destilada. Se ajust6 la concentracion de la suspensidn bacteriana 5 x
108 ufc.ml!, mediante espectrofotdmetro Absssonm = 0,1 utilizando celda de cuarzo (Romeiro,
2001), la que fue confirmada en pruebas previas mediante recuento en placa en medio NAD.

Las hojas de tabaco fueron inoculadas por infiltracién, en la cara abaxial, utilizando
jeringas hipodérmicas plasticas descartables de 1 mL (sin aguja). Las plantas fueron
mantenidas en camara de crecimiento, a 26-28 °C, con 14 h de luz/10 h oscuridad. Se evalud
la reaccion de hipersensibilidad 24 h luego de la inoculacion, registrando como positivo
cuando la zona inoculada presentaba necrosis del tejido. Como testigo se inocularon plantas

con solucién salina estéril al 0,85% p/v de NaCl, en agua destilada.
b) Caracterizacion bioquimica
A los aislados que produjeron la reaccion de hipersensibilidad en tabaco, se les

realizaron las pruebas bioquimicas propuestas por Schaad et al., (2001) para la confirmacién

de la identificacién a nivel de género: prueba indirecta de Gram con KOH al 3 % (Suslow et
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al., 1982), prueba de crecimiento aerdbico, fluorescencia en medio B de King, crecimiento de
colonias amarillas en NAD y Dextrosa-extracto de levadura-CaCO3 (Yest extract-dextrose-

CaCOs3,YDC) y capacidad de degradar almidén.

c) Prueba de patogenicidad

Los aislados de Xanthomonas spp. fueron inoculados en plantas de tomate del cultivar
Loica, susceptible a la enfermedad. Se sembraron las semillas en almacigueras de espuma
plast de 104 celdas, de 50 cc, con sustrato estéril (Bioland, Finladia). Luego de 15-20 dias los
plantines fueron transplantados a macetas de 250 cc, conteniendo una mezcla estéril 1:1 de
suelo:sustrato. Las plantas fueron inoculadas a 7-8 hojas totalmente expandidas (30-40 dias
de edad).

Se recuperaron células viables de los aislados almacenados y se prepararon las
suspensiones de la manera descripta para la prueba de hipersensibilidad en tabaco. La
inoculacion se hizo mediante aspersion hasta punto de goteo. Como testigo se utilizd solucion
salina estéril al 0,85 % p/v de NaCl, en agua destilada. Luego de la inoculacion, las plantas
fueron mantenidas en camara humeda durante 48 h, utilizando bolsas plasticas. Las plantas
se mantuvieron en cdmara de crecimiento a 26-28 °C, con 14 h de luz/10 h oscuridad durante
16 dias. Las platas fueron observadas diariamente y se verifico la presencia de los sintomas

caracteristicos de la enfermedad.

2.2.3. Identificacion de las razas de Xanthomonas spp.

Se recuperaron células viables de los aislados almacenados y se prepararon las
suspensiones de la manera descripta para la prueba de hipersensibilidad en tabaco. Se
inocularon por infiltracién de suspensioén bacteriana (5 x 108 ufc.ml') plantas indicadoras de
Solanum lycopersicum (Bonny Best, Hawaii 7998, Florida 216), S. pennellii y S. pennellii x
Hawaii 7998. Se determinaron las razas segun la combinacion de los resultados en las
distintas indicadoras (reaccion de hipersensibilidad o sensibilidad) presentada en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Reacciones de las plantas indicadoras segun las razas de Xanthomonas ssp. causantes de
la mancha bacteriana del tomate (Modificado de Quezado-Duval, 2008).

Plantas indicadoras

Solanum lycopersicum

Especie Raza S. S. pennellii
Bonny Best Hawaii 7998 Florida 216  pennellii x H7998
Reaccion*
X. euvesicatoria T1 S RH S S S
X. vesicatoria
X. gardneri T2 S S S S S
T3 S S RH RH RH
T4 S S S RH RH
X. perforans T5 S S S S RH

* S:reaccion de sensibilidad; RH: reaccion de hipersensibilidad

2.2.4. Evaluacion de la sensibilidad a cobre, estreptomicina y kasugamicina in vitro

Se prepararon soluciones madre de los distintos productos utilizando agua destilada:
sulfato de cobre (CuSQ4.5H20) (Copper (ll) sulfate pentahydrate, SIGMA PPA, 98 +%, A.C.S.
reagent), a una concentracion de 40.000 ppm de Cu; sulfato de estreptomicina (SIGMA) a
10.000 ppm y kasugamicina (SIGMA) a 10.000 ppm. Todas las soluciones fueron
esterilizadas mediante filtracién con filtro descartable estéril de 0,22 um.

Las soluciones de antibi6ticos y el cobre se agregaron al medio estéril NAD, a una
temperatura de 40-45°C, en las cantidades necesarias para obtener las concentraciones
deseadas. Se utilizaron placas de 24 pocillos, de 20 mm de diametro y se coloc6 1500 ml de
medio en cada uno.

Se recuperaron células viables de 78 aislados almacenados y se prepararon las
suspensiones de la manera descripta para la prueba de hipersensibilidad en tabaco. Se utilizo
un aislado de Xanthomonas sp. cedido y caracterizado por el Laboratorio de Fitopatologia de
INTA Bella Vista (Argentina), como resistente a cobre.

Se sembraron 5 ul de suspensién bacteriana de 5 x 108 ufc.ml-* en NAD con distintas
concentraciones de Cu (50, 100, 200, 300 y 400 ppm), estreptomicina (10, 25, 50, 100 y 200
ppm) y kasugamicina (40, 80, 150, 200 y 300 ppm). Como testigo se utilizé el medio de cultivo

NAD sin agregados. Se incluyeron dos repeticiones por aislado/dosis. Luego de 48 horas de
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incubacion a 28 °C se registro la presencia de colonias. Se calcul6 el porcentaje de aislados

resistentes a los distintos productos y dosis.

2.2.5. Andlisis estadistico

Se realizd la prueba de chi-cuadrado para verificar la asociacion entre la zona de
origen de los aislados y las razas, la resistencia de los aislados a Cu y a kasugamicina y entre
la zona de origen de los aislados con la sensibilidad a las distintas concentraciones de

productos los productos evaluados.

2.3. Resultados

2.3.1. Coleccion de Xanthomonas spp.

Se cred una coleccion de 86 aislados de Xanthomonas spp. a partir de muestras de
tomate, con sintomas atribuibles a la mancha bacteriana, colectadas en predios ubicados en
las principales zonas de produccion de Uruguay, 48 % provenientes de Canelones, 3 % de
Colonia, 2 % de Montevideo, 16 % de San José y 30 % de Salto. Los aislados fueron
obtenidos de frutos (65 %), hojas (27 %), sépalos (7 %) y raquis (1 %) (Cuadro 2).

Segun las reacciones obtenidas de las inoculaciones en las plantas indicadoras, el 86
% de los aislados pertenecen a la raza T3, también se encontraron aislados pertenecientes a
las razas T2 (5 %) y T4 (9 %).

Cuadro 2. Aislados de Xanthomonas spp. segun érgano del cual fue aislado, zafra de la

colecta, lugar de origen, reaccidn en plantas indicadoras y raza.

Platas indicadoras

AISLADO ORGANO ANO ORIGEN __Solanum lycopersicum
Bonny Hawaii Florida

S. pennellii x

Best 7098 216 S Pemmelli o waii7o0  ReZ
1 F 08/09 Canelones S S HR HR HR 3
2 F 08/09 Canelones S S HR HR HR 3
3 F 08/09 Canelones S S HR HR HR 3
4 F 07/08 Canelones S S HR HR HR 3
5 F 08/09 Canelones S S HR HR HR 3
6 F 07/08 Canelones S S S HR HR 4
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57 H 09/10 Salto S S HR HR HR 3
58 H 09/10 Salto S S HR HR HR 3
59 H 09/10 Salto S S HR HR HR 3
60 H 09/10 Salto S S HR HR HR 3
61 H 09/10 Salto S S HR HR HR 3
62 H 09/10 Salto S S HR HR HR 3
63 F 09/10  San José S S HR HR HR 3
64 F 09/10  San José S S HR HR HR 3
65 F 09/10  San José S S HR HR HR 3
66 H 09/10  San José S S HR HR HR 3
67 F 09/10 Salto S S HR HR HR 3
68 F 09/10 Salto S S HR HR HR 3
69 F 09/10 Salto S S HR HR HR 3
70 H 09/10  San José S S HR HR HR 3
71 H 09/10  San José S S HR HR HR 3
72 H 09/10  San José S S HR HR HR 3
73 H 09/10  San José S S HR HR HR 3
74 F 09/10 Salto S S HR HR HR 3
75 F 09/10 Salto S S HR HR HR 3
76 F 09/10 Salto S S HR HR HR 3
77 F 07/08 Canelones S S HR HR HR 3
78 F 07/08 Canelones S S HR HR HR 3
79 F 07/08 Montevideo S S HR HR HR 3
80 F 07/08  San José S S HR HR HR 3
81 F 07/08 Canelones S S HR HR HR 3
82 F 07/08 Canelones S S HR HR HR 3
83 F 07/08 Canelones S S S S S 2
84 F 07/08 Canelones S S HR HR HR 3
85 F 07/08 Canelones S S HR HR HR 3
86 F 07/08 Canelones S S HR HR HR 3

H hoja, F fruto, R raquis, S reaccion de sensibilidad, HR reaccion de hipersensibilidad

No se encontrd asociacion entre la zona de origen de los aislados y las razas segun la

prueba de Chi-cuadrado.

