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RESUMEN

El fuego salvaje (Pseudomonas syringae pv tabaci) es una de las
enfermedades bacterianas mdas importantes en el cultivo del tabaco.
El trabajo ofrece una informacién amplia sobre la enfermedad y su
agente causal para los profesionales y técnicos relacionados con la
produccién y la proteccion fitosanitaria del tabaco. Se presentan los
resultados de numerosas investigaciones ejecutadas desde la primera
aparicion de la enfermedad, se hace una descripcion detallada de los
sintomas en diferentes hospedantes, se analiza el mecanismo de
desarrollo del fuego salvaje y los factores que influyen en la

virulencia. Para el diagnostico de la bacteria se exponen medios de



cultivos selectivos y técnicas serologicas y moleculares, que
ejecutadas bajo procedimientos de laboratorio, amplian y fortalecen
la vigilancia fitosanitaria. Se analizan los métodos de control
empleados en las diferentes fases del cultivo, y otros, como el
biocontrol, que se recomiendan como nuevas alternativa, y su
integracion en el manejo del tabaco para la prevencion y lucha contra
la enfermedad.

Palabras claves: tabaco, Nicotiana tabacum, fuego salvaje, Pseudomonas

syringae pv tabaci, diagnostico, bacteria, tabtoxina.



INTRODUCCION

Han transcurrido un poco mas de nueve décadas desde que aparecio
en la revista Science el primer informe (Wolf y Foster, 1917), sobre una
grave enfermedad en el cultivo del tabaco (Nicotiana tabacum L.) en
Carolina del Norte en 1917, que por su repentina aparicion, rapida
diseminacion y la severidad generalizada en los semilleros y campo
fue denominada, por los propios productores, fuego salvaje. Aunque
los primeros conquistadores de las actuales regiones tabacaleras
norteamericanas en el ano 1650 mencionaban, en sus cartas,
enfermedades que afectaban la hoja del tabaco, no existe informacion
sobre los origenes de la enfermedad fuego salvaje con anterioridad a

esta fecha.

Su agente causal resultd ser una bacteria, Bacterium tabaci (Wolf y
Foster, 1918), cuyo nombre actual es Pseudomonas syringae pv tabaci.
Los dafios devastadores la ubicaron entre las plagas agricolas mas
destructoras de la época, tres afios fueron suficientes para convertirse
en azote en los principales estados norteamericanos que producen
tabaco (Wolf y Foster, 1918; Chapman y Anderson, 1921; Chapman y
Anderson, 1922; Clinton y Mc Cormick, 1922; Wolf, 1922; Lucas,
1975). Solamente en Virginia se registraron pérdidas producidas por
Pseudomonas syringae pv. tabaci de 22 millones de libras (Fromme and

Wingard, 1922).



Todo parece indicar que a partir de 1920 empez6 su diseminaciéon
mundial, la que alcanzé el hemisferio sur hasta Argentina, con
fuertes afectaciones en Brasil; mas tarde se describié en Alemania,
Australia, Bélgica, Bulgaria, Canada, China, Filipinas, Grecia,
Holanda, Hungria, Italia, Japén, Francia, Kenya, Mozambique, Nueva
Zelanda, Polonia, Rumania, Sudafrica, Suiza, Turquia y la antigua
Unién Soviética. Se puede decir que el fuego salvaje esta distribuido
en los cinco continentes, donde cubre las mas importantes &reas
productoras de tabaco (Shoemaker, 1990). Nombres tales como

/i

“ftuego salvaje”, “fuego negro”, “fuego de campo”, “mancha angular
i

de la hoja”, “quemazén” o “tizén” se han utilizado para describir la

enfermedad (Lucas, 1975) en los diferentes paises.

Numerosas investigaciones fueron ejecutadas a lo largo de estos afios
para contrarrestar estos impactos negativos, cuyos resultados

valiosos transcienden hasta la actualidad.

Curiosamente, entre 1948 y 1951, esta enfermedad fue la mas
importante en la zona americana del tabaco Burley, lo que quizas
motivé uno de los més grandes logros en el mejoramiento genético
del cultivo, en este caso, en la Estacion Experimental del Tabaco de la
Universidad de Tennesse, cuando en 1955 liber6 la variedad Burley
21 ( Heggestad et al., 1960), la cual constituye la primera y una de las
mas importante variedades resistentes al fuego salvaje. En la

actualidad, esta variedad representa un punto de partida cuando se



realizan trabajos de mejoramiento genético con vista a introducir
resistencia a Pseudomonas syringae pv tabaci en variedades comerciales

de tabaco.

Tomar entonces los veinte afios requeridos para lograr la variedad,
los cientos de cruces genéticos y la cooperacion entre varias
estaciones experimentales y universidades, puede ser un ejemplo del

esfuerzo que se requirié para combatir la enfermedad.

Cuba es probablemente el tinico pais productor de la valiosa hoja que
no tiene registrado el patégeno, debido posiblemente a que el
mejoramiento genético siempre fue dirigido al rescate y la
preservacion del tabaco cubano de fama mundial, con muy poca

introduccion de semillas del exterior.

Recopilar la mayor informacién posible sobre el fuego salvaje y su
agente causal para los profesionales y técnicos relacionados con la
produccién y la proteccién fitosanitaria del tabaco, como un aporte al
conocimiento para la prevenciéon y lucha contra esta plaga, fue el
objetivo principal del presente trabajo. El documento serd, sin duda
alguna, una lectura 1til también para los estudiosos en general que
deseen profundizar en el campo de las plantas y las bacterias que las

afectan.



SINTOMAS Y MECANISMO DE DESARROLLO DE LA
ENFERMEDAD.

La lesion inicial del fuego salvaje es casi puntiforme, de aspecto
himedo, circundada por una regién de 2 a 3 mm de diametro de

tejido verde amarillo tenue (Figura 1).

Figura 1: Sintomas iniciales de la enfermedad vistas por el haz y el

envés de la hoja.

En el transcurso de 24 - 48 horas el centro de las lesiones se torna
necrético mientras que el halo se hace prominente y méas ancho (Wolf
y Foster, 1917, 1918; Braun, 1955; Wannamaker y Rufty, 1989). En una
misma hoja de la planta se pueden apreciar diferentes fases del

desarrollo de la enfermedad (Figura 2).



Figura 2. Lesiones necroéticas iniciales y mas avanzadas en el haz y el

envés de la hoja.

El halo clorético, caracteristico de la enfermedad, es producto de la
tabtoxina, un metabolito de las células bacterianas, que provoca la
interrupcion del ciclo foto respiratorio y la inhibicion de la

fotosintesis (Turner et al., 1986; Turner, 1988).

Figura 3. Mancha necrética circundada por el halo clorético,

caracteristico de la enfermedad



A medida que el fuego salvaje progresa, las manchas locales
incrementan su tamafio entre 12 - 25 mm y se unen, convirtiéndose en
areas grandes e irregulares de tejido necrético que puede involucrar
una porcion grande de la hoja (Figura 4). En tiempo seco, las areas
necréticas permanecen intactas, aunque se produce un torcimiento y

deformacion de la hoja (Figura 5).

—

Figuras 4 y 5: Areas necréticas y deformacion de la hoja del tabaco

En periodos hamedos la enfermedad puede aparecer como una
putrefacciéon acuosa que causa derrumbamiento de las hojas mas
bajas y la muerte de la planta. Los sintomas descritos aparecen menos

frecuentemente en flores, peciolos y tallos.

En la corola, el cdliz y las cédpsulas de la semilla, las lesiones se
manifiestan como pequefios puntos irregulares necréticos o como
manchas acuosas que después adquieren un color pardo. En los tallos

pueden observarse puntos hundidos de color pardo con halo



clorético alrededor o sin él (Lucas, 1975).

En los semilleros, donde el patégeno es més destructivo, una vez
manifestado el fuego salvaje, existe un ciento porciento de
probabilidad de pérdida total del semillero. La incidencia alta en esta
fase se debe, en primer lugar, a la persistente humedad y al efecto de
la toxina de la bacteria que se hace sistémico (Braun, 1955); las
plantulas afectadas generalmente mueren y las menos dafiadas
quedan tan débiles que no sobreviven al trasplante. Las
aparentemente sanas, tras sobrepasar el ataque de la enfermedad,
pueden sobrevivir, aunque se produce una gran reduccion en calidad

y rendimiento de las plantaciones.

Segun lo descrito por Lucas (1975) en su libro Enfermedades del Tabaco,
el fuego salvaje se distribuye generalmente con poca uniformidad en
el semillero. Las zonas enfermas quedan en sitios bajos o en los
extremos del cantero que coincidentemente son los mas desnivelados
y anegados. Las areas afectadas forman parches de uno a dos metros
de diametro y las plantas més severamente afectadas son las del
centro, las cuales pueden ser totalmente destruidas. En las plantas
muy jovenes o muy apifiadas, todas las hojas pueden ser
completamente desintegradas por una pudricién himeda de avance
rapido. En resumen, las pérdidas por la enfermedad se deben
fundamentalmente a la clorosis, necrosis, desecacién, pudricion,

deformacion o caida de las hojas y al desarrollo retrasado de la planta



de tabaco.

Lesiones similares a las del fuego salvaje, pero con ausencia del halo
clorético, pueden aparecer tanto en el semillero como en la plantaciéon
y se relacionan con la mancha angular, que algunos autores
denominaron Fuego Negro (Clayton, 1936; Fulton, 1980), cuyo
organismo causante fue nombrado Pseudomonas syringae pv. angulata.
La mancha angular tiene una distribucion mas uniforme en las
condiciones del campo (Wannamaker y Rufty, 1989) y aparece
igualmente en las partes mas hamedas del semillero (Clayton, 1937)

de donde se disemina la bacteria hasta cubrir el area sembrada.

El sintoma inicial de la enfermedad consiste en manchas angulares
acuosas limitadas por las venas, en el rango de 1 a 8 mm de didmetro,
que mas tarde se tornan casi negras. (Figuras 6 y 7). A continuacion
las manchas pueden unirse y el centro de las lesiones se desprende
causando el ahuecamiento de la hoja (Lucas, 1975) (Figura 8). El
tejido que bordea la lesién sufre cierta clorosis, pero nunca reproduce
el caracteristico halo clorético del fuego salvaje producto de las
alteraciones fisiologicas, entre ellas la pérdida de clorofila,
acumulacién de amonio e inactivacion de la glutamina sintetasa que

caracterizan el efecto de la tabtoxina (Turner y Taha, 1984).

Los sintomas de la enfermedad pueden observarse también en las

flores y las capsulas de la semilla. El caliz y la corola son



ennegrecidos y distorsionados y las lesiones pardo oscuras en las
capsulas pueden ser no distinguibles de la lesién producida por el

fuego salvaje. Pueden presentarse también numerosas formaciones

angulares en los méargenes de las hojas.

Figuras 6 y 7 Lesiones provocadas por Pseudomonas syringae pv

angulata.

Figura 8. Ahuecamiento producido con el avance de la mancha

angular.

En las hojas mas maduras, durante la dltima parte del cultivo, es



dificil distinguir el fuego salvaje y la mancha angular debido, al
parecer, a la mayor resistencia que ofrecen las hojas maduras al
desarrollo del halo clorético producido por Pseudomonas syringae pv
tabaci. Es igualmente comun la aparicién de ambos sintomas sobre
una misma hoja, asi como la asociacién con otros patoégenos entre
ellos: Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Alternaria
alternata, Rhizoctonia solani y Cercospora nicotianae, lo cual complica
extraordinariamente el diagnéstico. Actualmente la mancha angular
se relaciona con las estirpes de Pseudomonas syringae pv tabaci que no

producen la tabtoxina.

En el cuadro sintomatoldgico que caracteriza al fuego salvaje pueden
ser distinguidas cuatro fases o tipos de sintomas que ocurren
siguiendo el orden: mancha acuosa, lesion necrética local, halo clorético y

al final necrosis secundaria, entre las lesiones locales.

Klement et al., (1978) con un experimento sencillo demostraron que el
desarrollo de la enfermedad se inicia con la produccién, por
Pseudomonas syringae pv tabaci, de un lipomucopolisacarido en los
tejidos de la planta, cuya funciéon principal es absorber, en
condiciones favorables, el agua de la superficie de la planta y/o de la
atmosfera, dentro de los espacios intercelulares produciendo el
congestionamiento acuoso o la mancha acuosa, creando el medio
favorable para la multiplicaciéon vigorosa de la bacteria teniendo en

cuenta que la dispersion de la misma es posible en espacios
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intercelulares saturados de agua, segtin Young (1974). Esto explica
por qué el sintoma acuoso solo aparece cuando las plantas se

exponen a un ambiente con el 100% de humedad relativa.

Cuando el namero de células del patdégeno compatible alcanza el
nivel critico de 2 x 10 ¢ cél/cm 2 de area foliar, se origina la lesion
necrotica local, producto de las células vivas y metabolicamente
activas de Pseudomonas syringae pv tabaci, independientemente de la
toxina bacteriana. El tiempo de apariciéon de la necrosis depende del
namero de bacterias en el in6culo. La concentracion de 5 x 10 4 células
causa necrosis entre 3-4 dias, menos células que 5 x 10 4 nunca
inducen una necrosis confluyente, sin embargo, células de tabaco
individuales que colapsan después de 48 horas pueden ser
observadas mediante tincién con Evans Blue; alrededor de 50 células
de Pseudomonas syringae pv tabaci son indispensables para producir la

necrosis de una sola célula de la planta (Klement et al., 1978).

El halo clorotico que tiene lugar alrededor de la lesion necrética es
causado por la tabtoxina producida por el patégeno durante su
vigorosa multiplicacion a continuacién del proceso. Otra endotoxina,
llamada necrotoxina y secretada por las células bacterianas viejas,
difunde de las manchas necréticas dentro de los espacios entre las
manchas y causa la necrosis secundaria y por ende la destruccion total

de las hojas de tabaco infectadas.

11



La necrosis producida por Pseudomonas syringae pv tabaci es
consecuencia del proceso patolégico, que tiene lugar en el
hospedante compatible bajo determinadas condiciones, que permiten
la proliferacion de la bacteria. Esta necrosis es diferente de la reaccion
hipersensitiva (HR) de incompatibilidad, producto de la introduccion
de una bacteria no patégena al tabaco, como es el caso de
Pseudomonas syringae pv pisi. Turner y Novacky (1974) calcularon que
solamente de 1-10 células de Pseudomonas syringae pv pisi son

necesarias para causar la HR en las hojas del tabaco.

