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RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas mas cultivadas a
nivel mundial. En Costa Rica, su produccion se ve favorecida durante todo el afio
debido a las condiciones ambientales. Sin embargo, la producciéon también se
ve afectada por el desarrollo de enfermedades de origen bidtico, como las
causadas por bacterias fitopatdgenas. La identificacion precisa de las bacterias
patogénicas presentes en el cultivo, asi como su caracterizacion y la
determinacién de la efectividad de los métodos utilizados para su manejo son
herramientas necesarias para el desarrollo de estrategias de control efectivas.
En este estudio se realizé la caracterizacion morfolégica y bioquimica de
bacterias aisladas de plantas de tomate con sintomas de infecciones bacterianas
provenientes de diferentes localidades del Valle Central de Costa Rica. Se
realizaron pruebas de diagndstico con cebadores especificos mediante la
amplificacion de ADN a partir de muestras de tejido, en las que se detecto la
presencia de los géneros Pseudomonas y Xanthomonas, y las especies P.
mediterranea, P. syringae pv. tomato y Pectobacterium carotovorum pv.
carotovorum. Se analizé la comunidad bacteriana por medio de la secuenciacion
parcial del gen 16S ARNr a partir de aislamientos puros y se determiné que
55.74% de los aislamientos eran de la clase Gammaproteobacteria con
Pseudomonas como el género dominante. También se determind Ia
patogenicidad y virulencia de las cepas de Pseudomonas alliivorans LTM 13.1.2,
P. flavescens LTM 14.2.2, P. capsici LTM 78.3.2, reportadas por primera vez en
Costa Rica como agentes causales de la necrosis medular del tomate e
identificadas mediante MLSA, ademas de las cepas de P. straminea LTM 78.2.1
y Cedecea neteri LTM 72.2.1 identificadas como causantes de la decoloracion
del tejido vascular. Se evalué la sensibilidad de cepas patogénicas y no
patogénicas a cinco antibioticos de uso agricola y se determin6 que 23% de los
aislamientos evaluados crecieron en presencia de estreptomicina y la misma
proporcion crecido en presencia de tetraciclina, 85% crecié en presencia de
kasugamicina y 100% en presencia de validamicina. El crecimiento de todos los
aislamientos fue inhibido en presencia de gentamicina. De los aislamientos
patogénicos, uno crecio en presencia de estreptomicina y dos en presencia de
kasugamicina. Ademas, se registré que 85% de los aislamientos presentd
crecimiento en presencia de multiples antibidticos. Este estudio presenta
resultados de interés para todos los involucrados en la cadena de produccion de
tomate en Costa Rica, con una base de conocimiento sobre la estructura de la
comunidad bacteriana, la identificacion de bacterias fitopatogenas que atacan el
cultivo, ademas de la identificacion de cepas resistentes a los antimicrobianos
comunmente utilizados en el pais.
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ABSTRACT

Tomato (Solanum Iycopersicum L.) is one of the most widely cultivated
vegetables worldwide. In Costa Rica, its production benefits from favorable
environmental conditions throughout the year. However, this production is also
affected by the development of biotic diseases, such as those caused by
phytopathogenic bacteria. Accurate identification of the pathogenic bacteria
present in the crop, along with their characterization and the assessment of the
effectiveness of management methods, are essential tools for developing
effective control strategies. In this study, the morphological and biochemical
characterization of bacteria isolated from tomato plants showing symptoms of
bacterial infections from different localities in the Central Valley of Costa Rica
was performed. Diagnostic tests were conducted using specific primers through
DNA amplification from tissue samples, which revealed the presence of the
genera Pseudomonas and Xanthomonas, as well as the species P.
mediterranea, P. syringae pv. tomato, and Pectobacterium carotovorum pv.
carotovorum. The bacterial community was analyzed through partial sequencing
of the 16S rRNA gene from pure isolates, identifying that 55.74% of the isolates
belonged to the class Gammaproteobacteria, with Pseudomonas as the
dominant genus. Pathogenicity and virulence of Pseudomonas alliivorans LTM
13.1.2, P. flavescens LTM 14.2.2, and P. capsici LTM 78.3.2 strains were also
determined, which were reported for the first time in Costa Rica as causal agents
of tomato pith necrosis and were identified using MLSA. Additionally, strains of
P. straminea LTM 78.2.1 and Cedecea neteri LTM 72.2.1 were identified as the
causal agents of vascular tissue discoloration. The sensitivity of pathogenic and
non-pathogenic strains to five agricultural antibiotics was evaluated. It was
determined that 23% of the isolates grew in the presence of streptomycin and the
same proportion exhibited growth in the presence of tetracycline, 85% of the
isolates grew in the presence of kasugamycin, and 100% grew in the presence
of validamycin. The growth of all isolates was inhibited in the presence of
gentamicin. Among the pathogenic isolates, one grew in the presence of
streptomycin, and two in the presence of kasugamycin. Moreover, 85% of the
isolates exhibited growth in the presence of multiple antibiotics. This study
provides valuable insights for all stakeholders involved in the tomato production
chain in Costa Rica, offering a knowledge base on bacterial community structure,
the identification of phytopathogenic bacteria affecting the crop, and the
identification of strains resistant to commonly used antimicrobials in the country.
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INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) pertenece a la familia Solanaceae, donde
también se encuentran la papa (S. tuberosum L.), la berenjena (S. melongena
L.), los chiles, ajies y pimientos (Capsicum spp.), entre otros (Heuvelink, 2018).
Es una planta dicotiledonea, herbacea, y perenne cultivada de forma anual para
el consumo de sus frutos, ya sean frescos o procesados (Escanola et al., 2009;
Heuvelink, 2018; Lépez-Marin, 2017). Es de desarrollo rapido, ciclo vegetativo
corto, con un periodo de crecimiento de 90 a 150 dias (Escanola et al., 2009;
FAO, 2022); puede crecer de forma rastrera, erecta o semierecta (Cestoni et al.,
2006), y existen variedades de crecimiento determinado, indeterminado o
semideterminado (Blancard, 2013; Cestoni et al., 2006; Lopez-Marin, 2017).

Es una de las hortalizas mas cultivadas a nivel mundial, con una produccion
anual de mas de 192.3 millones de toneladas en el aiio 2023 y un area sembrada
de mas de 5.4 millones de hectareas (FAOSTAT, 2024). Las principales areas
de produccion estan ubicadas en zonas templadas que se caracterizan por tener
largos periodos de verano y precipitaciones invernales; sin embargo, los tomates
también se producen en climas subtropicales (Heuvelink, 2018), y crecen en
todas las latitudes bajo diferentes condiciones climaticas y de produccion,
aunque las condiciones Optimas para su desarrollo son temperaturas diurnas de
18-25°C, temperaturas nocturnas de 15-20°C y humedades relativas de 55-75%
(Blancard, 2013; Escanola et al., 2009). El pais con mayor produccion a nivel
mundial es China con casi 70 millones de toneladas en el afio 2023, equivalente
al 35.46% de la produccion mundial, seguido por India con 20.4 millones de
toneladas (10.33%), Turquia con 13.3 millones de toneladas (6.73%) y Estados
Unidos con 12.3 millones de toneladas (6.26%) (FAOSTAT, 2024).

En Costa Rica, el tomate es una de las hortalizas que mas se produce y se
consume, la demanda del producto hace que sea un cultivo muy intensivo, y las
condiciones ambientales favorecen la produccién durante todo el afio (Lopez-
Marin, 2021). Su cultivo se realiza principalmente en la region del Valle Central,

siendo las zonas con mayor produccion la zona Central Occidental, seguida de
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la zona Central Oriental, y en menores cantidades las zonas Central Sur, Brunca,
Chorotega, Pacifico Central y Huetar Norte (Lopez-Marin, 2017), con una
produccién de 55,307 toneladas métricas sembradas en 1,510 hectareas en el
ano 2018 (INEC, 2019).

El tomate es un cultivo que puede ser afectado por factores de estrés abidtico,
incluida la degradacion ambiental, el cambio climatico y la contaminacion
quimica, y de igual forma puede ser atacado por plagas y por organismos
fitopatdgenos como hongos, virus, y bacterias, que, en conjunto, disminuyen su
rendimiento notablemente (Blancard, 2013; Sundstrom et al., 2014), causando
sintomas que resultan de la interaccion de los mecanismos de ataque del
patdgeno y los mecanismos de defensa de la planta, asi como de los efectos
fisiologicos causados por la enfermedad (Arauz-Cavallini, 2011). Las bacterias
son microorganismos capaces de causar enfermedades en un amplio rango de
plantas hospederas, y pueden colonizar tanto la superficie como los tejidos
internos, provocando diferentes sintomas como manchas, pecas, cancros,
pudricion de tejidos, y desequilibrios hormonales, entre otros (Kannan et al.,
2016; Strange & Scott, 2005). Esta variedad de sintomas afecta el rendimiento
en la produccion de los cultivos causando pérdidas econdmicas significativas
(Kannan et al., 2016; Mansfield et al., 2012). Debido a esto, las bacterias
representan una amenaza mundial para la produccion agricola, por lo que su
control es crucial para la seguridad alimentaria (Strange & Scott, 2005;
Sundstrom et al., 2014). Las enfermedades de origen bacteriano en las plantas
son mas frecuentes en regiones tropicales y subtropicales, donde las
condiciones calidas y humedas son ideales para su crecimiento, por ende, la
severidad puede ser mayor (Kannan et al., 2016; Sundstrom et al., 2014),
especialmente en época lluviosa, ya que provoca una mayor incidencia de

enfermedades (Brenes-Peralta et al., 2016; Saborio, 2019).

La mayoria de las especies de bacterias fitopatdgenas se encuentran dentro de
las familias Lysobacteraceae (= Xanthomonadaceae) del orden Lysobacterales
(= Xanthomonadales), Pseudomonadaceae del orden Pseudomonadales,

Burkholderiaceae del orden Burkholderiales, Microbacteriaceae del orden
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Micrococcales, Enterobacteriaceae, Erwiniaceae (anteriormente
Enterobacteriaceae) y Pectobacteriaceae (anteriormente Enterobacteriaceae)
del orden Enterobacterales (Adeolu et al., 2016; Kannan et al., 2016; Tindall,
2014). Una gran variedad de bacterias se ha asociado al cultivo de tomate, tanto
patdgenas como saproéfitas. Se han identificado en conjunto mas de 250
especies, biovares y patovares de los cuales, siete géneros pueden causar
enfermedades en la planta: Pseudomonas, Ralstonia, Xanthomonas,
Clavibacter, Pectobacterium (anteriormente Erwinia) y Dickeya (anteriormente
Pectobacterium) (Blancard, 2013; Kannan et al., 2016; Samson et al., 2005),
ademas de algunas especies del género Agrobacterium que atacan las raices
de la planta (Blancard, 2013). Algunas de las especies patogénicas pueden
provocar sintomas similares, por lo que la identificacion y el diagnéstico preciso
de las bacterias causales de las enfermedades en los cultivos son aspectos
cruciales para el desarrollo de métodos de control adecuados (Ramirez-Rojas
et al., 2016).

Los esfuerzos para el control de las enfermedades de origen bacteriano se
basan principalmente en estrategias preventivas orientadas a reducir las fuentes
de indculo y la dispersion del patégeno (Kolomiiets et al., 2019; Sundin et al.,
2016). Las aplicaciones de compuestos de cobre o de compuestos de
antibidticos han sido parte de las herramientas con las que cuentan los
productores para el combate de las infecciones bacterianas en las plantas
(Lamichhane et al., 2018; Sundin et al., 2016). En Costa Rica se han utilizado
varios productos antibiéticos en el cultivo de tomate, principalmente a base de
compuestos de oxitetraciclina, estreptomicina, gentamicina y kasugamicina
(Blanco-Meneses et al., 2023), aunque no existen productos autorizados para

este cultivo segun el Servicio Fitosanitario del Estado (SFE, 2024).

El desarrollo de resistencia a los antibiéticos debido al uso inadecuado de estos
compuestos representa un problema de salud a nivel mundial (McManus et al.,
2002; McManus & Stockwell, 2000), y existe la preocupacién de la influencia del
uso de antibidticos en agricultura sobre la resistencia de bacterias presentes en

animales y especialmente las relacionadas a la salud humana, mediada por la
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transferencia horizontal de genes (Maeusli et al., 2020; McManus et al., 2002;
McManus & Stockwell, 2000; Stockwell & Duffy, 2012). Esto denota la
importancia de realizar una evaluacion de las bacterias presentes en los cultivos
por medio de una identificacion con un enfoque integrado, asi como la
determinacion de la sensibilidad de estas bacterias a los antibioticos

comunmente utilizados en el pais.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Realizar la caracterizacion morfoldgica, bioquimica, molecular y patogénica de
las bacterias asociadas a enfermedades en cultivos de tomate del Valle Central

del pais, asi como su sensibilidad a los antibidticos de uso agricola.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e |dentificar las bacterias patégenas presentes en cultivos de tomate
mediante técnicas morfologicas, bioquimicas y moleculares, y
referenciarlas geograficamente en las zonas productoras evaluadas.
e Establecer relaciones de patogenicidad entre las bacterias identificadas
sobre plantas sanas de tomate por medio de los postulados de Koch.
e Determinar la sensibilidad in vitro de las bacterias identificadas a los

antibioticos de uso agricola en el cultivo de tomate.



CAPITULO 1: Caracterizacién morfolégica, bioquimica y
molecular de bacterias aisladas de plantas de tomate con
infecciones bacterianas colectadas en el Valle Central de Costa

Rica

1.1 INTRODUCCION

Las plantas albergan una compleja comunidad microbiana que juega un papel
importante en procesos de desarrollo y en la salud de la planta; algunos
organismos que conforman esta comunidad microbiana promueven el
crecimiento y mejoran las defensas de la planta, y otros en cambio, son
perjudiciales y causan enfermedades (Brader et al., 2017). Las bacterias son
microorganismos capaces de colonizar tanto la superficie como los tejidos
internos de las plantas y dependiendo de la zona donde se encuentren pueden
clasificarse como bacterias de la rizosfera (zona radicular de la planta), filosfera
(superficie aérea de la planta) y endosfera (que habitan en el interior de la planta)
(Brader etal., 2017). Algunas especies de bacterias pueden causar
enfermedades en un amplio rango de hospederos y generar diferentes sintomas

como manchas, clorosis, necrosis, marchitez, pudricion de tejidos, entre otros

(Blancard, 2013; Kannan et al., 2016; Strange & Scott, 2005).

Las infecciones bacterianas afectan el rendimiento en la produccion de los
cultivos y causan pérdidas econdmicas significativas (Kannan et al., 2016;
Mansfield et al., 2012), en algunos casos como el de la marchitez bacteriana en
tomate que puede alcanzar hasta un 91% en pérdidas de rendimiento (Yuliar
et al., 2015). Las enfermedades de origen bacteriano en las plantas son mas
frecuentes en regiones tropicales y subtropicales, donde las condiciones
climaticas calidas y humedas son ideales para el crecimiento y dispersion de las
bacterias (Kannan et al., 2016; Sundstrom et al., 2014), lo que genera pérdidas
consistentes en los cultivos, especialmente en época lluviosa donde hay mayor
incidencia de enfermedades (Brenes et al., 2015; Saborio, 2019). En Costa Rica
se produjeron 55,307 toneladas métricas de tomate en el afio 2018, sembradas

en un area de 1,510 hectareas (INEC, 2019), distribuidas en siete regiones
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productoras: Central Occidental, Central Oriental, Central Sur, Pacifico Central,
Brunca, Chorotega y Huetar Norte. Las condiciones climaticas del pais favorecen
la produccion de tomate durante todo el afio, y a la vez, se favorece el desarrollo

y dispersion de enfermedades bacterianas (Lopez-Marin, 2017).

La mayoria de las especies de bacterias fitopatdgenas se encuentran dentro de
las familias Lysobacteraceae (= Xanthomonadaceae) del orden Lysobacterales
(= Xanthomonadales), Pseudomonadaceae del orden Pseudomonadales,
Burkholderiaceae del orden Burkholderiales, Enterobacteriaceae, Erwiniaceae
(anteriormente Enterobacteriaceae) y Pectobacteriaceae (anteriormente
Enterobacteriaceae) del orden Enterobacterales (clase Gammaproteobacteria),
y la familia Microbacteriaceae del orden Micrococcales (clase Actinomycetes)
(Adeolu et al., 2016; Kannan et al., 2016; Tindall, 2014). Una gran variedad de
bacterias se ha asociado al cultivo de tomate, tanto patogenas como saprofitas
y enddfitas. Se ha reportado que algunas especies de los géneros
Pseudomonas, Ralstonia, Xanthomonas, Clavibacter, Pectobacterium
(anteriormente  Erwinia), Dickeya (anteriormente Pectobacterium), vy
Agrobacterium pueden causar enfermedades en las plantas de tomate
(Blancard, 2013; Kannan et al., 2016; Samson et al., 2005).

Todas las partes de la planta son susceptibles al ataque de bacterias
patogénicas. Algunos géneros que infectan las hojas y el fruto son
Pseudomonas, Xanthomonas, Clavibacter, Pectobacterium y Dickeya; las raices
pueden ser infectadas por Agrobacterium tumefaciens y A. radiobacter; algunas
especies como Pectobacterium carotovorum, Dickeya chrysanthemi y varias
especies de Pseudomonas como P. corrugata, P. mediterranea, P. cichoriiy P.
viridiflava infectan la médula del tallo (Catara et al., 2002; Monteiro, 2019;
Scarlett etal., 1978; Trantas etal., 2013); y especies como Clavibacter
michiganensis, el complejo de especies de Ralstonia solanacearum, y en
algunos casos Pectobacterium carotovorum infectan la planta de forma sistémica
a través del sistema vascular (Blancard, 2013). En Costa Rica se reportan como
las enfermedades mas frecuentes en el cultivo de tomate las causadas por
especies de Ralstonia, Pseudomonas, Xanthomonas y Pectobacterium (Blanco-
Meneses et al., 2023; Cubero-Aguero et al., 2021; MAG, 2024; SFE, 2009).
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Uno de los aspectos mas importantes para el manejo de las enfermedades en
un cultivo es el diagnostico mediante la identificacion correcta del agente causal
de la enfermedad, que debe realizarse de forma oportuna y precisa (Ramirez-
Rojas et al., 2016). La identificacion de bacterias en las plantas a menudo se
realiza mediante el aislamiento de las bacterias en medios de cultivo no
selectivos o semi selectivos, seguido de la identificacion de las colonias por sus
caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas, bioquimicas, o seroldgicas, asi como

la ejecucion de ensayos de patogenicidad (Lopez et al., 2003; Schaad, 2001).

Entre las caracteristicas morfolégicas, fisiologicas y bioquimicas que sirven en
el proceso de distincion de organismos bacterianos se encuentra la forma y el
tamano de sus células, la presencia y disposicién de flagelos, caracteristicas de
movilidad y reproduccion, estructura y composicion de la pared celular,
caracteristicas de las colonias como la forma, el tipo de bordes, la consistencia,
pigmentacién, la produccion de pigmentos difusibles en medios de cultivo
determinados, y la capacidad de crecer a ciertas temperaturas, entre otros
(Tindall et al., 2007). Las caracteristicas bioquimicas determinan la respuesta de
las bacterias al reaccionar ante ciertos compuestos debido a la actividad
enzimatica (Lelliott et al., 1966), ademas de la capacidad para utilizar diferentes
fuentes de carbono para su crecimiento, estas caracteristicas que pueden
evaluarse con métodos convencionales o0 mediante  sistemas
semiautomatizados como el Biolog™, API® o VITEK® que cuentan con bases de
datos para la identificacion de ciertas bacterias con base en su perfil fenotipico,
aunque la precision de la identificacion depende de las especies en cuestion

debido a las limitaciones de cada sistema (Pinot et al., 2011).

A pesar de que la caracterizacion morfolégica y bioquimica de -cultivos
bacterianos es un procedimiento de rutina en los laboratorios, el rapido
desarrollo de las técnicas moleculares y genémicas ha simplificado y mejorado
la deteccién e identificacién de organismos patégenos (Alvarez, 2004). El uso de
técnicas como la reaccién en cadena de polimerasa (PCR) con cebadores
especificos brinda una alta especificidad y reproducibilidad mediante la

amplificacion de fragmentos de ADN o ARN para detectar la presencia de
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especies objetivo de forma rapida y precisa (Alvarez, 2004). Por otra parte, los
analisis filogenéticos basados en la secuencia parcial del gen 76S de ARN
ribosomal (176S ARNr) han jugado un papel fundamental en la identificacién y
clasificacion taxondmica de las bacterias (Bou et al., 2011; Janda & Abbott,
2007).

Este capitulo tuvo como objetivo identificar y caracterizar las bacterias
cultivables presentes en plantas de tomate con infecciones bacterianas
provenientes de fincas del Valle Central de Costa Rica con la aplicacion de
técnicas de clasificacion morfolégica, bioquimica y molecular. Se presenta una
base sobre la diversidad de la comunidad bacteriana y se identifican especies
de importancia agricola, algunas clasificadas como potenciales bacterias
benéficas y otras debido a la relacion con el desarrollo de enfermedades en el

cultivo de tomate.

1.2 MATERIALES Y METODOS

1.2.1 Material vegetal y aislamientos bacterianos

Se analizaron muestras de tejido de 55 plantas de tomate con diferentes
sintomas de enfermedades bacterianas, colectadas entre noviembre de 2021 y
octubre de 2023 en siete cantones del Valle Central de Costa Rica (Cuadro 1.1),
51 plantas fueron colectadas en campo de forma dirigida en busca de sintomas
de infecciones bacterianas, y cuatro plantas fueron recibidas como parte del
servicio de diagnostico ofrecido por el Laboratorio de Técnicas Moleculares del

Centro de Investigacion en Proteccion de Cultivos (CIPROC-UCR).

El procesamiento de las muestras de tomate se realiz6 en el laboratorio de
Fitopatologia del CIPROC-UCR. Se seleccionaron de una a cinco submuestras
de cada planta dependiendo de la cantidad y distribucion de los sintomas para
un total de 143 submuestras de tejido; se realizé la desinfeccion superficial en
solucion de hipoclorito de sodio al 1% por 30 s, alcohol al 70% por 1 min y tres
lavados con agua destilada. Cada submuestra se dividié en dos partes iguales

después de la desinfeccion, una parte destinada al macerado para realizar los
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aislamientos bacterianos y la otra parte destinada a la extraccién de ADN a partir
de tejido para la deteccion de bacterias mediante PCR con cebadores

especificos.

Se extrajo el tejido interno de las secciones de tallo y follaje destinadas al
macerado utilizando un bisturi estéril sobre una lamina de vidrio esterilizada
mediante flameado, se cortaron secciones de 2-5 mm del tejido y se depositaron
en tubos de ensayo con 3 ml de solucion salina al 0.85% estéril; el tejido se
macerd con un agitador de vidrio estéril y se dejo en reposo de 5-10 min.
Posteriormente, con un asa bacterioldgica estéril se tomo una gota del macerado
homogéneo y se rayd en platos Petri de plastico de 90x15 mm estériles con
medio de cultivo de agar nutritivo (AN) OXOID Ltd. CM0003 28 g/L (Thermo
Scientific™). Los platos se incubaron de forma invertida a 28°C + 2°C por 24-72

horas o hasta observar el crecimiento de colonias bacterianas separadas.

Cuadro 1.1 Procedencia y sintomas de infecciones bacterianas observados en
plantas de tomate colectadas en el Valle Central de Costa Rica. Se indica el
numero de muestras de tejido que fueron evaluadas por cada planta, asi como
el numero de aislamientos obtenidos de cada planta.