2.3.2. Sensibilidad a cobre, estreptomicina y kasugamicina in vitro

El 46 % de los aislados analizados fue sensible a estreptomicina incluso a las
concentraciones mas bajas pero no se encontraron aislados sensibles a kasugamicina y
cobre. Todos los aislados fueron resistentes a 50 y 100 ppm de cobre, 92 % resistentes a 200
ppm, 85 % a 300 ppm y 32 % a 400 ppm de este producto. Todos los aislados fueron

resistentes a 40 y 80 ppm de kasugamicina, 42 % fueron resistentes a 150 ppm, 23 % a 200

21



ppmy 8 % a 300 ppm. El 54 % de los aislados fueron resistentes a 10 ppm de estreptomicina,
53 % a 25 ppm, 44 % a 50 ppm, 35 % a 100 ppm y 23 % a 200 ppm (Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje de aislados de Xanthomonas spp. resistentes a distintas dosis de cobre

(Cu), kasugamicina y estreptomicina.

En la Figura 3 se presenta el crecimiento de dos aislados en NAD suplementado con
las diferentes dosis de cobre, estreptomicina y kasugamicina probadas.

En todos los casos, al aumentar la dosis del producto, el porcentaje de aislados
resistentes disminuyd, pero en el caso de estreptomicina (54 % resistentes a 10 ppmy 23 %
a 200 ppm) esta disminucion no fue tan notoria como en el caso de kasugamicina (100 %
resistente a 80 ppmy 8 % a 300 ppm) y el cobre (100 % resistente a 100 ppm de Cuy 32 % a
400 ppm) (Figura 2).
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Figura 3. Crecimiento de dos aislados de Xanthomonas spp. en Nutriente Agar Dextrosa
suplementado con Cu (50, 100, 200, 300 y 400 ppm), kasugamicina (40, 80, 150, 200 y 300
ppm) y estreptomicina (10, 25, 50, 100 y 200 ppm).
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Figura 4. Porcentaje de aislados de las razas T2, T3 y T4 de Xanthomonas spp. resistentes a

distintas dosis de: A cobre, B kasugamicina y C estreptomicina.
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La cantidad de aislados de la raza T3 resistentes a cobre disminuy6 al aumentar la
concentracion a 400 ppm pero comparados con los de las otras razas, son resistentes a
mayores concentraciones de Cu. La cantidad de aislados de la raza T2 resistentes disminuy6
al pasar de 200 ppm a 300 ppm de Cu pero no hubo cambios en la cantidad de aislados
resistentes a 400 ppm. Para la raza T4, la misma cantidad de aislados fueron resistentes a
200 y 300 ppm pero éstos disminuyeron al aumentar la concentracion a 400 ppm (Figura 4,
A).

La cantidad de aislados de la raza T4 resistentes a kasugamicina no varié al aumentar
la concentracion de estas de 150 a 200 y a 300 ppm, en el caso de las razas T2 y T3 la
cantidad aislados resistentes a este antibiotico disminuyd al aumentar la concentracion
(Figura 4, B).

La cantidad de aislados de la raza T2 que presentaron resistencia a estreptomicina no
varié en las concentraciones de 10, 25y 50 ppm y todos los aislados fueron sensibles a 100 y
200 ppm de este antibiético. En el caso de la raza T3, se encontraron aislados resistentes a
todas las concentraciones utilizadas pero la cantidad de aislados resistentes disminuy6 entre
las 25 y 200 ppm. La cantidad de aislados de la raza T4 resistentes a estreptomicina se
mantuvo constante entre las concentraciones de 10 y 100 ppm y disminuyé al aumentar la
concentracion a 200 ppm (Figura 4, C). En el analisis de estos resultados se debe considerar
que el porcentaje de aislados de cada raza fue muy diferente (86 % T3, 5% T2 y 9 % T4), lo
que puede haber influido en los resultados.

En los Cuadros 3, 4, 5y 6 se presentan los porcentajes de aislados resistentes a los

distintos productos simultdneamente.

Cuadro 3. Porcentaje de aislados de Xanthomonas spp.
resistentes a distintas dosis de Cu y kasugamicina
ppm Kasugamicina

ppm Cu 150 200 300
200 44 22 41
300 36 17 8
400 2 9 4

Se encontrd asociacion entre la resistencia de los aislados a Cu y a kasugamicina

segun la prueba de Chi-cuadrado.
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Cuadro 4. Porcentaje de aislados de Xanthomonas spp. resistentes a distintas dosis de Cuy que
fueron sensibles/resistentes a distintas dosis de estreptomicina
ppm estreptomicina

ppm Cu sensibles* 10 25 50 100 200
200 36 54 53 44 35 23
300 31 54 53 44 35 23
400 3 29 28 23 18 15

*no crecieron a la minima dosis utilizada
No se encontré asociacion entre la resistencia de los aislados a Cu y a estreptomicina

segun la prueba de Chi-cuadrado.

Cuadro 5. Porcentaje de aislados de Xanthomonas spp. resistentes a distintas dosis de kasugamicina y
que fureon sensibles/resistentes a distintas dosis de estreptomicina
ppm estreptomicina

ppm kasugamicina sensibles* 10 25 50 100 200
150 4 4 4 4 3 3
200 10 13 13 8 6 6
300 3 29 28 23 18 15

*no crecieron a la minima dosis utilizada

No se encontrd asociacion entre la resistencia de los aislados a kasugamicina y a

estreptomicina segun la prueba de Chi-cuadrado.

Cuadro 6. Porcentaje de aislados de Xanthomonas spp. resistentes a distintas dosis de Cuy kasugamicina fueron
sensibles/resistentes a distintas dosis de estreptomicina
ppm estreptomicina

ppm Cu/ ppm sensibles* 0 10 25 50 100 200

kasugamicina
200/150 5 44 19 19 14 12 10
200/200 5 2 8 8 5 4 4
200/300 2 41 2 2 2 2 2
300/150 2 36 19 19 14 12 10
300/200 2 17 8 8 5 4 4
300/300 2 8 2 2 2 2 2
400/150 0 2 15 15 12 9 8
400/200 0 9 5 5 2 2 2
400/300 0 4 2 2 2 2 2

*no crecieron a la minima dosis utilizada
Segun la prueba de Chi-cuadrado no se encontr6 asociacion entre la zona de origen de
los aislados con la sensibilidad a las distintas concentraciones de productos los productos

evaluados (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Porcentaje de aislados de Xanthomonas spp. resistentes a distintas concentraciones de Cu,
kasugamicina y estreptomicina, segun origen.

Oriaen ppm de Cu ppm de kasugamicina ppm de estreptomicina
g 200 300 400 150 200 300 sensibles 10 25 50 100 200
Sur 90 80 28 56 36 18 44 56 56 48 42 30
Norte % 9% 38 3 15 4 50 50 46 3B 19 12
2.4, Discusion

Esta es la primera prospeccion de Xanthomonas spp. causantes de la mancha
bacteriana del tomate en Uruguay, por lo cual no existen referencias anteriores acerca de la
composicion de la poblacion del patdgeno en cuanto a la razas y si ésta ha variado con el
tiempo como se ha reportado en otros paises.

