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AISLAMIENTO DE AGENTES SUPRESORES A Pseudomonas
Solanacearum e.f. smith, EN TOMATE (Lycopersicon esculentum)!

Jorge M. Cartin?, Amy Wang?

RESUMEN

Aislamiento de agentes supresores a Pseudomonas
solanacearum E.F. Smith en tomate (Lycopersicon escu-
lentum). Se recolectaron tres muestras de suelo de la zona al-
ta de Cartago (Cipreses, Pacayas y Tierra Blanca) Costa Ri-
ca, las cuales se colocaron en bandejas individuales y se
sembraron, en cada una de ellas, 50 semillas de tomate de la
variedad Hayslip. Después de 40 dias, se inocularon con
Pseudomonas solanacearum. Dos semanas después de la ino-
culacion, se incorporaron al suelo tanto plantas sanas como
enfermas, y se dejaron en descomposicion por 12 dias con el
fin de permitirle a la bacteria establecerse en el suelo. Trans-
currido este periodo, se procedid a sembrar, en cada bandeja,
70 semillas de tomate. Luego de 42 dias, las plantas fueron
inoculadas por inundacion con una suspension de 103
UFC/ml de la bacteria fitopatogena. Las plantas sobrevivien-
tes fueron nevadas al laboratorio y se desinfectaron; se toma-
ron trozos de la base del tallo, se les eliminé la epidermis y se
colocaron en tubos de ensayo con agua estéril por 90 minu-
tos. Seguidamente, se incubaron por 48 horas a 28 (2 C. De
las bacterias que crecieron, se determind su efccto antagdni-
co sobre P. solanacearum. De las 22 bacterias, que se obtu-
vieron inicialmente, 12 presentaron efecto antagbnico sobre
P. solanacearum. Se cree que el efecto se pudo deber a la pre-
sencia de sustancias antibidticas.

ABSTRACT

Isolation of supressing agents of Pseudomonas
solanacearum E. F. Smith in tomato (Lycopersicon
esculentum). Three soil samples were collected at the
highlands of Cartago (Cipreses, Pacayas and Tierra Blanca)
Costa Rica and were placed in individual trays. Then, 50
seeds of tomato variety Hayslip were sown in each tray. After
40 days, plants were inoculated with a Pseudomonas
solanacearum. Two weeks after the inoculation, healthy and
diseased plants were incorporated and left to decompose for
12 days, in order to allow establishment of the bacteria in the
soil. Then, 70 seeds were sown in each tray. After 42 days,
plants were inoculated by inundation with a suspension of
103 CFU/ml of P. solanacearum. Surviving plants were taken
to the laboratory and desinfected; cuts were made at the base
of the stems, then the epidermis was removed and cuts were
placed in test tubes containing sterile water for 90 minutes.
The Petri dishes were then incubated for 48 hours at 28°C.
From the growing bacteria, antagonism on P. solanacearum
was evaluated by scratching Pctri dishes with each bacteria
over same medium alrealy dcseribcd. Out of 22 bacteria
originally obtained, 12 showed antagonism on P.
solanacearum. Antibiotic substances might be involved in
this process.

INTRODUCCION

El desarrollo del tomate se ve limitado por varias
plagas y enfermedades que obligan al agricultor a im-
plementar medidas de combate de alto costo, con el
consecuente deterioro del ambiente. Los problemas son
mayores para enfemledades en donde no existe un com-
bate quimico efectivo y el combate cultural no es utili-
zado (Vargas, 1995). Este es el caso de la marchitez
bacteriana causada por Pseudomonas solanacearum,
considerada como una de las enfennedades mas impor-
tantes de las solaniceas en general, y se encuentra am-
pliamente distribuida en Centro y Sur América (CIP,

1984; Alonso y Palma, 1985; Monterroso y Pareja,
1985 ; Pinochet, 1985; Lastra y Meneses, 1986; Monte-
rroso y Bustamante, 1986; Meneses et al.,1990).