Tejidos necréticos pueden aparecer a las siete horas cuando un
in6culo alto (2 x 10 8 cél/ml ) de Pseudomonas syringae pv tabaci es
introducido en las hojas de tabaco. En este caso no se necesita la
multiplicaciéon de la bacteria compatible para que se produzca el
colapso de los tejidos, lo que ocurre cuando el in6culo estd por debajo
del nivel critico donde el proceso es estimulado por la congestion
acuosa. La necrosis a primera vista resulta indistinguible de la
reaccion de hipersensibilidad (HR) producida por Pseudomonas
syringae pv pisi en la misma concentracion infiltrada en tabaco
(Klement et al., 1978). De ahi la importancia de utilizar suspensiones
bacterianas de concentraciéon por debajo de 108 cel/ml, cuando la
prueba de patogenicidad se realiza por infiltracion en las hojas del

tabaco.
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AGENTE CAUSAL (PSEUDOMONAS SYRINGAE PV TABACI) Y SU
DIAGNOSTICO

El agente causal del fuego salvaje, Pseudomonas syringae pv. tabaci
(Wolf & Foster 1917) Young, Dye & Wilkie 1978, (Young, et al., 1998)
es una bacteria aerobia, Gram negativa, no produce esporas. Tiene
forma de bastoncillos rectos con flagelos polares, entre 1-6 (Figura 9).
Se presenta mayormente como células simples, de 0,5 - 0,7 x 1,4 -
2,8, sin asociacion o en pares (Bradbury, 1967). La bacteria pertenece
al género Pseudomonas y es una variedad patogénica de la especie

Pseudomonas syringae.

Segun la descripcion de Wolf y Foster (1918), en papa agar y glicerol
agar, las colonias bacterianas son blanco grisaceas, elevadas,
redondas y brillantes, con mérgenes enteros. En agar extracto de
carne se desarrollan colonias blancas, con centro un poco elevado y
opaco, los bordes son traslicidos. En agar nutriente son de color
blanco perla, circulares con bordes lisos, ligeramente mucosas y

elevadas (Figura 10).
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Figura 10. Colonias de P. tabaci en el medio de cultivo nutriente agar

Figura 9. Microfotografias
de Pseudomonas syringae pv.
tabaci. Pueden observarse
bastoncillos  rectos  con

varios flagelos polares (1-6).

Figura 11. Fluorescencia azul
de un cultivo puro de
Pseudomonas syringae pv. tabaci
bajo radiacién ultravioleta de

alta energia (~254 nm).

La especies Pseudomonas syringae produce diversos sintomas en las
plantas que incluyen manchas foliares, tizén y agallas. La misma se
divide en variantes patogénicas o patovares (pv) seguin el
hospedante, aunque muy similares en su comportamiento fisiol6gico,
bioquimico, serolégico, la morfologia de las colonias y en el plano
molecular. Cuando células de un patovar de Pseudomonas syringae
son infiltradas en los tejidos de la planta pueden ocurrir dos posibles

reacciones, una de ellas, caracterizada por tejido huamedo que

14



continua proliferando hasta la apariciéon de sintomas, que indica la
interaccion susceptible y compatible entre la bacteria y el hospedante.
En contraste de la reacciéon de hipersensibilidad necrética (HR) que
puede ocurrir entre 18 - 24 horas cuando existe incompatibilidad. La
region terminal de genes hrp es propia de los fitopatégenos, que
determina la patogenicidad en las plantas hospedantes y la habilidad
de crecer en su superficie (Gopalan y He, 1997). En adicién las
Pseudomonas fitopatégenas enlazan genes que potencian la virulencia
del patégeno mediante la secreciéon de polisacaridos, fitotoxinas,
fitohormonas y enzimas degradantes de las paredes celulares ( Gross,
1991; Salmond, 1994; Costacurta y Vanderleyden, 1995; Denny, 1995;
Alfano y Collmer. 1996; Pettersson et al., 1996 ).

Una de sus distinciones bacteriologicas mdas importante es la
producciéon del pigmento fluorescente pioverdin en medio King B
(King et al., 1954), el cual difunde en el medio con una tonalidad
amarillo-verdosa y fluoresce azul, bajo radiacién ultravioleta de alta
energia (~254 nm) (Figura 11). Este comportamiento, junto a las
caracteristicas de las colonias y los sintomas que provoca la bacteria
en la planta, conforma la base del procedimiento diagnéstico que
hasta ahora se ha seguido para identificar a Pseudomonas syringae pv.

tabaci.

Muy util y confiable resulta la prueba LOPAT (Lelliot et al., 1966) en

la cual los patégenos pertenecientes al género Pseudomonas, grupo
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syringae, dan positiva la prueba de levano, mientras son negativas la
oxidasa, la pudriciéon de rodajas de papa y la arginina dihidrolasa.
Como elemento complementario en la clasificaciéon de Lelliot, se
encuentra la incapacidad de reducir nitratos y crecer a 41 °C. La tabla
I resume algunos de los caracteres bioquimicos que definen a

Pseudomonas syringae pv. tabaci dentro del grupo syringae.

Tabla I. Caracteres bioquimicos que definen a Pseudomonas syringae

pv. tabaci dentro del grupo syringae (Krieg y Holt, 1984)

Characterics of Pseudomonas syringae pathovars (section 1)
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Growth on:

Mannitol + + + 4+ + +++++ - +++++d-+ -
Betaine + - ++++++++ + +++-+-d-+
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“Data with permission from Sands et al. (1980). For symbols see standard definitions.
® Method of Hildebrand (1971); numbers represent pH values at which pitting occurs.

Como puede observarse, estos se comportan homogéneamente
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dentro del grupo, lo cual no debe constituir fuente de confusién pues
la especificidad del hospedante y la produccién de tabtoxina son
distinciones exclusivas de Pseudomonas syringae pv. tabaci. De igual
forma se puede realizar el diagndstico de cualquier otra Pseudomonas
perteneciente al grupo fluorescente, algunas de las cuales estan
asociadas a manchas foliares en el tabaco. En el caso de las saprofitas,
puede aprovecharse la capacidad de producir arginina dihidrolasa, lo
cual generalmente coincide con una incapacidad para inducir la
reaccion de hipersensibilidad o causar sintoma en hojas de tabaco
infiltradas, asi como la mayor velocidad de crecimiento de las

colonias en los medios de cultivo.

Pseudomonas syringae pv. tabaci pierde la virulencia con pases
sucesivos, otros factores pueden influir, tales como el tipo de medio
de cultivo utilizado para el mantenimiento del microorganismo, el
namero de pases realizados para el mantenimiento, la temperatura y
las caracteristicas inherentes de la cepa en cuestiéon. Para el
mantenimiento de este microorganismo es necesario realizar
inoculaciones en tabaco y el posterior reaislamiento de la bacteria.
Puede ser guardada por largos periodos en agua destilada estéril
donde se mantiene la virulencia original (Shoemaker, 1990). Segun la
experiencia de investigadores brasilefios el patdégeno puede
conservarse en agua estéril a 21 © C por dos afios, en caldo peptona-
extracto de carne a 21 ° C por un afio y tres afios si se conservaa 5 ° C

(Oliveira, 2003).
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En la literatura especializada se relaciona la bacteria Pseudomonas
syringae pv. angulata con Pseudomonas syringae pv. tabaci y la similitud
entre las dos especies ha sido debatida por muchos afios (Stapp, 1930;
Braun, 1937; Valleau et al.,1943; Deal y Cole,1986). Desde un inicio,
Stapp (1930) no pudo distinguir las dos especies por las pruebas
culturales, bioquimicas y serolégicas y por ende las considerd
sinbnimas. Braun (1937), sefal6 la presencia de cepas esponténeas,
que no producen clorosis y a pesar de que no encontré diferencias
consistentes, prefiri6 mantener a Pseudomonas syringae pv angulata
como una variante de Pseudomonas syringae pv tabaci. Deal y Cole
(1986) agruparon en el patovar angulata las estirpes que no producen
tabtoxina, criterio no validado mas tarde por Young et al.,(1996) en la

nueva propuesta de nombres de bacterias fitopatdgenas.

Actualmente esta definido que en las condiciones del laboratorio no
es posible distinguir estos microorganismos mediante pruebas
morfoldgicas, culturales, bioquimicas o serologicas, y que la
diferencia entre ellos radica en la producciéon, por Pseudomonas
syringae pv. tabaci, de la tabtoxina, que provoca el halo clorético
caracteristico y le confiere resistencia a la metionina sulfoximina,
andlogo de la tabtoxina que, sin embargo, inhibe el crecimiento de
Pseudomonas syringae pv angulata, segin Garber y Shaeffer (1963 ),
citados por Bradbury (1967). La proteccion de la bacteria de la

tabtoxina ha sido asociada con la adenilaciéon de la glutamina

18



sintetasa y la liberacién, durante el proceso, del metabolito no toxico,
tabtoxinina ( Knight et al., 1986; Knight et al.,1987; Coleman et al.,
1996).

El patovar angulata se considera un mutante atoxigénico espontaneo
de Pseudomonas syringae pv tabaci (Braun, 1937; Turner y Taha, 1984;
Knoche, 1990); incluso Knoche (1990) verific6 que los mutantes
atoxigénicos de esta especie producian sintomas semejantes a los
causados por las cepas de Pseudomonas syringae pv. angulata sobre las
hojas de tabaco. Mutantes Tox - se producen en los medios de
cultivos. Turner y Taha (1984) sefialaron que la mutacién de las cepas
de Pseudomonas syringae pv. tabaci para la formaciéon de fenotipos
mutantes atoxigénicos era de una tasa de 10 y que no existia
diferencia entre las estirpes mutantes y salvajes de la bacteria en
cuanto el crecimiento y la invasion de los tejidos, se relacionaron los
sintomas de manchas angulares sin prominente halo clorético con
aislamientos menos o moderadamente virulentos del fuego salvaje (
Zarei y Rahimian, 1997). Mapuranga (1998) designé una nueva raza
del fuego salvaje (Raza 2) para estirpes aisladas en Zimbabwe que
afectan lineas de tabaco resistentes. La caracterizacion patogénica de
esta nueva raza describe estirpes Tox+ con presencia de halo
clorético, lesiones de hipersensibilidad y necréticas y estirpes Tox -
que producen lesiones de hipersensibilidad y ausencia de clorosis. De
los 58 aislados obtenidos con estas caracteristicas, 38 fueron Tox + y

20 Tox-. Un 66% de los aislados Tox+ y un 70 % de los aislados Tox-
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colonizaron eficientemente variedades resistentes a Raza 0y 1.

El diagnoéstico presuntivo del fuego salvaje se inicia con la
observacion de los sintomas y el examen al microscopio de las
lesiones. Un corte en el tejido de la lesion en presencia de una gota de
agua destilada muestra, bajo el microscopio, la salida de un flujo que

contiene numerosas bacterias.

El aislamiento del patégeno a partir de tejidos enfermos y los
estudios morfo-culturales y bioquimicos de los aislados
complementan la identificacion (OEPP/EPPO, 1998). Para el
aislamiento de Pseudomonas syringae pv tabaci, se describe un
procedimiento general que se adapta a las condiciones especificas de
cada laboratorio: los tejidos seleccionados, que exhiben sintomas, son
sometidos a una desinfeccion superficial con alcohol etilico durante
30 segundos, o hipoclorito de sodio al 0,5% durante 1 minuto,
lavados a continuaciéon y triturados en agua destilada estéril.
Alicuotas de la suspension se extienden, con la ayuda de un asa,
sobre medio de cultivo agar nutriente o KB (King et al., 1954) en
placas Petri que se incuban a 28 °C por 48-72 h. A las colonias, con
caracteristicas morfologicas anteriormente descritas se les realizan las
pruebas LOPAT (Lelliot et al, 1966), asi como las pruebas
bioquimicas complementarias indicadas por Doudoroff y Paleroni
(1974) y Hildebrant et al. (1988). El estudio bioquimico puede

ampliarse con pruebas, citadas por otros autores, para comparar
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cepas de diferentes hospedantes y origenes. La produccién de la

tabtoxina es una propiedad de la especie en cuestion.

Para demostrar la patogenicidad se realiza la inoculacién artificial en
plantas de tabaco con vistas a lograr la manifestacion de la
enfermedad. El protocolo sencillo incluye plantas jovenes,
preferentemente de la misma variedad de la cual se realiza el
aislamiento, que se colocan 24 h antes de la inoculacién en cdmara
hameda para facilitar la apertura estomatica. Se inoculan no menos
de 4-5 plantas asperjando por el envés una suspension bacteriana
entre 107-108 ufc/ml de las cepas sospechosas cultivadas durante 24 h
en agar nutriente o el medio de cultivo King B (KB). Las plantas se
mantienen después de la inoculacién en condiciones de alta humedad
para favorecer el desarrollo del patégeno por 2 - 3 dias mas y los
sintomas deben reproducirse en el transcurso de 3 a 10 dias. Los
controles se inoculan de la misma manera pero con agua destilada

estéril.

Stefanova et al., (2008) desarrollaron un método para la deteccion de
Pseudomonas syringae pv tabaci que ha funcionado muy bien con
semillas inoculadas. En dependencia del tamafio del lote se toman
una o varias muestras de semillas de 1gr que se depositan por
separado en erlenmeyers con 50 ml de buffer PBS estéril (8.0g NaCl,
0.2 g KHoPOy, 2.9g Na, HPO4 12 H, 0 para 1L H,O, pH 7,4). Después

de una maceracién por tres horas a 27°C en una zaranda (shaker) a
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140 rpm, el liquido se decanta y centrifuga a 10000 rpm durante 10
min. a 4° C. El pellet se resuspende en 2 ml del mismo buffer y de las
diluciones y el tubo original se efectta siembra por espatula con
0.1ml por placa en medio de cultivo KB. El conteo de las colonias se
hace a las 72 horas y se calcula la cantidad de bacteria recobrada por
ml. Las colonias del patégeno se distinguen bien, por su morfologia
y crecimiento mas lento, de las colonias de otros microorganismos

acompafantes (Figura 12).

Figura 12 Colonia de Pseudomonas syringae pv tabaci, entre otras
colonias bacterianas, recobradas a partir de semillas de tabaco.

El método se complementa con la prueba de patogenicidad en hojas
de tabaco. Las suspensiones, después de ser utilizadas en la siembra
en los medios de cultivo, se infiltran en los espacios intravenales de
hojas de tabaco de plantas de una variedad susceptible mediante
jeringuillas hipodérmicas. Las plantas se mantienen bajo condiciones

de humedad alta y se observan diariamente para detectar la aparicion
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de los sintomas por un periodo de 15 dias. La poblacién bacteriana en
las semillas del rango de 10 7 ufc/ ml produce a las 24 horas una
fuerte necrosis con halo clorético alrededor. Las concentraciones de
106-10* provocan necrosis menos intensa con clorosis y expansion de
la infeccion 3-4 dias después de la infiltracion. Las lesiones
correspondientes a las poblaciones inferiores (10 3-10') aparecen entre
10-15 dias con una clorosis ligera seguida de manchas puntiformes

acuosas en el lugar de la infiltracion (Figura 13).