Segun los resultados obtenidos, las razas presentes en el cultivo de tomate a campo
son T2, T3y T4, predominando la raza 3 al igual que en Brasil (Araujo et al., 2011; Quezado-
Duval y Lopez, 2010). Esta raza también fue la mas importante en Estados Unidos de
América hasta que en el afio 2006 se comprobd que la raza predominante era la T4 (Jones y
Stall, citados por Stall et al., 2009).

La predominancia de la raza T3 puede ser en gran parte explicada por su produccion
de compuestos similares a bacteriocinas que inhibe el desarrollo de otras razas. Segun Jones
et al. (1998) antes de 1991 la Unica raza presente en Florida, Estados Unidos de América era
la T1, luego de que en el afio 1991 se encontrd la raza T3, ésta se convirtié en la raza
predominante. Jones et al. (1998) demostraron que la raza T3 es antagonista de la raza T1 in
vitro, que la raza T3 redujo la poblacién de la raza T1 en la superficie de las hojas de tomate
en plantas inoculadas con ambas razas y que la raza T3 fue mas competitiva que la raza T1
en ensayos realizados a campo. Tudor-Nelson et al., 2003 descubrieron que la raza T3
produce tres compuestos similares a bacteriocinas que inhiben a la raza T1 pero no inhiben
su propio crecimiento y el crecimiento de la raza T2 fue inhibido por una de estos
compuestos.

La similitud en la composiciéon de razas con lo reportado en otras regiones puede
deberse a varios factores. Uno de ellos puede ser el origen de la semilla utilizada para

plantacién en nuestro pais. En Uruguay generalmente la mayoria de la semilla de tomate que
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se utiliza es importada de diversos origenes (Brasil, México, Tailandia, Japdn, India, Estados
Unidos de América, entre otros) algunos de los cuales poseen una composicion similar de
razas del patdgeno (Jones et al., 2004). Este patdgeno puede ser diseminado a largas
distancias en semillas infectadas o infestadas (Quezado-Duval y Lopes, 2010) y, debido a
que la mancha bacteriana no se trata de una enfermedad cuarentenaria, a nivel nacional no
existen requisitos fitosanitarios en cuanto a ella para la importacién de semilla de tomate.

El control quimico de la mancha bacteriana del tomate en Uruguay se realiza en base a
aplicaciones de productos cupricos y antibioticos. En los ultimos afios la produccion local de
tomate para industria se ha integrado a los planes de promocion del cultivo del Ministerio de
Ganaderia Agricultura y Pesca. Una de las condiciones para ello es el seguimiento de las
normas utilizadas en los programas de produccién integrada de Uruguay en las cuales se
prohibe el uso de de antibidticos (Banchero et al., 2002). Por lo tanto se puede suponer que
el producto mas usado es el cobre y eso puede explicar el alto porcentaje de aislados
resistentes al mismo. Martin et al. (2004) encontraron que los aislados tolerantes a cobre
aumentaron luego de aplicaciones reiteradas de este producto. Por lo tanto la resistencia
encontrada en los aislados a estos productos podria deberse al su uso reiterado. A su vez,
los aislados correspondientes a la raza T3 fueron los que presentaron mayores niveles de
resistencia a las dosis de 400 ppm de cobre in vitro, lo cual podria explicar la predominancia
de esta raza en el pais por una ventaja comparativa frente a las demas razas.

El uso de antibiéticos también ha resultado en el desarrollo de poblaciones resistentes
a los mismos (Ritchie y Dittapongpitch, 1991; Minsavage et al., 1990; Stall y Thayer, 1962). Al
respecto, de acuerdo a nuestros resultados el comportamiento de los aislados frente a los dos
antibioticos estudiados fue diferente, lo cual también puede atribuirse a su frecuencia de uso.
La estreptomicina desde hace algunos afios ha sido poco utilizada por los productores y esta
podria ser la razoén por la cual aun existen aislados sensibles al mismo, no ocurriendo lo
mismo con kasugamicina la cual ha sido empleada en cultivos realizados fuera de los planes
de promocién estatal.

La relacion entre las respuestas de los aislados encontradas frente a las diferentes
concentraciones de cobre, estreptomicina y kasugamicina ha sido variable. Se observd
relacion entre la sensibilidad a las distintas concentraciones de cobre y de kasugamicina.

Estos productos tienen diferentes sitios de accién: el cobre actiia uniéndose a los grupos
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sulfridrilos (Momol et al., 2008) y la kasugamicina previene la unién del fMet-tRNAf con el
mRNA-30S cuando se forma el complejo de iniciacion durante la sintesis proteica (Wade y
Kurtz, 2006; United States, 2005). Por lo tanto, no seria explicable la existencia de resistencia
cruzada entre ellos. Sin embargo, ambos productos han sido utilizados conjuntamente por los
productores para el control de esta enfermedad y por ello el patdgeno pudo haber
desarrollado simultdneamente resistencia a ambos.

No se encontro relacion entre la sensibilidad de los aislados a estreptomicina y
kasugamicina. Si bien estos antibiéticos pertenecen al grupo de los aminoglucésidos, que
inhiben la sintesis de proteinas, la kasugamicina tiene un sitio de accién especifico (previene
la unién del fMet-tRNAf con el mRNA-30S durante la formacion del complejo de iniciacion
durante la sintesis proteica) que difiere del sitio de accion de la estreptomicina (Wade y Kurtz,
2006; United States, 2005).

Como se menciond en la introduccion el control de esta enfermedad no es del todo
eficaz sefialandose como causas la resistencia del patdgeno a los productos utilizados, la
frecuencia de condiciones ambientales favorables para el desarrollo de la enfermedad en los
momentos que se realiza el cultivo y la utilizacion de cultivares susceptibles. Los resultados
obtenidos en este trabajo sugieren que parte de los problemas observados con las actuales
estrategias de control pueden ser explicados por predominancia de bacterias con resistencia
a los productos utilizados. Por lo que seria deseable principalmente para el cultivo de tomate
industria donde los costos deben ser bajos, el uso de otras medidas de manejo, entre ellas, la
resistencia varietal.

De acuerdo a los resultados de este trabajo los cultivares de tomate para industria a
desarrollar con resistencia a mancha bacteriana en el programa de mejoramiento local
deberan incluir resistencia a la raza T3 del patogeno. Por ultimo dado que la prevalencia de
las razas puede cambiar con el tiempo, seria deseable que este tipo de relevamientos con
caracterizacion del patdgeno sean repetidos cada determinado numero de afios para

complementar los avances en mejoramiento.
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3.
Evaluacion de agresividad de aislados de Xanthomonas spp., causantes

de la mancha bacteriana del tomate en Uruguay

Resumen

La mancha bacteriana es una de las enfermedades mas importantes en el cultivo de tomate a
campo en Uruguay. Es causada por cuatro especies de Xanthomonas. Se han definido cinco
razas de acuerdo a su relacion patogénica con determinadas plantas indicadoras. La raza T1
corresponde a X. euvesicatoria; T2 a X. vesicatoria y X. gardneri y las razas T3, T4 y T5
corresponden a X. perforans. El control esta basado en aplicaciones de productos cupricos,
mancozeb y antibioticos, sin embargo no se logra un control satisfactorio. Se ha iniciado un
programa de mejoramiento basado en algunos genotipos de tomate identificados con cierta
resistencia cuantitativa a esta enfermedad. Para realizar el tamizado de materiales segun su
tolerancia es necesario ajustar un protocolo adaptado a condiciones locales, incluyendo el
uso de cepas con diferente agresividad. La agresividad de aislados locales de Xanthomonas
spp. se evalubé mediante la inoculacion por aspersion de suspensién bacteriana de 5 x 108
ufc.ml!, en plantas de tomate bajo condiciones controladas. Se evalud el nimero de lesiones
y se midi6 la severidad en las hojas 5, 6 y 7 (numero de hoja verdadera, siendo la 7 la hoja
mas nueva), a los 9, 13 y 15 dias después de la inoculacidén. Se utilizd una escala
diagramatica y un programa de procesamiento de imagen (ImageJ). La evaluacion de la
severidad fue mas apropiada para detectar diferencias significativas de agresividad entre
aislados. Para detectar diferencias en la agresividad entre los aislados la evaluacion se deben

realizar en las hojas 5y 6 y entre 9 y 13 dias después de la inoculacién.