En Costa Rica, los suelos paperas de la zona alta de
Cartago, dejaron de manifestar la marchitez en este cul-
tivo a inicios de los afios 80. Entre las hipotesis de lo
que sucedid, estan el desarrollo de organismos antago-
nicos a P. solanacearum, que son los causantes de esta
supresividad, asi como el inicio de un programa de cer-
tificacion de semillas, que pudo haber ayudado igual-
mente a la desaparicion casi total de la enfennedad en
esta zona (Vargas, 1995).
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Los objetivos de este trabajo fueron aislar agentes
supresores de P. solanacearum a partir de suelos pape-
ros y comprobar in vitro, su efecto antagénico sobre P.
solanacearum aislado de tomate.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de Pseudomonas solanacearum

Se utilizaron aislamientos de P. solanacearum raza
1 (Astaa, 1995), provenientes de la coleccidon del De-
partamento de Manejo Integrado de Plagas del Centro
Agronomico Tropical de Investigacion y Ensehanza
(CATIE).

Las bacterias se mantuvieron en tubos de ensayo
con agua de lluvia estéril durante el desarrollo de las
pruebas pues se ha encontrado que perduran muy bien
en este medio (Vargas, 1994).

Para multiplicar artificialmente la bacteria, se se-
leccion6 el medio de Kclman (1954) o de cloruro de te-
trazolio (TZC), el cual es muy utilizado para aislar e iden-
tificar a bacterias del género Pseudomonas entre otras.

Muestreo de suelo

En 1996, en Tierra Blanca, Cipreses y Pacayas de
Cartago, Costa Rica, donde la marchitez bacteriana de-
jO de manifestarse y ser problema para los agricultores
de papa (Vargas, 1994), se tomaron 10 submuestras de
suelo a una profundidad de 15 - 20 cm, para obtener
una muestra compuesta por localidad. En todos los ca-
s0s, los terrenos estaban sembrados con papa en estado
de prefloracion.

Pruebas de laboratorio
Aislamiento de agentes supresores

Las muestras de suelo se colocaron separadamente
en bandejas plasticas de 13 x 24 x 31 cm que se mantu-

vieron en los invernaderos del Laboratorio de Fitopato-
logfa de la Universidad de Costa Rica. En cada una de las
bandejas se sembraron 50 semillas de tomate variedad
Hayslip, la cual es susceptible de P. solanacearum y muy
utilizada por los agricultores nacionales (Saborio, 1993).

A los 40 dfas después de la siembra, se inocularon
la" plantas de tomate. La inoculacion se realizd inyec-
tando, mediante una aguja hipodérmica de un ml, una
gota de una suspension de bacterias de 108 UFC/ml (de-
terminada con tubos de McFarland), en la axila de una
de las hojas cotiledonales. En aquellas plantas que care-
cian de éstas, se inyectd en la axila de la primera hoja
basal. Dos semanas después de la inoculacion, se incor-
poraron al suelo tanto las plantas que presentaron la
marchitez como aquellas sanas, con el fin de permitirle
a la bacteria establecerse en el suelo, en este periodo se
mantuvo hiimedo el suelo. Una vez descompuesto este
material (unos 12 dfas), se sembraron 70 semillas de to-
mate variedad Hayslip y 42 dias después se realizo, a la
mitad de las plantas de cada bandeja, heridas en las rai-
ces con la ayuda de un bisturi, para luego proceder a
inocularlas, mediante inundacion, con 1.750 ml de una
suspension de bacterias de 103 UFC/ml.

Dos semanas después, se recolectaron, de cada ban-
deja, cuatro plantas provenientes del tratamiento con he-
ridas en la raiz y cuatro sin heridas. A dichas plantas se
les desinfect6 la base de tallo y se tomd un trozo de
aproximadamente seis centrimetros, el cual se introdujo
en la camara de transferencias en donde se le elimind la
epidermis y se colocd dentro de un tubo de ensayo con
agua destilada estéril durante 90 minutos. Luego se agi-
t6 el tubo y se inocularon platos Petri con los meDios de
tetrazolio (IZC) y agar nutriente (AN) (Figura 1). Para
cada medio de cultivo se utilizaron dos repeticiones. Se
incubaron durante 48 horas a 28+ 2C. Al cabo de este
periodo se reprodujeron todas aquellas bacterias que
crecieron y se mantuvieron en tubos de ensayo con agua
de Iluvia estéril a temperatura ambiente.