Figura 13. Lesiones causadas por la infiltracion en hojas de tabaco de
diferentes concentraciones de la bacteria recobradas a partir de las

semillas.

El medio MSP- M puede ser utilizado para optimizar el aislamiento
de Pseudomonas syringae pv tabaci por la selectividad y la sensibilidad
en el recobrado de la bacteria a partir de semillas. Las colonias a las
48 horas pueden definirse como elevadas, brillantes, con bordes
enteros, de color amarillo claro que a las 72 horas se torna mads
oscuro, casi anaranjado con un cambio de color del medio entorno de

las colonias, de verde a amarillo. El medio de cultivo modificado
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reduce sustancialmente la presencia de contaminantes bacterianos . El
medio de cultivo KB suplementado con la cyclohexamida y
cefalexina, en las mismas dosis, puede ser utilizado con igual

proposito (Stefanova et al., 2009).

Figura 14: Reducciéon de
colonias contaminantes en
el medio de cultivo MSP-

M (a la izquierda).

La serologia es una herramienta muy util para el diagnéstico del
fuego salvaje dada la identidad seroldgica entre los aislamientos del
patégeno de diferentes hospedantes y la posibilidad de ser
reconocidos por un inmunosuero policlonal (Allington, 1945; Prestes
et al., 1998). La identidad serolégica entre las cepas de diferentes
hospedantes permite, con el empleo un antisuero policlonal, detectar
e identificar la bacteria en semillas y plantas mediante técnicas
serolégicas convencionales y de més alta resolucion para la vigilancia
fitosanitaria de la enfermedad. Stefanova et al., (2005) obtuvieron
inmunosueros policlonales anti Pseudomonas syringae pv tabaci cuyos
titulos, confirmados mediante lectura espectofotométrica, resultaron

altos (Figura 15), la diluciéon apropiada para la técnica
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Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) resulto de 1/3200. Con muestras
de campo se detectaron hasta tres células del patégeno por campo de
observacion microscopica, ademadas la posibilidad de apreciar las
células fluorescentes hace de la técnica una herramienta valiosa para

el diagnostico del patogeno.

Titulacion de antisuero contra cepa 5886
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Figura 15. Precipitaciéon de los sueros anti Pseudomonas syringae pv.

tabaci con la cepa 5886 del patdgeno.

Alvarez y Marquez (2004) informaron que las técnicas de latex e
inmunofluorescencia indirecta (IFI) resultaron especificas y
detectaron la bacteria pura en concentraciones de 10* ufc/ml.

También plantean las autoras que la técnica inmunoenzimatica
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ELISA podria ser ttil y permite la deteccion de concentraciones de la
bacteria de 10* ufc / ml., sin la presencia de reacciones cruzadas con

bacterias del grupo fluorescente del género Pseudomonas.

Los estudios a nivel molecular realizados en los altimos afios brindan
respuestas a varias incognitas dentro de los patovares del género
Pseudomonas y entre las cepas de Pseudomonas syringae pv tabaci en
particular. Schulz et al., (1994) utilizaron como sondas de hibridacién
las secuencias NPS3121 hrp de Pseudomonas syringae pv phaseolicola en
el andlisis por RFLP de 24 cepas de este patdégeno de diferentes
regiones del mundo y afios de aislamiento para evaluar la relacion
genética y taxondmica de patovares de Pseudomonas syringae. Con la
secuencia hrpA-S, como patrén de hibridacién, fueron conducidos
andlisis por Southern Blot y el anélisis de regiones ADN amplificadas
por PCR. Los patrones RFLP obtenidos fueron uniformes para
veintitrés de las veinticuatro cepas estudiadas, la cepa BR2R mostré
un patrén tnico. Esta cepa patdgena al frijol, que fue clasificada como
patovar tabaci por su habilidad de producir tabtoxina, no provocé
sintomas de la enfermedad en el tabaco, a diferencia de las otras
veintitrés cepas. Cuando fue utilizado el fragmento ADN que
contiene la secuencia hrpM las cepas de Pseudomonas syringae pv
tabaci pudieron ser divididas en tres grupos en base a los patrones
RFLP. La cepa BR2R comparte patrones idénticas con Pseudomonas
syringae pv phaseolicola NPS3121, también patogena al frijol, pero no

causa enfermedad en el tabaco. Sin embargo, ambas cepas pueden ser
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diferenciadas una de otra con arg F. Se concluy6 que los genes hrp y
arg F son conservados en las cepas de Pseudomonas syringae pv tabaci
patogenas al tabaco y que cepas de Pseudomonas syringae patogénicas
a hospedantes especificos pueden tener un alto nivel de similitud
genética. Finalmente los resultados mostraron que la diferencia
genética identificable puede ser correlacionada con el rango de

hospedantes.

Las técnicas moleculares resultan una herramienta valiosa para el
diagnodstico y los estudios epidemioldgicos de la enfermedad.
Lyndon y Patterson (2001) desarrollaron un sistema, basado en PCR a
partir de los genes amplificados, tblA y tabA, necesarios para la
produccion de la tabtoxina, para distinguir a las cepas que producen
tabtoxina de otros patovares de Pseudomonas syringae, que provocan
clorosis a causa de fitotoxinas de otro tipo. Treinta y dos cepas de
patovares de Pseudomonas syringae fueron estudiadas con el método.
El protocolo descrito permite distinguir los patovares de Pseudomonas
syringae que producen la tabtoxina, y también los aislamientos de
Pseudomonas syringae pv tabaci de estos de Pseudomonas syringae pv
garcae y Pseudomonas syringae pv coronafaciens, que también secretan

dicha toxina ( Sunden y Durbin, 1970; Lyndén y Patterson, 2001).

Cabe sefialar que los patovares de la especie tipo Pseudomonas
syringae, a donde pertenece el agente causal del fuego salvaje, se

diferencian por la planta hospedante que afectan y por la fitotoxina
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que producen, algunas de ellas, como la tabtoxina, coronatina,
faseolotoxina y tagetitoxina, limitadas a patovares especificos , segin
sefialan los trabajos de Durbin (1981) y Willis et al., (1991). Existen
plantas hospedantes que pueden ser afectadas por mas de un patovar
de Pseudomonas syringae y la causa de las zonas cloréticas, que
circundan las lesiones necréticas, pueden no ser identificadas
correctamente. Es por eso que a partir del afio 1990 fueron
desarrollados métodos para la deteccion de la coronatina,
faseolotoxina y la syringomicina, basados en los genes que se
requieren para su producciéon (Bereswill et al., 1994; Schaad et al.,
1995; Sorensen et al., 1998) a los que se suma el sistema de Lyndén y

Patterson para la tabtoxina.

TABTOXINA: FACTOR DE VIRULENCIA DE PSEUDOMONAS
SYRINGAE PV TABACI

Pocos afios después de ser descrita por primera vez la enfermedad
algunos investigadores encontraron que el patégeno produce en
medios de cultivo una potente toxina (Johnson y Murwing, 1925;
Clayton, 1934) e incluso lograron reproducir la mancha necrética con
los filtrados estériles de los cultivos de la bacteria en un gran niimero
de especies de plantas. Intensos trabajos a continuacién, realizados
bajo la direccion del Dr. Woolley, permitieron el aislamiento y la
identificacion de la toxina, se informé que la misma es un derivado

de un nuevo a - amino acido (4cido a, e- diamino- (- hidroxi
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pimélico) que denominaron tabtoxinina ( Woolley et al.,1952; Woolley
et al. 1952 ; Woolley et al.,, 1953). Esta fue la primera vez que una
toxina de origen bacteriano era purificada hasta un alto grado de
pureza y caracterizada utilizando modelos y metodologias
bioquimicas. En 1955, Armin Braun propuso el primer mecanismo de
accion de la tabtoxina, en cuya presencia la planta no puede sintetizar

la cantidad normal de clorofila.

Actualmente es bien conocido que Pseudomonas syringae pv tabaci, al
igual que todas las bacterias pertenecientes al grupo syringae,
produce un principio téxico cuyo modo de accién radica en la
inhibiciéon del metabolismo aminoacidico de un gran ntmero de

especies de plantas (Bender et al., 1999).

La bacteria produce la toxina en un gran ntimero de medios de
cultivo e incluso en un medio salino simple que contiene sacarosa
(Braun, 1955). Aun hoy se prosiguen estudiando las condiciones
Optimas para la produccién de la toxina en condiciones de cultivo in
vitro. Dehbi et al., (2001) proponen el medio basal constituido por;
sacarosa (10 g/L), KNOs (5 g/L), MgSO, 7H,O (0.2 g/L), CaCl, 2 HO
(0.11 g/L), FeSOs 7H,O (20 mg/L), NaH,PO, 2H,O (0.9 g/L) y
KH>PO, 3H2O (1 g/L). Segiin comentan los autores el sorbitol, la
xilosa y la sacarosa fueron las mejores fuentes de carbono para la
produccién de la toxina. Entre las fuentes de nitrégeno probadas, el

nitrato fue superior sobre el NHy Cl y la produccién de la toxina fue
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baja o afectada cuando se incluy6 en el medio como tnica fuente de

carbono glucosa, treonina o lisina.

La tabtoxina es un dipéptido formado por un derivado -lactdmico
de la metionina unido mediante enlace peptidico a un residuo de la
treonina (Bender et al., 1999) (Figura 16). El mismo constituye el
precursor de la toxina activa, la cual es activada por peptidasas
presentes en el periplasma bacteriano al hidrolizar el enlace peptidico
(Durbin y Uchytil, 1984; Levi y Durbin, 1986). La toxina también
puede ser transportada en su forma precursora hacia el interior de la
célula vegetal via di y oligopéptido permeasas y activarse en el
interior de la célula por acciéon de aminopeptidasas de la planta. El
derivado f-lactdmico de la metionina, forma activa de la toxina,
inhibe irreversiblemente la glutamina sintasa (Thomas et al., 1983),
una enzima requerida para la sintesis de aminoacidos y clave en la

detoxificacion del amonio en la célula vegetal.

A partir de 1990 se realizaron numerosos estudios para elucidar la
biosintesis y la regulacion de la tabtoxina. Engst y Shaw( 1992)
identificaron el gen tabA involucrado en la produccién de la
tabtoxina. Varios afios mas tarde Liu y Shaw (1997) caracterizaron el
gen dapB y demostraron que es requerido por Pseudomonas syringae
pv tabaci para la biosisntesis de la lisina y el tabtoxinina- - lactam.
Tres genes, fueron caracterizados y localizados en la region 31-kb:

tabA, tabB y tblA ( Engst y Shao, 1992; Barta et al., 1993; Liu y Shaw,

30



1997), region que alberga a todos los genes necesarios para la sintesis

y la resistencia de la tabtoxina (Kinscherf et al., 1991).
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Figura 16. Estructura quimica de la tabtoxina producida por
Pseudomonas syringae pv. tabaci. La flecha indica el sitio de corte de
la aminopeptidasa que libera la treonina y activa la toxina.

(Tomado de Bender et al., 1999).

Muchos efectos deletéreos han sido atribuidos a la acumulacién de
amonio en planta. Un aumento del amonio provoca un desbalance

del equilibrio acido-base de la célula causando, entre otras cosas, la
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destruccion de la clorofila, la ruptura de la membrana de los
tilacoides en los cloroplastos y por consiguiente, el desacople de la
fotofosforilacion responsable de la producciéon energética en el
proceso fotosintético (Turner y Debbage, 1982). La destruccién de la
clorofila se evidencia en el halo clorético provocado por Pseudomonas
syringae pv. tabaci que induce un desenmascaramiento de los

pigmentos carotenoides.

Entre los cuestionamientos mas interesantes formulados por los
investigadores que iniciaron el estudio del modo de accién de la
tabtoxina se encuentra el de ;como puede Pseudomonas syringae pv.
tabaci sobrevivir, desarrollarse y tomar ventaja en un medio
insostenible para el desarrollo de cualquier forma de vida?. Aunque
el patoégeno inhibe la glutamina sintasa del hospedante, la enzima
bacteriana retiene significativa actividad en el periplasma. Knight et
al, (1986) encontraron que una vez iniciada la activacion de la
tabtoxina, es puesto en marcha en la bacteria, un mecanismo de
adenilacion de la glutamina sintasa bacteriana. La adenilaciéon de la
enzima bacteriana protege significativamente a Pseudomonas syringae
pv. tabaci de la accion del inhibidor tabtoxina, aunque,
independientemente de su extensién la misma no resulta suficiente

para proteger completamente la bacteria del efecto de la toxina.

Mas tarde los mismos autores describieron un segundo mecanismo

de autoproteccion consistente en la abertura enzimatica del anillo (3-
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lactdmico, produciéndose un derivado inactivo de la toxina,
tabtoxinina. De igual forma, el patégeno posee un mecanismo de
bloqueo de la maquinaria transportadora que impide la entrada de la
toxina hacia el interior de la bacteria. Varios inhibidores, quizas
liberados por la propia célula vegetal dafiada, inhiben
completamente las permeasas transportadoras de la bacteria (Durbin
y Uchytil, 1988). Es evidente ademads, que la sintesis de un precursor
inactivo de la tabtoxina constituye un mecanismo que protege la
bacteria de la acciéon de la toxina, y garantiza su activacion en el

momento justo y en cantidades suficientes.

Aunque la tabtoxina esta asociada con los sintomas del fuego salvaje,
su rol preciso en la enfermedad es controversial, pues la correlacion
entre la produccion de la toxina y la patogenicidad puede ser
cuestionable. ;Es la tabtoxina un determinante indispensable para la
patogenicidad de Pseudomonas syringae pv. tabaci o simplemente un
factor de virulencia? Tres razones apuntan a considerar la capacidad
de Pseudomonas syringae pv. tabaci de producir tabtoxina, un factor
que contribuye o modifica la extension de la patogenicidad pero no la
convierte, en ninguno de los casos, en indispensable para que la

bacteria pueda colonizar y desarrollar la enfermedad en la planta:

1. Cuando Pseudomonas syringae pv. tabaci pierde la capacidad de
producir la toxina, se hace indistinguible de Pseudomonas

syringae pv. angulata, patégeno responsable de la mancha
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angular de la hoja. Estudios bioquimicos y moleculares indican
que esta ultima especie pudiera ser una variante,
espontaneamente mutada, de Pseudomonas syringae pv. tabaci que
ha perdido la capacidad de producir tabtoxina (Kinscherf et al.,
1991).