ID de Tejido

PI Cantén Provincia Var? Sintomas A MTP  As®

anta analizado

LTM_11 Paraiso Cartago JR Peca bacteriana en Hoja 1 -
hojas

LTM_12 Paraiso Cartago JR Hojas clordticas; Base del 2 1
necrosis en tallo y tallo; tallo
hojas; tallo hueco inferior

LTM_13 Paraiso Cartago 7810 Necrosis en tallo; tallo  Tallo 2 3
hueco superior

LTM_14 Paraiso Cartago 7810 Lesiones necréticas Tallo inferior; 2 4
en tallo; tallo hueco tallo superior

LTM_15 Paraiso Cartago Cherry Marchitez general Tallo inferior; 2 -

grape tallo superior

LTM_16 Turrialba Cartago NDd Peca bacteriana en Raiz; base 4 -
hojas; lesién del tallo;
necrética en raizy hoja
tallo; tallo hueco

LTM_17  Turrialba Cartago ND Lesiones necroticas Tallo 3 -
en hojas y tallo superior;
superior hoja

LTM_18 Turrialba Cartago ND Necrosis acuosa en Base del 2 -
tallo inferior; tallo; hoja

marchitez
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ILIIJ 59 Cantén Provincia Var? Sintomas Te].'do MTP  Asc®
anta analizado
LTM_19 Turrialba Cartago ND Necrosis interna en Raiz; tallo 3 -
raiz y tallo inferior; inferior; hoja
hojas marchitas y con
manchas marrones
LTM_20 Turrialba Cartago ND Peca bacteriana en Hoja 1 -
hojas
LTM_21 Turrialba Cartago ND Lesiones acuosas y Fruto 3 2
hundidas en fruto
LTM_22 Turrialba Cartago Vulcano  Necrosis en base del  Base del 2 5
tallo y tallo superior; tallo; tallo
marchitez superior
LTM_23 Alvarado Cartago JR Necrosis en base del  Base del 2 5
tallo; tallo hueco; tallo; hoja
marchitez
LTM_24 Alvarado Cartago JR Necrosis en base del  Base del 2 7
tallo; marchitez tallo; hoja
LTM_25 Alvarado Cartago JR Necrosis en raiz y Base del 2 6
base del tallo; tallo; hoja
marchitez
LTM_28 Paraiso Cartago Armada  Necrosis en tallo Tallo inferior 2 3
+ Milan inferior; tallo hueco
LTM_29 Paraiso Cartago Armada  Necrosis acuosa en Tallo 1 1
+ Milan tallo superior; tallo superior
hueco
LTM_30 Alajuela Alajuela Green Necrosis acuosa en Tallo inferior; 4 5
rise + tallo inferior y tallo tallo
7810 superior; tallo hueco;  superior;
marchitez hoja
LTM_32 Alajuela Alajuela Green Necrosis acuosa en Tallo inferior; 3 4
rise + tallo inferior y tallo tallo
7810 superior; tallo hueco;  superior;
marchitez hoja
LTM_33 Alajuela Alajuela Green Necrosis seca 'y Tallo inferior; 4 6
rise + acuosa en tallo tallo
7810 inferior y tallo superior;
superior; tallo hueco; hoja
marchitez
LTM_34 Zarcero Alajuela JR Marchitez general Tallo inferior; 2 -
hoja
LTM_35 Zarcero Alajuela JR Necrosis y Base del 5 -
agrietamiento en tallo; tallo
base del tallo; tallo inferior
hueco
LTM_36 Zarcero Alajuela JR Puntos grises con Fruto 1 -
apariencia de
chancros en fruto
LTM_37 Alajuela Alajuela Toreto Necrosis en base del  Base del 2 1
tallo; tallo hueco; tallo; hoja
marchitez
LTM_38 Alajuela Alajuela Toreto Necrosis en base del  Base del 2 1
tallo; tallo hueco; tallo; hoja
marchitez
LTM_39 Alajuela Alajuela Toreto Necrosis en base del  Base del 2 1
tallo; tallo hueco; tallo; hoja
marchitez
LTM_40 Alajuela Alajuela 7810 Necrosis acuosa en Raiz; base 5 6
raiz, base del tallo, del tallo; tallo
tallo inferior y tallo inferior; tallo
superior; clorosis y superior;

marchitez

hoja
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ILIIJ 59 Cantén Provincia Var? Sintomas Te].'do MTP  Asc®
anta analizado
LTM_41 Alajuela Alajuela TD1 + Necrosis en base del  Base del 4 4
7810 tallo, tallo superior y tallo; tallo
hojas; tallo hueco inferior; tallo
superior;
hoja
LTM_42 Alajuela Alajuela ND Necrosis en base del  Base del 1 1
tallo; marchitez tallo
LTM_46 Alajuela Alajuela Green Lesion agrietada en Base del 3 1
rise + base del tallo y tallo tallo; tallo
7810 inferior; marchitez inferior; hoja
LTM_47 Alajuela Alajuela TD1 + Necrosis acuosa en Base del 1 -
Toreto base del tallo y tallo tallo
inferior; marchitez
LTM_48 Alajuela Alajuela TD1 + Necrosis acuosa en Base del 2 -
Toreto base del tallo y tallo tallo; hoja
inferior; marchitez
LTM_49 Zarcero Alajuela JR Necrosis interna y Base del 2 2
externa en base del tallo
tallo; tallo hueco
LTM_50 Zarcero Alajuela JR Necrosis en base del  Base del 3 3
tallo, tallo inferior y tallo; tallo
tallo superior; superior;
marchitez hoja
LTM_51 Zarcero Alajuela JR Necrosis interna en Base del 3 3
base del tallo y tallo tallo; tallo
inferior; clorosis inferior; hoja
LTM_52 Zarcero Alajuela JR Necrosis y Base del 4 4
agrietamiento en tallo; tallo
base del tallo, tallo inferior; tallo
inferior y tallo superior;
superior; marchitez hoja
LTM_53 Alajuela Alajuela 7810 Pudriciéon acuosa en Tallo inferior; 5 -
tallo inferior y tallo tallo
superior; marchitez superior;
hoja
LTM_58 Barva Heredia 8565 Necrosis en base del  Base del 2 4
tallo; clorosis y tallo; hoja
marchitez
LTM_59 Barva Heredia 8565 Necrosis en base del Raiz; base 5 8
tallo, tallo inferior, del tallo; tallo
tallo superior y hojas; inferior; tallo
clorosis y marchitez superior;
hoja
LTM_60 Barva Heredia 8565 Necrosis en base del  Base del 4 7
tallo, tallo inferior y tallo; tallo
tallo superior; inferior; tallo
marchitez superior;
hoja
LTM_61 Barva Heredia 8565 Peca bacteriana en Hoja 1 1
hojas; necrosis;
clorosis; marchitez
LTM_62 Barva Heredia 8565 Peca bacteriana en Hoja 1 2
hojas; necrosis;
clorosis; marchitez
LTM_63 Barva Heredia 8565 Necrosis seca en Base del 4 9
base del tallo, tallo tallo; tallo
inferior y hojas; inferior; hoja
clorosis y marchitez
LTM_64 Barva Heredia 8565 Necrosis seca en Base del 2 4

base del tallo y hojas;
clorosis y marchitez

tallo; hoja
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ILIIJ 59 Cantén Provincia Var? Sintomas Te].'do MTP  Asc®

anta analizado

LTM_65 Barva Heredia 8565 Peca bacteriana en Hoja 1 3
hojas; clorosis y
marchitez

LTM_66 Alajuela Alajuela Dionisio  Necrosis y pudricién Base del 2 -
en la base del tallo tallo

LTM_67 Alajuela Alajuela Dionisio  Necrosis en base del  Base del 2 -
tallo; lesiones tallo; hoja
necréticas con halo
clorético en hojas

LTM_68 Alajuela Alajuela Toreto Necrosis en raiz y Raiz; base 3 4
base del tallo; tallo del tallo;
hueco; marchitez hoja

LTM_69 Alajuela Alajuela Toreto Necrosis en raiz y Raiz; base 3 3
base del tallo; tallo del tallo;
hueco; marchitez hoja

LTM_70 Alajuela Alajuela Toreto Necrosis seca y Raiz; base 4 6
acuosa en raiz, base del tallo; tallo
del tallo y tallo superior;
superior; marchitez hoja

LTM_71 Alajuela Alajuela Toreto Necrosis seca y Raiz; base 3 3
acuosa enraizy base del tallo;
del tallo; marchitez hoja

LTM_72 Alajuela Alajuela Toreto Necrosis seca 'y Base del 3 2
acuosa en base del tallo; tallo
tallo y tallo inferior; inferior; hoja
marchitez

LTM_73 Alajuela Alajuela Toreto Necrosis acuosa en Raiz; base 3 -
raiz y base del tallo; del tallo;
marchitez hoja

LTM_74 Alajuela Alajuela Toreto Necrosis enraiz y Raiz; base 3 4
base del tallo; del tallo;
marchitez hoja

LTM_78 Santa Heredia 8565 Clorosis y manchas Hoja 3 7

Barbara necréticas secas y
acuosas en hojas
Total 143 146

aVar = variedad de tomate. °MT = muestras de tejido evaluadas por cada planta.

°As = Numero de cultivos puros aislados a partir de las muestras de tejido. IND

= variedad desconocida. LTM = Laboratorio de Técnicas Moleculares CIPROC-

UCR. No se obtuvieron aislamientos viables (-).

1.2.2 Descripciones morfolégicas

Se realizé el subcultivo para la purificacion de los aislamientos mediante el

rayado de las colonias separadas de los cultivos originales en medio de AN

nuevo y se incubd a 28°C + 2°C por 24-48 horas. Se obtuvieron 146 aislamientos

puros, se describieron las caracteristicas morfolégicas observables a simple

vista de las colonias, como la forma (circular, puntiforme, irregular, filamentosa),
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los bordes o margenes (enteros, ondulados, lobulados, filamentosos), la
elevacion en el medio de cultivo (elevadas, planas, convexas, umbonadas), la
textura y consistencia (lisas, concéntricas, rugosas, mucoides), el color de las
colonias y el comportamiento Optico frente a la luz transmitida (opacas,
translucidas) y frente a la luz reflejada (brillantes, opacas). También se midio el
diametro de las colonias y se calcul6 la media con tres repeticiones para agrupar
las cepas por su tamafo como grandes (= 3 mm de diametro) y pequefas (< 3
mm de diametro) (Sousa et al., 2013). Los cultivos puros se conservaron en
tubos Eppendorf de 2 ml con 1.5 ml de caldo nutritivo OXOID Ltd. CM0001 13
g/L (Thermo Scientific™) con 35% de glicerol bajo congelacion a -80°C, y estos

fueron utilizados para las pruebas posteriores.

1.2.3 Pruebas fisiolégicas y bioquimicas

Se realizaron diferentes pruebas fisioldgicas y bioquimicas convencionales para
generar un perfil general de los aislamientos bacterianos. Las pruebas realizadas
fueron la tincién de Gram, hidroxido de potasio (KOH 3%), oxidasa, catalasa y la
verificacion de crecimiento en medios diferenciales y semiselectivos. Se
utilizaron controles positivos y negativos correspondientes en las diferentes

pruebas para la interpretacion de los resultados.

1.2.3.1 Tincién de Gram

Se realizo6 la tincién de Gram a los aislamientos puros para separar las bacterias
con base en una coloracién diferencial, debida a la composicion y estructura de
la pared celular. Se realizé un frotis bacteriano de cada aislamiento en laminas
portaobjetos con una gota de agua destilada, se dejé secar a temperatura
ambiente y se fij6 al portaobjetos con un mechero de alcohol por 2-3 s, después
se aplicé cristal violeta (solucion Gram-Hucker), se dejo reposar por 30 s, y se
lavé con agua destilada. Luego se aplicé lugol (con 0.4% de yodo diluido), se
dejé reposar por 1 min, y se lavo con agua destilada. Después se decoloré con
alcohol-acetona (7:3) y se lavo inmediatamente con agua destilada; el proceso

de decoloracién se repitié hasta que el frotis dejara de liberar el colorante. Por
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ultimo, se aplico safranina (solucion Gram-Hucker), se dej6 reposar por 30 s, se

lavdé con agua destilada y se dejo secar a temperatura ambiente.

Cada lamina se observd en un microscopio Optico con una amplificacion de
1,000 veces (aumento de 100X con inmersion en aceite). Para todos los
aislamientos bacterianos se registro si las bacterias eran Gram positivas cuando
se observo una coloracion violeta en las células, o Gram negativas cuando se
observé una coloracién rosada, asi como la forma de sus células (bacilos, cocos,

cocobacilos).

1.2.3.2 Prueba de hidréxido de potasio (KOH 3%)

Esta prueba se realiz6 de forma complementaria a la tincion de Gram. Con el
asa bacterioldgica estéril se tomo6 una colonia separada de cada cultivo puro y
se frotdé en una gota de KOH al 3% en una lamina portaobjetos y se mezclo
durante 10-20 s, luego se toco y levantd con un palillo de madera estéril para
observar si se formaba un hilo viscoso. Las bacterias Gram negativas tienen una
pared celular mas delgada que las Gram positivas, y al contacto con el KOH, la
pared celular se rompe y el contenido celular se libera en la gota de KOH
volviéndola viscosa (Gregersen, 1978). Si se observo la formacion del hilo
viscoso al levantar el palillo de madera se determind una reaccion KOH positiva
(bacteria Gram negativa), de lo contrario, la reaccién se determiné como KOH
negativa (bacteria Gram positiva). Se realizé un andlisis de correlacion de
Pearson entre la tincion de Gram y la prueba de KOH 3% en el entorno de R (R
Core Team, 2024).

1.2.3.3 Prueba de oxidasa

La prueba de oxidasa consistié en frotar una colonia bacteriana de cada
aislamiento con un palillo de madera estéril sobre una tira reactiva de oxidasa
OXOID Ltd. (Microbact™, Thermo Scientific™) para identificar bacterias que
producen la enzima citocromo ¢ oxidasa, que interviene en la cadena de
transporte de electrones. Las bacterias oxidasa positivas son aerobicas y

pueden usar oxigeno como aceptor terminal de electrones en la respiracion
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celular y oxidan el reactivo de las tiras provocando un viraje de color a un tono
azul-violeta. Las bacterias oxidasa negativas pueden ser anaerobicas, aerdbicas
o facultativas, y no producen la enzima citocromo oxidasa que oxida el reactivo
de prueba, por lo tanto, no hay cambio de coloracion. Se observé la reaccién
durante 5-10 s, un color azul-violeta intensé indicé que la reaccién fue positiva,

de lo contrario, la reaccién resulté negativa.

1.2.3.4 Prueba de catalasa

La prueba de catalasa consistid en frotar una colonia de cada aislamiento con
un asa bacteriolégica en una gota de peroxido de hidrégeno sobre un
portaobjetos para observar la formacidn de burbujas (catalasa positiva), o la
ausencia de burbujas (catalasa negativa). Las bacterias catalasa positivas tienen
la enzima catalasa, que es generalmente producida por bacterias que respiran
usando oxigeno y que las protege de los subproductos toxicos del metabolismo
del oxigeno. Estas bacterias pueden ser aerobicas estrictas o anaerdbicas
facultativas, pero todas tienen la capacidad de respirar utilizando oxigeno como
aceptor terminal de electrones. Las bacterias catalasa negativas por su parte,
pueden ser anaerobicas o anaerdbicas facultativas que solo fermentan y pueden
respirar utilizando otros aceptores finales de electrones en la cadena respiratoria

distintos al oxigeno.

1.2.3.5 Caracteristicas de crecimiento en medios semiselectivos y
diferenciales

Como parte de la caracterizacidon bioquimica, se realizaron cultivos de bacterias
en medios semiselectivos y diferenciales para evaluar las caracteristicas del
crecimiento de las colonias en presencia de ciertos compuestos. Los cultivos se
realizaron mediante el rayado de bacterias a partir de los cultivos puros. Los
medios que se utilizaron fueron el medio B de King (KB), el medio de agar

MacConkey y el medio triple azucar hierro (TSI).

El medio KB, compuesto de glicerol 92.1 g/mol 15 ml/L (Merck); peptona
bacteriologica OXOID Ltd. LP0037 10 g/L (Thermo Scientific™); agar
bacteriolégico OXOID Ltd. LP0O011 20 g/L (Thermo Scientific™); fosfato
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dipotasico anhidrido (K2HPO4) 174.18 g/mol 1.5 g/L (Merck); y sulfato de
magnesio heptahidratado (MgSOa4-7H20) 246.48 g/mol 1.5 g/L (Merck), fue
utilizado para diferenciar entre bacterias que liberan pigmentos fluorescentes y
no fluorescentes observadas en un transiluminador ultravioleta (King et al.,
1954).

El medio de agar MacConkey OXOID Ltd. CM0115 51.5 g/L (Thermo
Scientific™) es selectivo para bacterias Gram negativas y permite diferenciar
entre bacterias fermentadoras de lactosa y no fermentadoras de lactosa. Las
bacterias fermentadoras de lactosa se identifican mediante el viraje de color del
indicador de pH rojo neutro, la absorcién en las colonias que adquieren una
coloracién roja-rosada, y en algunos casos la precipitacién de sales biliares. Las
bacterias no fermentadoras de lactosa producen colonias incoloras (Flournoy
et al., 1990).

El medio TSI OXOID Ltd. CM00277 65 g/L (Thermo Scientific™) es un medio
diferencial utilizado para clasificar las bacterias en funcion de su fermentacién
de lactosa, glucosa y/o sacarosa con base en los cambios de coloracion del
medio después de la incubacion, asi como la produccién de sulfuro de hidrogeno
(H2S) en forma de un precipitado color negro en el medio, y la produccion de gas
(CO2) en forma de burbujas de aire o incluso la separacion del medio. Se
utilizaron tubos de ensayo en los que se dispensaron 5 ml del medio liquido y se
dej6 gelificar con una inclinacién de 45° para obtener una proporcion de 3:1 del

fondo sobre la parte inclinada.

Los cultivos puros se rayaron en cada uno de los medios y se incubaron a 28°C
+ 2°C durante 24-48 horas. Posteriormente, se describieron las caracteristicas
de crecimiento en cada medio, como la forma de las colonias, el color y la textura,
asi como los virajes de color en el medio. La siembra en el medio TSI se realizé
con una aguja bacteriolégica mediante puncion al fondo del medio y al retirarla
se rayo la bacteria en la seccion inclinada de la parte superior. La interpretacion
de los aislamientos en el medio TSI se realiz6 de acuerdo con Lehman (2005)

después de la incubacion.
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1.2.3.6 Perfil bioquimico en el sistema VITEK® 2

Con el fin de generar un perfil bioquimico mas robusto, se utilizaron las tarjetas
de identificacion GN para bacterias Gram negativas en el sistema VITEK® 2
(bioMérieux) del laboratorio de Bacteriologia Médica de la Facultad de
Microbiologia UCR. Las tarjetas GN incorporan 47 pruebas bioquimicas estandar
que determinan la utilizacion de fuentes de carbono, actividad enzimatica y
resistencia a ciertos compuestos (Pincus, 2006). Se seleccionaron 17 cepas
bacterianas con base en la viabilidad de los aislamientos y la tincion de Gram

para realizar dichas pruebas.

Las cepas seleccionadas se rayaron en medio de agar tripticasa-soya (ATS) y
se incubaron a 35°C £ 2°C por 24 horas. Luego se realizé una suspension de
cada cultivo en tubos de 5 ml con 3 ml de solucion salina al 0.45%; la suspensién
se llevd a una turbidez de 0.50-0.63 en escala de McFarland, medida con el
turbidimetro DensiCheck™ (bioMérieux). Los tubos con las suspensiones
bacterianas se cargaron en las gradillas del equipo, se colocaron las tarjetas GN
y se ingresd en el sistema VITEK® 2 para las lecturas respectivas de forma
automatica. El sistema utilizé un periodo de incubacién < 10 horas a 35.5°C +
1°C, con una toma de datos en intervalos de 15 min durante el periodo completo
de incubacion. La revision de las lecturas se realiz6 al dia siguiente de la

introduccion.

Se realizd un analisis de agrupamiento aglomerativo jerarquico mediante la
combinacion de las pruebas convencionales y el perfil generado en el sistema
VITEK® 2 para las 18 cepas evaluadas con el fin de determinar la disimilitud entre
ellas mediante el calculo de una matriz de distancias eucledianas y el método
aglomerativo de Ward con el numero éptimo de “clusters”, a través del paquete
‘factoextra’ (Kassambara & Mundt, 2020) en el entorno de R (R Core Team,
2024).
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1.2.4 Analisis molecular

1.2.4.1 Extraccién de ADN de tejido sintomatico y de cultivos puros

La extraccion de ADN de muestras de tejido fresco se realizé mediante el
protocolo CTAB (Doyle & Doyle, 1990) con las modificaciones de Trout et al.
(1997). Las submuestras cortadas en fragmentos pequefios se colocaron en
capsulas individuales con dos balines de acero y se macer6 en el molino
mezclador MM 400 (Retsch) con una frecuencia de oscilacion de 23 Hz durante
2.5 min, luego se tomo una punta de espatula del macerado homogéneo y se
colocé en tubos Eppendorf de 1.5 ml con 150 pl de buffer de extraccion (sorbitol
0.35 M; Tris HCI 0.1 M pH 7.5; EDTA 0.005 M pH 8; bisulfito de sodio 0.02 M;
agua destilada estéril) y 150 ul de buffer de lisis (NaCl 2 M; Tris HCI 0.2 M pH
7.5; EDTA 0.05 M pH 8; CTAB 2%; agua destilada estéril). Los tubos se agitaron
en un vortex durante 15 s y se colocaron en un calentador de bloque de bafio en

seco a 65°C durante 60 min.

Después de la incubacion se agrego 300 pl de cloroformo isoamil-alcohol 24:1
(Sigma-Aldrich) en una camara de extraccion de gases; los tubos se agitaron de
forma manual y se centrifugaron a 14,000 revoluciones por minuto (rpm) durante
15 min para separar las fases. La fase acuosa (sobrenadante) se transfirié a un
tubo nuevo y se agregd 300 ul de cloroformo isoamil-alcohol 24:1 para una
segunda centrifugacion a 14,000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se
transfirid a un nuevo tubo donde se agregd 300 pl de etanol puro al 95% frio y
20 pl de acetato de sodio 3 M, luego se agité manualmente y se dejé precipitar
el ADN a -20°C durante toda la noche.

Después de la precipitacion, los tubos se centrifugaron a 14,000 rpm durante 20
minutos y se descarto el etanol al 95% y el acetato de sodio 3 M decantando los
tubos en un beaker, luego se realiz6 el lavado del precipitado de ADN con 150
Ml de etanol al 70% frio y se centrifugdé a 12,000 rpm durante 10 min, luego se
descarto el etanol al 70% decantando los tubos en un beaker y se dejo evaporar
el remanente con los tubos abiertos dentro de la camara de flujo laminar. Una
vez evaporado el etanol, el precipitado de ADN se resuspendié con 50 ul de
buffer TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) y se conservé a -20°C. El ADN
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de cada muestra se cuantificé en nanogramos por microlitro (ng/ul) con un
espectrofotometro de microvolimenes NanoDrop™ One (Thermo Scientific™),
y se verificd la calidad del ADN con la relacion de absorbancia A260/A280
nanémetros (nm) y A260/A230 nm mediante tres lecturas para cada muestra.
Debido a que se registraron concentraciones elevadas de ADN gendmico, se
realizaron diluciones seriadas de 1:10, 1:50, 1:100 y 1:500 para utilizarlas en las
pruebas de PCR.

La extraccion de ADN de los cultivos puros se realizé con el mismo protocolo
utilizado para la extraccion de ADN de tejido con algunos cambios, como la
omision del macerado, ya que las colonias bacterianas se depositaron
directamente en los tubos con el buffer de extraccion y el buffer de lisis con un
asa bacterioldgica estéril, después se agitd en un vortex por 15 s y se llevd a
incubacion en el calentador de bloque a 55°C por 60 min. Las centrifugaciones
se realizaron a 12,000 rpm con los tiempos correspondientes indicados en la
extracciéon de ADN de tejido. Ademas, se realizaron dos lavados con etanol al
70% en lugar de uno. El precipitado de ADN se resuspendié con 50 pl de buffer
TE y se conservo a -20°C. También se cuantificd y se verifico la calidad del ADN
en el espectrofotdmetro de microvolumenes con tres repeticiones para cada
muestra. Tanto para las amplificaciones de ADN de las muestras de tejido como

para el ADN de los cultivos puros se utilizé una concentracién de 20-100 ng/ul.

1.2.4.2 Deteccion de bacterias fitopatégenas con cebadores especificos

Para detectar la presencia de bacterias fitopatoégenas en el tejido sintomatico de
plantas de tomate se realizé la amplificacion de fragmentos de ADN mediante
PCR de tiempo final con cebadores especificos (Cuadro 1.2). El volumen final
de cada reaccién fue de 25 pl y contenia 2.5 pl de Dream Taq buffer 10X con 2
mM de MgCl2 (Thermo Scientific™), 2.5 yl de dNTP mix 2 mM (Thermo
Scientific™), 1.25 ul de cada cebador 100 uM, 0.25 ul de Dream Tag ADN
polimerasa 5 U/ul (Thermo Scientific™), 1 uyl de ADN y 16.25 ul de agua

ultrapura.
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Las reacciones de PCR se realizaron de acuerdo con los perfiles térmicos de
cada par de cebadores. Para los cebadores CMM5/CMM6, Ps-for/Ps-rev,
MMSF/MM5R, Xc-lip-F2/Xc-lip-R2, RST21/RST22 y EXPCCF/EXPCCR se
utilizé un perfil de un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 min, seguido
de 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 1 min, anillamiento a la temperatura
requerida de cada marcador por 1 min (Cuadro 1.2), extensién a 72°C por 1 min,
un ciclo de extension final a 72°C por 7 min y mantenimiento a 4°C (Dreier et al.,
1995; Kang et al., 2003; Lee et al., 2009; Leite et al., 1994; Widmer et al., 1998;
Zaccardelli et al., 2005). Para los cebadores PC1/1-PC1/2 y PC5/1-PC5/2 el
perfil consistié en un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min, seguido
de 30 ciclos de 30 s a 94°C, 1 min a 62°C y 1.5 min a 72°C, con un ciclo de
extension final de 5 min a 72°C (Trantas et al., 2015). Para los cebadores
ADE1/ADE2 el perfil utilizado consistid en un ciclo de desnaturalizacion inicial a
94°C por 4 min, seguido de 40 ciclos de 30 s a94°C y 1 min a 72°C, con un ciclo
de extension final a 72°C por 10 min (Nassar et al., 1996; Tsror Lahkim et al.,
2012).