Palabras clave: Mancha bacteriana del tomate, inoculacion, agresividad
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Aggressiveness assessment of Xanthomonas spp. isolates causing tomato bacterial

spot in Uruguay

Abstract

Bacterial leaf spot is one of the main diseases in open field tomato crops in Uruguay. It is
caused by four species of Xanthomonas. Five races have been defined according to their
pathogenic relationship with certain indicator plants. Race T1 corresponds to X. euvesicatoria,
T2 to X. vesicatoria and X. gardneri and races T3, T4 and T5 to X. perforans. Management is
based on copper, mancozeb and antibiotic applications, however satisfactory control is not
achieved. A breeding program has started based on some tomato genotypes identified with
quantitative resistance to this disease. To perform the screening of materials according to their
tolerance it is necessary to adjust a protocol adapted to local conditions, including the use of
strains with different aggressiveness. Local Xanthomonas spp. isolates aggressiveness was
evaluated by spray inoculation of tomato plants under controlled conditions with a bacterial
suspension of 5 x 108 ufc.ml'. Number of lesions was evaluated and severity was measured
on leaves 5, 6 and 7 (number of true leaf, 7 being the newest leaf), 9, 13 and 15 days after
inoculation. A diagrammatic scale and an image processing program (ImageJ) were used. The
severity assessment was appropriate to detect differences in isolate aggressiveness. To
detect differences in aggressiveness among isolates, evaluation should be performed on

leaves 5 and 6 and between 9 and 13 days after inoculation.

Keywords: tomato bacterial spot, inoculation, aggressiveness
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3.1. Introduccion

En Uruguay, el cultivo de tomate ocupd una superficie de 574 ha en la zafra
2008/2009, de las cuales el 66% se realizo a campo. (Uruguay, 2010).

La mancha bacteriana que afecta a cultivos de tomate y pimiento, es causada por
cuatro bacterias del género Xanthomonas: X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. perforansy X.
gardneri. Las bacterias que afectan tomate se han clasificado en cinco razas de acuerdo a su
relacion patogénica con determinados cultivares indicadores. La raza T1 corresponde a X.
euvesicatoria; T2 a X. vesicatoria y X. gardneri y las razas T3, T4 y T5 corresponden a X.
perforans (Quezado- Duval y Lopes, 2010; Jones et al. 2004). Esta enfermedad esta
ampliamente distribuida a nivel mundial siendo una de las mas importantes del cultivo a
campo. Si las condiciones ambientales son favorables para su desarrollo (temperaturas entre
20 y 30 °C, alta humedad vy lluvias asociadas a vientos fuertes), los ataques progresan
rapidamente.

Esta bacteria se transmite a través de la semilla y sobrevive en restos de cultivos o0 en
plantas espontaneas. Afecta los drganos aéreos, causando pérdidas econémicas directas por
disminucion en la cantidad y calidad de frutos (CAB International, 2007; Jones y Stall, 1998).
En Brasil en condiciones experimentales de campo, se reportan pérdidas de rendimiento del
52% en tomate rastrero (Quezado-Soares et al., 1998).

Xanthomonas spp. es capaz de sobrevivir epifiticamente en la superficie de las hojas y
otros 6rganos de plantas de tomate. Las bacterias ingresan al tejido vegetal a través de
aberturas naturales como estomas, hidatides, lenticelas y nectarios o a través de heridas. Las
condiciones que favorecen la apertura estomatica, facilitan el ingreso de las bacterias a los
tejidos (Ramos y Volin, 1987).

Las condiciones ambientales que favorecen el desarrollo de la enfermedad son muy
frecuentes durante el ciclo del cultivo de tomate de campo en Uruguay, por lo cual la mancha
bacteriana es un problema sanitario importante y prevalente de ese cultivo.

El control se basa en aplicaciones de productos cupricos, mancozeb y antibiéticos
(estreptomicina y kasugamicina) y a pesar de la importante intervencion quimica, éste

muchas veces no es efectivo, ya sea por el modo de accién de los productos, por el
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desarrollo de cepas resistentes de la bacteria, o por la permanencia de condiciones
ambientales muy favorables para el desarrollo de la enfermedad.

Hasta el momento no existen cultivares con resistencia satisfactoria y la eficiencia en el
control quimico es variable (Quezado-Duval y Lopes, 2010). Por ello es muy importante
realizar un manejo integrado de esta enfermedad, aplicando medidas culturales, tales como
el uso de semillas libres de la bacteria o desinfectadas, eliminacion de fuentes de inoculo o
reduccion del inoculo inicial y evitar la diseminacion del patégeno; todo lo cual se puede
complementar con el empleo de control biolégico, la induccion de resistencia de las plantas,
el uso de variedades resistentes y control quimico (Quezado- Duval y Lopes, 2010; CAB
International, 2007).

La resistencia genética es una medida de control muy conveniente, sin embargo, si
bien se han identificado algunos genotipos con cierta resistencia cuantitativa a esta
enfermedad, los cultivares comerciales que se utilizan actualmente son susceptibles (Silva-
Lobo et al., 2005; Scott et al., 1996; Wang et al., 1994; Scott y Jones, 1989).

Se ha trabajado en la busqueda de genes de resistencia identificandose resistencia
especifica a las diferentes razas en algunos cultivares de tomate (Robbins et al., 2009; Yang
et al., 2005; Scott et al., 2003; Scott et al., 1995; Wang et al., 1994). La misma esta
proporcionada por grupos de genes de efecto aditivo, los que deben ser combinados para
obtener variedades con resistencia a las diferentes razas (Robbins et al., 2009; Yang et al.,
2005).

El Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria (INIA), ha comenzado un programa
de mejoramiento con la finalidad de desarrollar cultivares locales con un grado de resistencia
durable a la mancha bacteriana, para lo cual es necesario ajustar un método de inoculacion
que permita comparar el comportamiento de distintos materiales frente a esta enfermedad.
Los objetivos de este trabajo fueron ajustar una metodologia de inoculacién adecuada para la
comparacion de la agresividad de los aislados de Xanthomonas spp. y que también pueda
utilizarse para la comparacién del comportamiento de distintos cultivares de tomate frente a la

mancha bacteriana.
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3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Aislados y material vegetal utilizados

Se utilizaron 8 aislados (4, 13, 19, 20, 29, 32, 36 y 37), representativos de la
diversidad encontrada, en la coleccion de Xanthomonas spp. obtenida a partir de muestras de
tomate, con sintomas atribuibles a la mancha bacteriana, colectadas durante las zafras 2007-
2008, 2008-2009 y 2009-2010, en predios ubicados en las principales zonas de produccion
de Uruguay (Canelones, Colonia, Montevideo, San José y Salto) y de las estaciones
experimentales de INIA Las Brujas (Canelones) y Salto Grande (Salto). Las caracteristicas de
los aislados utilizados se presentan en el Cuadro 1.

Se inocularon plantas de tomate del cultivar Loica, el cual presenta baja
susceptibilidad a la enfermedad. Las semillas fueron sembradas en almacigueras de espuma
plast de 104 celdas, de 50 cc, con sustrato (Bioland, Finladia) estéril. Luego de 15-20 dias los
plantines fueron transplantados a macetas de 250 cc, conteniendo una mezcla estéril 1:1 de

suelo:sustrato.

Cuadro 1. Detalles de los aislados de Xanthomonas spp. utilizados en el experimento
(6rgano del cual fueron aislados, zafra de la colecta, lugar de origen y raza).

Aislado Organo * Ano Origen Raza
4 F 07/08 Canelones 3
13 H 07/08 Canelones 4
19 F 07/08 San José 2
20 F 08/09 Canelones 4
29 F 07/08 Colonia 3
32 H 07/08 Canelones 4
36 F 08/09 Canelones 4
37 H 07/08 Salto 3

* H hoja, F fruto
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3.2.2. Metodologia de inoculacién y evaluacion

Se recuperaron células viables de los aislados almacenados en glicerol al 10%, a -20
°C, sembrando por estriado en Nutriente Agar Dextrosa (NAD, Oxoid Ltd., Inglaterra), e
incubando durante 48-72 horas. Para la multiplicacién, se partié de una colonia aislada la cual
fue sembrada en Nutriente Agar (NA, Oxoid Ltd., Inglaterra). Se incub6 a 28 °C y luego de 48
horas se prepar6 una suspension bacteriana en solucion salina estéril al 0,85% p/v de NaCl,
en agua destilada. Se ajustd la concentracion de la suspension bacteriana a 5 x 108 ufc.ml,
mediante espectrofotdmetro Absssonm = 0.1 utilizando celdas de cuarzo (Romeiro, 2001), la
que fue confirmada en pruebas previas mediante recuento en placa en medio NAD.