La frecuente ocurrencia en la naturaleza de cepas defectuosas en
la produccién de tabtoxina, lo cual es causado por Ila
inestabilidad del segmento génico de 31 kb que codifica las
proteinas responsables de la sintesis de tabtoxina. Este segmento
génico se escinde del cromosoma bacteriano con una elevada
frecuencia (Kinscherf et al., 1991), esto pone en tela de juicio la
estricta dependencia de la bacteria hacia la toxina. Procesos
indispensables para la supervivencia de un microorganismo son

protegidos en la naturaleza por varios mecanismos redundantes.

Contrariamente, si los genes que permiten la sintesis de
tabtoxina son introducidos en cepas de Pseudomonas saprofiticas,
los nuevos microorganismos son incapaces de causar los

sintomas del fuego salvaje.

Todas estas observaciones indican que la colonizacién de la planta

depende de otros factores independientes de la produccién de la

toxina. Esta toxina, como en otros fitopatégenos, no parece ser

determinante en la patogenicidad, sino un factor que contribuye a la
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virulencia del patégeno, jugando un papel importante en el

desarrollo de los sintomas.

No obstante Batchvarova et al. (1998) realizaron un estudio
interesante en la generacion de tabaco transgénico resistente a
Pseudomonas syringae pv. tabaci . Ellos clonaron el gen ttr en tabaco,
que confiere resistencia a Pseudomonas syringae pv tabaci contra su
propia toxina. Los transformantes fueron retados para resistencia al
fuego salvaje. Aproximadamente entre 30 y 60 % de los cultivares de
tabaco obtenidos mostraron resistencia en la generacion F0. La F1
mostré mucho maés nivel de resistencia en aproximadamente un 80 %.
De tal forma se comprobé que la progenie hered6 el nuevo caracter
hasta obtenerse a partir de la cuarta generacion un 100 % de
resistencia. Por supuesto, la estabilidad del inserto génico se
comprobé también mediante técnicas moleculares. Las plantas
controles desarrollaron el sintoma clorético en los dos-tres primeros
dias después de la inoculacion. Este experimento demostrd varios
puntos interesantes en relacion con la patogénesis de Pseudomonas
syringae pv tabaci y los mecanismos de resistencia de la planta. En
especial provee argumentos a favor de la importancia de tabtoxina en

la patogénesis de Pseudomonas syringae pv tabaci.

(Qué ventajas podria ofrecer a Pseudomonas syringae pv. tabaci la
producciéon de tabtoxina? La toxina producida por este patégeno

pudiera contribuir al movimiento sistémico de la bacteria por la
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planta al provocar la muerte de las células parenquimatosas. Al morir
estas, liberan los nutrientes necesarios para el patogeno, los cuales
también pudieran actuar como activadores de la sintesis y liberacion
de la toxina. De esta forma, la tabtoxina contribuye a la virulencia de
la bacteria favoreciendo el desarrollo de la lesién y la multiplicaciéon
del patégeno en la planta. La accion de la toxina en las etapas
tempranas de la invasiéon del hospedero podria evitar el

desencadenamiento de los mecanismos de defensa de la planta.

Una vez aislada y determinada la estructura de la tabtoxina era
esencial, segin Braun (1955), conocer no solamente la estructura
quimica de todos los componentes, sino también determinar desde la
base de la estructura el mecanismo involucrado en el desarrollo del
sintoma. Interesantes experimentos, utilizando el alga Chlorella
vulgaris, fueron conducidos para definir los términos fisiologicos y
bioquimicos en el transcurso de la produccion de la lesion patologica
del fuego salvaje. Cuando la tabtoxina fue probada en Ch. vulgaris, el
crecimiento de este organismo fue completamente inhibido por
concentraciones convenientes de la toxina estéril. Cuando el medio
de cultivo, que contenia la toxina, fue suplementado con higado o
extracto de levadura se obtuvo un cambio del efecto sobre el alga, lo
cual sugirié que la tabtoxina interfiere en la sintesis, por Chlorella, de
algin factor esencial de crecimiento. El estudio de muchos
componentes probados revelo, que la utilizacion del dL- metionina es

anulada por la accién de la toxina. Los resultados experimentales con
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el uso del alga y el anélisis estructural indicaron que la tabtoxina es
andlogo estructural de la metionina y la relaciéon entre ambos quedo
esclarecida cuando sus estructuras fueron comparadas con la
estructura del antimetabolito sintético de la sulfoximina de
metionina. Cuando se efectué una comparaciéon de la actividad
biolégica en hojas de tabaco de varios andlogos estructurales de la
metionina y la toxina del fuego salvaje, solamente la sulfoximina de
metionina, fue capaz de reproducir totalmente la manifestacion toxica
de la enfermedad. Introducida en hojas de tabaco como solucién
acuosa en concentraciones desde 0,05 hasta 0,1 mg/ ml provoco la
formacién de halos cloréticos no distinguibles de los producidos por
la tabtoxina de P. syringae pv tabaci, segin informa Braun (1955)

(Figura 17).

CHs

NH_H

COOH

S 4 e T —

Figura 17: Comparacién de la actividad biolégica en hojas de tabaco
de la tabtoxina(a la izquierda), la sulfoximina de metionina ( centro) y

la metionina( a la derecha). (Tomada de Braun, 1955).

37



De esta forma qued6 determinado que el analogo quimico de la
tabtoxina es la sulfoximina de metionina, por su estructura similar y
actividad biolégica sobre el tabaco. La misma fue utilizada en la
seleccion de mutantes resistentes a Pseudomonas syringae pv tabaci y a

la tabtoxina por Carlston (1973).

Stefanova et al., (2007) utilizaron como inmundégeno la sulfoximina
de metionina unida a la especie bacteriana Pseudomonas syringae pv
tomato, biolégicamente similar a Pseudomonas syringae pv tabaci, bajo
un tratamiento especifico, que propiciara la unién de unidades de la
sulfoximina de metionina a su superficie externa. La inmunizacién en
conejos condujo a la generacién, por una parte, de anticuerpos contra
Pseudomonas syringae pv tomato, que reconocen cruzadamente a
Pseudomonas syringae pv tabaci, y por otra, de anticuerpos que pueden
reconocer a la tabtoxina, que potenciaron el reconocimiento de esta
ultima bacteria, resultados que aportan elementos sobre la
posibilidad del uso de la sulfoximina de metionina en el desarrollo de

herramientas para el diagndéstico del patégeno.

REQUERIMIENTOS BIOECOLOGICOS PARA EL DESARROLLO
DE LA ENFERMEDAD.

El fuego salvaje esta fuertemente influenciado por diversos factores
bioecolégicos donde la humedad parece ser el elemento

desencadenante para el desarrollo y propagaciéon de la enfermedad
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de forma epidémica, causante de los verdaderos estragos en el

semillero y en el campo.

En los meses en los cuales tiene lugar la campafia tabacalera, se crean
condiciones climéticas favorables para el Fuego Salvaje. Variaciones
de temperatura entre 15 y 37°C no parecen afectar considerablemente
el desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, las lluvias son
indispensables para provocar la impregnacion en agua de las hojas de
tabaco, lo cual parece condicionar la asombrosa rapidez con que se
propaga la enfermedad y se desarrollan los sintomas (Johnson, 1937).
En la literatura esta fuertemente fundamentado el efecto de las
tormentas con agua y viento que al golpear sobre las hojas facilitan la
impregnacion en agua de las mismas. Johnson (1936) por primera vez
discute la probable relacion entre la impregnacién o embebimiento en
agua de los tejidos, la infecciéon y desarrollo de epidemias por el
fuego salvaje y el fuego negro en tabaco. Una estrecha relacion fue
observada por Braun y Johnson (1939) entre la cantidad de tejidos
impregnados en agua encontrados en los semilleros y la presencia del
fuego negro. Sefiala Fulton (1980) que el fuego salvaje ha ocurrido
por muchos afios en el estado de Wisconsin, tanto en los semilleros
como en el campo, donde a pesar de la esporadica aparicion, las
pérdidas en el cultivo han sido altas en los afios con abundante lluvia.
No obstante, basta solo la incidencia de periodos hiimedos con
lluvias ligeras intermitentes, una alta humedad del suelo y una

atmosfera saturada de humedad para que se produzca el empapado
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natural de las hojas de tabaco. Gao y Gao (1997) sittan la lluvia en
primer lugar entre los factores que intervienen en el desarrollo de la

enfermedad y la época de siembra vinculada a ella.

La bacteria Pseudomonas syringae pv. tabaci pertenece al grupo de los
fitopatogenos que invaden el tejido parenquimatoso de la planta,
entran a través de los estomas, los hidatodos y diversas heridas
provocadas por insectos, herbivoros y el hombre. En los espacios
intercelulares llenos de agua la bacteria encuentra el medio idéneo
para multiplicarse y propagarse a través de los tejidos con
extraordinaria rapidez. He aqui el momento de recordar el factor
lipopolisacérido y su funciéon de conducir el agua necesaria para la
multiplicacion de Pseudomonas syringae pv. tabaci dentro de los
espacios intercelulares. Segtan Clayton (1936) se requiere que las hojas
permanezcan empapadas por lo menos 24 horas para el desarrollo
epidémico de la enfermedad. En las hojas impregnadas en agua, en
48 horas se producen grandes lesiones de tejido afectado mientras
que sin impregnacion de agua se requiere alrededor de una semana

para el desarrollo de lesiones de pequefio halo (Johnson, 1937).

Wannamaker y Rufty (1989) precisan que el periodo hiimedo post-
infeccion de 24, 36 y 48 horas eleva significativamente el porciento
del area foliar dafiada, siendo la severidad mayor cuando la
humedad se combina con una concentracion alta de 1 x 108 ufc / ml

de la bacteria. El factor humedad explica la elevada sensibilidad en
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los semilleros del tabaco con poblaciones altas de plantulas y la razén

de los verdaderos estragos que se registran en esta fase del tabaco.

Cuando persiste una gran humedad y los tejidos de la planta se
encuentran embebidos en agua, tiene lugar un flujo desde el exterior
hacia el interior de la hoja arrastrando consigo la bacteria. Igualmente
la entrada a presién del microorganismo se produce por efecto de la
lluvia golpeante sobre la hoja o la salpicadura por el envés. En este
sentido se debe tener en cuenta la presencia de flagelos polares en
Pseudomonas syringae pv. tabaci lo cual la convierte en un
microorganismo movil y facilita su movimiento dentro y fuera de los
tejidos (Hill, 1930). La poblacién de la bacteria muestra una fase
exponencial creciente tanto en las hojas del tabaco como en cultivo in
vitro (Sigee y El - Masry, 1989). Segin demuestran estos
investigadores, ocurre cambio en el tamafio celular que al inicio del
periodo de infeccién es mayor mientras que la proporcién de células

con flagelos se incrementa notablemente durante la fase logaritmica.

Varios factores parecen influir sobre el efecto de la humedad y la
impregnacion de las hojas en agua. Los fotoperiodos, los cuales
determinan el intercambio gaseoso de la planta y por tanto controlan
la abertura de las estomas, condicionan el infiltrado de agua de las
hojas y asi la entrada de la bacteria. Durante el dia, cuando los
estomas estan abiertos, las hojas pueden empaparse de agua con mas

facilidad que por la noche cuando estos se encuentran cerrados.
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Un efecto similar tiene lugar con la presencia de heridas mecanicas
frescas o las propias lesiones del fuego salvaje. Experimentos durante
1991- 1994 sefialaron las heridas y los estomas entre las entradas mas
importantes de la bacteria (Gao y Gao,1997). Las hojas basales
maduras quedan saturadas en agua con mas rapidez que las hojas
jovenes de la punta. El desbotonado bajo, ademas de constituir una
via de entrada para el patégeno, aumenta la susceptibilidad a la
saturacion por agua, posiblemente debido al efecto fisioldgico que
tiende a la maduracion simultdnea de todas las hojas de la planta, en
lugar de producirse la maduraciéon progresiva desde la base hacia

arriba.

La fertilizacion alta en nitr6geno y baja en potasio aumenta la
susceptibilidad de la planta a la saturacion de agua (Clayton, 1937,
Allington y Johnson, 1942). Gao y Gao (1997) sittian la fertilizaciéon
entre los factores estrechamente relacionados con la ocurrencia de la
enfermedad en el campo. No es de sorprender que la predisposicion
de la planta a la impregnacién en agua esté también controlada por
componentes genéticos. Se ha demostrado que algunas especies y
variedades se saturan de agua maés facilmente que otras y que existe
una correlacion entre la predisposicion genética a la saturacion de
agua del tabaco y la resistencia al fuego salvaje (Heggestad, 1945).
Clayton (1947) describi6 la influencia de la saturaciéon de agua sobre

el desarrollo de las lesiones en las hojas en la variedad resistente TL
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106, la cual es también resistente al embebimiento en agua.

El comportamiento y diseminacién de Pseudomonas syringae pv. tabaci
presupone la existencia de otras variables bioecoldgicas que inciden
positivamente sobre el desarrollo del fuego salvaje y que estan
directamente relacionadas con la fuente de inoculaciéon. Han sido
definidas varias fuentes de indculo que posibilitan ademaés la
hibernacién de la bacteria entre cosechas y la diseminaciéon de la

enfermedad en el semillero y las plantaciones.

La semilla constituye la primera fuente de contaminacion definida, lo
cual es enteramente posible si se tiene en cuenta que las capsulas
pueden ser atacadas por el patégeno reproduciendo sintomas de la
enfermedad y la bacteria ha sido identificada en la testa y el
endospermo (Gao y Gao, 1997). Son varias las experiencias en las que
se contaminan semillas con cultivos puros de la bacteria y se
manifiesta posteriormente la enfermedad en todas las plantulas
provenientes de semillas infestadas (Wolf, 1957; Johnson y Murwing,
1925). Algunas de ellas sugieren que las semillas infectadas
constituyen una fuente de inéculo del patégeno hasta los dos afios de
almacenamiento. La evidencia mas significativa de que la semilla es
fuente de inéculo de Pseudomonas syringae pv. tabaci viene de la
amplia distribuciéon mundial de este patogeno. Actualmente esta
fuente de contaminacién contintta siendo la causa de graves

epidemias.
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Los restos de cosechas infectadas por la enfermedad constituyen otra
fuente importante de inéculo (Valleau et al., 1944; Knoche et al., 1994,
Gao y Gao, 1997). Las hojas de plantas enfermas secadas al aire
durante 198-298 dias son capaces de provocar la infeccion (Clinton y
Mc Cormick, 1922). Este resultado junto a otras evidencias (Johnson y
Murwing, 1925) confirman que la bacteria del fuego salvaje puede
permanecer en los detritos secos de tabaco que quedan en el campo y
provocar la infeccion de las plantas sembradas en la préxima
temporada. Pseudomonas syringae pv. tabaci ha sido aislada viable de
hojas de tabaco manufacturado y varias fuentes hacen referencia de
que los propios trabajadores agricolas, que mastican hojas secas de
tabaco, pueden introducir la bacteria al escupir sobre las plantulas

durante la atencion cultural al semillero.