Después de cada PCR se verificd la amplificacion de ADN mediante
electroforesis en gel de agarosa Top Vision (Thermo Scientific™) al 1% en buffer
TBE 0.5X (Thermo Scientific™) con un voltaje de 95-100 voltios durante 35 min.
Para tefiir los fragmentos de ADN amplificados se utilizé 1.5 ul de buffer de carga
6X DNA Loading Dye (Thermo Scientific™) para 5 ul de cada producto de PCR.
Para comprobar el tamafo de la banda de ADN se colocé 1.5 pl de GeneRuler
100 bp plus DNA Ladder (Thermo Scientific™). Una vez terminada la corrida de
electroforesis, se observo el gel en un transiluminador ultravioleta. Se confirmé
la presencia de las bacterias con la observacion de las bandas del tamafo

respectivo para cada par de cebadores (Cuadro 1.2).

Con los datos de presencia y ausencia se calculo la frecuencia de ocurrencia de
las especies 0 géneros bacterianos encontrados por planta en cada cantdon de
muestreo y se generd un mapa de distribucién de las bacterias en el pais, con
graficos de frecuencia anidados que toman en cuenta las detecciones y la

coexistencia de diferentes bacterias por planta. Los graficos de frecuencia y el
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mapa de distribucion se generaron en el entorno de R (R Core Team, 2024) con

los paquetes ‘sunburstR’, ‘sf' y ‘ggplot2’ (Bostock et al., 2023; Pebesma, 2018;

Wickham, 2016).

Cuadro 1.2 Cebadores especificos utilizados para detectar la presencia de

bacterias patdgenas en tejido de plantas de tomate con sintomas de infecciones

bacterianas colectadas en fincas del Valle Central de Costa Rica.

. =
Especie/Género Cebador Blanco Secuencia (5°-3’) -(E,'g) Ta(;1ba2r)|o Fuente
G ATAAGCCOATAT
g pat-1 55 614  etal.
subsp. CMM6 CGTCAGGAGGTCGCC (1995)
michiganensis TAATA
Ps-for GGTCTGAGAGGATGAT
CAGT Widmer et
Pseudomonas sp. 5 16S ARNr TTAGCTCCACCTCGCG 66 1007 al. (1998)
S-rev Ge
GGATATGAGCCAGGTC
Pseudomonas PC1/1 TTCG Catara
mediterranea PAV619  cGeTcAAGCGCGACTT 92 600 etal
PC1/2 CAG (2002)
PC5/1 CCACAGGACAACATGT Catara
Pseudomonas AV620 CCAC 62 1100 et al.
corrugata PC5/2 P CAGGCGCTTTCTGGAA (2000;
CATG 2002)
Pseudomonas MM5F GAACGAGCTGAAGGA Zaccardelli
syringae pv. hrpZPst AGACA 57 532 et al
¢ ’ CAGCCTGGTTAGTCTG y
‘omato MM5R GTTA (2005)
Xeolin-F2 TATGTGATGGTGCCGA
Xanthomonas s, P estA CCATTC 57 777 Lee et al.
p- Xc-lin-R2 GGACTTCGCGGTCCA (2009)
P CGTCGTAGC
Vesicatonn (ox  RST21 CATCaAGG | TORS Leite
campestris pv. hoD— geeatctecatecete O 1075 etal,
vesicatoria) RST22 CTCTCCGA (1994)
Pectobacterium EXPCCF GAACTTCGCACCGCC
carotovorum GACCTTCTA Kang et al.
subsp. EXPCCR PECCF  Cocérantracctace 90 550 on3)
carotovorum TGCTTAAG
ADE1 GATCAGAAAGCCCGCA
Dickeya ' pelADE GCCAGAT 72 420 Nassar et
chrysanthemi ADE?2 CTGTGGCCGATCAGG al. (1996)
ATGGTTTTGTCGTGC

'T.a: Temperatura de anillamiento (°C); ?pb: Tamafo de banda del producto de

PCR en pares de bases.
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1.2.4.3 Identificaciéon de aislamientos con la secuenciacion parcial del gen
16S ARNr

Con el fin de identificar las bacterias aisladas del tejido sintomatico se realizo la
amplificacion parcial del gen 16S de ARN ribosomal (76S ARNr) de 61
aislamientos bacterianos mediante PCR de tiempo final con los cebadores
universales F27 (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) y 1492R (5-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) (Lane, 1991) en un volumen final de 25 ul
por cada reaccion, que contenia 2.5 yl de Dream Taq buffer 10X (Thermo
Scientific™), 2.5 yl de dNTP mix 2 mM (Thermo Scientific™), 1.25 ul de cada
marcador 100 yM, 0.25 pl de Dream Taq ADN polimerasa 5 U/pl (Thermo
Scientific™), 1 yl de la muestra de ADN, y agua ultrapura para completar el
volumen. El perfil térmico consistid en un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94°C
por 2 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min,
anillamiento a 56°C por 1 min, extension a 72°C por 1 min, extensién final a 72°C
por 7 min, y mantenimiento a 4°C. Se realizaron electroforesis en gel de agarosa
al 1% para verificar la amplificacion de ADN con fragmentos de 1,500 pb

aproximadamente.

Se realizé la purificacién de los productos de PCR con 1.5 ul de Exonucleasa 1
(20 U/ul) (Thermo Scientific™) y 3 ul de buffer de reaccién 10X por cada 15 pl
del producto de PCR, luego se llevo al termociclador con un perfil de activaciéon
de la enzima a 37°C por 15 min y un ciclo final a 85°C por 15 min. Una vez
purificados los productos de PCR, se enviaron a la compafia Macrogen, Inc.
(Seul, Corea del Sur) para la secuenciacion de las muestras con el método
Sanger (Sanger et al., 1977; Sanger & Coulson, 1975; Slatko et al., 2018).

El recorte, edicion y generacién de las secuencias consenso se realizd en
BioEdit v.7.0.5.3 (Hall, 1999). Las secuencias fueron comparadas en la base de
datos de GenBank del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica
(NCBI) mediante la herramienta BLAST Nucleotide (Zhang et al., 2000) con una
busqueda limitada a secuencias de cepas tipo. Para la reconstruccion
filogenética se descargaron secuencias parciales del gen 16S ARNr de cepas
tipo de especies validamente publicadas de acuerdo con el Listado de nombres

Procariotas con Posicion en Nomenclatura (LPSN) (Cuadro S$1.1). El
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alineamiento de las secuencias se realiz6 en MAFFT v. 7 (Katoh et al., 2017)
con parametros por defecto. El tamafo final de las secuencias alineadas vy
recortadas fue de 1,384 pares de bases (pb). Se utilizé JModelTest v.2.1.10
(Darriba etal., 2012) para determinar el mejor modelo de sustitucion

nucleotidica.

El arbol filogenético se realizé mediante inferencia Bayesiana en MrBayes v.
3.2.6 (Ronquist et al., 2012). Se corrieron cuatro cadenas con el modelo de
sustitucion nucleotidica de tiempo general reversible con distribucibn gamma
mas sitios invariantes (GTR+I+G) y se ejecutaron 1,000,000 generaciones de
cadenas de Markov Monte Carlo (mcmc) y 1,000 generaciones de frecuencia de
muestreo de arboles, con un calentamiento (“burnin”) del 25% de las cadenas.
Se utilizo la cepa Bacillus subtilis IAM 12118"T como grupo externo. El arbol
consenso se visualizé y editd en iTOL v.6.9.1 (Letunic & Bork, 2024). Las
secuencias analizadas en este estudio fueron depositadas en la base de datos
del GenBank bajo las accesiones PQ857593-PQ857653.

Con la identificacion de los géneros y las caracteristicas morfolégicas vy
bioquimicas de los aislamientos evaluadas mediante métodos convencionales,
se elabord un diagrama de Sankey con el paquete ‘ggsankey’ (Sjoberg, 2024)
en el entorno de R (R Core Team, 2024) con el fin de visualizar el flujo de las
caracteristicas hacia los géneros identificados y apreciar la proporcién de los

aislamientos con caracteristicas especificas.

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Caracterizacion morfolégica de los aislamientos

Se caracterizd la morfologia de las colonias de 146 cultivos puros aislados a
partir de muestras de tejido sintomatico de plantas de tomate provenientes de
siete cantones del Valle Central de Costa Rica. Los aislamientos se
caracterizaron después de 24-72 horas de crecimiento en medio de agar nutritivo
(AN) incubado a 28°C £ 2°C. Respecto a la forma de las colonias, 109

aislamientos (74.66%) presentaron forma circular, 21 aislamientos (14.38%)
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forma irregular y 16 aislamientos (10.96%) puntiformes; 115 aislamientos
(78.77%) presentaron bordes enteros, 22 (15.03%) fueron ondulados y nueve
(6.16%) fueron lobulados; en cuanto a la elevacion de las colonias en el medio,
dos aislamientos (1.37%) presentaron colonias convexas, 88 (60.27%) colonias
elevadas, 54 (36.99%) colonias planas y dos (1.37%) colonias umbonadas. Los
aislamientos presentaron una amplia diversidad de coloraciones y tonalidades,
72 aislamientos (49.32%) presentaron tonalidades en color amarillo, 32
aislamientos (21.92%) color blanco, 13 aislamientos (8.90%) color crema, 18
aislamientos (12.24%) color naranja, seis (4.11%) color rosado, y cinco

aislamientos (3.42%) incoloros o transparentes (Cuadro 1.3).

En cuanto a la consistencia y textura, 137 aislamientos (93.84%) presentaron
colonias lisas, tres (2.05%) mucoides y seis (4.11%) rugosas. El comportamiento
optico de las colonias se evalué frente a la luz emitida en donde 104 aislamientos
(71.23%) presentaron colonias opacas y 42 aislamientos (28.77%) con colonias
translucidas; frente a la luz reflejada 145 aislamientos (99.32%) presentaron
colonias brillantes y uno (0.68%) presentd colonias opacas. El tamaino de las
colonias bacterianas presentdé un rango de 0.3-6.01 mm de diametro, con una
media = 1.86 mm; desviacion estandar (SD) = 1.02 mm; error estandar (SE) =
0.08 mm. Las colonias se agruparon por su tamafo como grandes (= 3 mm de
diametro) y pequehas (< 3 mm de diametro); 18 aislamientos (12.33%)
presentaron colonias grandes y 128 aislamientos (87.67%) colonias pequefas
(Cuadro 1.3).

1.3.2 Caracterizacion fisiolégica y bioquimica de los aislamientos

Se realizo la caracterizacion fisiologica y bioquimica de las cepas bacterianas
mediante pruebas convencionales. Segun la tincién de Gram se identificaron 46
aislamientos (31.51%) como Gram negativos, de estos 43 fueron bacilos y 3
fueron cocos; se identificaron 87 aislamientos (59.59%) como Gram positivos,
29 bacilos y 58 cocos; y 13 aislamientos (8.90%) como no determinados (ND).
En la prueba de KOH 3% se registraron 42 cepas (28.77%) KOH positivas y 104

(71.23%) KOH negativas. La correlacion entre la tincion de Gram y la prueba de
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KOH 3% fue estadisticamente significativa, con un r = -0.83; intervalo de
confianza al 95% (1C95%) = -0.88, -0.77; p < 0.001. En la prueba de oxidasa se
registraron 30 cepas (20.55%) con una reaccion positivay 116 (79.45%) con una
reaccion negativa. En la prueba de catalasa 133 cepas (91.10%) presentaron
reacciones positivas y 13 cepas (8.90%) presentaron una reaccién negativa. En
el medio B de King (KB), 21 cepas (14.38%) liberaron pigmentos difusibles
fluorescentes en el medio, 91 (62.33%) no liberaron pigmentos fluorescentes y
34 (23.29%) no fueron determinadas (ND). En cuanto al crecimiento en medio
de agar MacConkey y la fermentacion de lactosa, 35 cepas (23.97%) crecieron
en el medio y fueron no fermentadoras de lactosa, 85 cepas (58.22%) no
crecieron en el medio y 26 cepas (17.81%) no fueron evaluadas en la prueba
(ND) (Cuadro 1.3).

En la prueba del medio triple azucar hierro (TSI) se identificaron 27 cepas
(18.49%) como fermentadoras de glucosa, lactosa y/o sacarosa (interpretacion
del medio = A/A [4cido sobre acido], medio amarillo en la parte inclinada y en el
fondo del tubo después de incubacidn), cinco de ellas (3.42%) con produccion
de gas (A/AG). Nueve cepas (6.16%) fueron fermentadoras de glucosa
(interpretaciéon del medio = K/A [alcalino sobre acido], medio rojo-rosado en la
parte inclinada y amarillo en el fondo del tubo después de incubacién), tres de
ellas (2.05%) con produccion de gas (K/AG). Se identificaron 81 aislamientos
(55.48%) como no fermentadores de glucosa, lactosa, ni sacarosa
(interpretacién del medio = K/K [alcalino sobre alcalino], medio rojo-rosado en la
parte inclinada y en el fondo del tubo después de incubacion [27 aislamientos;
18.49%]; K/NC [alcalino sobre sin cambios], medio rojo-rosado en la parte
superior y rojo-naranja en el fondo del tubo después de incubacion [20
aislamientos; 13.70%]; o NC/NC [sin cambios sobre sin cambios], medio rojo-
naranja en la parte inclinada y en el fondo del tubo después de incubacion [34
aislamientos; 23.29%]). No se observo produccién de sulfuro de hidrogeno (H2S)
en ninguna de las cepas evaluadas. No se determino el perfil de 29 cepas
(19.86%) en esta prueba (Cuadro 1.3).
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Cuadro 1.3 Caracterizacion morfolégica, fisiolégica y bioquimica de las colonias

de 146 aislamientos bacterianos aislados a partir de muestras de plantas de

tomate con sintomas de infecciones bacterianas colectadas en siete cantones

del Valle Central de Costa Rica. La evaluacion de las caracteristicas se realiz6

después de 24-48 horas de incubacion a 28°C + 2°C.

Frecuencia
Caracteristicas As? Relativa (%)

Morfoldgicas
circular 109 74.66
Forma irregular 21 14.38
puntiforme 16 10.96
enteros 115 78.77
Bordes lobulados 9 6.16
ondulados 22 15.07
convexa 2 1.37
Elevacion elevada 88 60.27
plana 54 36.99
umbonada 2 1.37
lisa 137 93.84
Consistencia mucoide 3 2.05
rugosa 6 4.11
amarillo 72 49.32
blanco 32 21.92
Color crema 13 8.90
naranja 18 12.33
rosado 6 4.11
incoloro 5 3.42
Apariencia frente a luz opaca 104 71.23
emitida translucida 42 28.77
Apariencia frente a luz brillante 145 99.32
reflejada opaca 1 0.68
Tamafo grande 18 12.33
pequefa 128 87.67

Bioquimicas
bacilos Gram negativos 43 29.45
cocos Gram negativos 3 2.05
Tincion de Gram bacilos Gram positivos 29 19.86
cocos Gram positivos 58 39.73
NDP 13 8.90
o negativa 104 71.23
KOH 3% positiva 42 28.77
negativa 13 8.90
Catalasa positiva 133 91.10
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Frecuencia

Caracteristicas As? Relativa (%)

Oxidasa negativa 116 79.45

positiva 30 20.55

Fluorescencia en medio B de ;;O fluorescente o1 62.33

King uorescente 21 14.38

ND 34 23.29

Fermentacion de lactosa en negatlvg o 35 23.97

medio MacConkey no crecimiento 85 58.22

ND 26 17.81

A/A 22 15.07

A/AG 5 3.42

Fermentacion de glucosa, E;QG g 3(1);
lactosa y/o sacarosa en '

medio TSI K/IK 27 18.49

K/NC 20 13.70

NC/NC 34 23.29

ND 29 19.86

aAs = Numero de aislamientos. °PND = No determinado (aislamientos que no
fueron evaluados en la prueba correspondiente). °no crecimiento = aislamientos
que no crecieron en el medio de agar MacConkey. 4Codigos de interpretacion
en medio TSI: A/A = acido/acido (fermentadoras de glucosa de forma aerébica y
de glucosa, lactosa y/o sacarosa). K/A = alcalino/acido (fermentadoras de
glucosa). K/K = alcalino/alcalino (no fermentadoras de glucosa, lactosa, ni
sacarosa). K/NC = alcalino/sin cambios (no fermentadoras de glucosa, lactosa,
ni sacarosa). NC/NC = sin cambios/sin cambios (no fermentadoras de glucosa,

lactosa, ni sacarosa). G = produccion de gas (oxigeno o didxido de carbono).

Ademas de las pruebas convencionales, se realizé un perfil bioquimico de 17
cepas Gram negativas con las tarjetas de identificacion GN en el sistema VITEK®
2, que incluye 47 pruebas estandar de utilizacion de fuentes de carbono,
actividad enzimatica y resistencia (Pincus, 2006). Mediante la combinacién de
las pruebas convencionales y el perfil bioquimico generado en el sistema VITEK®
2 (Cuadro S1.2), se realizé un analisis de agrupamiento aglomerativo jerarquico
para las 17 cepas evaluadas. No se registrd ningun perfil idéntico entre las

cepas; se obtuvo un rango de disimilitud de 0.5 a 32.1 entre ellas. Las cepas se
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agruparon en cuatro “clusters” (Figura 1.1). En el primer “cluster” se agruparon
nueve cepas de Pseudomonas sp. (LTM 13.1.2, LTM 13.1.3, LTM 14.2.2, LTM
14.3.1, LTM 32.2.1, LTM 40.2.3, LTM 78.1.1, LTM 78.2.1 y LTM 78.3.2) y dos
cepas de Stenotrophomonas sp. (LTM 49.1.1 y LTM 78.2.3); en el segundo se
agruparon dos cepas de Agrobacterium sp. (LTM 78.1.2 y LTM 78.2.2); en el
tercero se agruparon dos cepas de Serratia sp. (LTM 71.3.2y LTM 74.3.1); y en
el cuarto las cepas de Cedecea sp. (LTM 72.2.1) y Pantoea sp. (LTM 78.3.1). La
menor disimilitud (0.5) se registré entre las cepas LTM 32.2.1 y LTM 78.1.1
(Figura 1.1), ambas identificadas como Pseudomonas sp. La identificacion de
las cepas para el agrupamiento se realiz6 con el analisis molecular de la
secuencia parcial del gen 76S ARNr, ya que el sistema VITEK® 2 logré identificar
solamente 11 cepas (64.7%) exitosamente a nivel de género, e identificd de

forma incorrecta o nula seis de las cepas evaluadas.

Pantoea sp. LTM 78.3.1-- -
Cedecea sp. LTM 72.2.1-- .
Serratia sp. LTM 74.3.1-- ||

Serratia sp. LTM 71.3.2--

: Agrobacterium sp. LTM 78.2.2-- .
Agrobacterium sp. LTM 78.1.2-- - Distancia
_: Pseudomonas sp. LTM 78.3.2-- | ] 5
Pseudomonas sp. LTM 13.1.2-- || 4

Pseudomonas sp. LTM 78.1.1-- 3
_|__|: Pseudomonas sp. LTM 32.2.1-- 2

— Pseudomonas sp. LTM 40.2.3-- H 1

Pseudomonas sp. LTM 78.2.1-- [ |
Pseudomonas sp. LTM 13.1.3-- [ |
Pseudomonas sp. LTM 14.3.1-- .
Psetid |

onas sp. LTM 14.2.2--
Stenotrophomonas sp. LTM78.2.3-- [l
': Stenotrophomonas sp. LTM 49.1.1-- [l
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Figura 1.1 Agrupamiento de las cepas bacterianas segun el perfil bioquimico
combinado de pruebas convencionales y el sistema VITEK® 2. Se muestra el
dendrograma del agrupamiento jerarquico de las cepas en cuatro “clusters”,
obtenido con el método aglomerativo de Ward a partir de una matriz distancias
eucledianas para calcular la disimilitud entre las cepas evaluadas. Celdas con
tonalidades azules en la matriz de distancias indican mayor similitud entre las

cepas.
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1.3.3 Analisis molecular
1.3.3.1 Deteccion de bacterias fitopatogenas en tejido sintomatico de

plantas de tomate
Se utilizaron cebadores especificos en reacciones de PCR de tiempo final con
muestras de tejido sintomatico de tomate y se detecto la presencia del género
Xanthomonas en cinco plantas de 54 evaluadas (frecuencia de deteccién =
9.26%), en los cantones de Paraiso y Turrialba en la provincia de Cartago, Barva
y Santa Barbara en la provincia de Heredia. La bacteria Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum fue detectada en dos plantas (3.70%), en el
canton de Turrialba en la provincia de Cartago y en el canton Alajuela en la
provincia de Alajuela (Cuadro 1.4; Figura 1.2). El género Pseudomonas se
detectd en un total de 52 plantas (96.30%) en los siete cantones evaluados.
Dentro de este género, se detectd la presencia de Pseudomonas mediterranea,
en 15 plantas (27.78%), en el canton Paraiso de la provincia de Cartago, Alajuela
y Zarcero en la provincia de Alajuela, y Barva en la provincia de Heredia; y la
presencia de Pseudomonas syringae pv. tomato en seis plantas (11.11%), en
los cantones Paraiso y Turrialba en la provincia de Cartago, Barva y Santa

Barbara en la provincia de Heredia (Cuadro 1.4; Figura 1.2).

Se detecto la coexistencia de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
y Pseudomonas mediterranea en una planta del canton de Alajuela, P.
carotovorum subsp. carotovorum y Pseudomonas syringae pv. tomato en una
planta del cantén Turrialba, y Pseudomonas syringae pv. tomato y Xanthomonas
sp. en una planta del canton de Santa Barbara; ademas de la presencia
simultanea de Xanthomonas y Pseudomonas en plantas de los cantones de
Barva en Heredia, Paraiso y Turrialba en Cartago (Cuadro 1.4; Figura 1.2). No
se detectd la presencia de Dickeya chrysanthemi, Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, Xanthomonas vesicatoria (= X. campestris pv. vesicatoria)

ni Pseudomonas corrugata en las muestras analizadas.
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Cuadro 1.4 Deteccion de géneros o especies de bacterias fitopatégenas objetivo
mediante la amplificacion de ADN con cebadores especificos a partir de

muestras de tejido de plantas de tomate con sintomas de infecciones

bacterianas.
ek Cantén Provincia Var? Sintomas ST SRR
Planta detectada
LTM_11 Paraiso Cartago JR Peca bacteriana en Pseudomonas syringae
hojas pv. tomato
LTM_12 Paraiso Cartago JR Hojas clordticas; Pseudomonas sp.
necrosis en talloy
hojas; tallo hueco
LTM_13 Paraiso Cartago 7810 Necrosis en tallo; tallo  Pseudomonas sp.
hueco
LTM_14 Paraiso Cartago 7810 Lesiones necroticas Pseudomonas sp.
en tallo; tallo hueco
LTM_15 Paraiso Cartago Cherry Marchitez general Xanthomonas sp.;
grape Pseudomonas
mediterranea
LTM_16 Turrialba Cartago NDP Peca bacteriana en Xanthomonas sp.;
hojas; lesién Pseudomonas sp.
necroética en raiz y
tallo; tallo hueco
LTM_17 Turrialba Cartago ND Lesiones necroticas Pseudomonas sp.
en hojas y tallo
superior
LTM_18 Turrialba Cartago ND Necrosis acuosa en Pseudomonas syringae
tallo inferior; pv. tomato
marchitez
LTM_19 Turrialba Cartago ND Necrosis interna en Pectobacterium
raiz y tallo inferior; carotovorum subsp.
hojas marchitas y con  carotovorum;
manchas marrones Pseudomonas syringae
pv. tomato
LTM_20 Turrialba Cartago ND Peca bacteriana en -
hojas
LTM_21 Turrialba Cartago ND Lesiones acuosas y Pseudomonas syringae
hundidas en fruto pv. tomato
LTM_22 Turrialba Cartago Vulcano Necrosis en base del  Pseudomonas sp.
tallo y tallo superior;
marchitez
LTM_23 Alvarado Cartago JR Necrosis en base del  Pseudomonas sp.
tallo; tallo hueco;
marchitez
LTM_24 Alvarado Cartago JR Necrosis en base del  Pseudomonas sp.
tallo; marchitez
LTM_25 Alvarado Cartago JR Necrosis en raiz y Pseudomonas sp.
base del tallo;
marchitez
LTM_28 Paraiso Cartago Armada  Necrosis en tallo Pseudomonas sp.
+ Milan inferior; tallo hueco
LTM_29 Paraiso Cartago Armada  Necrosis acuosa en Pseudomonas sp.
+ Milan tallo superior; tallo
hueco
LTM_30 Alajuela Alajuela Green Necrosis acuosa en Pseudomonas sp.
rise + tallo inferior y tallo
7810 superior; tallo hueco;

marchitez
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ek Cantén Provincia Var? Sintomas G e
Planta detectada
LTM_32 Alajuela Alajuela Green Necrosis acuosa en Pseudomonas sp.
rise + tallo inferior y tallo
7810 superior; tallo hueco;
marchitez
LTM_33 Alajuela Alajuela Green Necrosis seca'y Pseudomonas sp.
rise + acuosa en tallo
7810 inferior y tallo
superior; tallo hueco;
marchitez
LTM_34 Zarcero Alajuela JR Marchitez general Pseudomonas sp.
LTM_35 Zarcero Alajuela JR Necrosis y Pseudomonas sp.
agrietamiento en
base del tallo; tallo
hueco
LTM_36 Zarcero Alajuela JR Puntos grises con Pseudomonas sp.
apariencia de
chancros en fruto
LTM_37 Alajuela Alajuela Toreto Necrosis en base del  Pseudomonas sp.
tallo; tallo hueco;
marchitez
LTM_38 Alajuela Alajuela Toreto Necrosis en base del  Pseudomonas sp.
tallo; tallo hueco;
marchitez
LTM_39 Alajuela Alajuela Toreto Necrosis en base del  Pseudomonas sp.
tallo; tallo hueco;
marchitez
LTM_40 Alajuela Alajuela 7810 Necrosis acuosa en Pseudomonas sp.
raiz, base del tallo,
tallo inferior y tallo
superior; clorosis y
marchitez
LTM_41 Alajuela Alajuela TD1 + Necrosis en base del  Pectobacterium
7810 tallo, tallo superior y carotovorum subsp.
hojas; tallo hueco carotovorum;
Pseudomonas
mediterranea
LTM_42 Alajuela Alajuela ND Necrosis en base del  NAc
tallo; marchitez
LTM_46 Alajuela Alajuela Green Lesion agrietada en Pseudomonas
rise + base del tallo y tallo mediterranea
7810 inferior; marchitez
LTM_47 Alajuela Alajuela TD1 + Necrosis acuosa en Pseudomonas sp.
Toreto base del tallo y tallo
inferior; marchitez
LTM_48 Alajuela Alajuela TD1 + Necrosis acuosa en Pseudomonas
Toreto base del tallo y tallo mediterranea
inferior; marchitez
LTM_49 Zarcero Alajuela JR Necrosis interna y Pseudomonas sp.
externa en base del
tallo; tallo hueco
LTM_50 Zarcero Alajuela JR Necrosis en base del  Pseudomonas sp.
tallo, tallo inferior y
tallo superior;
marchitez
LTM_51 Zarcero Alajuela JR Necrosis interna en Pseudomonas sp.