Se inocularon tres plantas con cada aislado (tratamiento), mediante aspersién hasta punto
de goteo, a 7-8 hojas totalmente expandidas (30-40 dias de edad). Como testigo se utilizé
solucién salina estéril al 0,85% p/v de NaCl, en agua destilada. Luego de la inoculacion, las
plantas fueron mantenidas en camara humeda durante 48 horas, utilizando bolsas plasticas y
luego transferidas a camara de crecimiento (SANYO, 2,3 x 1,8 x 1,8 m, con control de
temperatura 2-45°C y luz suplementaria) a 26-28 °C, con 14 h de luz/10 h oscuridad durante

todo el periodo de evaluacion.

Inoculacion de plantas de 30 dias,
mediante aspersion (5x10" ufc/ml) Camara himeda 48 h

Evaluacion

Figura 1. Metodologia de inoculacion
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La severidad de los distintos aislados de Xanthomonas spp. se evalud a través de la
estimacion del porcentaje de area foliar afectada, en las hojas 5, 6 y 7 (siendo la hoja 7 la
mas joven) en tres plantas a los 9, 13 y 15 dias después de la inoculacion (ddi). En cada
momento de evaluacion se fotografio cada hoja con una referencia de tamafo (hoja
centimetrada). El area foliar afectada fue evaluada de dos formas: 1) mediante la escala
diagramatica desarrollada por Mello et al., (1997) (Anexo 1) y 2) con el programa de
procesamiento de imagen ImageJ (software libre, http://rsb.info.nih.gov/ij)), para lo cual las
imagenes fueron previamente editadas con el programa Corel DRAW (Corel Corporation,
Otawa, Canadd). Previamente se verifico que el uso de esta metodologia era adecuado,
comparando los datos obtenidos con el programa ImagedJ con el conteo y la medicion manual,
mediante el uso de cuadricula milimetrada en 5 hojas sintomaticas (datos no publicados)
(Figura 2). Con el programa ImagedJ se calculd el area total de la hoja, el area afectada por la
enfermedad y el nimero de lesiones.

Se consideraron como sintomas de la enfermedad a las manchas caracteristicas y el
tejido necrotico resultante.

Con la informacion colectada de los tres momentos de evaluacion se calculd el area
debajo de la curva de progreso de la enfermedad (ADCPE) mediante una adaptacion del
método de integracion trapezoidal (Campbell y Madden, 1990). Dicha variable integra cada

uno de los momentos, desde el dia de inoculacion hasta el momento de evaluacion.

Medicién manual
Area total: 19 2cm’
Amqaqumda 0.088 cm’

[ P

\jp-v&\

Foto original | .
con escala . 3 Foto editada

Figura 2. Ajuste de metodologia de evaluacion con el programa ImageJ.
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Se calcul6 la correlacion entre los resultados obtenidos con ambos métodos de
estimacion de la severidad de los sintomas en hojas utilizando el PROC CORR del programa
SAS System version 9.2 (SAS Institute, Cary, NC, EEUU).

3.2.3. Andlisis estadistico

Para diferenciar la agresividad de los aislados y su evolucion se utilizaron los valores del
numero de lesiones y del ADCPE de la severidad. Los datos fueron analizados por ANOVA,
utilizando el PROC GLM del programa SAS System version 9.2, de acuerdo a un disefio de
bloques completos al azar con tres repeticiones (plantas) en cada bloque, considerando el
numero de hoja como el bloque. Las medias de los tratamientos (aislados de Xanthomonas
spp.) fueron separadas por minima diferencia significativa (MDS), mediante la prueba de
Fisher protegido con p = 0.05.

Se calculd la correlacion entre el N° de lesiones y el tejido foliar afectado y entre el N° de
lesiones y el area debajo de la curva del progreso de la enfermedad (ADCPE) alos 9, 13y 15
dias, utilizando el PROC CORR del programa SAS System version 9.2 (SAS Institute, Cary,
NC, EEUU).

3.3. Resultados

3.3.1. Diferencias entre agresividad de aislados

En el Cuadro 2 se presentan los resultados del analisis de varianza para la variable
numero de lesiones a los 9, 13 y 15 ddi. En los tres casos el efecto de los aislados es

significativo y no lo es la interaccion entre los aislados y las hojas en las que se midié.
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Cuadro 2. Resumen de los resultados de los ANOVA del nimero de lesiones alos 9, 13y 15 dias después de la
inoculacién (ddi).

9 ddi 13 ddi. 15 ddi.
Fuente g.l* CM** Pr>F** gl CM Pr>F g.l CM Pr>F
Hoja 2 1952,4306 2 10872,2200 2 12042,3533
Aislado 7 7224,6488  <,0001 7 6294,4237  0,0321 7 9481,9885  0,0107
Aislado*Hoja 14 271,3988 0,9981 14 1703,2578  0,7991 14 24419680  0,6892
Error 48 1208,2500 47 2577,2766 47 3149,5035
Total 71 70 70

*g.l. grados de libertad, ** CM Cuadrado Medio; *** Pr> F nivel de significancia

En la Figura 3 se presenta el numero promedio de lesiones a los 9, 13 'y 15 ddi de los

diferentes aislados.

180 -
160
140
120
100

Numero de lesiones
(o]
o

-20 - 19 36
Aislado
BM9ddi @313ddi O15 ddi

Figura 3. Promedio del nimero de lesiones 9, 13 y 15 dias después de la inoculacion (ddi),
segun aislado. Las lineas verticales indican el error estandar del experimento. Letras

diferentes indican diferencias significativas (P< 0.05).

A excepcion del aislado 37, en todos los casos el numero de lesiones aumentd entre
9y 13 ddi. Entre 13 y 15 ddi el aumento del niumero de lesiones fue de menor magnitud sin
presentar diferencias significativas. El aislado 37 se destacd del resto presentando el mayor
numero de lesiones a los 9 ddi; a los 13 ddi el nimero de lesiones registrado disminuyé y
practicamente se mantuvo constante hasta los 15 ddi. La disminucién del numero de lesiones
se debi6 a que a medida que las lesiones aumentaron su tamafio y coalescieron lo cual

dificultd la estimaciéon de su numero.
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En los Cuadros 3 y 4 se presentan los resultados de los anélisis de varianza para la
variable ADCPE medida con la escala diagramatica y con el programa ImageJ
respectivamente, en los tres momentos en que se midié. Nuevamente se puede observar que
en todos los casos el efecto de los aislados es significativo y no lo es la interaccion entre los
aislados y las hojas en las que se midio, con la misma consecuencia que para el numero de

lesiones.

Cuadro 3. Resumen de los resultados de los ANOVA del ADCPE medida con la escala diagramatica alos 9, 13y
15 dias después de la inoculacion (ddi).

9 ddi 13 ddi. 15 ddi.
Fuente g.l CM Pr>F g.l. CM Pr>F g.l CM Pr>F
Hoja 2 200,8018 2 18035,5926 2 66964,2503
Aislado 7 605,1826 0,0248 7 10401,8983 0,0183 7 28362,5366 0,0277
Aislado*Hoja 14 40,7453 0,999%6 14 1682,1336  0,9515 14 5587,7238  0,9237
Error 48 235,6514 47 3808,8940 47 11267,1306
Total 71 70 70

*g.l. grados de libertad, ** CM Cuadrado Medio; *** Pr>F nivel de significancia

Cuadro 4. Resumen de los resultados de los ANOVA del ADCPE medida con el programa ImageJ alos 9, 13y 15
dias después de la inoculacion (ddi).