A pesar de algunos contradictorios resultados obtenidos durante la
primera mitad del siglo pasado (Johnson y Murwing, 1925; Clinton y
Mc Cormick, 1922; Wolf, 1957; Valleau et al., 1944; Reid et al., 1942)
todo parece indicar que el suelo es otra fuente de indculo de
Pseudomonas syringae pv. tabaci. Las principales evidencias provienen
de la infectacion de plantas de tabaco sanas al plantarlas en suelo
procedente de plantaciones enfermas (Clinton y Mc Cormick, 1922),
de la apariciéon de la enfermedad en el semillero (Wolf, 1957) por el
mismo sitio donde ocurri6é la enfermedad el afio anterior y por el

éxito en lograr la apariciéon de la enfermedad cuando se utiliza una
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suspension de suelo proveniente de semilleros infectados como
fuente de indéculo (Valleau et al., 1944). Estos autores lograron la
aparicion de los sintomas de la enfermedad a partir de 35 de 116
muestras de suelo. En este sentido seria interesante considerar, en
futuros estudios, la influencia de la densidad de la bacteria en el
inéculo y la influencia de las caracteristicas del suelo en la

supervivencia de la misma.

Algunos autores consideran las raices de plantas silvestres y
cultivables, entre ellas el pasto, como una fuente de indculo tan
importante como las propias semillas de tabaco infectadas y mas
importantes que los detritos de plantaciones infectadas. Es larga la
lista de plantas que pueden ser afectadas o de las cuales puede ser
aislada Pseudomonas syringae pv. tabaci y donde el patégeno puede
invernar o multiplicarse. Adicionalmente, la bacteria ha sido aislada
de las raices de varias plantas silvestres cercanas al semillero, tales
como Ambrosia artemisiifolia, Capsella bursa-pastoris y Cerastium arvensis

(Valleau et al., 1944).

Una fuente de in6culo poco considerada y superficialmente estudiada
lo constituye la tela con la cual se cubren los semilleros. La
fundamentacion que sustenta este criterio proviene de experiencias
en las cuales se han plantado semilleros utilizando simultdneamente
coberturas nuevas y coberturas provenientes de semilleros afectados

y s6lo se ha manifestado la enfermedad en el semillero cubierto por la
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tela infectada (Wolf, 1922).

Ciertos insectos, como dos especies de la pulga saltona (Epitrix
hirtipennis y Epitrix parvula), la especie Macrosiphum sp, las larvas de
Ephestia elutella y la mosca blanca (Aleurodes vaporarium) han sido
informados como vectores naturales que diseminan la bacteria. Se ha
observado como las lesiones del fuego salvaje se desarrollan
alrededor de las perforaciones provocadas por la pulga saltona; en
1957, Wolf aislé Pseudomonas syringae pv. tabaci del cuerpo de este

insecto.

A pesar de no encabezar la relacion aqui descrita de vias de
propagacion de la enfermedad, las plantulas infectadas procedentes
de semilleros contaminados constituyen la mas importante y
evidente via de propagacion de la enfermedad en el campo, sobre
todo si el trasplante viene acompafiado de lluvias intensas con
vientos, los cuales arrastran la bacteria de planta a planta alcanzando

distancias considerables.

Finalmente, debe tenerse en cuenta que la diseminaciéon del fuego
salvaje en el semillero puede producirse a través de la operacion de
desyerbe o cuando los trabajadores se mueven indiscriminadamente

de semilleros enfermos a semilleros sanos.
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COMPORTAMIENTO VARIETAL Y RAZAS DE PSEUDOMONAS
SYRINGAE PV TABACI.

En la década siguiente a la descripcion del fuego salvaje varios
investigadores (Chapman y Anderson, 1921; Clinton y McCormick,
1922; Fromme y Wingard, 1922; Anderson, 1925) notaron diferencia
en la resistencia varietal frente a la enfermedad sin percatarse,
posiblemente, de la importancia de esta observacion y de los futuros
arduos trabajos de selecciéon de variedades como medida de control.
Diez afios mas tarde Garner et al., (1936) reportaron la seleccion de la
variedad Narrow - Leaf Orinoco, cultivada en Virginia, con alguna
resistencia al fuego negro. Valleau et al., (1943) informaron el tabaco
Dark como mas resistente al fuego negro que los cultivares de Burley,

crecidas en las mismas areas.

Con la liberacién de la primera variedad de tabaco resistente al fuego
salvaje (Heggestad et al., 1960) se inici6 la incesante busqueda de
variedades resistentes como la principal y méas poderosa arma para
combatir Pseudomonas syringae pv. tabaci. En 1963 fue liberado el
cultivar resistente Habana 501(Ogden, 1963) reemplazado mas tarde
por Habana 503. Ambos derivaron su resistencia de Nicotiana
longiflora mediante el cruzamiento de Nicotiana tabacum con el hibrido
TL 106 de N. longiflora (Clayton, 1947). Algunos afios después fueron

encontrados ocasionalmente sintomas tipicos del fuego salvaje en
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Habana 503 y més tarde resultaron infectados otros cultivares que
tenian parentesco con TL 106 (Skoog y Fulton, 1976) clasificandose las
estirpes de la bacteria en comunes y virulentas, siendo mas tarde

agrupadas en razas.

La designacion de razas se define por la reacciéon de los diferentes
cultivares a la accién de cepas del microorganismo patégeno. Dos
razas han sido reconocidas por mucho tiempo para Pseudomonas
syringae pv. tabaci: Raza O para las estirpes de la bacteria que infectan
variedades que no contienen resistencia proveniente de Nicotiana
longiflora (Clayton, 1947) y Raza 1 patogénica en variedades que
contienen resistencia proveniente de Nicotiana longiflora o que no
contengan resistencia derivada de N. rustica. Recientemente se ha
informado una tercera raza (Raza 2) para estirpes aisladas (Tox+ y
Tox-) en Zimbabwe que afectan las dos lineas de tabaco que hasta
ahora han conferido resistencia. La caracterizacion patogénica de esta
nueva raza describe estirpes Tox+ con presencia de halo clorético,
lesiones de hipersensibilidad y necréticas, y estirpes Tox- que
producen lesiones de hipersensibilidad y ausencia de clorosis

(Mapuranga, 1998).

Para la caracterizacion de las razas 0 y 1 se utilizan las variedades de
tabaco Havana 142 (susceptible a las dos razas), Havana 503
(susceptible a la raza 1, pero resistente a la 0), Havana 615 (resistente

a las dos razas, pero que contiene de un 5-10% de plantas sensibles a
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la raza 1), Nicotiana rustica (resistente a las dos razas) (Knoche et al.,

1994).

La existencia de razas del patdogeno, que parecen surgir de la
continua evolucién o seleccion de estirpes capaces de franquear las
barreras que le impone el hombre, ha hecho mas dificil el desarrollo e
implementacién de resistencia en las variedades comerciales, ya que
esto implica, ademas del trabajo de genetistas, un riguroso aporte de
los fitobacteridlogos al hacerse necesaria la caracterizacion de las
estirpes que especificamente afectan una region determinada. En los
Estados Unidos se han empezado a realizar validaciones de la
resistencia directamente en las plantaciones, pues existen criterios
que la validacién en condiciones experimentales no se corresponde

con los resultados en las condiciones del campo.

Después de reconocer que la resistencia a la raza 1 podia lograrse a
partir de N. rustica se inici6 un programa para su incorporacion
contra las nuevas estirpes de la bacteria (Stavely y Skoog, 1976), no
obstante los esfuerzos las variedades resistentes de tabaco no son
muy abundantes ya que no resulta facil obtener material que retina la

resistencia con la calidad orgaléptica requerida.

La tabla II ofrece una lista de variedades de tabaco resistentes al
fuego salvaje y la tabla III muestra los resultados de la experiencia

con variedades americanas en campo.
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Tabla II. Variedades de tabaco resistentes a Pseudomonas syringae pv.

tabaci. Comportamiento frente a las tres razas del patégeno.

Pseudomonas syringae pv
GENOTIPO / CV tabaci
Raza 0 | Razal | Raza?2
N. longiflora R S
N. rustica R R
BY 21 R R
BY 10 S S
HAVANA 142 S S
HAVANA 503 / 503B R S
HAVANA 615 / 627 R R
CV. KUTSAGA E1 S S S
LINEWZ3-2-1 X
R R S
KUTZAGA 35

A partir del intenso trabajo en la incorporacién de resistencia al fuego
salvaje en variedades de tabaco, se ha podido determinar que la
misma reside en un gen dominante (Woodend y Mudzengerere,
1992) y que la resistencia a los estirpes Tox+ y Tox- pudiera estar

relacionada, puesto que la resistencia a Pseudomonas syringae pv. tabaci
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generalmente suele expresarse también contra Pseudomonas syringae
pvu. angulata. En este sentido algunos autores consideran la existencia

de dos genes dominantes relacionados.

Tabla III. Resultado de las experiencias americanas en la validacion
de la resistencia a Pseudomonas syringae pv. tabaci en condiciones de

campo

Pseudomonas syringae pv. tabaci /
VARIEDADES
Pseudomonas syringae pv angulata
KY 14 R
KY 17 R
TN 90 R
CLAY 501 I
KY 907 R
NC3 R
KY8959 R
KY 10 S
MSKY 14 X L8 R

Con la aplicaciéon de técnicas moleculares al estudio de la interacciéon
planta-patégeno y la incorporacion de resistencia mediante la

ingenieria genética, se ha podido determinar que ademas de los dos
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genes dominantes que confieren resistencia al fuego salvaje, existen
genes modificadores que determinan la susceptibilidad y la respuesta
de la planta (Batchvarova et al., 1998; Beffa et al., 1995; Thilmony et al.,
1995; Florack et al., 1995).

Tal es el caso de genes que codifican caracteristicas morfolédgicas
(estructura de los estomas o predisposicion al embebimiento en agua)
y fisiol6gicas (capacidad tamponante del medio intercelular). Johnson
(1936) fue el primero en llamar la atencién a los investigadores sobre
la relacién entre el embebimiento natural de los tejidos del tabaco y el
desarrollo de epidemias por el fuego salvaje y el fuego negro. En
1936, Dr. Clayton encontr6é que la variedad American resulto una de
las mas susceptibles y la variedad Daruma la mas resistente, entre las
cien variedades y estirpes de N. tabacum probadas, en cuanto al

embebimiento por agua.

Motivado por las mdultiples evidencias de este hecho, Heggestad
(1945) compar6 la reacciéon frente al embebimiento en agua de
numerosas variedades locales, domésticas e introducidas del exterior,
bajo las condiciones de cdmara htmeda, casa de vegetacion y de
semillero, incluso estudié la posibilidad de que este caracter,
relacionado con la resistencia, fuese heredable. Qued6é demostrado
experimentalmente que la resistencia a la enfermedad guarda
estrecha relaciéon con la resistencia al embebimiento por agua, las

variedades American y Daruma se reafirmaron como susceptibles y
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resistentes, respectivamente. La poblacion F1 se mostr6
aparentemente intermediaria sin embargo, en algunas variedades
hubo evidencia de una resistencia parcial dominante, la reaccién en
F2 y F3 claramente indic6 la segregacion del factor genético que
controla la herencia del factor, la resistencia resulté predominante en
la poblaciéon F3. De esta manera Heggestad (1945) sugiri6 que es
posible descartar, mediante la seleccién de este caracter de resistencia
a variedades de tabaco susceptibles. Dos afios més tarde Clayton
(1947) sefiald, que la resistencia de la variedad Burley -21 esta

relacionada con la resistencia que muestra al embebimiento en agua.

Todo esto presupone un conjunto de factores genéticos y ambientales
que propician una efectiva expresion de la resistencia al fuego salvaje.
Por ejemplo, Burley-21 en las condiciones brasilefias expresa una
resistencia intermedia, la cual se podria explicar con los factores
nutricionales, ambientales o por la interaccion con insectos que
logran abrir una puerta de entrada al microorganismo. Esto define un
tipo de herencia cuantitativa que es la que se verifica en las
condiciones de campo y se contrapone a la herencia cualitativa
determinada por los dos genes dominantes, la cual deberia

expresarse como todo o nada.

Durante la década del ochenta, las variedades comerciales cubanas
fueron evaluadas en las condiciones de la antigua Unién Soviética. El

estudio fue realizado utilizando el método tradicional de probar la
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resistencia frente a la infecciéon natural en el campo y la selecciéon de
las lineas menos afectadas. Las evaluaciones se realizaron en varias
estaciones experimentales bajo infeccion natural de intensidad media

y elevada de la enfermedad.

Tabla V. Afectacion por Fuego Salvaje de variedades de tabaco
cubano frente a una mediana intensidad de la enfermedad (Resumido
de Vinogradov et al., 1988).

Desarrollo de Plantas no Raneo de
VARIEDAD Fuego Salvaje Afectadas 59 "
afectacion
(%) (%)
Habana 7.5.1 0 100 0
Cabaiguan 7HC 0 100 0
F.5.11 0 100 0
Escambray 70 0 100 0
Cabaiguan 72 0 100 0
Pelo de Oro 0 100 0
Corojo 0 100 0
Virginia 315 0 100 0
Ky-17 2.8 85.7 0-1
Criollo 11.7 88.2 0-5
Habana Resistent, 0 100 0
Canada 0 100 0
Habana 142, EUA 0 100 0
Burley 21, EUA 100 0 5

*Escala de evaluacion de la infeccién; 0 = no hay manchas de
afectacion; 1 = manchas aisladas, menos del 1% de superficie foliar; 2
= afectado 1-5 % de la hoja, de 2 a 3 manchas por plantas; 3 =5 -25 %
de la hoja afectada 6 1/3 de hojas manchadas; 4 = 25 -50 % de la hoja
afectada 6 50 % de hojas manchadas; 5 = mas del 50 % de afectacion.
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Tabla VI. Afectacion por Fuego Salvaje de variedades de tabaco
cubano ante una intensidad alta de la enfermedad (Resumido de
Vinogradov et al., 1988)

Desarrollo de Plantas no Rango de
VARIEDAD ) Afectadas afectacion
Fuego Salvaje (%) (%) .
Habana 7.5.1 8.2 58.8 0-1
Cabaiguan 7HC 3.5 82.6 0-1
F.5.11 5.5 77.8 0-2
Escambray 70 8.6 66.7 0-3
Cabaiguan 72 10.0 62.5 0-2
Pelo de Oro 21.1 22.2 0-3
Corojo 15.0 33.6 0-3
Virginia 315 8.7 56.2 0-2
Ky-17 24.3 28.6 0-4
Criollo 35.0 33.0 0-5
Habana Resistent, 0 100 0
Canada 0 100 0
Habana 142, EUA 8.5 57.1 0-1
Burley 21, EUA 100 0 5

Las tablas V y VI muestran los resultados obtenidos con las
variedades cubanas y otras de referencia internacional. Los
resultados sefialan un elevado grado de resistencia de las variedades
Habana 7.5.1 y Cabaiguan 7 HC y el mayor o menor grado de
resistencia de otras diez variedades evaluadas en este estudio
(Vinogradov et al., 1988). Si bien alguna de las variedades comerciales
actuales posee en su progenie lineas cuya resistencia ha sido
evaluada en condiciones naturales (Vinogradov et al., 1988), esto no

implica la incorporacion de los factores determinantes de la
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resistencia (Tabla VII).
Tabla VII. Variedades comerciales de tabaco cubano que poseen en su

progenie lineas de probada resistencia al fuego salvaje.