base del tallo y tallo
inferior; clorosis




36

ek Cantén Provincia Var? Sintomas G e
Planta detectada

LTM_52 Zarcero Alajuela JR Necrosis y Pseudomonas sp.
agrietamiento en
base del tallo, tallo
inferior y tallo
superior; marchitez

LTM_53 Alajuela Alajuela 7810 Pudricion acuosa en Xanthomonas sp.;
tallo inferior y tallo Pseudomonas
superior; marchitez mediterranea

LTM_58 Barva Heredia 8565 Necrosis en base del  Pseudomonas syringae
tallo; clorosis y pv. tomato
marchitez

LTM_59 Barva Heredia 8565 Necrosis en base del  Pseudomonas sp.
tallo, tallo inferior,
tallo superior y hojas;
clorosis y marchitez

LTM_60 Barva Heredia 8565 Necrosis en base del —
tallo, tallo inferior y
tallo superior;
marchitez

LTM_61 Barva Heredia 8565 Peca bacteriana en Pseudomonas sp.
hojas; necrosis;
clorosis; marchitez

LTM_62 Barva Heredia 8565 Peca bacteriana en Pseudomonas sp.
hojas; necrosis;
clorosis; marchitez

LTM_63 Barva Heredia 8565 Necrosis seca en Pseudomonas
base del tallo, tallo mediterranea
inferior y hojas;
clorosis y marchitez

LTM_64 Barva Heredia 8565 Necrosis seca en Pseudomonas
base del tallo y hojas; mediterranea
clorosis y marchitez

LTM_65 Barva Heredia 8565 Peca bacteriana en Xanthomonas sp.;
hojas; clorosis y Pseudomonas sp.
marchitez

LTM_66 Alajuela Alajuela Dionisio  Necrosis y pudricion Pseudomonas
en la base del tallo mediterranea

LTM_67 Alajuela Alajuela Dionisio  Necrosis en base del = Pseudomonas sp.
tallo; lesiones
necroticas con halo
clorético en hojas

LTM_68 Alajuela Alajuela Toreto Necrosis en raiz y Pseudomonas
base del tallo; tallo mediterranea
hueco; marchitez

LTM_69 Alajuela Alajuela Toreto Necrosis en raiz y Pseudomonas
base del tallo; tallo mediterranea
hueco; marchitez

LTM_70 Alajuela Alajuela Toreto Necrosis seca y Pseudomonas
acuosa en raiz, base mediterranea
del tallo y tallo
superior; marchitez

LTM_71 Alajuela Alajuela Toreto Necrosis seca y Pseudomonas
acuosa enraizy base mediterranea
del tallo; marchitez

LTM_72 Alajuela Alajuela Toreto Necrosis seca y Pseudomonas
acuosa en base del mediterranea
tallo y tallo inferior;
marchitez

LTM_73 Alajuela Alajuela Toreto Necrosis acuosa en Pseudomonas
raiz y base del tallo; mediterranea

marchitez
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ek Cantén Provincia Var2 Sintomas G e
Planta detectada
LTM_74 Alajuela Alajuela Toreto Necrosis en raiz y Pseudomonas
base del tallo; mediterranea
marchitez
LTM_78 Santa Heredia 8565 Clorosis y manchas Xanthomonas sp.;
Barbara necréticas secas y Pseudomonas syringae
acuosas en hojas pv. tomato

aVar = variedad de tomate. PND: variedad desconocida. °®NA = No se realizo
analisis molecular del tejido de esa planta. No se detectdé ninguno de los

géneros/especies objetivo (—).

Cantén Provincia
Alajuela
Precipitacién Zarcero Alajuela J Alajuela
(mm) n=21 Zarcero
< 100 Alvarado
100 - 200 Parai Cart:
araiso artago
I 200 - 300 N
B 300 - 400 @ Turrialba
I 400 - 500 A Barva
- Al d Heredia
I 500 - 600 | Alvarado Santa Barbara
Il > 600

/“ n=3
. No. de Plantas (total = 54)

Especie/Género
\\\ . Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
. \w |:| Pseudomonas sp.
J = |:| Pseudomonas mediterranea
/ ‘:I Pseudomonas syringae pv. tomato
Santa Barbara
=7

Turrialba ‘:I Xanthomonas sp.
n=1

n
D No se detectd ninguna bacteria objetivo

e

Figura 1.2 Mapa de distribucion y frecuencia de las bacterias fitopatdégenas
detectadas en muestras de tejido de plantas de tomate sintomaticas mediante la
amplificacion de ADN con cebadores especificos. Los graficos muestran la
frecuencia relativa de las bacterias detectadas (anillo medio y externo) por

numero de plantas analizadas (anillo interno) en cada canton.
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1.3.3.2 Identificaciéon de aislamientos con la secuenciacion parcial del gen
16S ARNr

A partir las secuencias parciales del gen 16S ARNr de 61 aislamientos, se
identificaron cinco clases taxonomicas, siendo la mas abundante la clase
Gammaproteobacteria (y-bacteria) con 34 aislamientos (abundancia relativa =
55.74%), seguido de la clase Actinomycetes con 18 aislamientos (29.51%). Las
clases Alphaproteobacteria (a-bacteria), Betaproteobacteria (B-bacteria) y Bacilli
presentaron cuatro (6.56%), tres (4.92%) y dos (3.28%) aislamientos,
respectivamente (Figura 1.3 A). Dentro de la clase Gammaproteobacteria, el
orden mas predominante fue Pseudomonadales con 21 aislamientos (34.43%
del total de aislamientos), seguido de Enterobacterales con siete aislamientos
(11.48%). Dentro de los Actinomycetes el orden mas abundante fue
Micrococcales con 15 aislamientos (24.59%) (Figura 1.3 A). En el orden
Pseudomonadales la unica familia presente fue Pseudomonadaceae, con el
unico género Pseudomonas (Figura 1.3 B y C). La segunda familia mas
abundante fue Microbacteriaceae con 10 aislamientos (16.39%), siete de ellos

(11.48%) pertenecientes al género Microbacterium (Figura 1.3 By C).
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Figura 1.3 Diversidad taxondmica y abundancia relativa porcentual de las cepas
bacterianas aisladas de tejido sintomatico de plantas de tomate en fincas del
Valle Central de Costa Rica. Abundancia relativa (%) en el nivel de A) orden por

clase taxonomica, B) familia por orden, y C) género por familia.

Los aislamientos bacterianos provenian de seis partes principales de la planta:
raiz (dos aislamientos; abundancia relativa = 3.28%), base del tallo (10; 16.39%),
tallo inferior (16; 26.23%), tallo superior (ocho; 13.11%), hoja (24; 39.34%) y fruto
(uno; 1.64%). En la raiz se aislaron bacterias de la clase Actinomycetes y
Gammaproteobacteria. En la base del tallo se registr6 mayor abundancia relativa

de la clase Actinomycetes (9.84%), seguido de la clase Gammaproteobacteria
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(4.92%). En el tallo inferior, tallo superior y hoja se registré6 mayor abundancia
de Gammaproteobacteria con 18.03%, 6.56% y 22.95%, respectivamente,
seguido de Actinomycetes con 6.56%, 4.92% y 6.56%, respectivamente. En el
fruto solamente se registré un aislamiento de la clase Gammaproteobacteria
(Figura 1.4 A). Los 6rdenes mas abundantes fueron Pseudomonadales en hoja
(14.75%), tallo inferior (9.84%) y tallo superior (6.56%); Micrococcales en la base
del tallo (8.20%) y en la hoja (6.56%); y Enterobacterales en la hoja (6.56%)
(Figura 1.4 B). La familia mas abundante por tejido fue Pseudomonadaceae en
la hoja (14.75%), tallo inferior (9.84%) y tallo superior (6.56%) (Figura 1.4 C).
Los géneros mas abundantes fueron Pseudomonas en la hoja (14.75%), tallo
inferior (9.84%) y tallo superior (6.56%) (Figura 1.4 D).
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Figura 1.4 Diversidad taxonémica y abundancia relativa porcentual de las cepas
bacterianas en los diferentes tejidos de las plantas de tomate evaluadas: raiz,
base del tallo, tallo inferior, tallo superior, hoja, y fruto. Abundancia relativa (%)

en el nivel de A) clase, B) orden, C) familia, y D) género.
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Respecto a la procedencia de los aislamientos, los cantones de Alajuela y
Alvarado presentaron mayor abundancia de Actinomycetes (14.75% y 8.20%,
respectivamente); Gammaproteobacteria fue la clase mas abundante en los
cantones de Barva (19.67%), Paraiso (9.84%), Santa Barbara (6.56%), Zarcero
(4.92%), y la unica clase en Turrialba (Figura 1.5 A). El orden mas abundante
en Alajuela y en Alvarado fue Micrococcales (11.48% y 8.20%, respectivamente);
Pseudomonadales fue el orden mas abundante en los cantones de Barva
(11.48%) y Paraiso (9.84%) (Figura 1.5 B). Las familias mas abundantes fueron
Microbacteriaceae en Alajuela (9.84%), Pseudomonadaceae en Barva (11.48%)
y Paraiso (9.84%) (Figura 1.5 C). El género mas abundante fue Pseudomonas
en los cantones de Barva (11.48%), Paraiso (9.84%) y Alajuela (6.56%) (Figura
1.5 D).
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Figura 1.5 Diversidad taxonémica y abundancia relativa porcentual de las cepas
bacterianas aisladas de tejido sintomatico de plantas de tomate en siete
cantones del Valle Central de Costa Rica. Abundancia relativa (%) en el nivel de

A) clase, B) orden, C) familia, y D) género.
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Mediante el analisis filogenético Bayesiano utilizando las secuencias parciales
del gen 16S ARNr se identificaron 29 especies y un total de 23 géneros. De 61
aislamientos, 21 (34.43%) se identificaron dentro del género Pseudomonas, diez
de estos aislamientos (16.39%) presentaron mayor similitud con la especie
Pseudomonas punonensis. Tres aislamientos (4.92%) fueron identificados como
Agrobacterium cavarae y otros tres aislamientos se identificaron dentro del
género Rhodococcus. Las especies Microbacterium arborescens, M. oxydans'y
Pseudomonas straminea presentaron dos aislamientos cada una (3.28%). El

resto de las especies contdé unicamente con un representante (Figura 1.6).

Clase

B sacii

. Actinomycetes

[ Alphaproteobacteria
. Betaproteobacteria

[ Gammaproteobacteria

Orden

D Lactobacillales
[] Bacillales

D Mycobacteriales
[] Micrococcales
D Caulobacterales
[] Hyphomicrobiales
[] Burkholderiales
[] Lysobacterales
[] Moraxellales

[ ] Enterobacterales

[ ] Pseudomonadales

Figura 1.6 Arbol filogenético consenso de cepas aisladas de tejido sintomatico
de plantas de tomate y cepas tipo de referencia descargadas de la base de datos
del GenBank del Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica (NCBI),
elaborado a partir de las secuencias parciales del gen 16S ARNr mediante un
analisis filogenético Bayesiano. Las cepas analizadas en este estudio se
muestran en “negrita” con el acrénimo ‘LTM-CIPROC’ (Laboratorio de Técnicas
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Moleculares-CIPROC). Se utilizo la cepa de Bacillus subtilis IAM 12118T como
grupo externo. El anillo externo indica la clase taxonémica de las cepas y los

poligonos internos indican el orden.

El género con mayor representacion dentro de los 61 aislamientos identificados
fue Pseudomonas, con 21 aislamientos (34.43%). Las caracteristicas
morfolodgicas predominantes de los aislamientos dentro de este género fueron
colonias de forma circular (14; 66.6%); bordes enteros (12; 57.14%); perfil
elevado (11; 52.38%) y plano (9; 42.86%); color amarillo (13; 61.90%) en
diferentes tonalidades; consistencia lisa (19; 90.48%); en cuanto a la apariencia
frente a la luz emitida a través de las colonias, 11 aislamientos (52.38%) fueron
opacos y 10 (47.62%) translucidos; todos los aislamientos tuvieron una
apariencia brillante frente a la luz reflejada; en cuanto al tamafo de las colonias,
15 aislamientos (71.43%) presentaron colonias pequefias y 6 aislamientos
(28.57%) presentaron colonias grandes (Cuadro 1.5; Figura 1.7). Respecto a
las caracteristicas bioquimicas evaluadas mediante métodos convencionales,
los aislamientos del género Pseudomonas fueron Gram negativos; 17
aislamientos (80.95%) fueron KOH positivos, cuatro de los aislamientos
(19.05%) no generaron un hilo viscoso visible al realizar la prueba, por lo que
fueron catalogados como KOH negativos; todos los aislamientos presentaron
una reaccion positiva en la prueba de catalasa; 12 (57.14%) presentaron una
reaccion negativa y 9 (42.86%) una reaccion positiva en la prueba de oxidasa;
13 aislamientos (61.90%) produjeron pigmentos difusibles fluorescentes en el
medio B de King; 15 aislamientos (71.43%) crecieron en el medio MacConkey
y fueron no fermentadores de lactosa; cuatro aislamientos (19.05%) fermentaron
glucosa en el medio TSI; un aislamiento (4.76%) fermento6 glucosa, lactosa y/o

sacarosa; y un aislamiento (4.76%) produjo gas (CO:2) (Cuadro 1.6; Figura 1.7).
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Cuadro 1.5 Caracteristicas morfolégicas de las colonias de 61 aislamientos bacterianos agrupados en 23 géneros identificados

mediante la secuenciacion parcial del gen 16S ARNr. Se muestra el numero de aislamientos de cada género para cada caracteristica

morfoldgica.
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Forma® Bordes® Elevacion® Color® Consistencia’ LE® LR" Tamaifo'

Género As? | C I P/ E L O|Cv EIl PI| A B Cr N Rs In|Li M Rg|Op Tl |Br Op| G Pq

Total 61|44 11 6| 45 4 12 2 38 21| 28 17 8 3 3 2| 58 2 1| 41 20| 61 0| 11 50
aAs = NUmero de aislamientos. °Forma: C = circular; | = irregular; P = puntiforme. °Borde: E = entero; L = lobulado; O = ondulado.

dElevacién: Cv = convexa; El = elevada; Pl = plana. ¢Color: A = amarillo; B = blanco; Cr = crema; N = naranja; Rs = rosado; In =

incoloro. ‘Consistencia: Li = lisa; M = mucoide; R = rugosa. 9LE (Comportamiento éptico frente a luz emitida): Op = opaca; TI

transltcida. "LR (Comportamiento dptico frente a luz reflejada): Br = brillante; Op = opaca. 'Tamafo: G = grande (2 3 mm); Pq

pequena (< 3 mm).
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Cuadro 1.6 Caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas de las colonias de 61 aislamientos bacterianos evaluadas mediante pruebas
bioquimicas convencionales, agrupados en 23 géneros identificados mediante la secuenciacion parcial del gen 16S ARNr. Se

muestra el numero de aislamientos de cada género para cada caracteristica.

Fermentacién ‘r
. ‘. ‘. Produccion
., Fluorescencia | Fermentacion de | Fermentacion | de glucosa,
Tincion | KOH . . . de gas
b o Catalasa | Oxidasa | en medio B de | lactosa en medio de glucosa lactosa y/o 5
Gram 3% - - (CO%) en
King MacConkey en medio TSI | sacarosa en f
. medio TSI
medio TSI

Género As? | G- G+ | - + | — + - + - + ND°| - + NAY ND| - + ND | - + ND| - + ND
Achromobacter 1 1 o 0 1|0 1 1 0 1 0 o 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0
Acinetobacter 2| 2 o 0 2|0 2 2 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1
Advenella 1 1 o 0 1|0 1 0 1 1 0 o 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0
Aerococcus 1 0 1 1 o 1 0 0 1 1 0 0O 0 O 1 0 0o 1 0 0o 1 0 1 0 0
Agrobacterium 31 3 o 1 2| 1 2 2 1 3 0 0 3 0 0 0 3 0 0 3 0 0 3 0 0
Arthrobacter 1 0 1 1 0| O 1 1 0 1 0 0| 0O 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0
Brachybacterium 1 0 1 1 0| 1 0 1 0 1 0 0| 0O 1 0 0o 1 0 o 1 0 1 0 0
Brevundimonas 1 1 0| 0 1|0 1 0 1 1 0 0ol 10 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0
Cedecea 1 1 o 0 1|0 1 1 0 1 0 o 1 0 0 0 0o 1 0 1 0 0 0 1 0
Curtobacterium 21 0 2| 1 11 0 2 2 0 1 0 1 0 0 2 0 2 0 0 2 0 0 2 0 0
Enterobacter 2| 2 o 0 2|0 2 2 0 0O O 2|1 0 O 0 2 0 O 2 0O O 2 0 O 2
Glutamicibacter 3/ 0 31 3 0| O 3 3 0 3 0 0Ol 0 O 3 0 3 0 0 3 0 0 3 0 0
Lelliottia 1 1 0] 0 1|0 1 1 0 1 0 0l 10 0 0 0o 1 0 0o 1 0 0 1 0
Leucobacter 1 0 1 1 0| O 1 1 0 1 0 0| 0O 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0
Microbacterium 71 0 717 0] 1 6 6 1 6 O 1 0 0 6 1 4 2 1 4 2 1 6 0 1
Paenibacillus 1 0 1 1 0| O 1 0 1 1 0 0| 0O 1 0 0o 1 0 o 1 0 1 0 0
Pantoea 2| 2 o 0 2|0 2 2 0 1 0 1 1 0 0 1 0o 1 1 0o 1 1 0 1 1
Paracidovorax 1 1 0| 1 0| O 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 O 1 0O O 1 0 O 1
Pseudomonas 21| 21 0| 4 17| O 21 12 9 4 13 4115 0 2 4| 16 4 1 19 1 1119 1 1
Psychrobacter 1 1 o 0 1|0 1 0 1 1 0 ol 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0
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. ‘s - Produccion
., Fluorescencia | Fermentacion de | Fermentacion | de glucosa,
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Figura 1.7 Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de los aislamientos
correspondientes a los 23 géneros identificados mediante la secuenciacion

parcial del gen 16S ARNr. El grosor de las lineas indica la proporcion de los
aislamientos para cada caracteristica por género.
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1.4 DISCUSION

Los aislamientos bacterianos presentaron colonias con caracteristicas
morfologicas diversas, sin embargo, se observo un patron similar en la mayoria,
con predominancia de colonias con forma circular (72.13%), bordes enteros
(73.77%), colonias elevadas sobre el medio (62.30%), color amarillo (45.90%),
consistencia lisa (95.08%), apariencia opaca frente a la luz emitida a través de
las colonias (67.21%), apariencia brillante frente a la luz reflejada (100%) y
tamafo pequeno con diametros < 3 mm (81.97%). Aunque el uso de medios de
cultivo no selectivos genera una mayor diversidad en la morfologia de los
aislamientos en comparacién con medios selectivos cuando se cultivan
organismos especificos (Sousa et al., 2013), los patrones de crecimiento de
diferentes especies pueden ser muy similares como se observé en los
resultados. El hecho de observar patrones similares en colonias de diferentes
especies, y a la vez, poder encontrar patrones diferentes de una misma cepa
bajo condiciones analogas convierte la identificacidon morfolégica de las colonias
en un desafio (Sousa et al., 2013). A pesar de los avances moleculares en la
identificacidén bacteriana, la caracterizacion morfolégica continua siendo util para
brindar informacion sobre las estrategias de adaptacion de las bacterias ante
ciertas condiciones, manifestada macroscopicamente a través de alteraciones
en las caracteristicas morfologicas (Sousa et al.,, 2011), ademas de ser un
complemento para la identificacion de la diversidad y la variabilidad dentro de

una cepa bacteriana (Qamer et al., 2003).

La gran mayoria de bacterias fitopatogenas son Gram negativas y se encuentran
clasificadas dentro del filo Proteobacteria; las bacterias Gram positivas capaces
de causar enfermedades en plantas por lo general se encuentran dentro de la
clase Actinomycetes y principalmente dentro de los géneros Streptomyces,
Rhodococcus y Clavibacter (Eichenlaub & Gartemann, 2011). La mayoria de las
bacterias aisladas en este estudio, incluyendo los aislamientos no identificados
a nivel de género mediante técnicas moleculares, fueron Gram positivas
(59.59%) y solamente 31.51% se clasificaron como Gram negativas, ademas del
8.90% de los aislamientos sin clasificar. Con la prueba de KOH se determiné que

71.23% de los aislamientos fueron Gram positivos y 28.77% fueron Gram
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negativos. Se determiné una correlacién significativa con la tinciéon de Gram, r =
-0.83; 1C95% = -0.88, -0.77; p < 0.001. Respecto a los 61 aislamientos
identificados a nivel de género, se agruparon incorrectamente cuatro
aislamientos del género Pseudomonas, uno de Stenotrophomonas, uno de
Paracidovorax como KOH negativos, y uno de Curtobacterium como KOH
positivo (11.48%; N = 61), lo que pudo deberse a factores como la edad del
cultivo, la cantidad de bacteria utilizada, la concentracion y frescura del KOH o
el tipo de bacteria. EI método de KOH ha sido descrito junto a la prueba de
sensibilidad a la Vancomicina como métodos simples y comparables que pueden
ser utilizadas como alternativas o en adicion a la tincién de Gram (Arthi et al.,
2003; Dash & Payyappilli, 2016; von Graevenitz & Bucher, 1983), aunque
pueden agrupar incorrectamente algunos géneros de bacterias (Halebian et al.,
1981; Manafi & Kneifel, 1990).

Los métodos semiautomatizados para la determinacion de perfiles bioquimicos
han sido ampliamente utilizados para la caracterizacion de bacterias con base
en sus caracteristicas fenotipicas, y han sido combinados con técnicas
moleculares para la identificaciéon de bacterias dentro de un enfoque integrado
(Bou et al., 2011; Kim et al., 2021; Pinot et al., 2011; Tindall et al., 2007). El
sistema VITEK® 2 genera un perfil bioquimico con 47 pruebas estandarizadas y
cuenta con una base para la identificaciéon automatica de 135 taxones de los
bacilos Gram negativos fermentadores y no fermentadores de mayor importancia
clinica (Pincus, 2006). Sin embargo, la identificacion de bacterias de origen
ambiental no es precisa debido a las limitaciones de su base de datos (Pinot
et al., 2011). En este estudio, las cepas caracterizadas no fueron identificadas
de forma precisa por lo que se recomienda utilizar el sistema VITEK® 2
solamente para determinar las caracteristicas bioquimicas de los aislamientos y

no para la identificacion de bacterias ambientales.

Mediante las amplificaciones de PCR con cebadores especificos, el género
detectado con mayor frecuencia en las muestras de tomate fue Pseudomonas,
ademas estuvo presente en muestras de los siete cantones evaluados. Este

género esta ampliamente distribuido en el mundo y sus especies pueden
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colonizar y desarrollarse en un amplio rango de nichos ecoldégicos como suelo,
agua, plantas, animales y humanos (Girard et al., 2021), por lo que no es extrafio
que sea el género detectado con mayor frecuencia en las plantas evaluadas.
Dentro de este género, se detecto la presencia de P. mediterranea y P. syringae
pv. tomato, la primera asociada a la necrosis medular (Catara et al., 2002) y la
segunda asociada a la mancha bacteriana (Preston, 2000). La especie P.
mediterranea no cuenta con un registro previo en el pais, aunque en el
continente americano se ha reportado asociada a la necrosis medular del tomate
en Brasil (Rodrigues et al., 2010), Argentina (Alippi & Lépez, 2010), Uruguay
(Silvera-Pérez et al., 2023) y Estados Unidos (Searcy et al., 2015; Xu et al.,
2013). Aunque P. mediterranea fue detectada en 15 plantas (27.27%) mediante
los cebadores especificos, no se logré obtener ningun aislamiento de dicha
especie. La especie Pseudomonas syringae ha sido catalogada como uno de los
principales fitopatdgenos a nivel mundial por su impacto en la produccion
agricola, destacando el impacto econdémico del patovar tomato (Mansfield et al.,
2012).