9 ddi. 13 ddi. 15 ddi.
Fuente g.l CM Pr>F g.l CM Pr>F g.l CM Pr>F
Hoja 2 356,4175 2 8532,4282 2 28099,2380
Aislado 7 433,9794 00121 7 6072,9908 0,0076 7 16248,2479  0,0254
Aislado*Hoja 14 211,3089 0,1759 14 2124,9898 0,3695 14 5295,4177 0,6291
Error 48 147,6890 47 1903,9563 47 6340,7218
Total 7 70 70

*g.l. grados de libertad, ** CM Cuadrado Medio; *** Pr>F nivel de significancia

En las Figuras 4 y 5 se presentan los resultados del ADCPE promedio de todas las
hojas evaluadas, utilizando los valores de severidad de la escala diagramatica y el area
calculada segun el programa Imaged, respectivamente. Si bien la variabilidad de los
resultados fue alta, se encontraron diferencias significativas en la agresividad de los aislados,
encontrandose un ordenamiento y agrupamiento similar independientemente del método que

se utilizé.
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Figura 4. Promedio del &rea debajo de la curva del progreso de la enfermedad (ADCPE) de
las hojas 5, 6 y 7 en conjunto, a los 15 dias después de la inoculacion, segun aislado,
utilizando la escala diagramatica para estimar la severidad. Las lineas verticales indican el

error estandar del experimento. Letras diferentes indican diferencias significativas (P< 0,05).
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Figura 5. Promedio del area debajo de la curva del progreso de la enfermedad (ADCPE) de
las hojas 5, 6 y 7 en conjunto, a los 15 dias después de la inoculacién segun aislado
utilizando el programa ImageJ para estimar la severidad. Las lineas verticales indican el error
estandar del experimento. Letras diferentes indican diferencias significativas (P< 0,05).

Los aislados 29, y 37 presentaron valores de mayor agresividad, en un segundo
grupo intermedio se encontraron los aislados 19 y 36 y finalmente los aislados 4, 13, 20 y 32

fueron los que presentaron valores menores.
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El nimero de lesiones unicamente a los 9 ddi estuvo correlacionado con el porcentaje
de tejido afectado y el ADCPE, aunque el grado de esta correlacién no es muy alta (Cuadro
5). Si bien el nimero de lesiones aumentod con los ddi, el aumento de la severidad y del
ADCPE con ella calculada, fue mayor y no estuvieron correlacionadas. Por esa razén el
numero de lesiones unicamente puede considerarse un buen indicador del desarrollo de la
enfermedad en sus etapas iniciales. Por ese motivo el anélisis de la agresividad de los

aislados fue realizado en base la ADCPE.

Cuadro 5. Coeficiente de correlacion entre N° de lesiones y tejido foliar
afectado y entre N° de lesiones y area debajo de la curva del progreso
de la enfermedad (ADCPE).

Coeficiente de correlacion
N° de lesiones/tejido afectado  N° de lesiones/ADCPE

9 ddi 0,528 0,528*
13ddi -0,145 NS -0,081 NS
15ddi -0,187 NS -0,163 NS
* P<0.0001

NS No significativo

Al comparar los métodos utilizados para evaluar la severidad de los sintomas en las
hojas, si bien los valores de la severidad obtenidos con ambos métodos no son iguales (los
valores obtenidos con la escala diagramatica fueron mayores que los obtenidos con el
ImageJ), se encontr6 una correlacion alta y muy significativa entre el ADCPE calculada con

ambos, especialmente en las evaluaciones realizadas a los 13 y 15 ddi (Cuadro 6).

Cuadro 6. Coeficiente de correlacién entre los resultados de ADCPE obtenidos
utilizando la escala diagramética y el programa ImagedJ para estimar la severidad.

Variable Coeficiente de correlacion escala diagramatica/lmageJ
ADCPE 9 ddi 0,731
ADCPE 13 ddi 0,938*
ADCPE 15 ddi 0,936*
*P < 0,0001
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Debido a la alta correlacion entre los resultados obtenidos con ambos métodos de
evaluacion de la severidad, se presentan Unicamente los resultados obtenidos con el
programa ImageJ.

En la Figura 6 se presentan los valores del ADCPE promedio a los 13 ddi, obtenidos
con cada aislado en cada hoja por separado, utilizando el programa ImageJ para estimar el
area foliar afectada. La variabilidad de los resultados fue alta y no se encontraron diferencias

significativas en agresividad entre los aislados analizando cada tipo de hoja por separado.
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Figura 6. Promedio del &rea debajo de la curva del progreso de la enfermedad (ADCPE) de
las hojas 5, 6 y 7 (siendo la hoja 7 la hoja mas joven), a los 15 dias después de la
inoculacion, segun aislado utilizando el programa ImageJ para estimar la severidad. Las

lineas verticales indican el error estandar del experimento.
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Figura 7. Porcentaje promedio del area foliar afectada segun hoja (5,6 07),alos 9,13y 15

dias después de la inoculacion (ddi), para A) aislado 29, B) aislado 36 y C) aislado 32,

utilizando el programa ImageJ para su estimacion.
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En la Figura 7 se presenta la evolucion del area foliar afectada en las distintas hojas
(5, 6 y 7) para los aislados 29, 36 y 32 como ejemplos de los grados de agresividad
encontrados (alta, media y baja, respectivamente), a los 9, 13 y 15 ddi, utilizando el programa
ImageJ para su estimacion.

El porcentaje de area foliar afectada tiene una evolucién mayor en las hojas 5y 6, a
diferencia de la hoja 7 en la cual el area foliar afectada tiene una tasa de desarrollo menor
independientemente de la agresividad del aislado (Figura 7).

La hoja 7 desarrollé menos sintomas para casi todos los aislados y como no existid
interaccion entre los aislados y la hoja en que se midio la severidad, se decidi6 ver si era
posible encontrar diferencias entre los aislados utilizando los datos de las hojas 5 y 6
conjuntamente. Con este analisis si fue posible encontrar diferencias en la agresividad de los

aislados (Figura 8).

3.3.2. Influencia del momento de evaluacion en la discriminacion de la agresividad de los

aislados

En la Figura 8 se presentan los valores de ADCPE de las hojas 5y 6 en conjunto,
registrados en los tres momentos de evaluacion (9, 13 y 15 ddi), utilizando el programa

ImageJ para estimar la severidad.
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Figura 8. Promedio del area debajo de la curva de progreso de la enfermedad (ADCPE)
calculada con las hojas 5 y 6 en conjunto segun aislado, 9, 13 y 15 dias después de la
inoculacion (ddi), utilizando la severidad estimada con el programa ImageJ. Las lineas
verticales indican el error estandar del experimento. Letras diferentes indican diferencias

significativas (P< 0.05).

3.4. Discusion

El nimero de lesiones estuvo correlacionado con el ADCPE (coeficiente de
correlacion de 0.573) Unicamente a los 9 ddi. La variacién en el numero de lesiones entre
fechas de evaluacion no fue un buen estimador del avance de la enfermedad, debido a que el
ADCPE aument6é mas que el numero de lesiones. Esto fue debido a que el tamafio de las
lesiones aumentd y en muchos casos éstas se unieron, por lo que con poca variacion en el
numero de lesiones, el aumento en el area foliar afectada fue mayor. Comparando los
aislados 29 y 37, a los 13 ddi el numero de lesiones no fue estadisticamente diferente,
mientras que los valores del ADCPE si lo fueron, siendo el aislado 29 méas agresivo (Figuras
3y 8). Los aislados 29 y 36 se encontraron en grupos con diferencias significativas en

ADCPE pero no se diferenciaron en el nimero de lesiones.
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Al haber sido realizada la inoculaciéon utilizando la misma concentracion de la
suspension bacteriana (5 x 108 ufc.ml), la evaluacion del nimero de lesiones muestra la
diferente capacidad de los aislados de producir lesiones, a los 9 ddi (Figura 3).

Posteriormente la correlacion entre el numero de lesiones y el ADCPE (13 y 15 ddi),
no fue significativa. Por ejemplo, el aislado 37 tuvo el mayor nimero de lesiones a los 9 ddi
pero este numero disminuyd en las evaluaciones siguientes mientras que el ADCPE siempre
aumentd (Figura 3 y 8). En el caso del aislado 19 ocurrié lo contrario: a los 13 y 15 ddi mostro
el mayor numero de lesiones que no se correspondié con la mayor area foliar afectada. Esto
evidencia que existen diferencias entre la capacidad de generar lesiones y la velocidad del
aumento del tamafio entre los aislados y que ambas caracteristicas pueden mostrar
comportamientos diferentes (Figuras 3y 8).

La evaluacion de la agresividad mediante la estimacion del porcentaje de area foliar
afectada y posterior calculo del ADCPE, permitié encontrar diferencias entre los aislados,
aunque la variabilidad observada en algunos casos fue muy alta. A los 13 y 15 ddi, el
porcentaje de area foliar afectada se convirtio en el mejor estimador del progreso de la
enfermedad, por lo que el ADCPE calculada con éste permiti6 caracterizar los aislados
tomando en cuenta todas las etapas del desarrollo de la enfermedad (Figura 6).