VARIEDAD PROGENITORES
Habana 2000 Corojo x Habana 2.1.1
Habana 92 Corojo x RxT (Polaca)
Habana VA Corojo X GA-955

(Australiana)
S. Spiritus 96 Habana 92 x Habana RxT
BH-13 BH-11 x Ky 17

RANGO DE HOSPEDANTES DE PSEUDOMONAS SYRINGAE PV.
TABACI.

El solo hecho de que la bacteria secrete una toxina que afecta el
metabolismo nitrogenado de la planta, la convierte en una bacteria
facilmente inoculable en numerosas especies de plantas, lo cual ha
sido comprobado experimentalmente por muchos autores (Wolf y
Foster, 1918, Chapman y Anderson, 1922; Clinton y Mc Cormick,
1922; Johnson et al., 1924; Anderson, 1925; Valleau et al., 1943).

Johnson et al. (1924) emplearon cultivos virulentos de Pseudomonas

syringae pv. tabaci 'y provocaron la infeccién en especies de 24 familias
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de plantas. Las mismas se inocularon dejando caer solamente una
gota de la suspension bacteriana o provocando una lesién con la
punta de una aguja. Entre las solandceas, ademas del tabaco, lograron
la infeccion del pimiento, la berenjena, la papa, el tomate y la cereza
(Physalis grandiflora). El rango de hospedantes descrito por estos
autores comprende cuatro especies de cucurbitdceas, 13 leguminosas,
11 gramineas, 7 cruciferas, 6 compositiceas, 5 poligonaceas, 5
malvéaceas y 2 umbeliferaceas. En plantas cultivables los autores
describieron la infeccién en el meldn, la sandia, la calabaza, el pepino,
el frijol, el guisante, el cacahuete, la soya, la alfalfa, el trigo, la avena,
el centeno, la cebada, la berza, el nabo, el rabano, la mostaza, la
lechuga, la remolacha, la espinaca, la zanahoria, y el algodén. Entre
las especies de Nicotiana (N.), sefalaron N. alata grandiflora, N.
angustifolia, N. atropurpureum, N. wvigelovii, N. caliciflora, N.
campanulata, N. chinensis, N. glutinosa, N. langsdorffii, N. laterrima, N.

sylvestris y N. trigonophylla.

Anderson (1925) realiz6 un experimento similar con 41 variedades de
N. tabacum y confirm¢6 los resultados obtenidos por Johnson et al.
(1924), incluyendo ademds otras especies susceptibles como N.
colosea, N longiflora, N. plumbaginifolia, N. quadrivalvis, N. sanderae y N.
wigandoides. Este autor también describe a las especies N. alata, N.
attenata, N. nudicaulis, N. repanda, y N. rustica como altamente

resistentes.
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Existen hospedantes cuya principal funcién es garantizar la
hibernacién del patégeno y la presencia del in6culo bajo condiciones
naturales de campo. En este sentido Valleau et al. (1944) demostraron,
en los afios 40, que la bacteria se multiplica en la superficie de las
raices de varias plantas cultivadas y también en las silvestres, donde
sobrevive durante todo el afio, por lo que se pudiera considerar a
Pseudomonas syringae pv. tabaci un habitante del suelo. En la lista de
malezas vinculadas al Fuego Salvaje se encuentran el pimiento de
agua (Polygonum hydropiper L), bolsa de pastor (Capsella borsa-pastoris
L), hierba mora (Solanum nigrum L wvar. americanum), arrocillo
(Echinochloa crusgalli L), diente de ledén (Taraxacum officinale),
Desmodium canum, Ipomoea cynanchifolia, Ipomoea spp., Vigna sinensis,

Atropa belladona y Nicandra physaloides.

Los estudios durante varios afios han sumado al tabaco, la soya
(Glycine max L Mern), el frijol (Phaseolus wvulgaris L.), el pepino
(Cucumis sativus), el chicharo (Pisum sativum) y recientemente la
fruta bomba (Carica papaya L.) como cultivos hospedantes en
condiciones naturales de la bacteria. Los sintomas en el chicharo son
similares a los en la soya (Ribeiro y Hagedorn, 1976) y en el pepino el
fuego salvaje provoca manchas angulares parecidas a las de

Pseudomonas syringae pv lachrymans (Robbs et al., 1990).

En las hojas de la fruta bomba se observan manchas cloréticas con

centro necrético y tizén foliar (Figura 18), a veces circundadas por
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halos cloréticos con presencia de exudado (Beriam et al., 2002; Beriam

et al., 2006).

Figura 18. Sintomas del fuego salvaje en hoja de fruta bomba (Carica

papaya ) ( Foto de Beriam et al., 2002).

La soya (Glycine max L Mern) y el fuego salvaje

De los hospedantes naturales, en el frijol y la soya se han registrado
afectaciones econémicamente importantes y la enfermedad ha sido
estudiada con una mayor profundidad, segin muestran los articulos

publicados.

El primer reconocimiento y estudio del fuego salvaje en el cultivo de
la soya pertenece a Allington (1945), en los Estados Unidos de
América, en la primavera de 1943, aunque el propio autor sefiala que

probablemente la enfermedad ha estado presente antes de la fecha.
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De hecho ya existia informacion sobre la susceptibilidad del cultivo a
la inoculacién artificial (Johnson et al., 1924; Valleau et al., 1943). Las
primeras muestras procedian de campos de Mississipi y més tarde
fue observado el fuego salvaje en todas las &reas de produccién,
excepto en el estado de Carolina del Norte, donde la enfermedad
aparecié algo mas tarde. Al principio de agosto de 1943 fueron
reportadas infecciones severas en Arkansas, Tennesse, Alabama y
Georgia. Después de 1944 fueron registradas infecciones en todos los
estados del sur y del norte del pais, en la mayoria de los campos estas
se presentaron como dreas definidas y en muy pocos casos la

infeccion fue uniforme, relaciondndose esto con la fertilidad y el

drenaje (Allington, 1945).

Segun Allington, los sintomas son confinados al follaje y son tan
caracteristicos que podian constituir criterio a respetar para el
diagnoéstico de la enfermedad: manchas necréticas de color carmelita
oscuro a negro que contrasta con el color del halo clorético
circundante. Las lesiones pueden unirse y motivar quemazén con
una severa desfoliacion prematura (Allington, 1945; Clayton, 1950;
Chamberlain, 1956), con pérdidas en el cultivo sobre todo en periodos
de lluvia. Las fuertes lluvias guardaron estrecha relaciéon con la
epidemiologia de la enfermedad, bajo estas circunstancias se
incrementa la presencia de agua en la superficie de las hojas y en los
espacios intercelulares, y la penetracion y la dispersién de la bacteria

se hacen extremadamente rédpidas requiriendo para eso solamente de
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pocos segundos. Allington (1945) estim6 que en las hojas embebidas
de agua se producen alrededor de 7-8 generaciones bacterianas
durante 24 horas en contraste de una sola generaciéon en condiciones

contrarias.

Aunque Allington describe en su articulo de 1945 solamente sintomas
foliares, puntualizando que en las vainas y las semillas no se hall6
infeccién, més tarde Graham (citado por Jardim Freire, 1963) se
refiere al ataque de la enfermedad en todas las partes de la planta:
tallo, ramas, peciolos, vainas y semillas. Jardim Freire (1963), en un
detallado estudio del fuego salvaje en la soya en Brasil, reafirma en
las hojas lesiones necroéticas, irregulares, de color castafio claro a
castano oscuro, con un tamano medio de 5 milimetros, circundadas
por un halo clorético de mayor o menor tamafio que depende de la
susceptibilidad de la variedad, probablemente por el grosor de la
hoja y también por la dificultad de embebimiento en agua del tejido
vegetal. En las ramas y los peciolos las manchas son algo alargadas e
irregulares, de color violaceo a negro donde la coalescencia de las
lesiones puede causar muerte de los 6rganos afectados (Figura 19), el
ataque severo de la enfermedad durante la floracion ocasiona
abortamiento de las flores. En las vainas las manchas son grandes,
hamedas, de color castafio oscuro; las semillas presentan
deformaciones y manchas que impiden la germinaciéon y/ o el
desarrollo normal. La presencia de una o dos manchas deprimidas,

de color castafio oscuro, se registran en los cotiledones, en las hojas
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primarias las mismas son grandes y mdas amarillentas que se tornan

posteriormente, por la necrosis, de color castafio claro (Jardim Freire,

1963).

Figura 19. Sintomas del Fuego Salvaje: A, en hojas; B, en ramas y

peciolos de soya (Foto de Jardim Freire, 1963)

En las hojas de la soya pueden apreciarse también pequenas
“pustulas’ incluso en el centro de las lesiones tipicas del fuego
salvaje, esto ocurre igualmente en los peciolos y las ramas. Se trata de
la pustula bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv. glycines) que
produce pequefias manchas necréticas que no exceden en tamafio de
Imm, mas o menos circulares, de color castaiio claro a oscuro. En el
centro, el tejido afectado se eleva formando una pustula, con el
tiempo las lesiones coalescen y forman manchas grandes irregulares

cuyo tejido comtinmente se rompe (Figura 20). El camino abierto por

62



la puastula bacteriana es aprovechado por el agente causal del fuego
salvaje para penetrar en los tejidos de la planta (Jardim Freire, 1963).
La ausencia de pustulas y el tamafio de las lesiones pueden distinguir

facilmente a ambas enfermedades cuyos agentes causales igualmente

son diferentes.

Figura 20. A. Sintomas en hojas de soya causadas por la pustula
bacteriana. B. Tizén bacteriano (Fotos: Atlas de Enfermedades en

Soya )

Distinta, sin embargo, es la situacién con el tizén bacteriano
(Pseudomonas savastanoi pv. glycinea) de la soya que causa manchas
muy parecidas, castafio oscuras a negras de 2 - 3mm, mas o menos
angulares, sin halo clorético, asemejandose a las del fuego salvaje que
no muestran el halo tipico. En las ramas y los peciolos los sintomas
son practicamente idénticos. Sefala Jardim Freire que el fuego salvaje
difiere del tizon por el mayor tamarfio de la lesiéon necrética, presencia
de halo clorético, asi como por la ausencia de embebimiento de los

tejidos y de exudado bacteriano.

63



Entre los aislamientos del tizon bacteriano y del fuego salvaje no
existe mucha diferencia morfolégica y bioquimica (Jardim Freire,
1963). En las claves para la identificaciéon de las bacterias hay
pruebas, tales como, la B-glucosidasa, eritritol, L (+) tartrato, gelatina
y otros, que pueden aportar elementos para distinguir a los
microorganismos, sin embargo, la prueba de patogenicidad seria la
mas apropiada para diferenciar a ambas bacterias, teniendo en cuenta

que Pseudomonas savastanoi pv. glycinea no es patogena al tabaco.

El fuego salvaje en el cultivo del frijol (Phaseolus vulgaris L.),

En el frijol coman aparecen lesiones foliares marrones, muchas veces
restringidas a pequefias puntuaciones, circundadas por un halo
clorético (Ribeiro y Hagedorn, 1976, Ribeiro y Robbs, 1984), la
enfermedad comienza un mes después de la siembra y hasta el final
del ciclo del cultivo con una intensidad mayor en las hojas del tercio
inferior de las plantas, principalmente en las mas bajas (Tanaka et al.,
1996). Esta sintomatologia se asemeja a la del tizén aureolado,
causada por Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola, cuyo efecto
clorético es insensible a la luz y es termo-resistente, caracteristicas
sefialadas para la toxina que produce esta especie, pero totalmente
opuestas a las de la tabtoxina. (Durbin y Sinden, 1967; Sinden y
Durbin, 1969; Hoitink y Sinden, 1970).

64



La bacteria fue registrada en Desmodium canum e Ipomoea cynanchifolia
en las mismas areas sembradas de frijol y la patogenicidad cruzada
verifico la infeccion en las malezas y el frijol con sintomas similares
(Tanaka et al., 1996). Comentan los autores que, teniendo en cuenta la
aparente no transmisién de la bacteria por las semillas del frijol, estas
plantas invasoras podrian constituir un factor importante para la
ocurrencia de la enfermedad a niveles epidémicos en el campo y
deben ser eliminadas con la finalidad de reducir la fuente de

infeccion.

Todo indica que el frijol es altamente susceptible al fuego salvaje que
se manifiesta en varias regiones productoras del grano en Brasil,
donde la enfermedad fue descrita por primera vez y considerada
entre los factores que reducen la productividad por la disminucién
del area fotosintética y la defoliacion (Mohan, 1982; Tanaka et al.,
1993). Ito et al,, (1993) sehalaron que de 84 genotipos regionales y
mejorados de frijol, un 60% muestran sintomas del fuego salvaje y 15
pueden ser catalogados de susceptibles por la severidad del ataque.
De diez y nueve cultivares, cuyo comportamiento fue estudiado en
condiciones controladas, solamente uno, IAPAR 31, mostro
resistencia a la enfermedad (Theodoro y Maringoni, 1998). Los
autores indican la concentraciéon de 10 8 ufc/ml como adecuada para
la inoculacién del frijol por la manifestacion clara de los sintomas.
Las concentraciones de 105-107 provocan lesiones menos intensas y a

la concentracién de 10° ufc/ ml las lesiones son demasiado severas.
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A pesar de la sensibilidad del cultivo las afectaciones son
relacionadas comtnmente con el follaje de las plantas. Respecto a las
infecciones en las vainas del frijol, Ribeiro et al., (1979) expresan que
estas no han sido encontradas bajo condiciones naturales. Vainas de
65 cultivares de frijol, entre ellos 45 variedades comerciales de Brasil,
fueron inoculadas por estos autores con cepas aisladas del fuego
salvaje en frijol y solamente desarrollaron diminutas manchas de
color carmelita claro en el lugar de la punciéon. Bajo las mismas
condiciones Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola indujo lesiones
hamedas expandidas y presencia de exudado bacteriano, ambos
elementos tipicos de la enfermedad. Incluso se recomendé (Ribeiro et
al., 1979) la prueba en vainas para distinguir aislamientos de esta
bacteria y de Pseudomonas syringae pv tabaci. Segin sehalan estos
autores ninguna de las 600 semillas de frijol procedentes de las 40
plantas inoculadas a través de las flores y vainas dio lugar a plantulas
con sintomas de la enfermedad. En trabajos mds recientes, Tanaka et
al., (1996) no describen sintomas en las vainas a pesar que observan la
enfermedad hasta el final del ciclo del cultivo, y Teodoro y Maringoni
(1998) solo valoraron la resistencia foliar de las variedades

estudiadas.