Otro agente patdégeno detectado con cebadores especificos fue Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum, uno de los principales agentes causales de la
pudricion blanda en cultivos de solanaceas incluyendo tomate (Blanco-Meneses
etal.,, 2023; Cubero-Aguero etal., 2021). Esta especie es de especial
importancia ya que causa lesiones al tallo y los frutos del tomate durante el
cultivo y también durante su transporte y almacenamiento, provoca dafios serios
en la produccion ya que un fruto enfermo puede contaminar al resto de los frutos
almacenados (Bhat etal.,, 2010; Blancard, 2013). Ademas, se detectd la
presencia del género Xanthomonas en plantas provenientes de los cantones de
Barva y Santa Barbara en Heredia, Paraiso y Turrialba en Cartago. Este género
contiene varias especies involucradas en el desarrollo de enfermedades en
plantas de tomate, como X. perforans, X. gardneri, X. vesicatoria y X.

euvesicatoria (Catara et al., 2021; Strayer-Scherer et al., 2019).

Las co-infecciones por la presencia simultanea de bacterias patogénicas en la

planta hospedera pueden generar resultados diversos en cuanto a la severidad
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de las enfermedades. El incremento o la disminucién de la severidad depende
de varios factores, como las interacciones entre los patdégenos coexistentes y las
interacciones entre los patégenos y el hospedero, los momentos y la extension
de colonizacion de cada patdgeno, entre otros (Sadhukhan et al., 2024). En este
estudio se detectd la coexistencia de Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorumy Pseudomonas mediterranea en una planta del canton de Alajuela
mediante el uso de cebadores especificos; estas dos especies son capaces de
provocar la necrosis medular en tomate, una enfermedad cuya severidad se ve
incrementada por las interacciones sinérgicas entre varias especies de
patdgenos (Aiello et al., 2017; Lamichhane & Venturi, 2015).

También se detectd la coexistencia de P. carotovorum subsp. carotovorum y
Pseudomonas syringae pv. tomato en muestras foliares de una planta del cantén
de Turrialba en Cartago, asi como P. syringae pv. tomato y Xanthomonas sp. en
muestras foliares de una planta del canton de Santa Barbara en Heredia; ambas
muestras presentaban manchas o pecas en las hojas. En el ultimo caso, Shenge
et al. (2008) reportan una dominancia de P. syringae pv. tomato sobre X.
campestris pv. vesicatoria tanto in vitro como in planta debido a un crecimiento
continuo y mas acelerado de las poblaciones de P. syringae pv. tomato. Si bien
es cierto que la coexistencia de especies patogénicas y las infecciones mixtas
son comunes en ambientes agricolas, la mayoria de los estudios y ensayos de
patogenicidad se enfocan en una enfermedad causada por una especie
patogénica a la vez, por lo que multiples interacciones y mecanismos de

interaccion entre varios patdogenos y las plantas hospederas permanecen

desconocidos (Lamichhane & Venturi, 2015; Sadhukhan et al., 2024).

La complejidad de la comunidad bacteriana identificada con el analisis molecular
de la secuencia parcial del gen 16S ARNr mediante un enfoque dependiente de
cultivo fue similar a la reportada por Lépez et al. (2020), quienes aislaron
bacterias endodfitas en plantas sanas de tomate e identificaron aislamientos
pertenecientes a la clase Gammaproteobacteria como la mas abundante (71%),
seguida del filo Actinobacteria (12.5%), Firmicutes (12.5%) y la clase

Alphaproteobacteria (4%). También identificaron aislamientos bacterianos en
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plantas enfermas con el sintoma de punto gris, causado por el hongo
Stemphylium spp., y reportaron mayor abundancia de bacterias del filo
Actinobacteria (~60%) (Lopez et al., 2020). Los autores mencionaron que la
comunidad bacteriana se ve afectada por el gran impacto que tienen los
patdgenos fungicos sobre la cantidad y diversidad de nutrientes, asi como los
metabolitos secundarios en los tejidos, siendo las bacterias del filo

Proteobacteria las mas inhibidas (Lopez et al., 2020).

Otros estudios que también reportan mayor abundancia del filo Proteobacteria
son el de Dong et al. (2019) quienes identificaron al género Acinetobacter como
el mas abundante en tallos y hojas de forma epifita, y Enterobacter,
Acinetobacter y Pseudomonas como los mas abundantes de forma endéfita en
raiz, tallo y hojas; Kim et al. (2006) quienes identificaron al filo Proteobacteria
como el mas abundante (53%) en muestras de suelo, rizosfera y raiz de plantas
de tomate, especialmente las clases Alpha y Gammaproteobacteria; y Uribe-
Lorio et al. (2024) quienes realizaron un estudio en 19 cultivos de Costa Rica, e
identificaron a la clase Gammaproteobacteria como la mas abundante, y dentro
de esta al género Pseudomonas con 48% del total de aislamientos evaluados, y

especificamente en tomate con tres aislamientos de seis (50%).

Aunque el rol que cumplen muchos microorganismos de la filosfera, rizosfera y
endosfera en las plantas hospederas no esta del todo esclarecido, estudiar las
comunidades microbianas genera informacion crucial para la identificacion de
candidatos potenciales como agentes de control biolégico y promotores de
crecimiento (Afzal et al., 2019; Dong et al., 2019). En este estudio se aislaron
algunas cepas de géneros o especies que han sido reportados como agentes de
control biolégico y que presentan una gran relevancia en la proteccion de cultivos
por su actividad antagonista ante organismos patéogenos en diversos
agroecosistemas incluyendo el cultivo de tomate, entre ellas Paenibacillus sp.,

Acinetobacter sp. y Pantoea vagans (Afzal et al., 2019; Yuliar et al., 2015).

También se aislaron varias cepas de Microbacterium sp., un género de
importancia en el sector agricola por su potencial como promotor de crecimiento

(Cordovez et al., 2018); Advenella kashmirensis, una bacteria que posee un gran
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potencial como agente de biorremediacion en suelos contaminados con
agroquimicos como el 1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-clorofenil) etano (DDT) (Abbes
et al., 2018), y como promotor de crecimiento bajo condiciones de estrés por
salinidad (Kuzmina et al., 2022), al igual que Glutamicibacter halophytocola (Qin
et al., 2018); Enterobacter asburiae, que ha sido evaluada como promotor de
crecimiento en suelos contaminados con fungicidas debido a su tolerancia y
caracteristicas como la solubilizacién de fosfatos, presencia de sideroforos y
sintesis de acido indol acético (Ahemad & Khan, 2010); Curtobacterium
oceanosedimentum, tolerante al cadmio y promotora de crecimiento en chile
tabasco (Capsicum frutescens) (Patel et al., 2022); Pseudomonas azotoformans,
promotora de crecimiento que alivia el estrés por sequia (Ansari et al., 2021); y
bacterias con genes asociados a la promocion de crecimiento como
Stenotrophomonas geniculata (Ercole et al., 2024) y Serratia nematodiphila
(Dastager et al., 2011).

Ademas de las cepas con potencial como agentes de control bioldgico y
promocion del crecimiento, se aislaron cepas de especies que han sido
reportadas como patogénicas en otros cultivos, entre ellas Pseudomonas
alliivorans, que causa sintomas similares a los de la pudricion del bulbo en
cebolla causada por P. viridiflava (Zhao et al., 2022), esta ultima conocida por
provocar la necrosis medular en tomate (Alippi et al., 2003); Pseudomonas
capsici, causante de mancha bacteriana en chile y en tomate (Zhao et al., 2021,
2023); Pseudomonas straminea, que ha sido observada en una asociacion
sinérgica con Xanthomonas perforansy otras especies de Pseudomonas con un
efecto de acentuacion de los sintomas de la necrosis medular en tomate (Aiello
et al., 2013, 2017); Lelliottia amnigena, agente causal de pudricidon suave en
papa (Osei et al., 2022); y Cedecea neteri, patégeno causante de pudriciones en
hongos comestibles (Huang et al., 2024; Liu et al., 2021; Yan et al., 2018).

Este estudio presenta una base sobre la estructura de la comunidad bacteriana
cultivable en plantas de tomate con infecciones bacterianas colectadas en fincas
del Valle Central de Costa Rica con el uso de métodos de evaluacién

morfologica, bioquimica y molecular. Se reporta la deteccion de especies
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fitopatdogenas identificadas mediante la amplificacion de ADN por PCR con
cebadores especificos. Se reporta la identificacion de bacterias endéfitas con
potencial como agentes de control biolégico y promocion de crecimiento que
podrian cumplir un papel importante en la defensa de la plata. También se
reporta la identificacion de especies de importancia agricola debido al desarrollo
de enfermedades tanto en el cultivo de tomate como en otros cultivos, algunas
de ellas como Pseudomonas alliivorans 'y P. capsici reportadas por primera vez

para Costa Rica.
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Cuadro S1.1 Cepas de referencia utilizadas en el analisis filogenético para la

identificacion de los aislamientos bacterianos. Se utilizaron las secuencias

parciales del gen 16S ARNr de cepas tipo depositadas en la base de datos del

GenBank del Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI).

Especie Cepa Accesion
Achromobacter agilis LMG 34117 NR_152013
Achromobacter animicus R-466627 NR_ 117615
Achromobacter deleyi LMG 34587 NR_152014
Achromobacter mucicolens R-46658" NR_117613
Acinetobacter gyllenbergii MTCC 113657 AB859736
Acinetobacter proteolyticus NIPH 809" NR_148846
Acinetobacter rudis G30T NR_ 115988
Advenella kashmirensis WTO001T AJ864470
Aerococcus urinaeequi IFO 121737 D87677
Aerococcus viridans ATCC 11563T M58797
Agrobacterium cavarae RZME10T MK940276
Agrobacterium larrymoorie AF3.107 NR_026519
Agrobacterium tumefaciens ATCC 47207 MT534522
Arthrobacter globiformis JCM 13327 NR_112192
Arthrobacter rhombi F98.3HR69" NR_026448
Brachybacterium horti THG-S15-4T NR_147735
Brachybacterium rhamnosum H-6ST NR_042109
Brachybacterium squillarum M-6-37 NR_117297
Brevundimonas naejangsanensis DSM 23858T OMO074022
Brevundimonas olei MJ157 NR_117268
Cedecea davisae DSM 45687 NR_025243
Cedecea lapagei DSM 45877 NR_ 126317
Cedecea neteri JCM 75827 LC504043
Cedecea sulfonylureivorans LAM2020T MW429197
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ~ DSM 463647 NR_036892
Curtobacterium citreum DSM 205287 NR_026156
Curtobacterium gossypii VK105T NR_181607
Curtobacterium oceanosedimentum ATCC 313177 NR_ 104839
Dickeya chrysanthemi DSM 46107 AJ233412
Enterobacter asburiae ATCC 35953" OP818065
Enterobacter huaxiensis 0900087 MK049964
Enterobacter roggenkampii DSM 166907 CP017184
Enterobacter soli ATCC BAA-2102" NR_117547
Glutamicibacter halophytocola KLBMP 51807 MK424284
Glutamicibacter mishrai S5-527 NR_169398
Glutamicibacter mysorens DSM 127987 NR_025613
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Especie Cepa Accesién
Glutamicibacter nicotianae DSM 201237 NR_026190
Klebsiella aerogenes NBRC 135347 KP764198
Kluyvera intermedia NBRC 1025947 AB681871
Lelliottia amnigena JCM 12377 AB004749
Leucobacter tardus K 70/017 NR_ 042694
Microbacterium algeriense G17 MK480726
Microbacterium aquilitoris KSW-187 OR039656
Microbacterium arborescens DSM 207547 NR_029265
Microbacterium foliorum DSM 129667 MW578384
Microbacterium galbinum KSW2-24T MW703968
Microbacterium hydrocarbonoxidans NBRC 1030747 MK424288
Microbacterium imperiale DSM 205307 X77442
Microbacterium koreense JS53-2T NR_043304
Microbacterium oleivorans BAS69T NR_042262
Microbacterium oxydans DSM 205787 MH321609
Microbacterium phyllosphaerae DSM 13468T MK424292
Microbacterium saperdae IFO 150387 NR_024637
Microbacterium sorbitolivorans SZDIS-1-1T NR_153688
Paenibacillus amylolyticus NBRC 159577 0Q876690
Paenibacillus illinoisensis NBRC 159597 NR_113828
Paenibacillus tundrae A10bT MN728277
Paenibacillus tylopili MK2T NR_115990
Pantoea agglomerans DSM 34937 NR_041978
Pantoea ananatis LMG 2665T 296081
Pantoea conspicua LMG 245347 NR_116247
Pantoea deleyi LMG 242007 NR_116114
Pantoea vagans LMG 241997 EF688012
Paracidovorax avenae ATCC 198607 AF078759
Paracidovorax oryzae ATCC 198827 NR_043752
Paracidovorax valerianellae DSM 166197 KF931150
Paracidovorax wautersii NF 10787 NR_109656
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense 2127 JF926716
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum DSM 301687 NR_041971
Pseudomonas alliivorans 20GA0068" NR_181670
Pseudomonas argentinensis CHO1T NR_043115
Pseudomonas asturiensis LPPA 2217 NR_108461
Pseudomonas azotoformans IAM 16037 D84009
Pseudomonas brassicacearum DBK11T AF100321
Pseudomonas californiensis CDFA6017 OL780805
Pseudomonas capsici Pc19-1T NR_181640
Pseudomonas caspiana FBF102T HG805773
Pseudomonas ceruminis BML-PP028" MT498800
Pseudomonas cichorii CFBP 21017 NR_117824
Pseudomonas cichorii ATCC 10857T NR_112070
Pseudomonas corrugata ATCC 297367 D84012



69

Especie Cepa Accesién
Pseudomonas cremoricolorata DSM 170597 NR_104279
Pseudomonas flavescens B62T U01916
Pseudomonas fluorescens IAM 120227 D84013
Pseudomonas fulva IAM 15297 NR_115610
Pseudomonas graminis DSM 113637 NR_026395
Pseudomonas japonica NBRC 1030407 KT825519
Pseudomonas koreensis Ps 9-147 AF468452
Pseudomonas lactis DSM 29167T NR_156986
Pseudomonas lijiangensis LJ27 MZ723343
Pseudomonas marginalis LMG 22107 276663
Pseudomonas mediterranea CFBP 54477 AF386080
Pseudomonas monteilii CIP 1048837 NR_024910
Pseudomonas multiresinivorans ATCC 7006907 NR_ 119225
Pseudomonas nitritireducens WZBFD3-52AT NR_133020
Pseudomonas nitroreducens NBRC 126947 NR_113601
Pseudomonas ovata F51T NR_180078
Pseudomonas palmensis BBB001T NR_181427
Pseudomonas parafulva JCM 112247 LC507438
Pseudomonas parafulva NBRC 16636" NR_104278
Pseudomonas plecoglossicida NBRC 1031627 NR_114226
Pseudomonas punonensis LMTO3" NR_109583
Pseudomonas putida ATCC 12633" MG708344
Pseudomonas gingdaonensis JJ3T NR_169411
Pseudomonas quasicaspiana CDFA 5537 OL780796
Pseudomonas savastanoi ATCC 135227 AB021402
Pseudomonas straminea JCM 27837 LC420056
Pseudomonas straminea NBRC 16665 NR_113859
Pseudomonas synxantha IAM 123567 D84025
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 AE016853
Pseudomonas syringae pv. syringae NCPPB 2817 DQ318866
Pseudomonas viridiflava ATCC 132237 NR_114482
Psychrobacter faecalis DSM 146647 NR_118025
Psychrobacter pulmonis CCUG 462407 NR_118026
Ralstonia pseudosolanacearum UQRS 4617 NR_134148
Ralstonia solanacearum LMG 22997 EF016361
Ralstonia syzygii ATCC 49543T AB021403
Raoultella terrigena ATCC 332577 MG846020
Rhodococcus erythropolis JCM 32017 AB429546
Rhodococcus globerulus DSM 439547 KF410361
Rhodococcus gingshengii JCM 154777 CP096563
Serratia marcescens ATCC 138807 PP112078
Serratia nematodiphila DSM 214207 PP068848
Serratia nematodiphila DZ0503SBS17 NR 044385
Serratia nevei LMG 315367 CP149940
Serratia sarumanii K-MO0706" CP124750
Serratia surfactantfaciens YD25T NR_ 169468
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Especie Cepa Accesién
Stenotrophomonas cyclobalanopsidis TPQG1-47 NR_180613
Stenotrophomonas geniculata ATCC 193747 MT672503
Stenotrophomonas humi DSM 189297 MW629800
Stenotrophomonas indicatrix WS407 KJ452162
Stenotrophomonas lactitubi M15T NR_179509
Stenotrophomonas maltophilia IAM 124237 NR_041577
Stenotrophomonas maltophilia ATCC 136377 NR_112030
Stenotrophomonas nematodicola W5T NR_181111
Stenotrophomonas pavanii LMG 253487 NR_118008
Stenotrophomonas rhizophila e-p107 NR_121739
Xanthomonas campestris LMG 5687 X95917
Xanthomonas euvesicatoria NCPPB 2968" KU301881
Xanthomonas gardneri DSM 191277 FR749911
Xanthomonas perforans NCPPB 43217 KU301893
Xanthomonas vesicatoria ATCC 359377 Y10761
Bacillus subtilis®t IAM 121187 AB042061

T=Cepa tipo. ®F = Grupo externo
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Cuadro S1.2 Resultados de pruebas fisioldgicas y bioquimicas convencionales
y lectura de las tarjetas GN del sistema VITEK® 2 para 17 cepas bacterianas
evaluadas. Las cepas estan agrupadas por su similitud de acuerdo con el

analisis de agrupamiento aglomerativo jerarquico.

Stenotrophomonas Pseudomonas Agrobacterium
Serratia Cedecea Pantoea
1l I} v

Prueba fisiolégica/bioquimica

* 149.1.1
+178.2.3
+ |14.2.2
+ (1313
+ 17811
+ 113.1.2
+ |78.1.2
+178.2.2
+171.3.2
+174.3.1
+172.21
+ |78.3.1

Crecimiento a 28°C

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

Crecimiento a 37°C

Tincién de Gram i i O

KOH 3% + + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ |+ + |+ o+ |+ o+
Oxidasa + + - + o+ o+ o+ - - - o+ |+ == o+ + =
Catalasa S N A S S I R

Fluorescencia en KB e e e i i

Fermentacion de lactosa en
MacConkey

Fermentacion de glucosa en
TSI

Fermentacién de glucosa,
lactosa y/o sacarosa en TSI
Produccién de sulfuro de
hidrégeno (H,S) en TSI

Pruebas convencionales

Produccién de gas en TSI
Ala-Phe-Pro-Arylamidasa
(APPA)

Adonitol (ADO) i e T

L-Pyrrolydonyl-Arylamidasa
(PyrA)
L-Arabitol (IARL) e e T

D-Celobiosa (dCEL) ) R

Beta-Galactosidasa (BGAL) - - - - - = = = = = —|l= —=|= =]+ +
Produccién de sulfuro de
hidrégeno (H,S)
Beta-N-Acetil-Glucosaminidasa
(BNAG)

Glutamil Arylamidasa pNA
(AGLTp)

D-Glucosa (dGLU) - - + - + + + + + + + |- + |+ + |+ +
Gamma-Glutamil-Transferasa
(GGT)
Fermentacién/Glucosa (OFF) - - - - - - - + + - —|-=- -+ + |+ +

Pruebas en VITEK® 2

Beta-Glucosidasa (BGLU) Tt e R
D-Maltosa (dMAL) e ) i
D-Manitol (dMAN) - -+ o+ o+ o+ - - - o=+ e+
D-Manosa (dMNE) B e . T S S I

Beta-Xilosidasa (BXYL) T

Beta-Alanina Arilamidasa pNA
(BAlap)

L-Prolina Arilamidasa (ProA) + O+ o+ o+ o+ O+ o+ o+ o+ o+ |+ o+ o+ = -

Lipasa (LIP) U B
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Stenotrophomonas Pseudomonas Agrobacterium
Serratia Cedecea Pantoea
| 1l I} v

O A S F GO A BROE T O O B - B
Prueba fisiolégical/bioquimica § g g g E g g g E E E E g g E g E
Palatinosa (PLE) e e I
Tirosina Arilamidasa (TyrA) - - 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ |+ = =+ o+
Ureasa (URE) U i U R
D-Sorbitol (dSOR) e o i
Sacarosa/Sucrosa (SAC) e e T T
D-Tagatosa (dTAG) U ) [ e
D-Trehalosa (dTRE) B T e T
Citrato (CIT) -+ - -+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ = -+ +|+ =
Malonato (MNT) - - - -+ o+ - - - 4+ | = == =]+ +
5-Keto-D-Gluconato (5KG) ) I T O
Alcalinizacion de L-Lactato N R N SO
(ILATK)
Alfa-Glucosidasa (AGLU) i T o S
:(Bxslﬁcliqi)zacién de Succinato R A I R
Beta-N-Acetil-
Galactosaminidasa (NAGA) - - - - - - - - - - —|- —|- ~-|* -
Alfa-Galactosidasa (AGAL) - - - - - - - - - - -+ = == =
Fosfatasa (PHOS) T T I T
Glicina Arilamidasa (GlyA) A i (U -
Ornitina decarboxilasa (ODC) ) e I o P
Lisina decarboxilasa (LDC) ) e T o e
Asimilaciéon de L-Histidina [ N R N
(IHISa) -
Cumarato (CMT) T T T T S RS o B
Beta-Glucoronidasa (BGUR) - - - - - - - - - - = == == =
Resistencia O/129 (O129R) - - - - - -+ 4+ o+ = == == |+ o+
Glu-Gli-Arg-Arilamidasa N I SN N
(GGAA)
Asimilacion de L-Malato N I S
(IMLTa)
Ellman (ELLM) - - - - - - - - - - |+ +|= -]+ =
Asimilacion de L-Lactato N R S
(ILATa)

Resultado positivo (+); resultado negativo (-).
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CAPITULO 2: Bacterias causantes de necrosis medular y
decoloracion de tejido en plantas de tomate en el Valle

Central de Costa Rica

2.1 INTRODUCCION

El tomate es un cultivo susceptible a multiples enfermedades provocadas por
patdbgenos de origen bacteriano; en Costa Rica se reportan algunas
enfermedades frecuentes como la marchitez o maya bacteriana causada por el
complejo de especies de Ralstonia, la pudricion blanda causada por
Pectobacterium sp., la peca bacteriana provocada por Pseudomonas sp., Yy la
mancha bacteriana causada por Xanthomonas sp. (Blanco-Meneses et al.,
2023; MAG, 2024; SFE, 2009). Ademas de estas enfermedades, existen algunas
gue no se reportan con tanta frecuencia en los cultivos o que simplemente no se
han registrado en el pais. Tal es el caso de la necrosis medular del tomate, cuyo
sintoma caracteristico ha sido observado de forma recurrente en muestras
colectadas entre 2021 y 2023 en diferentes localidades del Valle Central de

Costa Rica.

La necrosis medular del tomate fue descrita en Reino Unido en la década de
1970 causada por Pseudomonas corrugata (Scarlett et al., 1978), y se dispersé
rapidamente por varios paises de Europa (Blancard, 2013). Actualmente, la
necrosis medular es una enfermedad que se distribuye en la mayoria de las
areas productoras de tomate alrededor del mundo y afecta principalmente las
plantaciones en invernadero, aunque los dafios en campo pueden ser
sustanciales (Blancard, 2013; Silvera-Pérez etal., 2023). Ademas de P.
corrugata, se han reportado multiples agentes causales de esta enfermedad,
entre ellos varias especies de Pseudomonas como P. mediterranea (Catara
et al., 2002), P. cichorii (Trantas et al., 2013), P. viridiflava (Monteiro, 2019), P.
marginalis (Bella & Catara, 2010; Silvera-Pérez et al., 2023), P. fluorescens 'y P.
putida (Mota etal., 2021), ademas de especies de otros géneros como
Xanthomonas perforans (Aiello etal., 2013) y Pectobacterium carotovorum

(Caruso et al., 2016). Aunque los agentes causales de la necrosis medular son
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considerados patdégenos débiles y oportunistas (Catara, 2007), la incidencia
puede ser del 10-100% de la plantacidn, segun la especie patdégena, el entorno,
el sistema de cultivo y las practicas de manejo utilizadas (Bella & Catara, 2010;
Catara, 2007; Lai et al., 1983; Scarlett et al., 1978); y se han registrado pérdidas

en tamano y peso de los frutos por planta hasta del 20% (Moura et al., 2005).