Prueba de antagonismo in vitro

Se procedid a rayar sobre TZC y AN todas aquellas
bacterias aisladas en la seccidn anterior, pasando el asa
Gnicamente por el centro del plato de Petri y se incubaron

Planta — Agua + detergente — Hipoclorito de sodio —» Agua destilada — Agua destilada
tomate (1%)%: 5 min. (19%) 5 min. 5 min. 5 min.
&
Base del tallo  — agua destilada - Agitacién - Rayado en TZC y AN
estéril (90 min.)

Fig. 1.

Proceso de desinfeccién de plantas de tomate y aislamiento de organismos antagonistas.
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durante 48 horas a 28+ 2C. Para cada bacteria se contod
con tres repeticiones por medio de cultivo. Transcurrido
este periodo, se retiraron las tapas de los platos y los cul-
tivos se expusieron, durante dos horas, a vapores de clo-
rofonno dentro de una camara plastica herméticamente
cerrada. Posteriormente, cada plato se asperj6 con una
suspension de P. solanacearum de 108 UFC/ml y se incu-
baron nuevamente los platos durante 24 horas a 28+ 2C.
Finalmente, se determind el efecto antagonista de las bac-
terias aisladas sobre P. solanacearum por la presencia de
zonas en las cuales no existid crecimiento de la bacteria
fitopatogena.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para el aislamiento de los agentes supresores, las
plantas de tomate fueron inoculadas con P.
solanacearum mediante la técnica de inundacion, sin
embargo, ninguna de ellas presentd sintomas de mar-
chitez, por lo que las cuatro plantas provenientes del
tratamiento con heridas en la raiz asi como en el que no
se practicaron, fueron tomadas al azar. Si bien era de es-
perar que se presentaran plantas con sintomas, esto no
se did. Ciampi, et al. (1987) lograron un 30% de infec-
cion al utilizar una concentraciéon de 103 UFC/ml,
mientras que al utilizar concentraciones superiores ob-
tuvieron casi un 100% de plantas enfermas, lo cual no
era deseable para fines del experimento, yaque se nece-
sitaba de material vivo para efectuar los aislamientos
requeridos. Una vez realizado el proceso de desinfec-
cion de la porcion basal, se elimind la epidermis, con el
fin de buscar organismos ubicados en los tejidos inter-
nos de las plantas y de esta forma eliminar al maximo
la contaminacién con otros organismos, ya que en la ri-
zosfera existe una alta poblacion microbiana que no es-
ta involucrada directamente con la resistencia de las
plantas de tomate a P. solanacearum. Mediante este
mismo procedimiento, Bustamente y Ciampi (1989) lo-
graron aislar organismos antagbnicos a P.
solanacearum a partir de tejidos internos de plantas de
papa. En nuestro caso, a las 48 horas de incubacion se
logro6 observar, en unos pocos platos, colonias de bacte-
rias. Estas estaban presentes tanto en el caso de plantas
a las cuales se les habfa hecho heridas, como a las que
no se les practico este procedimiento. Asi mismo, se pu-
do aislar bacterias tanto en el medio de TZC como en
AN, aunque en el caso de Cipreses, existid una mayor
proporcion de bacterias que crecieron en AN.

La prueba de antagonismo in vitro fue positiva para
12 de las 22 bacterias aisladas de los tres suelos. Los ta-
manos de las zonas de inhibicion fueron muy variables.
Es importante mencionar que si bien se trabajo tanto con
TZC como con AN para las pruebas de antagonismo, no
se observaron diferencias entre medios de cultivo para
una misma bacteria. Algunas de ellas no ejercieron nin-
gun efecto sobre P. solanacearum, lo que hace pensar

que en los tejidos internos de las plantas de tomate hay
microorganismos que forman parte de la flora microbia-
na y cuyo papel no esta totalmente claro (Ciampi, 1981).