De acuerdo a los resultados, los aislados estudiados pueden separarse en tres
grupos de acuerdo a su agresividad. Los mas agresivos (29 y 37) corresponden a las razas
3, (Colonia y Salto). Los aislados 19 y 36, raza 2 y 4 respectivamente, presentaron una
agresividad intermedia y los aislados 4 (raza 3), 13 (raza 4), 20 (raza 4) y 32 (raza 4) de
Canelones, fueron los que presentaron menor agresividad.

Esta informacion es de utilidad directa para el programa de mejoramiento en curso.
Los aislados estudiados podran ser utilizados de acuerdo a la estrategia seleccionada. Una
opcion puede ser realizar las inoculaciones con los aislados mas agresivos de forma de
determinar los materiales con resistencia adecuada en las etapas iniciales o realizarlas con
los aislados menos severos para luego ir avanzando en la mejora y efectuar el desafio con
aislados severos en etapas posteriores del programa.

Segun Ramos y Volin (1987) la inoculacién mediante aspersion es mas adecuada
que la inoculacién mediante infiltracién para comparar la resistencia de la planta a la

enfermedad ya que también tiene en cuenta la resistencia estructural de la planta. Este
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método de inoculacién es similar al modo de inoculacion que ocurre en las condiciones del
cultivo en donde se disemina con el agua de lluvia; ademas es mas simple de hacer y facil de
aplicar a gran escala.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la hoja mas joven (hoja 7) no es apropiada
para evaluar diferencias en la agresividad de los aislados porque se obtienen valores bajos
de area foliar afectada que no contribuyen a evidenciar las diferencias tal como se detectan
en las hojas 5 y 6. EI mismo criterio puede aplicarse en cuanto a su utilidad para discriminar
diferencias entre materiales vegetales en el programa de mejora.

La resistencia de las plantas a las enfermedades varia segun la edad de la planta, la
madurez del tejido afectado y depende de la interaccién planta-patégeno (Develey-Riviere y
Galiana, 2007). Si bien la densidad estomatica es mayor en las hojas mas jovenes (Ramos y
Volin, 1987) y en general los tejidos mas jovenes son mas sensibles a las enfermedades
(Develey-Riviere y Galiana, 2007), en este trabajo las hojas mas jovenes se mostraron mas
resistentes a la enfermedad, por lo que otros factores podrian estar afectando el desarrollo de
la misma. Zhang y Chen (2009) demostraron que las hojas mas jovenes de tomate emiten
mas compuestos volatiles los que afectan negativamente la germinacion de esporas y el
crecimiento micelial de Botrytis cinerea'y Fusarium oxysporum. Estos volatiles tendrian un rol
muy importante en la resistencia relacionada con la edad de las hojas de tomate frente a
algunos patogenos. Zeier (2005) encontré que las hojas mas jovenes de Arabidopsis thaliana
fueron mas resistentes a Pseudomonas syringae pv. maculicola. Segun Mello et al. (1997),
las hojas mas bajas de la planta de tomate, que son las mas viejas, normalmente presentan
mayor severidad de los sintomas de la mancha bacteriana que las hojas mas nuevas.
Marcuzzo et al. (2009) inocularon Xanthomonas spp. en plantas de tomate a campo y
obtuvieron sintomas 11 semanas luego de la inoculacién. Ellos consideran que las hojas méas
viejas comienzan a traslocar carbohidratos; estos compuestos se liberan inicialmente en el
interior de las células y luego se encuentran en los espacios intercelulares en los tejidos
foliares, estando disponibles para las bacterias permitiendo el aumento de la poblacion
bacteriana y el desarrollo de sintomas.

Los aislados menos agresivos no causaron sintomas en la hoja 7 a los 9 ddi. Esto
podria ser porque tuvieron un mayor periodo de latencia o porque la bacteria sobrevivio de
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forma epifitica sobre la hoja y los sintomas aparecieron cuando la hoja tuvo un desarrollo
mayor lo que concuerda con los resultados obtenidos por Ramos y Volin (1987).

Debido a la alta variabilidad observada en los resultados, la evaluacion de los
registros tomados de las hojas 5, 6 y 7 por separado no arrojé diferencias significativas entre
la agresividad de los aislados. Como la hoja 7 desarrolld6 menos sintomas y no existio
interaccion entre los aislados y la hoja en que se midié la severidad, fue posible analizar los
datos de las hojas 5 y 6 conjuntamente, de esta manera se aumento la cantidad de datos y
fue posible detectar diferencias estadisticas en la agresividad entre los aislados.
Probablemente las hojas 5 y 6 tenian un estado de madurez similar entre ellas y mayor a la
hoja 7 por lo cual se comportaron de forma similar ante la enfermedad.

A los 9 ddi, los niveles de severidad fueron bajos en todas las hojas. El area foliar
afectada por los aislados menos agresivos fue muy baja en ese momento de evaluacion. Si
bien se registraron lesiones, el area cubierta por éstas fue muy baja, comparado con los
aislados mas agresivos que provocaron la aparicién de sintomas evidentes en ese momento.
En las evaluaciones realizadas a los 13 y 15 ddi se observaron mayores valores de severidad
de la enfermedad en todos los aislados y todas las hojas presentaron sintomas. Sin embargo,
a los 15 ddi las hojas més viejas fueron muy afectadas por la enfermedad distorsionando la
evaluacién de area foliar afectada. Por esa razén las evaluaciones de severidad se deberian
efectuar entre los 9y 13 ddi.

Para la evaluacion del area foliar afectada, como era de esperar, los resultados mas
precisos se obtuvieron utilizando el programa ImageJ, esta metodologia de evaluacion
permite determinar el porcentaje del area real de tejido foliar afectado. Sin embargo es una
metodologia que insume mas trabajo, tiempo y equipo para su realizacidn por lo que deberia
reservarse para trabajos que requieran mayor precision como en este caso, la seleccion de
aislados de acuerdo a su agresividad para utilizar en el programa de mejoramiento de tomate
y no ser usada en evaluaciones rutinarias de dafios. A pesar de que los valores de severidad
obtenidos con la escala diagramatica fueron mayores a los obtenidos con el programa
ImageJ, para este tipo de evaluaciones es seguro utilizar la escala diagramatica dado que los
valores obtenidos con ambas metodologias estuvieron altamente correlacionados y a los
efectos de comparar el comportamiento de los materiales a probar frente a la bacteria tienen

la misma utilidad. En los niveles més bajos de severidad la correlacion entre ambos fue
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menor lo que concuerda con los trabajos de validacion de escalas diagramaticas realizados
por Angelotti et al., 2008, Godoy et al., 2006 y Andrade et al., 2005, quienes obtuvieron
mayores errores de evaluacion en los niveles bajos de severidad. Por lo tanto, cuando los
niveles de severidad son bajos no deberia realizarse su estimacidn con escalas
diagramaticas.

Segun lo sefialado por Ramos y Violin (1987) la metodologia de inoculacién utilizada
seria apropiada para comparar el comportamiento de distintos cultivares frente a la mancha
bacteriana. La evaluacion de la severidad a gran escala y/o en condiciones de campo, podria
realizarse utilizando la escala diagramatica desarrollada por Mello et al. (1997), dada su
simplicidad y rapidez, sin comprometer la exactitud de los resultados ya que las mediciones
realizadas con esta escala tuvieron un alto coeficiente de correlacion con las realizadas con
el programa ImageJ que es mas preciso, a pesar de que los valores no fueron iguales. La
evaluacion del numero de lesiones no seria recomendable para discriminar entre aislados por
agresividad, ya este pardmetro solamente fue util en las primeras etapas y no mostré una
buena correlacion con el ADCPE de todo el periodo.

Segun los resultados obtenidos en este trabajo, el aislado 29 seria el adecuado para
ser utilizado en el programa de mejoramiento de tomate para el desarrollo de cultivares
resistentes a la mancha bacteriana ya que fue uno de los que mostré mayor agresividad y
ademas pertenece a la raza T3 que es la mas abundante en Uruguay (Montelongo, datos sin
publicar).

De las hojas estudiadas en este trabajo, las correspondientes a la posicidén 5 y 6
fueron las mas apropiadas para evaluar la agresividad de los aislados. La gran variabilidad de
los datos, indica la necesidad de aumentar el niumero de hojas a evaluar y excluir a las hojas
jovenes. Por esa razon deberia aumentarse el numero de plantas asignadas a cada
tratamiento.