Los sintomas principales de la enfermedad en plantas de tomate se manifiestan
inicialmente como un marchitamiento y clorosis en las hojas jévenes; el sintoma
caracteristico son las lesiones necréticas en la médula, que pueden presentar
una coloracion marrén oscura y una apariencia desagregada seca o0 acuosa que
se extienden longitudinalmente en el interior del tallo; también pueden aparecer
manchas necréticas en la parte externa del tallo y pueden formarse raices
adventicias incluso hasta dos metros por encima del suelo; las raices bajo el
suelo también pueden verse afectadas por la necrosis de forma ocasional
(Catara, 2007; Trantas et al., 2015). En infecciones severas la marchitez es
generalizada y conduce a la muerte de las plantas (Silvera-Pérez et al., 2023).
La enfermedad se desarrolla desde la base del tallo y se extiende hacia las
partes aéreas de la planta; la deteccion de los sintomas, generalmente, sucede
muy tarde en el ciclo productivo del hospedero, afectando la cosecha (Blancard,
2013; Silvera-Pérez et al., 2023). Varios factores son detonantes para el
desarrollo de la enfermedad, las condiciones climaticas humedas, el exceso de
irrigacion y de nitrégeno, la presencia de agua libre en la superficie de las plantas
y las heridas ocasionadas por el deshoje pueden aumentar la incidencia y

severidad de la enfermedad (Blancard, 2013).

Pseudomonas corrugata ha sido la principal especie asociada a la enfermedad
desde su descripcidn, esta especie se encuentra ampliamente distribuida a nivel
mundial en la mayoria de los paises productores de tomate (CABI 2022). En el
continente americano P. corrugata se ha registrado en Brasil (Quezado-Duval
et al., 2007), Argentina (Alippi et al., 2003), Uruguay (Silvera-Pérez et al., 2023),
México (Rodriguez-Alvarado et al., 2002) y Estados Unidos (Bond & Black, 1986;
Jones, 1983; Lai et al., 1983; Powell et al., 2013; Xu et al., 2013). En Costa Rica
no existen reportes oficiales de las especies causales de la necrosis medular del

tomate, aunque un estudio realizado en 2012 report6 inoculaciones en plantas
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de tomate con una cepa de P. corrugata identificada mediante el sistema
Biolog™ (Henreaux, 2012); y otro estudio identifico una cepa de P. corrugata en
cultivo de calabacin (Cucurbita pepo) con sintomas de pudricion blanda
mediante el mismo sistema de identificacion (Uribe-Lorio et al., 2024); ademas,
el Ministerio de Agricultura y Ganaderia de Costa Rica (MAG) y el Servicio
Fitosanitario del Estado (SFE) (MAG, 2024; SFE, 2009) reportan a P. corrugata
como el agente causal de la necrosis medular del tomate en el pais. Sin
embargo, no existen estudios dirigidos a la identificacion de la especie o
especies causales de la necrosis medular del tomate mediante técnicas

moleculares en el pais.

Entre las técnicas moleculares para la identificacién de bacterias patogénicas, el
analisis de secuencias multilocus (MLSA) ha sido un método confiable utilizado
para la reconstruccion filogenética de especies bacterianas estrechamente
relacionadas (Gevers et al., 2005; Girard et al., 2021). ElI enfoque multilocus
utiliza las secuencias concatenadas de varios genes de mantenimiento
(“housekeeping genes”) para realizar la reconstruccion filogenética y brinda una
mayor confiabilidad comparado con la inferencia filogenética con un solo gen,
como el 16S ARNr (Girard etal., 2021). Los genes de mantenimiento mas
utilizados para la reconstruccion filogenética de especies del género
Pseudomonas son la subunidad B de la ADN girasa (gyrB), el factor sigma de la
ARN polimerasa (rpoD) y la subunidad beta de la ARN polimerasa (rpoB) (Girard
et al., 2020; Mulet et al., 2010; Silvera-Pérez et al., 2023; Trantas et al., 2013,
2015; Zhao et al., 2023).

El objetivo de este capitulo fue determinar la patogenicidad de 13 cepas
bacterianas aisladas de plantas de tomate con sintomas de infecciones
bacterianas provenientes de diferentes localidades del Valle Central de Costa
Rica, inoculadas en dos variedades de tomate y evaluadas bajo condiciones de
invernadero. Las pruebas de patogenicidad fueron dirigidas para evaluar la
necrosis medular y sintomas similares como la decoloracion del tejido interno.
Ademas, se identificaron las cepas mas virulentas mediante un analisis

filogenético de secuencias multilocus (MLSA).
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Aislamientos bacterianos y material vegetal

Se evaluaron 13 cepas de bacterias Gram negativas aisladas de plantas de
tomate con sintomas de infecciones bacterianas, colectadas en cinco cantones
del Valle Central de Costa Rica. Las cepas bacterianas fueron identificadas
previamente mediante la secuenciacion parcial del gen 16S ARNr (Cuadro 2.1).
El in6culo se prepard con aislamientos puros de 24 horas de crecimiento en
medio de agar tripticasa soya (ATS); las colonias bacterianas se suspendieron
en buffer fosfato salino (PBS) hasta alcanzar una turbidez de 0.50-0.63 en escala
de McFarland, equivalente a 1x108 UFC/ml, medida con el turbidimetro
DensiCheck™ (bioMérieux). Ademas, se realizd un recuento de las
suspensiones bacterianas mediante diluciones seriadas y siembra en medio
ATS incubado a 35°C + 2°C por 24 horas con el fin de confirmar la concentracion

de cada solucion.

Se utilizaron dos variedades de tomate para realizar los ensayos de
patogenicidad, la variedad comercial “JR”, que es una variedad susceptible a las
enfermedades bacterianas del tomate, y la variedad “Acorazado” desarrollada
por el programa de mejoramiento de tomate de la Estacion Experimental
Agricola Fabio Baudrit Moreno (EEAFBM-UCR), que cuenta con genes de
resistencia a Ralstonia solanacearum filotipo | y al virus de la cuchara (TYLCV).
Las plantulas se encontraban en un estadio de tres a cuatro hojas verdaderas
(cinco semanas) y se mantuvieron en macetas plasticas de 12.8x10 cm con
suelo esterilizado, desde el momento del trasplante hasta la evaluacién de la
prueba.
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Cuadro 2.1 Cepas evaluadas en las pruebas de patogenicidad. Se muestra la
identidad mas cercana de las cepas con base en la secuencia parcial del gen
16S ARNr comparadas con cepas tipo de la base de datos de GenBank del
Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica (NCBI).

Cepa tipo mas cercana Porcentaje de

Cepa Canton Provincia (blastn - GenBank) identidad (%)
, Pseudomonas alliivorans
LTM 13.1.2  Paraiso Cartago 20GA0068T 99.85
LTM 14.2.2  Paraiso Cartago Pseudomonas punonensis LMT03" 99.71
Pseudomonas parafulva NBRC
. _ 16636"; P. parafulva JICM 112447;
LTM 32.2.1  Alajuela Alajuela p. cremoricolorata DSM 17059; P. 100.00
fulva NBRC 166377
Pseudomonas palmensis BBBOO1T;
LTM 40.2.3  Alajuela Alajuela P. japonica NBRC 103040"; P. 100.00
gingdaonensis 137
LTM49.1.1 Zarcero  Alajuela f/CZ'T’O"OphomO"as nematodicola 99.86
Serratia surfactantfaciens YD257;
Serratia nematodiphila DSM
LTM 71.3.2  Alajuela Alajuela 214207; Serratia sarumanii K- 99.32
MO706"; Symbiopectobacterium
purcellii SyEd1"
LTM 72.2.1  Alajuela Alajuela Cedecea neteri JCM 75827 99.93
LTM 74.3.1  Alajuela Alajuela Serratia sarumanii K-MO0706" 100.00
Pseudomonas parafulva NBRC
Santa . 16636"; P. parafulva JICM 112447;
LTM 78.1.1 Hered ’ ’ 98.13
Barbara eredia P. cremoricolorata DSM 170597; P.
fulva NBRC 166377
Santa Pseudomonas straminea NBRC
LTM 78.2.1 Heredi 99.24
Barbara ' c0'®  16665T; P. straminea JCM 2783
Stenotrophomonas maltophilia
Santa MTCC 4347; S. hibiscicola ATCC
LTM 78.2.3 Heredi ’ 99.55
Barbara eredia 198677; S. cyclobalanopsidis
TPQG1-4'
Santa . . T
LTM 78.3.1 , Heredia Pantoea deleyi LMG 24200 98.80
Barbara
Santa . .. T
LTM 78.3.2 , Heredia Pseudomonas capsici Pc19-1 99.93
Barbara

LTM = Laboratorio de Técnicas Moleculares CIPROC-UCR. T=Cepa tipo
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2.2.2 Inoculacién y evaluacion

La inoculacién se realizé mediante inyeccion directa con jeringas de 1 ml (Nipro).
En cada planta se inocularon 100 ul de solucion bacteriana en el tallo, a la altura
de la primera hoja verdadera, con la aguja inclinada en un angulo de 45°. Se
realizaron seis repeticiones por cada cepa y cada variedad y se utilizaron seis
plantas por variedad como tratamientos testigo inoculadas de la misma forma
con buffer fosfato salino (PBS), para un total de 168 plantas evaluadas. Las
plantas se mantuvieron bajo condiciones de invernadero a una temperatura de
26.3°C = 2.9°C (media + desviacion estandar) y humedad relativa de 58.8% +

9.1%. El periodo de evaluacion fue de 21 dias después de inoculacion (ddi).

Se midid la altura de las plantas el dia de inoculacién y a los 21 ddi para evaluar
el crecimiento (cm): AAlt; = Alt; .+, — Alt;,, donde AAlt; es la diferencia de altura
de cada planta i; Alt; ., representa la altura de cada planta i a los 21 ddi t + 1;
y Alt; . representa la altura de cada planta i el dia de inoculacion t. Los sintomas
externos se evaluaron de forma visual a los 7, 14 y 21 ddi. La evaluacion de los
sintomas internos se realizé6 mediante la diseccion de las plantas a los 21 ddi; se
realizé un corte longitudinal del tallo partiendo del punto de inoculacion hacia
ambos extremos. Se midi6 la extension de la necrosis interna (cm) en las plantas
que presentaron el sintoma. Para completar los postulados de Koch se realizé
el reaislamiento de las bacterias en medio de agar nutritivo (AN) incubado a 28°C
1 2°C por 24-48 horas. Por ultimo, se realizé la confirmacion de la identidad de
las bacterias reaisladas del tejido sintomatico mediante la secuenciacion parcial
del gen 16S ARNT.

2.2.3 Analisis estadistico

Se calculd la variable respuesta AAlt; ; ., que representa el crecimiento de cada
planta i por cada cepa j y cada variedad de tomate k. Se model6 la proporcién
del cambio en la altura de la planta como una variable normal aleatoria con media

Hnate, ;. Y varianza aZ,;, y se ajustdé un modelo de la media del cambio en la altura
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como una funcién lineal con interaccion entre la cepa bacteriana y la variedad

de tomate:

Hnaie,j, = Bo + Bicepayy * Brvarj + € Ec 2.1
Donde f, representa el intercepto; p;cepa;, representa el coeficiente de las
cepas bacterianas evaluadas; y p,var;; representa las variedades de tomate
utilizadas; ¢; representa un efecto individual aleatorio de media cero. Se realizé
la prueba de contraste de medias “Least significant difference” (LSD) de Fisher

para determinar la significancia de las diferencias de crecimiento por cepa

bacteriana y variedad de tomate.

Se ajustd el mismo modelo con interaccidn para la extension de la necrosis como

variable respuesta Nec; ; , como una variable normal aleatoria con media HNec ;1

y varianza o3,
Hnec; ;. = Bo + Bicepa;x * Bavarj + €; Ec 2.2

Donde p, representa el intercepto; p;cepa;; representa las cepas bacterianas
evaluadas; y f,var;; representa el coeficiente para las variedades de tomate

utilizadas; €; representa un efecto individual aleatorio de media cero. También
se realiz6 la prueba de contraste de medias LSD de Fisher para determinar la
significancia de las diferencias de la extensidn de la necrosis interna por cepa
bacteriana y variedad de tomate. Se asignd una categoria de virulencia a cada
cepa en funcion de la extension de la necrosis interna con base en la escala de
severidad descrita por Aysan et al. (2004), que clasifica las cepas como “No
Virulentas” si no se observan sintomas (valor en la escala = 0), “Poco virulentas”
si presenta una extension de necrosis de 0.1-2.0 cm (valor en la escala = 1),
“Virulentas” si presenta una necrosis de 2.1-4.0 cm (valor en la escala = 2), y
“Muy virulentas” si presenta una necrosis = 4.1 cm (valor en la escala = 3). Tanto
el modelo de la Ec 2.1 como el de la Ec 2.2 fueron seleccionados con base en
el criterio de informacion de Akaike (AIC) como los mejores modelos para la

variable respuesta respectiva.
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Se ajusté un modelo de regresion lineal multiple para determinar el efecto de la
extension de la necrosis sobre el crecimiento de las plantas para cada variedad

de tomate (AAlt; ), con media pp4,, Y varianza ORaie:

Haait; ) = Bo + BiNeci + Povar; +¢€; Ec 2.3

Donde g, representa el intercepto; §; Nec;;, representa la extension de la necrosis
medular; y B,var; representa las variedades de tomate utilizadas; €; representa
un efecto individual aleatorio de media cero. Todos los analisis se realizaron en
el entorno de R (R Core Team, 2024). Para realizar la seleccion de los modelos
con base en el AIC se utilizo la libreria ‘performance’ (Ludecke et al., 2021), para
las pruebas de contraste de medias se utilizo la libreria ‘agricolae’ (de
Mendiburu, 2023) y para graficar los modelos se utilizaron las librerias ‘ggeffects’
y ‘ggplot2’ (Ludecke, 2018; Wickham, 2016).

2.2.4 Anailisis de secuencias multilocus (MLSA) de cepas patogénicas

Debido a las limitaciones que presenta la secuenciacion del gen 176S ARNr al no
ser lo suficientemente diverso para distinguir entre especies de bacterias
estrechamente relacionadas (Almeida et al., 2010; Girard et al., 2021), se llevo
a cabo un analisis filogenético de secuencias multilocus (MLSA) para las cepas
de Pseudomonas que resultaron patogénicas “muy virulentas” o “virulentas” con
las secuencias parciales concatenadas del gen 76S ARNr y los genes de
mantenimiento (“housekeeping genes”) de la subunidad B de la ADN girasa
(gyrB), el factor sigma de la ARN polimerasa (rpoD) y la subunidad beta de la
ARN polimerasa (rpoB).

En las reacciones de PCR se utilizé un volumen final de 25 pl por cada reaccion,
que contenia 2.5 yl de Dream Taq buffer 10X (Thermo Scientific™), 2.5 ul de
dNTP mix 2 mM (Thermo Scientific™), 1.25 ul de cada cebador 100 uM (Cuadro
2.2), 0.25 pl de Dream Taq ADN polimerasa 5 U/ul (Thermo Scientific™), 1 ul de
la muestra de ADN, y agua ultrapura para completar el volumen. El perfil térmico
para la amplificacion del gen 16S ARNr fue de un ciclo de desnaturalizacion
inicial a 94°C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 min, 56°C por 1 min,

72°C por 2 min, y una extension final a 72°C por 7 min. El perfil térmico para la
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amplificacion del gen gyrB consistié en un ciclo a 94°C por 2 min, 35 ciclos de
94°C por 1 min, 62°C por 30 s, 72°C por 2 min, y una extension final a 72°C por
7 min (Yamamoto et al., 2000). El perfil térmico para el gen rpoD consistié en un
ciclo a 94°C por 5 min, seguido de 30 ciclos a 94°C por 1 min, 55°C por 1 min,
72°C por 1.5 min, y un ciclo a 72°C por 10 min (Mulet et al., 2009). El perfil
térmico para el gen rpoB consistio en un ciclo a 94°C por 1.5 min, seguido de 40
ciclos a 94°C por 10 s, 50°C por 20 s, 72°C por 50 s, y un ciclo de extension final
a 72°C por 5 min (Tayeb et al., 2005). La amplificacion de los productos de PCR
fue confirmada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% con un voltaje

de 95 voltios por 35 min.

Cuadro 2.2 Cebadores utilizados para la amplificaciéon y secuenciacion parcial
de los genes 16S ARNr, gyrB, rpoD y rpoB para el analisis de secuencias

multilocus (MLSA) de las cepas patogénicas de Pseudomonas spp.

T.a' Tamaio

Gen Cebador Secuencia (5'-3’) (°C) (pb?) Fuente
165 F27ps AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Lane
ARNr 5 1500 q997)
1492Rps TACGGYTACCTTGTTACGACTT
UP1E CAGGAAACAGCTATGACCAYGSNGGNGGN
P AARTTYRA
APTU TGTAAAACGACGGCCAGTGCNGGRTCYTTY Yamamoto
gyrB P TCYTGRCA 62 966  etal.
M13Rs CAGGAAACAGCTATGACC (2000)
M13(-21)s TGTAAAACGACGGCCAGT
Mulet
PSEG30F ATYGAAAT AAR
wop 7 G30Fes G CGCCAARCG - 760 otat
PSEG790Rps CGGTTGATKTCCTTGA (2009)
Tayeb
LAPS TGGCCGAGAACCAGTTCCGCGT
rpoB Fs 50 1229  etal.
LAPS27ps CGGCTTCGTCCAGCTTGTTCAG (2005)

'T.a = Temperatura de anillamiento (°C). ?pb = Tamaiio de banda del producto
de PCR en pares de bases. p = Cebador utilizado para la amplificacién de PCR.

s = Cebador utilizado para la secuenciacion

Los productos de PCR se purificaron con Exonucleasa 1 y se enviaron a
secuenciar a la compania Macrogen, Inc. (Seul, Corea del Sur) con el método
de Sanger (Sanger & Coulson, 1975). Las secuencias fueron editadas y

ensambladas en BioEdit v.7.0.5.3 (Hall, 1999) junto con secuencias de cepas
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tipo de especies de Pseudomonas descargadas del GenBank del Centro
Nacional para la Informacion Biotecnologica (NCBI) (Cuadro $S2.1). El
alineamiento de las secuencias de cada locus se realizo6 en MAFFT v. 7 (Katoh
et al., 2017) con parametros por defecto. Las secuencias alineadas y recortadas
de los genes 16S ARNr (1,266 pb), gyrB (443 pb), rpoD (409 pb) y rpoB (669 pb)
se concatenaron en una sola matriz con Mesquite v.3.61 (Maddison & Maddison,
2019), para un total de 2,787 pb. Se utilizé6 JModelTest v.2.1.10 (Darriba et al.,

2012) para determinar el mejor modelo de sustitucion nucleotidica de cada locus.

Se realizé un analisis filogenético Bayesiano en MrBayes v.3.2.6 (Ronquist et al.,
2012). Se corrieron cuatro cadenas con el modelo de sustitucion nucleotidica de
tiempo general reversible mas sitios invariantes con distribucion gamma
(GTR+1+G) para los genes 16S ARNr, gyrB y rpoD; y con el modelo simétrico
mas sitios invariantes con distribucion gamma (SYM+I+G) para el gen rpoB. Se
ejecutaron 1,000,000 generaciones de cadenas de Markov Monte Carlo (mcmc)
y 1,000 generaciones de frecuencia de muestreo de arboles, con un
calentamiento (“burnin”) del 25% de las cadenas. Se utilizd la cepa
Pseudomonas aeruginosa DSM 500717 (= IFO12689" = LMG 1242T) como grupo
externo. También se realizé un andlisis filogenético con el método de Maxima
Verosimilitud en el programa RAXML v.8.2.12 (Stamatakis, 2014) en la interfaz
de raxmlGUI v.2.0.9 (Edler etal.,, 2021), con el modelo de sustitucién
nucleotidica GTR+I+G, con 1,000 repeticiones y valores de soporte de
Bootstrap. El arbol filogenético consenso se visualizé y editd en iTOL v.6.9.1
(Letunic & Bork, 2024). Las secuencias parciales de los genes de mantenimiento
gyrB, rpoD y rpoB de las cepas de Pseudomonas patogénicas fueron
depositadas en la base de datos del GenBank bajo las accesiones PQ883186-
PQ883197.

La identidad de la cepa LTM 72.2.1 y las cepas no patogénicas se analizod
mediante la inferencia filogenética con el gen 16S ARNr comparadas con
secuencias tipo de la base de datos del GenBank (Cuadro $2.2) bajo el mismo
procedimiento mencionado para el analisis multilocus, exceptuando el

concatenamiento de secuencias. Se utilizé el modelo de sustitucidon nucleotidica



83

GTR+I+G y un total de 1,346 pb. Se utilizo la cepa Bacillus subtilis IAM 121187

como grupo externo.

2.3 RESULTADOS
2.3.1 Pruebas de patogenicidad

El crecimiento de las plantas (Alturaﬁnal — Altura;,;.iq;) durante el periodo de
evaluacion fue variable, con un rango de 4.1 a 32.4 cm, media * error estandar
= 19.91 + 0.36 cm. Las plantas de la variedad “Acorazado” inoculadas con la
cepa LTM 72.2.1 presentaron la menor media de crecimiento (12.38 + 2.01 cm;
media + intervalo de confianza al 95% [IC 95%]) seguido de las plantas
inoculadas con la cepa LTM 78.3.1 en la misma variedad de tomate (13.62 +
2.48 cm). Las plantas con mayor crecimiento fueron el testigo de la variedad
“Acorazado” con 25.33 + 2.89 cm y las plantas de la variedad “JR” inoculadas
con la cepa LTM 78.2.1 con 24.47 £ 1.60 cm. Se observé una tendencia de
menor crecimiento en la mayoria de las plantas de la variedad “Acorazado”
respecto a las plantas de la variedad “JR” inoculadas con la misma cepa, con
diferencias significativas (p < 0.05) para las cepas LTM 72.2.1, LTM 78.2.1 y
LTM 78.3.1 (Cuadro 2.3; Figura 2.1). El resto de las cepas no presentd

diferencias significativas de crecimiento (p > 0.05) entre variedades.
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Figura 2.1 Crecimiento (Alturasing — Alturapiciqi; [cM]) de las plantas de
tomate de las variedades “JR” y “Acorazado” inoculadas con cepas bacterianas
y plantas testigo inoculadas con buffer fosfato salino (PBS) a los 21 dias después
de inoculacion (ddi) bajo condiciones de invernadero. Los simbolos oscuros
indican la media de crecimiento de las plantas por cada cepa y cada variedad;
las barras de error indican el intervalo de confianza al 95%. Los simbolos claros

representan los valores reales para apreciar la variabilidad.

Se establecieron relaciones de patogenicidad en cinco de las 13 cepas
bacterianas evaluadas en las variedades de tomate “JR” y “Acorazado”. Los
sintomas evaluados fueron la necrosis medular y la decoloracién del tejido
interno del tallo. Se asigné una escala de severidad del sintoma y una categoria
de virulencia basadas en la extensiéon de la lesién interna (cm). Las cepas que
solamente causaron una oxidacion leve en el sitio de inoculacion sin extenderse

por el tejido vascular se consideraron como no virulentas (Cuadro 2.3; Figura
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2.2). Tres de las cinco cepas patogénicas causaron necrosis medular y dos
causaron decoloracion del tejido vascular. La cepa LTM 13.1.2 fue la mas
virulenta con una necrosis medular de 11.55 £ 5.25 cm y 4.57 + 1.37 cm (media
1 IC 95%) en las variedades “JR” y “Acorazado”, respectivamente (Cuadro 2.3;
Figura 2.2; Figura 2.3). Las plantas de la variedad “JR” inoculadas con la cepa
LTM 13.1.2 presentaron una media de altura final de 42.35 + 2.23 cm, por lo que
la necrosis medular abarcé en promedio el 27.3% de la longitud de la parte aérea
de las plantas a los 21 dias después de inoculacion. La variedad de tomate
“Acorazado” inoculado con la cepa LTM 13.1.2 presentdé en promedio una
extensién de necrosis medular 39.57% menor que la variedad “JR”. La cepa LTM
13.1.2 fue la unica que presentd una diferencia significativa (p < 0.05) de la
extension del sintoma entre las dos variedades de tomate (Cuadro 2.3; Figura
2.2).

La cepa LTM 78.3.2 fue la segunda mas virulenta, con una necrosis de 4.63 *
1.03cmy4.12 + 1.86 cm en las variedades “JR” y “Acorazado”, respectivamente
(Cuadro 2.3; Figura 2.2; Figura 2.3). Las cepas anteriores (LTM 13.1.2y LTM
78.3.2) fueron categorizadas como “Muy virulentas” segun la escala de
severidad de la necrosis medular descrita por Aysan et al. (2004). La cepa LTM
14.2.2 se categorizé como “Virulenta” en ambas variedades de tomate, con una
necrosis medular de 3.10 £ 2.49 cm en la variedad “JR”y 2.45 + 2.37 cm en la

variedad “Acorazado” (Cuadro 2.3; Figura 2.2; Figura 2.3).
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Cuadro 2.3 Extensién de necrosis medular/decoloracion de tejido (cm) en plantas de tomate de las variedades “Acorazado” y “JR”

inoculadas con cepas bacterianas procedentes de varias localidades del Valle Central de Costa Rica a los 21 dias después de

inoculacion (ddi) bajo condiciones de invernadero. Se muestra la media * intervalo de confianza al 95% (IC 95%).