En el cultivo del frijol, como anteriormente se comento, los sintomas
del fuego salvaje en las condiciones del campo, pueden ser

confundidos con los producidos por Pseudomonas savastanoi pv.
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phaseolicola, que causa el tizén aureolado o tizon de halo (Ribeiro et
al., 1979; Tanaka, 1996). En este caso, aunque se realicen pruebas
bioquimicas diferenciativas, también debera recurrirse a la prueba de
patogenicidad y a la prueba de HR en hojas de tabaco, que no es
afectado por esta bacteria, para la identificacion correcta de la especie

causante de la enfermedad, objeto de diagnéstico.

CARACTERISTICAS MORFO-CULTURALES, BIOQUIMICAS,
SEROLOGICAS, PATOGENICAS Y MOLECULARES DE CEPAS DE
PSEUDOMONAS SYRINGAE PV. TABACI DE DIFERENTES
HOSPEDANTES

A medida que fueron apareciendo nuevos hospedantes del fuego
salvaje en condiciones naturales, los aislamientos bacterianos
obtenidos a partir de ellos fueron caracterizados mediante estudios
morfoldgicos, culturales, bioquimicos, serolégicos y patogénicos, y
comparados los resultados con los informados para las cepas de
tabaco, como punto de partida para una identificacion certera. En
general los diferentes autores sefialan un comportamiento similar
referente a los caracteres morfo-culturales y bioquimicos, aunque
resulta dificil la comparacion mdés profunda por las referencias,
debido a que no siempre fueron utilizadas las mismas fuentes de
nitrégeno, carbono y otros substratos. Respecto a la prueba LOPAT,
que constituye el punto de partida para el diagnéstico de

Pseudomonas syringae pv. tabaci, existe unidad de criterios entre los
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autores de referencia.

Segun Allington (1945) las colonias de Pseudomonas syringae pv. tabaci
a partir de la soya morfolégicamente son indistinguibles, en el medio
de cultivo papa-dextrosa-agar, de las obtenidas de tabaco.
Frecuentemente ocurre una disociacion espontdnea en varios medios
de cultivo de colonias lisas y rugosas. El microorganismo del fuego
salvaje de la soya también se muestra como bacilo Gram negativo, de
0,86 x 3,0n, con 1-5 flagelos, sin esporas; produce el pigmento
fluorescente. Respecto a la utilizacion de lactosa, levulosa, inulina,
maltosa, glicerol, L-arabinosa, L-xylosa, D-galactosa, dextrosa,
sucrosa, sulfato de amonio, nitrito de potasio y urea, como fuentes de
nitrégeno y carbono, hubo una concordancia alta con los resultados
de Braun (1937) referentes a los aislamientos de tabaco. Senala
Allington que las ligeras variaciones dentro de los propios grupos de
cepas de Pseudomonas syringae pv. tabaci de soya y de tabaco
demostraron la variabilidad de la especie como tal, pero sin
diferencia sustancial especifica para ser considerados dos bacterias

bioquimicamente diferentes.

En el estudio realizado por Jardim Freire (1963) las cepas del fuego
salvaje de soya y tabaco morfolégica y culturalmente se comportaron
de manera similar. En el medio de cultivo nutriente agar las colonias
resultaron circulares y elevadas, de 1-2 mm de didmetro, margenes

enteros poco definidos, superficie lisa, color blanco sucio, brillantes y

68



translucidas. Respecto a la fermentacién de los carbohidratos los
aislamientos fueron uniformemente positivos frente a la arabinosa,
xylosa, glucosa, levulosa, galactosa, manosa, sacarosa, glicerol,
manitol, sorbitol e inositol, y negativas respecto a inulina, dextrina y

salicina, mientras que la utilizacién de la lactosa resulto erratica.

Ribeiro et al., (1979) no encontraron diferencias morfologicas y
bioquimicas entre las diez y nueve cepas del patégeno aisladas de
frijol, tabaco y soya, pero sefialaron que ellas se diferencian
bioquimicamente de las especies Pseudomonas syringae pv syringae y

Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola, patégenas ambas al frijol.

Las pruebas realizadas por Tanaka et al., (1996), para caracterizar los
aislamientos a partir del frijol comtn, Desmodium canum e Ipomoea
spp. permitieron verificar que todos mostraron caracteristicas
semejantes, propias del género Pseudomonas, grupo syringae, patovar
tabaci. Las cepas utilizaron la D-xylosa, manitol, m-inositol, D (-)
sorbitol, eritritol, malonato, succinato y L (-) tartrato. La respuesta
frente al D (-) tartrato y la reduccion de los nitratos resultaron
negativas, mientras que la produccién de gelatinasa fue positiva. Las
pruebas LOPAT dieron resultado negativo para la oxidasa,
protopectinasa y arginina, y positivo para el levano. En tabaco el area
infiltrada se expandi6 con halo amarillo que sefiala la colonizacién de
los tejidos por la bacteria fitopatégena. Comentaron los autores que

los resultados son semejantes a los obtenidos por Ribeiro et al., (1979)
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y apuntan las pruebas de utilizacién de manitol, sorbitol, eritritol, m-
inositol y L (+) tartrato como caracteristicas para el patovar tabaci y
diferenciativas para Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola que afecta

también al frijol.

Comportamiento bioquimico similar en el estudio de cuatro
aislamientos de Pseudomonas syringae pv tabaci de pepino, tabaco y
frijol, hallaron Prestes et al., (1998) pero sefialaron que el diagnostico
de las tres especies, que pueden afectar al cultivo del pepino,
Pseudomonas syringae pv syringae, Pseudomonas syringae pv tabaci y
Pseudomonas syringae pv lachrymans, se hace dificil dada la similitud
bioquimica entre las mismas. Ademads el andlisis de las proteinas
totales por PAGE/ SDS no permitié diferenciar dichas bacterias,

todas potencialmente patégenas al pepino.

Recientemente Alvarez y Maérquez (2004) realizaron un estudio
nutricional de veintiocho aislamientos de Pseudomonas syringae pv
tabaci de: tabaco (4), soya (2), frijol (9), aster (1), papaya (2), Celosia (2),
Ipomoea (1), pepino (2) y de hospedante no conocido (4), sin encontrar
diferencia entre los mismos. Las respuestas de las cepas fueron las
siguientes: catalasa (+), nitratos (-) levan (+), oxidasa (-), pectinasa (-),
arginina (-), HR (+), celobiosa (+), D-manitol (+), sorbitol (+),
sacarosa (+), trehalosa (+) y ramnosa (+). El perfil de proteinas
(PAGE/ SDS) mostré un grado elevado de similitud entre las cepas
estudiadas con bandas de 14, 26, 36, 70 y 80 kDa.
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Respecto a las relaciones seroldgicas Allington (1945) obtuvo
antisueros de aislamientos de Pseudomonas syringae pv tabaci de
tabaco y soya, demostrando por macroprecipitacién, que entre los
aislamientos existe una estrecha relacién y respuesta positiva de
identidad serolégica. El antisuero policlonal de Pseudomonas syringae
pv. tabaci reconoce por igual los aislamientos del patégeno a partir
del pepino, tabaco y frijol, con una identidad serolégica total entre las
cepas independientemente del hospedante, sin reacciéon cruzada
entre el antisuero y las cepas pertenecientes a las patovares
lachrymans y syringae, resultado que confiere una confianza mayor en
la prueba (Prestes et al., 1998). Alvarez y Marquez (2004) observaron
una identidad seroldgica total entre el antisuero contra Pseudomonas
syringae pv tabaci, el antigeno del mismo aislado y el antigeno Emb C
478, cepa de tabaco. Entre los aislamientos del fuego salvaje de los
otros hospedante y el antisuero utilizado, sin embargo, se estableci6
una identidad parcial lo que muestra la existencia de antigenos

determinantes no compartidos (Alvarez y Marquez, 2004).

A continuacion el estudio a nivel molecular de estos aislamientos,
mediante rep-PCR y cebadores de la firma GIBCO, revel6 la
existencia de polimorfismo genético y presencia de cuatro grupos
genémicos de acuerdo a los hospedantes de origen (Alvarez 'y
Marquez, 2004). Las cepas a partir del tabaco formaron un primer

grupo; los del frijol, pepino y papaya se agruparon en un segundo;
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los aislamientos de Aster y Celosia en un tercero y los de soya
formaron el cuarto grupo genémico. Anteriormente Lyndon y
Patterson, (2001) sefalaron la deteccion de estirpes Tox + por la

técnica PCR.

Mucho maés polémica resulta la caracterizaciéon patogénica de la
poblacion dentro de la especie bacteriana. Desde el primer reporte del
fuego salvaje en soya se comienzan estudios para determinar la
patogenicidad de los aislamientos de Pseudomonas syringae pv. tabaci
de soya sobre tabaco y viceversa, y explicar el origen de la infeccién
en los campos de soya, y la implicacion del tabaco como fuente de
in6culo para el cultivo. Desde un inicio Allington (1945) demuestra la
patogenicidad de los aislamientos obtenidos de soya sobre el tabaco y
apunta la presencia de agua en los tejidos (embebimiento) como
factor primordial para el desarrollo de las lesiones. Comenta el autor
que las extensivas pruebas de inoculacién, en condiciones
controladas y en el campo no mostraron diferencia sintomatolégica

producida por los aislamientos del fuego salvaje de soya y tabaco.

El hecho de encontrar, en Georgia y Carolina del Sur, donde crecen
ambos cultivos, el fuego salvaje en la soya pero no en el tabaco, hizo
que Clayton (1950) realizara inoculaciones cruzadas ( 22
inoculaciones) sobre variedades de tabaco y soya durante dos afios
(1947-1949) con cepas de Pseudomonas syringae pv tabaci obtenidas de

los dos cultivos. Hall6 el autor que las cepas de soya no infectaron a
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las variedades de tabaco mientras que las cepas de tabaco causaron
altas infecciones en su hospedante, pero no resultaron patégenas a las
variedades de soya aunque provocaron, después de la segunda
inoculacién realizada, lesiones muy pequefias, que mds tarde

abortaron.

Mucha mas claridad en el asunto ofrecieron los resultados de
Chamberlain (1956). El investigador seleccion6 doce aislamientos de
la bacteria, seis procedentes de soya y seis de tabaco, pasados por sus
hospedantes para mantener la virulencia, y realiz6 inoculaciones
cruzadas y sobre cada cultivo hospedante con la utilizaciéon de agujas
multiples y aspersion (Chamberlain , 1956a) . La tabtoxina fue
eliminada del in6culo y se evalué el numero total de halos
producidos expresados como porcentaje de la infecciéon total. Los
resultados demostraron la existencia de una variacién considerable
entre los aislamientos de soya y de tabaco. Estos ultimos fueron
uniformemente altos en patogenicidad sobre su propio hospedante y
la infeccién en soya alcanzé valores de infeccion maxima de 22-61%.
Los aislamientos de la bacteria, obtenidos de soya, fueron
fuertemente patégenos en su hospedante pero no en tabaco, donde el
porcentaje de lesiones tipicas no sobrepasé de un 19 %. Después de la
prueba de adaptacion por tres inoculaciones cruzadas, las cepas de
soya mostraron entre un 40 - 62% de incremento de patogenicidad en
tabaco y reduccién, en su propio hospedante, de 16 - 38%. Las cepas

de tabaco después de su pase por soya redujeron su virulencia en
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tabaco entre 50-100% pero no variaron su patogenicidad en soya. Asi
pues Chamberlain demostré por qué el fuego salvaje se dispersa mas
rapido del tabaco hacia la soya y la presencia de cepas adaptadas del
patégeno. En el proceso de adaptacion las cepas pueden variar su
patogenicidad, pero también surgen cepas altamente virulentas para
ambos cultivos, posiblemente por la mediacién de otros hospedantes,
como son las malezas. La multiplicaciéon del fuego salvaje en plantas
de tabaco resistentes sugiere el surgimiento de nuevas cepas mas
virulentas y podia explicar también la adaptacién de las cepas de

soya hacia el tabaco mediante los procesos de mutacién y seleccion.

Varios afios mas tarde Jardim Freire (1963) confirm¢ la variabilidad
patogénica y de virulencia de aislamientos de la bacteria en el cultivo
de la soya. El autor encontré aislamientos altamente virulentos en
soya y en tabaco, otros con una moderada patogenicidad en soya que
causaron una ligera reacciéon positiva en tabaco, y también
aislamientos no patégenos al tabaco y poco virulentos sobre la soya.
Esta variacion en la patogenicidad-virulencia desde luego trae
variacion en la expresion de las manchas, su avance y tamafio, y la

presencia o no del halo clorético.
Al igual que en la soya, la patogenicidad cruzada entre cepas de

Pseudomonas syringae pv. tabaci de frijol y tabaco muestra resultados

contradictorios. Clayton (1934) inform¢é que el frijol posee resistencia
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frente al fuego salvaje del tabaco cuando realizé un estudio de la

tabtoxina sobre esta especie.

Ribeiro et al., (1979) estudiaron aislamientos del fuego salvaje de
frijol, tabaco, soya y chicharo, originarios de Brasil y de otros paises,
utilizando tres tipos de inoculacion en las plantas: puncién, aspersion
bajo presion y aspersion ligera. Los aislamientos bacterianos a partir
de frijol y soya causaron sintomas tipicos de fuego salvaje en frijol,
pero fueron avirulentas en tabaco, o sea, las hojas del tabaco de las
tres variedades empleadas (Xanthi, Habana-38 y Burley 21)
desarrollaron reaccion de incompatibilidad con todos los
aislamientos de Pseudomonas syringae pv  tabaci de las especies
leguminosas. Todos los aislamientos de la bacteria a partir del tabaco
provocaron reaccion de hipersensibilidad en hojas de frijol, sin
embargo, las plantas de chicharo de vaca, frijol Lima y soya
desarrollaron sintomas tipicos del fuego salvaje. La variedad Burley
21 mostro resistencia a una parte de estos aislamientos, mientras que
las dos restantes variedades de tabaco desarrollaron sintomas claros

de la enfermedad.