En la prueba de antagonismo in vitro, las bacterias
aisladas fueron expuestas a vapores de cloroformo con
el fin de matar las células bacterianas y de esta forma, su
contenido fuera liberado, para luego evaluar si existia
alglin efecto antagonista sobre P. solanacearum El efec-
to antagonista se observd 24 horas después en cinco bac-
terias aisladas de plantas sembradas en suelo de Cipre-
ses, tres de Pacayas y cuatro de TierraBlanca(Cuadro 1).
Vidaver (1983)indicaqueéstaes una forma sencilla de
comprobar la presencia de bacteriocinas en organismos
productores de las mismas. Por tanto, se puede decir que
el efecto antagonista observado sobre P. solanacearum
podria deberse a bacteriocinas producidas por las bacte-
rias aisladas. No obstante, para ser denominadas bacte-
riocinas, los organismos productores de las mismas tie-
nen que ser P. solanacearum. El mismo autor también
menciona que la produccion de estas sustancias es muy
influenciada por ciertas condiciones como medio de cul-
tivo y temperatura asi corno por el estado de crecimien-
to del organismo productor. Por lo cual, si el efecto an-
tagonista observado en este experimento, se debiera a la
presencia de bacteriocinas, serfa estrictamente bajo las
condiciones empleadas en el mismo.

Debido a que se desconoce el o los géneros a los
cuales pertenecen las bacterias aqui aisladas, es mejor
considerar que el efecto antagonista es causado por sus-
tancias antibidticas. Sin embargo, no se puede descartar
que también actlien corno estimuladores del sistema cle
defensa de las plantas, por ejemplo de las fitoalexinas
(Kempe y Sequeira, 1983 ; Agrios, 1991) o tal vez éste
sea el papel de las bacterias que no presentaron, in vi-
tro, efecto inhibitorio sobre P. solanacearum.

En otros paises se conoce experimentalmente que
los suelos pueden llegar a ser supresivos al introducir or-
ganismos que presenten efectos antagbnicos sobre un
determinado patdgeno, siempre y cuando las condicio-
nes sean adecuadas para la sobrevivencia de los mismos
(Hornby, 1983; Cook y Rovira, 1976; Scher y Baker,
1982). La presencia de estos organismos antagdnicos en
los suelos de Cartago y el efecto protector dentro de las
plantas constituyen posibles factores causantes de la su-
presion de la marchitez bacteriana, aunque también pue-
den influir la temperatura y la altitud.

CONCLUSIONES

Los suelos muestreados de la zona alta de Cartago
(Cipreses, Pacayas y Tierra Blanca) poseen bacterias
que presentan un efecto antagonista in vitro sobre Pseu-
domonas solanacearum.
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Cuadro 1. Algunas bacterias aisladas de plantas de tomate sembradas en suelo procedente de Cipreses, Pacayas y Tierra
Blanca, medios de cultivo en los cuales fueron aislados asi como el efecto antagonista in vitro sobre Pseudomo-

nas solanacearum.

Procedencia Tratamiento Planta namero Medio de cultivo Antagonismo
Cipreses Con heridas 4 TZC Si
Con heridas 4 AN Si
Sin heridas 3 AN Si
Sin heridas 1 AN Si
Sin heridas 2 AN No
Pacayas Con heridas 3 TZC Si
Sin heridas 2 AN No
Sin heridas 4 AN Si
Sin heridas 4 TZC Si
Tierra Blanca Con heridas 3 AN Si
Con heridas 4 TZC No
Sin heridas 4 TZC No
Sin heridas 4 AN Si
Con heridas 1 TZC No
Con heridas 1 AN No
Sin heridas 1 TZC Si
Sin heridas 1 AN Si

El efecto antagonista sobre Pseudomonas solana-
cearum de estas bacterias se podria deber a la produc-
cion de sustancias antibidticas.

Es posible que la supresividad de estos suelos pue-
da deberse, en un alto porcentaje, a la presencia en el
suelo de estas bacterias y al efecto antagonico.

La inoculacion de bacterias por medio de inunda-
cion no parece ser el mejor método para evaluar el efec-
to antago6nico a nivel de invernadero.
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