Crecimiento de la

Extension del

Categoria de

- ’ a ra - - b - c f
Cepa Especie/Género Cantén Provincia Var’® Sint planta® (cm) sintoma® (cm) Escala virulencia
LTM 13.1.2 Ps?udomonas Paraiso Cartago Ac NM 19.95+4.18 bcdefg 457+137 b 3 Muy virulenta
alliivorans JR NM  18.85%3.24 cdefg 11.55+525 a 3 Muy virulenta
LTM 14.2.2 Pseudomonas Paraiso Cartago Ac NM 20.67 £ 3.05 bcdefg 2.45+2.37 cde 2 Virulenta
flavescens JR NM 23.32+2.91 abc 3.10+2.49 bcd 2 Virulenta
LTM 3221  Pseudomonas sp. Alajuela Alajuela Ac @) 19.37 £ 4.55 cdefg 0.38£0.28 ef 0 No virulenta
JR 0] 21.92 £ 3.30 abcde 0.33+0.22 f 0 No virulenta
LTM 40.2.3  Pseudomonas sp. Alajuela Alajuela Ac 0] 17.10 £5.95 fgh 0.32+0.20 f 0 No virulenta
JR 0] 21.15+2.51 abcdef 0.32+0.08 f 0 No virulenta
LTM 49.1.1 Stenotrophomonas sp.  Zarcero Alajuela Ac 0 19.75+£1.66 cdefg 035£0.26 ef 0 No v!rulenta
JR ©) 21.25 £ 3.80 abcdef 047 £0.26 ef 0 No virulenta
LTM71.3.2  Serratia sp. Alajuela Alajuela Ac 0] 19.58 £ 5.73 cdefg 0.28+0.18 f 0 No v!rulenta
JR 6] 22.50 £3.15 abc 0.20+0.13 f 0 No virulenta
LTM 72.2.1 Cedecea neteri Alajuela Alajuela Ac DT 12.38 £2.01 i 1.70 £2.31 def 1 Poco v!rulenta
JR DT 20.00 £ 3.29 bcdefg 0.74+1.11 ef 1 Poco virulenta
LTM74.31  Serratia sp. Alajuela Alajuela Ac 0] 1752+ 1.42 efgh 0.32+0.14 f 0 No v!rulenta
JR 6] 20.85+£4.01 abcdefg 0.35+£0.24 ef 0 No virulenta
LTM781.1  Pseudomonas sp. Sa,mta Heredia Ac @) 17.60 £ 2.79 defgh 0.75+0.77 ef 0 No virulenta
Barbara JR O  2097+159 abcdef  0.72+0.55 ef 0 No virulenta
LTM 78.2.1 Pseudpmonas Se'mta Heredia Ac DT 16.93 £ 2.90 fghi 1.32+1.92 def 1 Poco virulenta
straminea Barbara JR DT 2447+160 ab 2.03+1.83 cdef 2 Virulenta
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Categoria de

- ra a ra - - b - C f
Cepa Especie/Género Cantoén Provincia Var® Sint planta® (cm) sintoma® (cm) Escala virulencia
LTM 78.2.3 Stenotrophomonas sp. Sgnta Heredia Ac (0] 22.20+1.59 abcd 0.50+£0.40 ef 0 No v!rulenta
Barbara JR O 21.38 +2.75 abcdef 0.45+0.15 ef 0 No virulenta
LTM 78.3.1 Pantoea deleyi Sa,mta Heredia Ac O 13.62 +2.48 hi 0.47 £0.21 ef 0 No v?rulenta
Barbara JR O 21.85+3.28 abcde 0.58 +0.35 ef 0 No virulenta
LTM78.3.2  Pseudomonas capsici S:fmta Heredia Ac NM 16.32 £ 2.64 ghi 412+1.86 bc 3 Muy v!rulenta
Barbara JR NM  19.20+3.40 cdefg 4.63+1.03 b 3 Muy virulenta
Testigo? i i i Ac - 2533+289 a 0.00+0.00 f - -
JR - 21.50 +2.87 abcdef 0.00£0.00 f - -

aCepas identificadas a nivel de género mediante analisis del gen 16S ARNr, cepas identificadas a nivel de especie mediante el analisis

de secuencias multilocus (MLSA) con los genes 16S ARNr, gyrB, rpoD y rpoB. ®Var (Variedad de tomate): Ac = “Acorazado”; JR =

“JR”. °Sint (Sintoma): NC = necrosis medular; DT = decoloracién de tejido. Crecimiento de la planta (cm) = Alturasing — Altura;ciar,

21 ddi. ®Medias + IC 95% seguidas de letras diferentes en una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas

segun la prueba de contraste LSD de Fisher (alpha = 0.05). ‘Escala de severidad (Aysan et al., 2004): 0 = sin sintomas internos

visibles; 1 = 0.1-2.0 cm de necrosis medular; 2 = 2.1-4.0 cm de necrosis medular; 3 = = 4.1 cm de necrosis medular. ¢Testigo = plantas

inoculadas con 100 pl de buffer fosfato salino (PBS) mediante inyeccion al tallo.
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Figura 2.2 Extensién (cm) de la necrosis medular (NM) o la decoloracion del
tejido (DT) en plantas de tomate de las variedades “Acorazado” y “JR” inoculadas
con cepas bacterianas y plantas testigo inoculadas con buffer fosfato salino
(PBS) a los 21 dias después de inoculacion (ddi) bajo condiciones de
invernadero. Oxidacion en sitio de inoculacién (O). Categorias de virulencia
segun escala de severidad (Aysan et al., 2004): No virulenta = sin sintomas
internos visibles (valor en escala = 0); Poco virulenta = 0.1-2.0 cm de necrosis
medular (valor en escala = 1); Virulenta = 2.1-4.0 cm de necrosis medular (valor
en escala = 2); y Muy virulenta = = 4.1 cm de necrosis interna (valor en escala
= 3). Los simbolos oscuros indican las medias de la extension de necrosis (NM)
o la decoloracion del tejido (DT) en las plantas por cada cepa y cada variedad,
las barras de error indican el intervalo de confianza al 95%. Los simbolos claros

representan los valores reales para apreciar la variabilidad.
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Figura 2.3 Necrosis medular en plantas de tomate inoculadas con cepas
bacterianas, evaluada 21 dias después de la inoculacion (ddi). A) Cepa LTM
13.1.2 en var. “JR”; B) Cepa LTM 14.2.2 en var. “JR”; C) Cepa LTM 78.3.2 en
var. “JR”; D) Testigo var. “JR”; E) Cepa LTM 13.1.2 en var. “Acorazado”; F) Cepa
LTM 14.2.2 en var. “Acorazado”; G) Cepa LTM 78.3.2 en var. “Acorazado”; H)
Testigo var. “Acorazado”. Barras de escala = 5 cm.
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Ademas de las cepas anteriores que causaron necrosis medular, también se
consideraron como patogénicas las cepas LTM 78.2.1 categorizada como
“Virulenta” con 2.03 + 1.83 cm de decoloracion del tejido en la variedad “JR”, y
la cepa LTM 72.2.1 categorizada como “Poco virulenta” con 1.70 + 2.31 cm de
decoloracion de tejido en la variedad “Acorazado” (Cuadro 2.3; Figura 2.2;
Figura 2.4). Estas cepas presentaron una mayor variabilidad que el resto de las
cepas “Poco virulentas” que causaron decoloracion en el punto de inoculacion.
El resto de las cepas no ocasiono sintomas internos visibles dentro del tiempo
de evaluacién, aunque si se observé una leve oxidacion en el sitio de

inoculacion.

Figura 2.4 Decoloracién de tejido vascular en plantas de tomate inoculadas con

cepas bacterianas, evaluada 21 dias después de la inoculacion (ddi). Cepa LTM
78.2.1 envar. “JR” (A) y var. “Acorazado” (B); Cepa LTM 72.2.1 en var. “JR” (C)
y var. “Acorazado” (D); Testigo var. “JR” (E) y var. “Acorazado” (F). Barras de

escala=5cm.

La tendencia observada fue de una mayor extension de la necrosis medular o
decoloracion de tejido en la variedad “JR” respecto a la variedad “Acorazado’,
excepto en las plantas inoculadas con la cepa LTM 72.2.1, que presentaron una
mayor extensién de decoloracion de tejido en la variedad “Acorazado” (1.70 *
2.31 cm) que en la variedad “JR” (0.74 £ 1.11 cm). En cuanto a los sintomas

externos, se observd decoloracion y hundimiento del tejido en el punto de
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inoculacion en las plantas inoculadas con las cepas LTM 13.1.2y LTM 78.3.2 en
ambas variedades de tomate (Figura 2.5); la cepa LTM 14.2.2 causd una

decoloracion leve en el punto de inoculacién.

Figura 2.5 Sintomas externos observados en plantas de tomate inoculadas con

cepas bacterianas, evaluados 21 dias después de la inoculacion (ddi) bajo
condiciones de invernadero. CepaLTM 13.1.2 en var. “JR” (A) y var. “Acorazado”
(B); Cepa LTM 78.3.2 en var. “JR” (C) y var. “Acorazado” (D). Barras de escala

=1cm.

Se determind que la extension de la lesion interna en el tallo de las plantas tiene
un efecto de reduccion de -0.20 £ 0.12 cm (media £ SE) sobre el crecimiento de
las plantas, sin embargo, el efecto no fue estadisticamente significativo (p >
0.05). La diferencia de crecimiento entre las variedades de tomate si presento
diferencias significativas (p < 0.05), con un crecimiento 3.05 £ 0.69 cm mayor en

la variedad “JR” que en la variedad “Acorazado” (Cuadro 2.4; Figura 2.6).
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Cuadro 2.4 Efecto de la extension de la lesién interna (cm) sobre el crecimiento
de las plantas (cm) (Alturaging — Altura;yciq;) €n las variedades de tomate

“Acorazado” y “JR” a los 21 dias después de inoculacién (ddi) bajo condiciones
de invernadero.

Parametro Coef* SEP IC 95%° t(df = 164) P
Intercepto (Var. “Acorazado”) 18.70 0.51 17.70-19.70 36.79 <0.001
Extensién de necrosis -0.20 012 -043- 0.03 -1.67 0.095
Variedad “JR” 3.05 0.69 1.70— 4.41 441 <0.001

aCoef = coeficiente; P'SE = error estandar; ¢IC 95% = Intervalo de confianza al
95%; df = grados de libertad; alpha = 0.05
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Figura 2.6 Efecto de la extension de la necrosis medular (cm) sobre el
crecimiento de la planta (cm) (Alturasing — Altura;;ciq;) €n plantas de tomate
de las variedades “JR” y “Acorazado” 21 dias después de la inoculacién (ddi)

bajo condiciones de invernadero.
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2.3.2 Analisis de secuencias multilocus (MLSA) de cepas patogénicas

Segun el analisis filogenético de secuencias multilocus (MLSA) con las
secuencias concatenadas de los genes 16S ARNr, gyrB, rpoD y rpoB (Figura
14), la cepa LTM 13.1.2 fue identificada como Pseudomonas alliivorans,
estrechamente relacionada con Pseudomonas viridiflava. La cepa LTM 78.3.2
fue identificada como Pseudomonas capsici, y presenta una estrecha relacion
con Pseudomonas cichorii. La cepa LTM 14.2.2 se identific6 como
Pseudomonas flavescens y la cepa LTM 78.2.1 se identific6 como Pseudomonas

straminea (Figura 2.7).

Pseudomonas alliivorans 20GA0068"

PP/BS T = LTM-CIPROC 13.1.2 S
- ﬂ L Pseudomonas viridiflava ATCC 132237
0.95/95 Pseudomonas floridensis GEV388"
L Pseudomonas asturiensis LPPA 2217
0.96/96 Pseudomonas californiensis CDFA 6017

- - Pseudomonas capsici Pc19-17
0.98/98 [ - LTM-CIPROC 78.3.2
|_ — Pseudomonas cichorii ATCC 108577

— - Pseudomonas lijiangensis LJ27

0.99/99 \; — Pseudomonas savastanoi ATCC 135227
Pseudomonas syringae pv. syringae ATCC 193107
1 / 1 0 0 — Pseudomonas coronafaciens NCPPB 600"
— Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000

— Pseudomonas caspiana FBF102"

® Necrosis medular e Pseudomonas quasicaspiana CDFA 5537
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® Decoloracién del tejido . pseudomonas lutea LMG 217947
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Pseudomonas azotoformans IAM 1603T
r Pseudomonas mediterranea CFBP 54477
l — Pseudomonas corrugata ATCC 29736"
—_— Pseudomonas brassicacearum CFBP 117067
Pseudomonas koreensis LMG 213187
— Pseudomonas monteilii CIP 1048837
[— Pseudomonas putida ATCC 126337

Pseudomonas parafulva DSM 170047
E Pseudomonas fulva CIP 106765"

Pseudomonas cremoricolorata DSM 17059

— Pseudomonas straminea IAM 15987
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Pseudomonas punonensis LTM03"
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Figura 2.7 Arbol filogenético consenso de cepas de Pseudomonas spp.
elaborado a partir de las secuencias parciales concatenadas de los genes 16S
ARNIr, gyrB, rpoD y rpoB. Las cepas analizadas en este estudio se muestran en
“negrita” con el acrénimo ‘LTM’ (Laboratorio de Técnicas Moleculares, CIPROC-

UCR) y sombreadas junto con la cepa tipo mas relacionada segun el analisis. Se
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muestra la topologia del andlisis filogenético Bayesiano. Los circulos en los
nodos indican la combinacion de valores de soporte PP/BS (PP = probabilidad
posterior de la inferencia Bayesiana = 0.95 después de 1,000,000 repeticiones;
BS = soporte de Bootstrap de la Maxima Verosimilitud = 95% después de 1,000
repeticiones). Se utilizo la cepa de Pseudomonas aeruginosa DSM 500717 (=
IFO12689T = LMG 1242T) como grupo externo. T = Cepa tipo. La barra de escala

representa el numero estimado de sustituciones por sitio.

La cepa LTM 72.2.1 que causd decoloracion en el tejido se agrupo en un
subclado con la cepa de Cedecea neteri JCM 75827 con una probabilidad
posterior (PP) de 0.97 en la inferencia Bayesiana y un soporte de Bootstrap (BS)
de 83% en la inferencia de Maxima Verosimilitud (Figura 2.8). Respecto a las
cepas no patogénicas, las cepas LTM 32.2.1 y LTM 78.1.1 se agruparon en un
clado con las cepas de Pseudomonas fulva |IAM 15297, P. cremoricolorata DSM
17059, P. parafulva NBRC 16636" y P. parafulva JCM 112447 con una PP de 1
y un BS de 81%. La cepa LTM 40.2.3 se agrupé en un subclado con las cepas
P. japonica NBRC 1030407, P. palmensis BBB001T, P. gingdaonensis JJ3" y P.
putida ATCC 12633 con una PP de 1 y un BS de 98%. La cepa LTM 49.1.1 se
agrupo dentro del clado de Stenotrophomonas nematodicola W5' con una PP
de 0.77 y un BS de 75%. La cepa LTM 78.2.3 se agrup6 en un subclado con S.
lactitubi M15T, S. indicatrix WS40T, S. cyclobalanopsidis TPQG1.4T y S.
hibiscicola ATCC 19867" con una PP de 0.73 y un BS de 40%. Las cepas LTM
71.3.2y LTM 74.3.1 se agruparon en un clado con las especies de Serratia spp.,
la ultima mas cercana a S. nematodiphila DZ0503SBS1T y S. sarumanii K-
MOQ706" con una PP de 0.60 y un BS de 42%. La cepa LTM 78.3.1 se agrupd en
un subclado con la cepa de Pantoea deleyi LMG 24200" con una PP de 1 y un
BS de 99% (Figura 2.8).
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Figura 2.8 Arbol filogenético consenso elaborado a partir de las secuencias

parciales del gen 16S ARNr de la cepa LTM 72.2.1 que caus6 decoloracion del

tejido, y de las cepas no patogénicas. Las cepas analizadas en este estudio se

muestran en “negrita” con el acrénimo ‘LTM’ (Laboratorio de Técnicas

Moleculares, CIPROC-UCR) y sombreadas junto con la cepa tipo mas cercana

segun el analisis. Se muestra la topologia del analisis filogenético Bayesiano.

Los circulos en los nodos indican la combinacién de valores de soporte PP/BS

(PP = probabilidad posterior de la inferencia Bayesiana = 0.80 después de

1,000,000 repeticiones; BS = soporte de Bootstrap de la Maxima Verosimilitud =

80% después de 1,000 repeticiones). Se utilizé la cepa de Bacillus subtilis IAM
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12118T como grupo externo. T = Cepa tipo. La barra de escala representa el

numero estimado de sustituciones por sitio.

2.4 DISCUSION

La cepa LTM 13.1.2 identificada como Pseudomonas alliivorans fue la mas
virulenta en la prueba de patogenicidad. Esta especie fue descrita
recientemente, aislada de lesiones foliares en plantas de cebolla (Allium cepa)
en Georgia, EE. UU., causando sintomas similares a los causados por P.
viridiflava, como rayas foliares y pudricion del bulbo de la cebolla (Zhao et al.,
2022). Ademas, P. alliivorans fue identificada como uno de los agentes causales
de la mancha foliar en cucurbitaceas en Florida, EE. UU. (Fullem et al., 2024). A
la fecha no se han reportado mas hospederos y tampoco se ha reportado fuera
de EE. UU., por lo que este es el primer reporte de P. allivorans en tomate y en
Costa Rica, ademas de ser el primer reporte de P. alliivorans como agente causal
de la necrosis medular. Con lo anterior, se amplia el rango de hospederos y el
rango de distribucidn de la especie. Asi mismo, surge el cuestionamiento de si
esta bacteria es capaz de causar enfermedades en mas especies de solanaceas
que se cultivan comunmente en Costa Rica, como chile (Capsicum annum) y
papa (Solanum tuberosum), sumado a la incertidumbre sobre su presencia en
las plantaciones de cebolla y cucurbitaceas en el pais. La estrecha relacion
filogenética que existe entre P. alliivorans y P. viridiflava (Zhao et al., 2022), un
reconocido agente causal de la necrosis medular del tomate (Alippi et al., 2003;
Monteiro, 2019; Silvera-Pérez et al., 2023), podria indicar que existen cepas con
identificaciones erréneas en diferentes regiones del mundo, como ha sucedido

con varias especies de Pseudomonas (Tran et al., 2017).

La extension de la necrosis causada por la cepa de P. alliivorans LTM 13.1.2 en
la variedad de tomate “JR” alcanz6 una longitud considerable de la parte aérea
de la planta apenas 21 dias después de la inoculacion, lo que indica una alta
severidad de la enfermedad, sin embargo, Monteiro et al. (2019) reportan que la
necrosis causada por la cepa EPAGRI BacPvT1 de P. viridiflava en tomate

puede no causar un dafo tangible ni pérdidas en el rendimiento (peso de los
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frutos) a pesar de provocar lesiones en las plantas, ya que el peso total de los
frutos cosechados de plantas inoculadas comparado con el de las plantas no
inoculadas no presento diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05). La
extension de la necrosis medular en la variedad “Acorazado” fue en promedio
casi 40% menor que en la variedad “JR”, lo que podria indicar que la variedad
“Acorazado” presenta cierta tolerancia a la cepa LTM 13.1.2, aunque fue
categorizada como “Muy virulenta” en ambas variedades segun la escala de
severidad (Aysan et al., 2004) al producir una necrosis = 4.1 cm. Es necesario
realizar estudios futuros con la cepa de P. allivorans LTM 13.1.2 para determinar
su efecto en la productividad de las plantas y en todo su ciclo de desarrollo, asi
como determinar su rango de hospederos. Ademdas, es necesaria la
implementacion de medidas preventivas adecuadas en las plantaciones de

tomate del pais debido a la severidad observada con esta cepa.

La cepa LTM 78.3.2 identificada como Pseudomonas capsici fue la segunda mas
virulenta en la prueba de patogenicidad. Esta especie fue descrita recientemente
como agente causal de la mancha foliar en chile (Capsicum annum) en Georgia,
EE. UU. (Zhao et al., 2021). P. capsici se encuentra estrechamente relacionada
con P. cichorii (Zhao et al., 2021, 2023), otra de las especies causantes de la
necrosis medular en tomate (Trantas etal., 2013); esta relacién llevé al
agrupamiento de varias cepas colectadas en Florida, EE.UU. en 2012 como un
nuevo grupo filogenético dentro de P. cichorii (Timilsina etal., 2017), sin
embargo, mediante la hibridacion digital de ADN-ADN, la identidad nucleotidica
promedio (ANI), y el andlisis de filogenomas, dichas cepas fueron reclasificadas
como P. capsici (Zhao et al., 2023). Esta especie ha sido reportada ademas
como agente causal de la mancha foliar en cultivos de cucurbitaceas en el
sudeste de EE. UU. (Fullem et al., 2024) y de la mancha bacteriana en ricino
(Ricinus communis) en Corea del Sur (Do et al., 2023), y presenta un amplio
rango de hospederos segun Zhao et al. (2023), siendo patogénica en chile,
tomate, berenjena (Solanum melongena), repollo chino (Brassica rapa subsp.
chinensis) y lechuga (Lactuca sativa). Sin embargo, P. capsici ha sido asociada

solamente a sintomas foliares en los hospederos, por o que este es el primer
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reporte de P. capsici como agente causal de la necrosis medular en tomate y es

el primer reporte de la especie en Costa Rica.

La extension de la necrosis interna causada por la cepa de P. capsici LTM 78.3.2
fue similar en ambas variedades de tomate, 4.12 + 1.86 cm (media + IC95%) en
“Acorazado” y 4.63 £ 1.03 cm en “JR”, por lo que fue categorizada como “Muy
virulenta” segun la escala de severidad (Aysan et al., 2004). Al igual que con la
cepa de P. alliivorans LTM 13.1.2, es necesario realizar estudios de mediano y
largo plazo con la cepa de P. capsici LTM 78.3.2 para determinar su efecto en la
productividad del cultivo de tomate con diferentes métodos de inoculacién como
aspersion foliar e inyeccion al tallo. Ademas, es importante tomar en cuenta que
P. capsici puede causar sintomas foliares a mayores temperaturas que otras
bacterias (Fullem et al., 2024), por lo que se requiere un monitoreo constante
para la deteccion de nuevos brotes de enfermedades asociadas a P. capsici en
tomate y en otros cultivos, asi como la implementaciéon de medidas preventivas

adecuadas para reducir el riesgo de dispersion del patégeno.

La cepa LTM 14.2.2 identificada como Pseudomonas flavescens, con una
probabilidad posterior de 1 en la inferencia filogenética Bayesiana y un soporte
de Bootstrap de 97% en la inferencia de Maxima Verosimilitud dentro del analisis
de secuencias multilocus, indujo el sintoma de necrosis medular en plantas de
tomate y fue categorizada como una cepa “Virulenta”. P. flavescens fue descrita
por primera vez habitando cancros producidos por Xanthomonas campestris pv.
Juglandis en arboles de nogal o nuez de castilla (Juglans regia) (Hildebrand et al.,
1994) y recientemente fue identificada como el agente causal del chancro
bacteriano del nogal en Corea del Sur (Kim et al., 2020). A pesar de que esta
especie fue descrita hace tres décadas, existe muy poca informacion al respecto,
y la mayoria son menciones dentro de estudios taxonémicos que la colocan
dentro del grupo de Pseudomonas straminea (Girard et al., 2021). La cepa LTM
14.2.2 fue la tercera con mayor severidad de los sintomas con una extension de
necrosis de 2.45 + 2.37 cm en la variedad “Acorazado” y 3.10 £ 2.49 cm en la
variedad “JR”. Al igual que con las cepas anteriores, este es el primer reporte de

P. flavescens causando necrosis medular en tomate.
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La cepa LTM 78.2.1 fue identificada como Pseudomonas straminea, un
patdgeno débil capaz de causar decoloracion vascular en plantas de tomate
(Aiello et al., 2013). En este estudio, la cepa LTM 78.2.1 categorizada como
“Poco virulenta” presentd una extension de la decoloracion en el tejido de 2.03 +
1.83 cm en las plantas de la variedad “JR” 21 dias después de inoculacion (ddi).
Estos valores concuerdan con los reportados por (Aiello et al., 2013) quienes
inocularon dos cepas de P. straminea y obtuvieron lesiones de 1.8 £ 0.4 cm y
3.0x0.6cmalos 15ddi,4.3+£0.5y 4.1+ 0.5 cm alos 90 ddi, y describieron las
lesiones como decoloraciones vasculares. Otro aspecto importante de esta
bacteria es que presenta una interaccion sinérgica con otras especies de
Pseudomonas y con Xanthomonas perforans provocando un incremento de los
sintomas de la necrosis medular a través de una coinfeccion en las plantas de
tomate (Aiello et al., 2017).