La evaluacion de la severidad de los sintomas deberia realizarse entre los 9 y 13 ddi
porque antes de esa fecha las diferencias en el desarrollo de la enfermedad provocada por
los diferentes aislados fueron menores, los valores de severidad registrados fueron muy bajos
y los aislados menos agresivos no provocaron sintomas en ese momento. Esta
recomendacioén también seria aplicable a la comparacion de la respuesta de distintos

cultivares de tomate inoculados con un mismo aislado.
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La evaluacion temprana (a los 9 ddi) tanto en nimero de lesiones como en éarea
afectada puede representar un dato accesorio de valor en la discriminacién de la respuesta
de cultivares a la enfermedad ya que se relacionaria con la capacidad de éstos de diferir o

retardar la expresion de sintomas.
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3.6. Anexos

3.6.1 Anexo 1. Escala diagramatica escala diagramatica desarrollada por Mello et al.(1997)
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4, CONCLUSIONES GENERALES

Segun los resultados obtenidos, las razas presentes en el cultivo de tomate a campo

son T2, T3 y T4, predominando la raza T3 al igual que en Brasil (Aratjo et al., 2011;
Quezado-Duval y Lépez, 2010). Esta es la primera prospeccion de Xanthomonas spp.
causantes de la mancha bacteriana del tomate en Uruguay, por lo cual no existen referencias
anteriores acerca de la composicion de la poblacion del patdgeno en cuanto a la razas vy si
ésta ha variado con el tiempo como se ha reportado en otros paises.

Se encontraron aislados con resistencia a cobre, estreptomicina y kasugamicina. El
control quimico de la mancha bacteriana del tomate en Uruguay se realiza en base a
aplicaciones de productos cupricos y antibiéticos. Por lo tanto la resistencia encontrada en los
aislados a estos productos podria deberse al su uso reiterado.

Los aislados correspondientes a la raza T3 fueron los que presentaron mayores niveles
de resistencia a las dosis de 400 ppm de cobre in vitro, lo que cual podria explicar la
predominancia de esta raza en el pais por una ventaja comparativa frente a las demas razas.

Se observo relacion entre la sensibilidad a las distintas concentraciones de Cu y de
kasugamicina y dado que estos productos productos han sido utilizados conjuntamente por
los productores para el control de esta enfermedad, el patdgeno pudo haber desarrollado
simultdneamente resistencia a ambos.

No se encontrd relacion entre la sensibilidad de los aislados a estreptomicina y
kasugamicina. Si bien estos antibiéticos pertenecen al grupo de los aminoglucésidos, que
inhiben la sintesis de proteinas, la kasugamicina tiene un sitio de accion especifico que difiere
del sitio de accién de la estreptomicina (Wade y Kurtz, 2006; United States, 2005).

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que parte de la falta de eficacia en
el control de esta enfermedad pueden ser explicados por predominancia de bacterias con
resistencia a los productos utilizados, por lo que seria deseable principalmente para el cultivo
de tomate industria donde los costos deben ser bajos, el uso de otras medidas de manejo
entre ellas, la resistencia varietal.

La metodologia de inoculacion utilizada seria apropiada para comparar el
comportamiento de distintos cultivares frente a la mancha bacteriana, coincidiendo con lo
sefialado por Ramos y Violin (1987). La evaluacion de la severidad a gran escala y/o en

condiciones de campo, podria realizarse utilizando la escala diagramatica desarrollada por
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Mello et al. (1997) dada su simplicidad y rapidez, sin comprometer la exactitud de los
resultados ya que las mediciones realizadas con esta escala tuvieron un alto coeficiente de
correlacion con las realizadas con el programa ImageJ que es més preciso, a pesar de que
los valores no fueron iguales. La evaluacion del nimero de lesiones no seria recomendable
para discriminar entre aislados por agresividad, ya este parametro solamente fue util en las
primeras etapas y no mostré una buena correlacién con el ADCPE de todo el periodo.

De las hojas estudiadas en este trabajo, las correspondientes a la posicion 5 y 6
fueron las mas apropiadas para evaluar la agresividad de los aislados. La gran variabilidad de
los datos observada, indica la necesidad de aumentar el numero de hojas a evaluar y excluir
a las hojas jovenes. Por esa razon deberia aumentarse el nimero de plantas asignadas a
cada tratamiento.

La evaluacion de la severidad de los sintomas deberia realizarse entre los 9 y 13 ddi
porque antes de esa fecha las diferencias en el desarrollo de la enfermedad provocada por
los diferentes aislados fueron menores, los valores de severidad registrados fueron muy bajos
y los aislados menos agresivos no provocaron sintomas en ese momento. Esta
recomendacién también seria aplicable a la comparacion de la respuesta de distintos
cultivares de tomate inoculados con un mismo aislado.

La evaluacion temprana (a los 9 ddi) tanto en nimero de lesiones como en érea
afectada puede representar un dato accesorio de valor en la discriminacion de la respuesta
de cultivares a la enfermedad ya que se relacionaria con la capacidad de éstos de diferir o
retardar la expresion de sintomas.

Segun los resultados obtenidos en este trabajo, el aislado 29 seria el adecuado para
ser utilizado en el programa de mejoramiento de tomate para el desarrollo de cultivares
resistentes a la mancha bacteriana ya que fue uno de los que mostré mayor agresividad y
ademas pertenece a la raza T3 que es la mas abundante en Uruguay.

Dado que la prevalencia de las razas puede cambiar con el tiempo, seria deseable que
este tipo de relevamientos con caracterizacion del patdgeno sean repetidos cada determinado

numero de afios para complementar los avances en mejoramiento.
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son dos autores (Autor y autor, afio); si son mas de dos autores (Autor et al., afio). Cuando
se citan mas de una obra en un mismo paréntesis se colocara (Autor, afio; Autor, afio). En el
texto se debe sugerir el lugar de ubicacién del cuadro o figura como: intercalar Cuadro o
Figura X.

Cuadros vy figuras. Los cuadros y figuras deben presentarse en formato MS-Excel®,
en hojas independientes con numeracién consecutiva (Cuadro 1, Cuadro n; Figura 1, Figura
n), en Arial Narrow cuerpo 10 sin negritas y de no mas de 17 cm de ancho. Figuras, tales
como fotos y mapas, en blanco y negro, se presentaran en formato digital comprimido JPG
(JPEG) o GIF con resolucion minima 600 dp y 10 cm de ancho. Los diagramas deben ir en
tramas de negro, no en color. El encabezado del cuadro va sobre éste en la misma hoja, y el
texto correspondiente a los pie de figura iran en hoja aparte, sin salto de pagina entre cada
uno.

En el encabezado de cuadros y pie de figuras apareceran las abreviaturas usadas,
aunque ya hayan sido definidas en el texto. Bibliografia. Las referencias bibliograficas van al

final del articulo.
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Los autores se ordenan alfabéticamente, y cuando se cita mas de una publicacion del mismo
autor se ordenan cronoldgicamente a partir de la mas nueva. Los titulos de las revistas deben
ir en extenso.

A continuacion se detalla la forma de citar distintas fuentes.

Articulos de revistas: Apellido NN, Apellido NN. Afo. Titulo del articulo. Titulo extendido de la
revista, vol (n°): pp - pp. Ejemplo: Rouse MN, Wanyera R, Njau P, Jin Y. 2011. Sources of
resistance to stem rust race Ug99 in spring wheat germplsm. Plant disease, 95(6): 762 — 766.
Capitulos de libros: Apellido NN, Apellido NN. Afio. Titulo del capitulo. En: Apellido NN,
Apellido NN. (Eds.). Titulo. Ciudad de publicacién: editorial. (Serie; n°). Paginas. Ejemplo:
Kendall SJ, Hollomon DW. 1998. Fungicide resistance. En: Hutson D, Miyamoto J. (Eds.).
Fungicidal activity: Chemical and biological approaches to plant protection. Chichester : Wiley.
(Wiley series in agrochemicals and plant protection). pp. 87 — 108.

Internet. Se debe agregar junto al titulo: [En linea], y al final de la referencia: Consultado dia
mes afio. Disponible en: www. Ejemplo: Oregon State University. 2010. Potato variety
identification table [En linea]. Consultado 3 setiembre 2010. Disponible en: http://oregonst
ate.edu/potatoes/Rating%20Key % 20 -%20Public%2007.pdf.

Correccion para la publicacién. Las pruebas de imprenta se enviaran por via electronica a los

autores para su correccion, y deberan ser devueltas dentro del plazo que se indique.
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