Tanaka et al., (1996) con aislamientos de Pseudomonas syringae pv
tabaci de plantas de frijol, Desmodiun canum e Ipomoea spp.,
provocaron, por infiltracién, intensas dreas de tejido necrotizado en
hojas de tabaco después de 24 horas que mas tarde continuaron su

expansion con halos cloréticos, reaccion tipica de la colonizacion de
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los tejidos, segtin sefialan los autores, que indica la compatibilidad
entre el hospedante y las cepas en estudio. Por otra parte Alvarez y
Marquez (2004) comprobaron la patogenicidad cruzada, sobre: tabaco
(var. TNN), frijol (var. Roxao) y soya (var. Celete), de cuatro
aislamiento de la bacteria obtenidos de frijol, soya, Asther y tabaco, y

obtuvieron sintomas en todas las plantas inoculadas.

Los resultados anteriormente expuestos evidencian la variabilidad de
Pseudomonas syringae pv tabaci por la respuesta patogénica en plantas
hospedantes comunes y por su virulencia en cultivares dentro del

hospedante homologo.

MEDIDAS DE CONTROL DEL FUEGO SALVAJE EN SEMILLEROS
Y CAMPO

La primera medida contra la enfermedad es evitar la introduccién de
la misma en el pais para lo cual existen medidas de cuarentena que,
en primer lugar, se proponen impedir su entrada y erradicarla, en
caso que se detecte su presencia en el tabaco. Las medidas de
erradicacion incluyen la destruccién total de las plantas, desinfeccion
del suelo e implementos, cuarentena del campo y de las &reas
colindantes, entre otras. En Cuba, donde la bacteria es objeto de
Cuarentena, existe un Programa de Defensa que agrupa a todas las
acciones, desde la regulaciéon de importacion de semillas, vigilancia

fitosanitaria en el territorio nacional y el diagnéstico en frontera hasta

76



las medidas de erradicacién y control.

En los paises donde la enfermedad forma parte de las plagas que
afectan al cultivo se aplican diferentes medidas legales, fitotecnicas,
fisicas y de control quimico e incluso algunas de caracter biol6gico
para asegurar el manejo del fuego salvaje sin dafios econémicos y
ambientales. Las medidas legales que prohiben el uso y el traslado de
semillas y posturas de tabaco a partir de semilleros contaminados
estan dirigidas a prevenir la diseminaciéon del Fuego Salvaje de un
territorio a otro. Las otras medidas se aplican fundamentalmente para
disminuir la incidencia tanto en la fase de semillero como en la

plantacion.

Practicas de manejo en el semillero

Las experiencias han demostrado que la enfermedad tiene sus
origenes en el semillero por el uso de semillas contaminadas; también
a partir del patégeno sobreviviente en el suelo y cubiertas del
semillero y a través de la contaminaciéon causada por el propio
hombre. En este sentido la primera y mas importante medida es el
uso de semilla sana, ya sea certificada por las autoridades o de origen

conocido.

Para las semillas cuya sanidad es dudosa Wolf (1957) recomendé una

metodologia sencilla que en muchos casos resulta efectiva para la
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desinfecciéon y consiste en introducir las semillas, protegidas en una
bolsa (por ejemplo, una bergantina), en un cubo con una solucién de
formaldehido (formol) diluido en agua en una proporcion de 1:16. El
tratamiento en esta soluciéon desinfectante no debe extenderse por
mas de diez minutos, tras los cuales las semillas deben enjuagarse
con abundante agua corriente. La desinfeccion de las semillas sin
embargo no siempre cumple con las expectativas principalmente
cuando la contaminacién penetra en el interior y la bacteria se aloja
en la testa y el endospermo de las semillas, donde el desinfectante no

puede extender su efecto.

En los inicios fueron utilizados otros tratamientos como el nitrato de
plata 0.2 %, cianuro, bromuro de metilo y cloropicrina, sin embargo
son poco recomendados en la actualidad por la toxicidad y el efecto
contaminante sobre el medio ambiente. La solucién aconsejable
cuando el suelo constituya un factor de riesgo, es el cambio del
semillero hacia lugares nuevos, preferentemente virgenes. Esta
medida es de estricto cumplimiento cuando el fuego salvaje se ha
presentado en la campafia anterior. Se han obtenido algunos
resultados con la aplicacion de calor (60 °© C durante 5 minutos).
Aunque en la practica no ha constituido una fuente importante de
in6culo, debe tenerse cuidado con las fuentes de aguas, sobre todo si
estas pudieran traer indculo por drenaje desde una plantacion

enferma.
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Una de las précticas mas profusas entre los productores americanos y
la mas recomendada actualmente en la literatura, es el uso del
antibiético sulfato de estreptomicina, conocido comercialmente como
Agristrep, asi como del sulfato de cobre (caldo Bordeaules). En
ambos casos se hacen aplicaciones foliares, el antibi6tico se aplica
semanalmente a razén de 0.25-0.5 libras por cada 50 galones de agua
y el sulfato de cobre a 4 libras por cada 50 galones entre cinco a diez
dias. El cobre, producto mas bien preventivo, tiene propiedades
bacteriostaticas que detienen el desarrollo de Pseudomonas syringae pv.
tabaci; hay que tener cuidado con la fitotoxicidad cuando es usado a
elevadas concentraciones o aplicado a altas temperaturas. El
antibidtico propicia un control superior de la bacteria aunque existe
un alto riesgo de aparicion de estirpes del patdgeno resistentes a la
estreptomicina. Otros productos utilizados en el semillero son los
fungicidas Strobilurin (F500-BASF) y Actigard (Bion-Syngenta), los
cuales activan los mecanismos de defensa de la planta (Oliveira,

2003).

Senala Cole (1999) la eficacia de un nuevo producto, acibenzolar-S-
metil (ABM), un benzotiadiazol que induce resistencia sistémica
adquirida en las plantas contra el Fuego Salvaje. Las plantulas
asperjadas 2-3 veces con ABM (0,05-0,1 g i.a/m?, siete semanas
después de la siembra, resultaron libres de la enfermedad, mientras
que el oxicloruro de cobre (0,52-1,56 g i.a./m? solamente redujo su

incidencia. El producto extiende su efecto incluso después del
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transplante pero causa fitotoxicidad mediana, al menos en las dosis

ensayadas.

Como se ha constatado, la mayor incidencia de Pseudomonas syringae
pv tabaci en el semillero concuerda con las densidades elevadas de
plantulas en los canteros, lo cual aconseja una poblaciéon normal
(3000-5000) de plantulas por cantero para los semilleros tradicionales.
La humedad elevada no solamente contribuye a la multiplicacién y
diseminacion de la bacteria, sino al desarrollo de plantulas con tallos
delgados y alargados propensos al ataque de la enfermedad. La
nivelaciéon adecuada del terreno para evitar el encharcamiento de

hecho puede evitar un posible foco por la humedad excesiva in situ.

Por otra parte, conociendo el ciclo de la bacteria, una de las medidas a
aplicar seria evitar el regadio por aspersion o realizarlo mas bien por
la mafiana y no en la tarde, lo cual posibilita que las plantas se sequen
durante el dia. Los semilleros deben tener el mayor grado posible de
aireacion con el fin de disminuir la excesiva humedad y evitar la
presencia de agua libre sobre las plantas, las enfermas deben ser
retiradas del semillero y eliminadas. La limpieza alrededor del
semillero es otra practica preventiva, pues, muchas malezas pudieran

albergar el indculo desencadenante de la epidemia.

Especial atencion debe darse al uso del sistema de bandejas flotantes

para la producciéon de posturas, por las ventajas que brinda al usar
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sustrato estéril, asi como posibilidades en la desinfecciéon de las

bandejas.

Practicas de manejo en el campo

Las medidas que pueden ser tomadas en la plantacion para evitar la
aparicion y desarrollo de la enfermedad deben comenzar por el
plantado de posturas completamente sanas. En caso de que no sea
posible, usar entonces aquellas que aparentemente estan libres de la
enfermedad y han sido tratadas con los productos mencionados en el
acapite anterior. Como fue planteado anteriormente, la fertilizacién
alta en nitrégeno y baja en potasio aumenta la susceptibilidad de la
planta a la saturaciéon de agua, esto da paso a una medida que
pretende disminuir la predisposiciéon de la planta a la enfermedad

mediante la realizacion de fertilizaciones equilibradas.

Otros factores de orden fitotécnico, como la distancia entre las plantas
y el uso de cortinas rompe vientos, pueden evitar la entrada de
Pseudomonas syringae pv. tabaci, reduciendo los dafios mecanicos en
las hojas y la impregnacion en agua. Aunque la eliminacién o
aprovechamiento de hojas afectadas ha demostrado ser una medida
de poco valor, con el objetivo de disminuir las pérdidas, se
recomienda adelantar la recogida de las hojas maduras en los

estadios iniciales de la enfermedad.
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Si se tiene en cuenta el nimero elevado de hospedantes naturales de
Pseudomonas syringae pv. tabaci y la contribucién al ciclo del patégeno
de los detritos de cosechas, es importante la eliminacién completa de
los restos de las cosechas antes de plantar nuevamente y el control de

las malezas durante el cultivo.

En caso de ocurrencia de la enfermedad en una plantacion
determinada, es de obligatorio cumplimiento la rotacién con cultivos
que no son hospedantes de Pseudomonas syringae pv. tabaci. En Brasil,
por ejemplo, es recomendado el uso de gramineas para la rotaciéon de
tierras infestadas con tal patégeno. Finalmente se debe recordar que
el arma principal en la lucha contra la enfermedad es el uso de
variedades resistentes. A pesar de las restricciones que impone el
mercado se han obtenido prometedores resultados con el desarrollo
de tabaco transgénico resistente. Son varios los genes manipulados
que han logrado conferir determinada resistencia en tabaco, con
aportes significativos en el campo de las investigaciones bésicas y en
el desarrollo de cultivares comerciales (Batchvarova et al., 1998; Beffa
et al., 1995; Thilmony et al., 1995; Florack et al., 1995) que esperan ser

introducidas en un futuro.

Control biolégico del fuego salvaje

En la actualidad prevalecen los criterios que es necesario profundizar

y ampliar las investigaciones en el control biol6gico de la bacteria.
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Una de las alternativas al uso de funguicidas y bactericidas, muy
estudiada en el cultivo de tabaco, es la activacién de la defensa de las
plantas. La resistencia sistémica adquirida (SAR, por sus siglas en
inglés) es el fenémeno por el cual los mecanismos propios de las
plantas son inducidos con tratamientos previos, bien sean bioldgicos
o quimicos. El concepto de SAR ha sido ampliamente estudiado en
los pasados cien afios con relacion al incremento de la resistencia a
patégenos  fungicos, bacterianos y virales en cultivos
econémicamente importantes. Se ha demostrado la presencia de
genes SAR que inducen quitinasas, p-1,3-glucanasas, y PR- 1
proteinas, llamadas proteinas relacionadas con la patogénesis, muy
relacionadas con la SAR (Percival, 2001). En los altimos quince afios
numerosas investigaciones han demostrado la resistencia sistémica
adquirida bajo tratamientos con rizobacterias en varios sistemas
planta/ patégeno (Ryals et al., 1996) con la presencia de multiples
mecanismos involucrados en la activacion de la resistencia adquirida
( Press et al., 1997; Maurhofer et al., 1998). Park y Kloepper (2000)
estudiaron la induccién de resistencia de diez especies bacterianas
contra Pseudomonas syringae pv tabaci, cuatro de ellas: Bacillus pumilus,
Serratia marcescens( 90 - 166), Pseudomonas fluorescens, y Pseudomonas
putida, con reconocido efecto inductor de SAR. Todas estas cepas
proporcionaron una proteccion significativa contra el agente causal
del fuego salvaje en las condiciones del invernadero. En trabajos
previos Press et al., (1997) indicaron la induccién de proteccion

sistémica en tabaco contra Pseudomonas syringae pv tabaci por la cepa
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90-166 de Serratia marcescens; Schneider y Ullrich (1991) informaron
similar proteccion por los filtrados de cepa de Pseudomonas
fluorescens, asociada a la inducciéon de quitinasa, P-1,3-glucanasa,
peroxidasa y lisozima. La resistencia inducida por rizobacterias en el
tabaco ha sido estudiada para otros patoégenos que afectan al cultivo
(Maurhofer et al., 1994; Zhang et al., 2002) con resultados alentadores

como una alternativa futura promisoria.

Experimentos de laboratorio sefialan dos sustancias aisladas de
vainas de arroz que inhiben el crecimiento in vitro de Pseudomonas
syringae pv. tabaci (Cho et al., 1998) y que el micelio de Lentinula edodes

igualmente posee efecto antagénico (Pacumbaba et al., 1999).

En este sentido puede hacerse un buen uso probablemente de los
bacteriéfagos que, desde los estudios iniciales de la enfermedad, han
mostrado reducir su presencia en un 50 por ciento o més (Fulton,
1950). Los bacteriofagos o fagos, como también se les llama, tienen la
categoria de virus y afectan solamente las bacterias, cada fago es
relativamente especifico a determinada especie de bacteria. Después
de la infeccién, los fagos se replican dentro de la bacteria
fitopatogena, ocasionando la ruptura de la pared celular. Un buen
ejemplo de su uso como biocontrol es el primer producto, Agri
Phage, de EPA ( Environmental Protection Agency, US), registrado
en el afio 2005, cuyo ingrediente activo esta constituido por dos

bacteriofagos de Xanthomonas campestris pv vesicatoria y Pseudomonas
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syringae pv tomato. Se recomienda aplicar el producto en las plantas o
en el suelo durante la vegetacion (EPA, 2006). La eficacia de los
productos a base de bacteriofagos ha sido comprobada, el reto de la
tecnologia es mantener viable la poblacion de los fagos en el cultivo
por un periodo mayor de 48 horas. Las investigaciones con agentes
microbiolégicos y sus metabolitos prometen nuevas alternativas
futuras, entre ellas las bacteriocinas, sustancias que producen las
propias bacterias fitopatégenas antagoénicas a especies estrechamente
relacionadas. Las variantes avirulentas de los fitopatégenos pueden

resultar atiles como biorreguladores de sus semejantes fitopatdgenos.

El esquema representado en la figura 21 muestra los factores a tener
en cuenta en el manejo integrado de plagas y enfermedades en el cual
se hace uso racional de varios medios de control. Este sistema se
adapta perfectamente para el manejo del fuego salvaje en el cultivo
del tabaco independientemente que algunas alternativas atn no estan

suficientemente explotadas.

Figura 21. Esquema de
VARIEDADES . .
RESISTENTES medidas para el manejo
— COLTORAL de la' enfermedadl Fuego
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