La cepa LTM 72.2.1 fue identificada como Cedecea neteri JCM 75827 con una
probabilidad posterior de 0.97 en la inferencia Bayesiana y un soporte de
Bootstrap de 83% en la inferencia de Maxima Verosimilitud, sin embargo, debido
a la cercania con las demas especies del género se recomienda realizar un
analisis de secuencias multilocus o de genoma completo para esclarecer la
identidad de esta cepa. Al igual que la cepa de Pseudomonas straminea LTM
78.2.1, la cepa de Cedecea neteri LTM 72.2.1 causo6 decoloracion en el tejido y
se categorizé como “Poco virulenta” con 1.70 + 2.31 cm de decoloracién en la
variedad de tomate “Acorazado”, sin embargo, en una de las plantas la extension
fue de 7.5 cm. El género Cedecea contiene especies capaces de causar
pudriciones en hongos comestibles (Huang et al., 2024; Liu et al., 2021), sin
embargo, su patogenicidad en hortalizas no ha sido reportada y se cuenta con
poca informacion sobre las cinco especies que conforman el género, C. neteri,

C. davisae; C. lapagei, C. sulfonylureivoransy ‘C. colo’ (Parte et al., 2020).

Se registraron sintomas externos como decoloracién y hundimiento del tejido del
tallo en el punto de inoculacion en las plantas inoculadas con las cepas que
causaron necrosis medular, Pseudomonas alliivorans LTM 13.1.2, P. flavescens

LTM 14.2.2 y P. capsici LMT 78.3.2. Estos sintomas son comunes en plantas
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infectadas con bacterias causantes de la necrosis medular como Pseudomonas
corrugata, P. mediterraneay P. cichorii (Catara, 2007; Trantas et al., 2013). No
se observo la produccidn de raices adventicias en el tallo con ninguna de las
cepas patogénicas; este puede ser un sintoma ocasional generado por algunas
bacterias causantes de la necrosis medular (Catara, 2007; Trantas et al., 2013),
sin embargo, el tiempo de evaluacion de los sintomas en este estudio fue
especifico para determinar la patogenicidad de las cepas, por lo que se
recomienda evaluar el desarrollo de sintomas con las cepas mas virulentas

durante todo el ciclo de produccion.

En Costa Rica se han observado sintomas asociados a la necrosis medular en
plantaciones de tomate en diferentes localidades del pais, sin embargo, no se
habia caracterizado la enfermedad ni se habian identificado las especies
patdgenas causales. Este es el primer estudio en el pais que describe los
sintomas en los primeros estadios del cultivo e identifica las especies
responsables de causar la necrosis medular del tomate. Debido a la diversidad
de bacterias patogénicas observada, es probable que la necrosis medular sea
causada por mas especies que no se identificaron en este estudio y que no han
sido reportadas como agentes causales, ademas, la enfermedad puede ser
ocasionada por la interaccion de dos especies 0 mas, como se ha registrado en
otros paises (Aiello et al., 2017). Ademas, se reportan especies capaces de
causar decoloracion del tejido vascular, un sintoma de menor severidad, aunque
puede debilitar la planta y volverla propensa al ataque de patdégenos

oportunistas.
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2.6 ANEXOS

Cuadro S2.1 Cepas de referencia utilizadas en el andlisis de secuencias multilocus (MLSA). Se utilizaron las secuencias parciales de los genes

16S ARNIr, gyrB, rpoD y rpoB de cepas tipo descargadas de la base de datos de GenBank del Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica

(NCBI).

Numero de accesion en el GenBank del NCBI

Especie Cepa 16S ARNr gyrB rpoD rpoB
Pseudomonas alliivorans 20GA0068T NR_181670 NZ_JAFFZW010000003 NZ_JAFFZW010000003 NZ_JAFFZW010000009
Pseudomonas argentinensis CHO1T = LMG 225637 AY691188 FN554170 FN554451 FN554728
Pseudomonas asturiensis LPPA 2217 = LMG 268987 NR_108461 HF546083 HF549098 NZ_FRDA01000024
Pseudomonas azotoformans IAM 1603T = CIP 1067447 D84009 AB039411 AB039547 AJ717458
Pseudomonas brassicacearum DBK11T = CFBP 11706T = CIP 1070597 AF100321 AMO084675 AMO084334 AJ717436
Pseudomonas californiensis DCDFA 6017 OL780805 NZ_JAGTPK010000044 NZ_JAGTPK010000016 NZ_JAGTPKO010000012
Pseudomonas capsici Pc19-17T NR_181640 NZ_JAFGZD010000007  MW623635 NZ_JAFGZD010000008
Pseudomonas caspiana FBF1027 HG805773 HG805671 HG805592 NZ_LOHF01000009
Pseudomonas cichorii ATCC 108577 = NCPPB 943T = LMG 21627 NR_112070  AB039434 AB039526 AJ717418
Pseudomonas coronafaciens NCPPB 600T = LMG131907 NR_179736 MF666682 MF666679 AJ717443
Pseudomonas corrugata ATCC 29736 = NCPPB 24457 = LMG 21727 D84012 AB039460 AB039566 AJ717487
Pseudomonas cremoricolorata IAM 15417 = DSM 17059T = CIP 1076167 AB060137 FN554181 FN554462 AJ717476
Pseudomonas flavescens B62T = LMG18387T = CIP 1042047 uo1916 FN554183 FN554465 AJ717468
Pseudomonas floridensis GEV388T NR_159301 NZ_MUIO01000086 KY612203 NZ_MUIO01000023
Pseudomonas fluorescens IAM 120227 = CIP 69.13T D84013 D86016 AB039545 AJ717451
Pseudomonas fulva NRIC 0108T = IAM 15297 = CIP 1067657 AB060136 AB039395 AB039586 AJ717419
Pseudomonas graminis DSM 113637 = LMG 21661T = CIP 1058977 NR_026395 FN554187 FN554469 AJ717429
Pseudomonas koreensis Ps 9-14T = LMG 213187 AF468452 FN554194 FN554476 FN554737
Pseudomonas lijiangensis LJ27 MZ723343 NZ_CP076668 MZ735712 NZ_CP076668
Pseudomonas lutea OK2T = LMG 219747 AY364537 FN554198 FN554480 FN554738
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Numero de accesion en el GenBank del NCBI

Especie Cepa 16S ARNr gyrB rpoD rpoB
Pseudomonas marginalis LMG 22107 = NCPPB 6677 276663 AB039448 AB039575 AJ717425
Pseudomonas mediterranea CFBP 54477 = CIP 1077087 AF386080 AMO084678 AM084337 AJ717449
Pseudomonas monteilii CIP 104883T = DSM 141647 AF064458 FN554205 FN554488 AJ717455
Pseudomonas parafulva AJ 21297 = DSM 170047 = CIP 1076177 AB060132 FN554216 FN554500 AJ717471
Pseudomonas punonensis LMTO3T NR_109583  JX435105 JX435103 JX435104
Pseudomonas putida IAM 12367 = ATCC 126337 = LMG 22577 D84020 AB039451 AB039581 AJ717474
Pseudomonas quasicaspiana CDFA 5537 OL780796 NZ_JAGTPI010000002 NZ_JAGTPI010000020 NZ_JAGTPI010000043
Pseudomonas savastanoi ATCC 13522T = NCPPB 6397 = CIP 1037217 AB021402 AB039469 AB039514 AJ717422
Pseudomonas straminea IAM 15987 = LMG 216157 D84023 AB039410 AB039600 FN554758
Pseudomonas synxantha IAM 123567 = IFO 39137 = LMG 23357 D84025 AB039415 AB039550 AJ717420
Pseudomonas syringae pv. syringae ~ NCPPB 281T = PDDCC 3023T = ATCC 193107 DQ318866 AB039428 AB039516 FN554759
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 AE016853 AEO016853 EU296593 AEO016853
Pseudomonas viridiflava CECT 4587 = PDDCC 2848T = ATCC 13223T AY180972 AB039427 AB039520 FN554764
Pseudomonas aeruginosa®E DSM 500717 = IFO12689T = LMG 12427 HE978271 AB039386 AB039607 AJ717442

T= Cepa tipo. ®F = Grupo externo
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Cuadro S2.2 Cepas de referencia utilizadas en el analisis filogenético para la
identificacién de la cepa LTM 72.2.1 y las cepas no patogénicas. Se utilizaron
las secuencias parciales del gen 16S ARNr de cepas tipo descargadas en la

base de datos del GenBank del Centro Nacional para la Informacion

Biotecnolégica (NCBI).

Especie Cepa Accesion
Cedecea davisae DSM 45687 NR_ 025243
Cedecea lapagei DSM 45877 NR_ 126317
Cedecea neteri JCM 75827 LC504043
Cedecea sulfonylureivorans LAM20207 MW429197
Pantoea agglomerans DSM 34937 NR_ 041978
Pantoea ananatis LMG 26657 296081
Pantoea conspicua LMG 245347 NR_116247
Pantoea deleyi LMG 242007 NR_116114
Pantoea vagans LMG 241997 EF688012
Pseudomonas cremoricolorata DSM 170597 NR_104279
Pseudomonas flavescens B62T uo1916
Pseudomonas fulva IAM 15297 NR_ 115610
Pseudomonas japonica NBRC 1030407 KT825519
Pseudomonas palmensis BBB001T NR_ 181427
Pseudomonas parafulva JCM 112247 LC507438
Pseudomonas parafulva NBRC 166367 NR 104278
Pseudomonas punonensis LMTO3T NR_109583
Pseudomonas putida ATCC 126337 MG708344
Pseudomonas gingdaonensis JJ3T NR_169411
Pseudomonas straminea JCM 2783T LC420056
Pseudomonas straminea NBRC 166657 NR_113859
Serratia marcescens ATCC 138807 PP112078
Serratia nematodiphila DSM 214207 PP068848
Serratia nematodiphila DZ0503SBS1T NR 044385
Serratia nevei LMG 315367 CP149940
Serratia sarumanii K-M0706" CP124750
Serratia surfactantfaciens YD25T NR_ 169468
Stenotrophomonas cyclobalanopsidis TPQG1-47 NR_180613
Stenotrophomonas geniculata ATCC 193747 MT672503
Stenotrophomonas hibiscicola ATCC 198677 MT780275
Stenotrophomonas humi DSM 189297 MW629800
Stenotrophomonas indicatrix WS407 KJ452162
Stenotrophomonas lactitubi M15T NR_179509
Stenotrophomonas maltophilia IAM 124237 NR_041577
Stenotrophomonas maltophilia ATCC 136377 NR 112030
Stenotrophomonas nematodicola W5T NR_ 181111
Stenotrophomonas pavanii LMG 253487 NR_118008
Stenotrophomonas rhizophila e-p107 NR_ 121739
Symbiopectobacterium purcellii SyEd17 NR_ 181864
Bacillus subtilis®E IAM 121187 AB042061

T = Cepa tipo. F = Grupo externo
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CAPITULO 3: Evaluacién in vitro de la sensibilidad de bacterias
patogénicas y no patogénicas de tomate a cinco antibiéticos

de uso agricola empleados con frecuencia en Costa Rica

3.1 INTRODUCCION

El manejo de enfermedades bacterianas en el cultivo de tomate esta basado en
estrategias preventivas orientadas a reducir las fuentes de indculo y la dispersién
del patdgeno, como la siembra de material resistente, el manejo de la densidad
y momentos de siembra, la rotacion de cultivos, el manejo del riego y el drenaje,
la disposicion adecuada de residuos de cosecha y el control de arvenses, asi
como la intervencion del cultivo con métodos quimicos o bioldgicos (Kolomiiets
et al., 2019; Sundin et al., 2016). Las aplicaciones de compuestos de cobre se
han implementado como medidas preventivas contra infecciones bacterianas y
fungicas desde la década de 1880 (Lamichhane et al., 2018; Sundin et al., 2016).
Sin embargo, al convertirse en el método mas utilizado para el manejo de
enfermedades de origen bacteriano alrededor del mundo, ha llevado al
surgimiento de cepas resistentes (Fan et al., 2022; Lamichhane et al., 2018;
Sundin et al., 2016); ademas, los compuestos de cobre presentan efectos
adversos en el ambiente y la biodiversidad, ya que han contaminado suelos y
aguas subterraneas, con un gran impacto en la microbiota del suelo
(Lamichhane et al., 2018; Merrington et al., 2002), y su acumulacion en el suelo
afecta la salud de los cultivos a largo plazo debido a la fitotoxicidad (Lamichhane
et al., 2018).

Desde el descubrimiento del potencial de los antibiéticos como la estreptomicina
para tratar enfermedades en plantas en la década de 1950, estos compuestos
han formado parte de las herramientas de manejo de los cultivos para los
productores alrededor del mundo (McManus et al., 2002; McManus & Stockwell,
2000; Sundin et al., 2016). Los antibiéticos adquirieron gran popularidad ya que
se requerian dosis pequefias y su toxicidad en las plantas era baja o nula
comparada con los compuestos a base de metales que se utilizaban en ese

momento (McManus et al., 2002). Sin embargo, al poco tiempo desde su
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introduccion en los sistemas agricolas, surgieron poblaciones bacterianas
patdgenas y no patégenas con fenotipos resistentes a los antibidticos, por lo que
la eficacia de estos métodos de control ha sido impactada de forma negativa
(McManus et al., 2002; McManus & Stockwell, 2000; Sundin et al., 2016). El uso
extensivo de los antimicrobianos durante multiples afios o el elevado numero de
aplicaciones en una misma temporada de produccién estan correlacionados con
la seleccion de resistencia en las poblaciones de bacterias patdégenas y no
patdgenas, asi como con la reduccién de la efectividad de los tratamientos
(Batuman et al., 2024; McManus et al., 2002; Sundin et al., 2016).

Las bacterias pueden desarrollar resistencia a los antibioticos debido a la presion
de seleccion causada por las aplicaciones no reguladas de estos productos, o
pueden adquirir genes que codifican determinantes de resistencia, generalmente
mediante la transferencia horizontal de genes, incluso desde especies
filogenéticamente distintas (McGhee & Sundin, 2011; Soucy et al., 2015; Sundin
et al.,, 2016; Sundin & Wang, 2018). Aunque existen bacterias que pueden
presentar una resistencia intrinseca a los antibidticos, independiente de la
transferencia horizontal de genes y previa a la exposicion a antibioticos, ya que
poseen caracteristicas estructurales o funcionales inherentes que les permiten
sobrevivir en la presencia de antibiéticos (Blair et al., 2015). Los principales
mecanismos de resistencia que presentan las bacterias pueden resumirse en
tres grupos principales: mecanismos que modifican el sitio diana del antibi6tico
ya sea por una mutacion genética o una modificacion post-traduccional del
objetivo; mecanismos que reducen la concentracion intracelular del antibiético
como resultado de la poca penetracion por la disminucion de la permeabilidad
de la membrana celular o mediante la expulsidén del antibiético con bombas de
eflujo; y mecanismos de inactivacion del antibidtico por hidrdlisis o por
modificacion de la molécula (Batuman et al., 2024; Blair etal.,, 2015). La
resistencia a los antibidticos representa un problema de salud a nivel mundial en
el ambito humano, animal y vegetal debido a la preocupacion de que las
bacterias resistentes dentro de un ambiente agricola puedan transferir genes de
resistencia a bacterias de importancia clinica (Maeusli et al., 2020; McManus
et al., 2002; McManus & Stockwell, 2000; Rodriguez et al., 2006, 2008; Stockwell
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& Duffy, 2012). Esta preocupaciéon es uno de los factores que determina la
escasez de antibidticos considerados para ser utilizados en agricultura (Batuman
et al., 2024).

En Costa Rica, durante los ultimos afios se han utilizado diferentes antibiéticos
registrados para unos pocos cultivos, como el Agry-Gent Plus 8 WP a base de
oxitetraciclina y gentamicina, autorizado en papa (Solanum tuberosum) y pifia
(Ananas comosus); Kasumin 2 SL a base de kasugamicina, autorizado en arroz
(Oriza sativa), chile dulce (Capsicum annuum) y repollo (Brassica oleracea);
Cuprimicin 61.7 WP a base de oxitetraciclina, estreptomicina y sulfato tribasico
de cobre, autorizado en aguacate (Persea americana), banano (Musa AAA),
platano (Musa AAB), cacao (Theobroma cacao), café (Coffea arabica), cebolla
(Allium cepa), frijol (Phaseolus vulgaris) y tabaco (Nicotiana tabacum); y otros
productos cuyo uso ha sido cancelado como Agri-Mycin 16.5 WP a base de
oxitetraciclina y estreptomicina; Agri-Mycin 44.3 WP a base de oxitetraciclina,
estreptomicina y sulfato tribasico de cobre; y Terramicina Agricola 5 WP a base
de oxitetraciclina; (SFE, 2024). También se reporta el uso de validamicina en
papa (Ramirez-Mufoz et al., 2014), aunque este antibiotico tiene principalmente
una actividad fungicida, y se comercializa bajo los nombres Cepex 10 SL y
Validacin 5 SL a base de validamicina A, autorizado en arroz y café (SFE, 2024).
Para el cultivo de tomate no existen antibioticos autorizados segun el Servicio
Fitosanitario del Estado (SFE), sin embargo, al presentarse infecciones
bacterianas algunos productores aplican productos con contenido de antibidticos
como estreptomicina, oxitetraciclina, gentamicina y kasugamicina (Blanco-
Meneses et al., 2023).

Ademas de las limitantes normativas, los estudios de sensibilidad de bacterias
fitopatogenas a estos antibidticos en el pais son escasos, sin embargo, en
algunos casos se han revelado hallazgos importantes de comunidades
bacterianas asociadas a los cultivos con caracteristicas de resistencia a uno o
varios antibiéticos (Rodriguez et al., 2006, 2008; Uribe-Lorio et al., 2024). Estos
conocimientos son de mayor interés para los involucrados en las cadenas de
produccion agricola ya que pueden determinar la disponibilidad de compuestos

efectivos para el control de agentes bacterianos patdégenos en los diferentes
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cultivos. El objetivo de este estudio fue determinar la sensibilidad de bacterias
patogénicas y no patogénicas de tomate a compuestos puros de los antibiéticos
de uso agricola aplicados con mayor frecuencia para el combate de

enfermedades bacterianas en Costa Rica.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Aislamientos bacterianos y antibidticos de uso agricola

Se evaluaron 13 cepas de bacterias Gram negativas patogénicas y no
patogénicas aisladas de plantas de tomate con sintomas de infecciones
bacterianas, colectadas en diferentes localidades del Valle Central de Costa
Rica. Las cepas bacterianas fueron identificadas previamente mediante la
secuenciacion parcial del gen 16S ARNr o el Analisis de Secuencias Multilocus
(MLSA) con las secuencias concatenadas de los genes 16S ARNr, gyrB, rpoD 'y
rpoB. Ademas de las cepas de prueba, se utilizaron las cepas ATCC 25922 de
Escherichia coliy ATCC 27853 de Pseudomonas aeruginosa donadas por el
Laboratorio de Bacteriologia Médica de la Facultad de Microbiologia-UCR como
control de calidad en las pruebas para determinar la sensibilidad a antibiéticos
(CLSI, 2020).

Se utilizaron cinco compuestos puros de antibiéticos de uso agricola para
determinar la sensibilidad de los aislamientos bacterianos. Los antibidticos
seleccionados fueron estreptomicina, gentamicina, kasugamicina, tetraciclina y
validamicina. La sensibilidad de los aislamientos bacterianos a los antibidticos
se evalué mediante pruebas de difusidon en disco con el método Kirby-Bauer y
pruebas de dilucién en agar para determinar la concentracion minima inhibitoria
(CMI).

3.2.2 Prueba de difusiéon en disco (método Kirby-Bauer)

La prueba de difusién en disco consistidé en colocar discos de papel filtro
impregnados con cantidades conocidas de los diferentes antibidticos sobre
platos de agar rayados con las cepas bacterianas con el fin de determinar el

diametro de las zonas de inhibicion de crecimiento de cada antibidtico por cepa
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bacteria. El indculo se preparé a una concentracion de 1x108 UFC/ml con cultivos
frescos (< 24 horas de crecimiento) mediante la suspension bacteriana de cada
cepa en tubos de ensayo con 3 ml de solucién salina estéril al 0.85% hasta
alcanzar una turbidez similar a la de un patrén McFarland 0.5 (equivalente a
1x108 UFC/ml); la concentracion del indculo se confirmé midiendo la absorbancia
de la suspensién a una longitud de onda de 625 nm en un espectrofotdmetro de
microvolumenes hasta alcanzar valores entre 0.08 y 0.13, equivalente a 1x108
UFC/ml (Kowalska-Krochmal & Dudek-Wicher, 2021). Las suspensiones
bacterianas se rayaron de manera uniforme con aplicadores de algodon estériles
en platos Petri de 90 mm de didmetro con 25 ml de medio sélido de agar Mueller-
Hinton (MHA) OXOID™ CM0337 (38g/L).

Los discos de antibidticos utilizados fueron: a) tetraciclina 30 ug (OXOID™); b)
estreptomicina 10 ug (OXOID™); c) gentamicina 10 ug (OXOID™); d)
kasugamicina 250 ug (impregnado manualmente con solucién de clorhidrato de
kasugamicina VETRANAL™ Sygma-Aldrich); y e) validamicina 250 ug
(impregnado manualmente con solucion de validamicina A Gold
Biotechnology®). Los discos impregnados de forma manual se prepararon con
papel filtro Whatman No. 42, cortados con perforadora de papel de 6 mm de
diametro y esterilizados en autoclave a 121°C por 15 min; la concentracién inicial
de las soluciones de kasugamicina y validamicina para impregnar los discos de

papel filtro se determind con la formula:
Cia = Cad X Vad EC 3.1

Donde C;, = Concentracién diluida del antibiético (a partir de solucién stock); C,4
= Cantidad de antibidtico por disco (mg); V,4 = Volumen de antibiético
impregnado por disco (ml). Previo a la preparacion manual de los discos con
antibidtico se realizaron pruebas del volumen de liquido soportado por los discos
de papel filtro y el tiempo de secado impregnando los discos con agua destilada;
también se realizd una prueba preliminar de difusion del antibidtico
estreptomicina en discos de papel filtro con una cantidad de 10 yg por disco en

el medio MHA rayado con las cepas de E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa
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ATCC 27853 y se comparo con los halos de inhibicion generados con los discos
de estreptomicina 10 ug OXOID™,

Se determind que el volumen maximo soportado por los discos de papel filtro
para un secado adecuado en un periodo menor de una hora fue de 25 ul por
disco, por lo que para alcanzar la cantidad deseada de kasugamicina vy
validamicina de 250 pg por disco, se preparo una solucion de cada antibidtico a
una concentracion de 10 mg/ml y se impregné cada disco con 25 ul del
antibidtico respectivo. En cada plato inoculado con una cepa individual se
colocaron discos de los cinco antibiéticos con pinzas estériles en una distribucion
de cruz; la distancia entre cada disco dentro del plato fue = 25 mm y la distancia
entre los discos y el borde del plato fue = 15 mm. Se realizaron tres repeticiones
por cada cepa bacteriana incluyendo las cepas control. Los platos se incubaron
de forma invertida a 35°C + 2°C por 16-24 horas. La preparacion del indculo, el
rayado del inoculo, la colocacion de los discos, y la colocacion en la incubadora

se realizaron en periodos no mayores a 30 min entre cada uno.

Después del periodo de incubacion se midié el diametro de las zonas de
inhibicion de crecimiento generados alrededor de los discos de antibidtico para
las tres repeticiones por cada cepa y se calcul6 la media para cada antibidtico.
Para los antibidticos tetraciclina, estreptomicina y gentamicina se compararon
los didametros de las zonas de inhibicién con los puntos de corte de las categorias
de sensibilidad para bacterias de importancia clinica susceptibles, intermedias y
resistentes del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI),
susceptible: = 15 mm para tetraciclina, estreptomicina y gentamicina; intermedia:
12-14 mm para tetraciclina y estreptomicina, 13-14 mm para gentamicina; y
resistente: <11 mm para tetraciclina y estreptomicina, < 12 mm para gentamicina
(CLSI, 2020).

3.2.3 Prueba de dilucion en agar para determinar la concentracion minima
inhibitoria (CMI)

Para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los cinco

compuestos puros de antibidticos de uso agricola sobre las 13 cepas de prueba
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y las cepas de control de calidad, se utilizé el método de dilucién en medio de
agar Mueller-Hinton (MHA). Se prepararon soluciones stock con
concentraciones de 10 mg/ml para cada antibiético, utilizando los compuestos:
clorhidrato de tetraciclina (VETRANAL™ Sygma-Aldrich), sesquisulfato de
estreptomicina (VETRANAL™ Sygma-Aldrich), sulfato de gentamicina
(VETRANAL™ Sygma-Aldrich), clorhidrato de kasugamicina (VETRANAL™
Sygma-Aldrich), y validamicina A (Gold Biotechnology®). Se pes6 0.1 g de cada
compuesto y se diluyé con 10 ml de agua destilada estéril, excepto la tetraciclina
que se diluyé en 10 ml de etanol al 50%. Después de homogeneizar las
soluciones, todas excepto la tetraciclina, se esterilizaron con filtro de 0.22 ym 'y
se dispensaron en alicuotas de 1 ml; la solucion de tetraciclina se dispensé
directamente en alicuotas de 1 ml. Las alicuotas de las soluciones de tetraciclina,
estreptomicina y gentamicina se conservaron a 4°C, mientras que las alicuotas
de las soluciones de kasugamicina y validamicina se conservaron a -20°C hasta

Su uso.

Las concentraciones de antibiotico evaluadas en el medio fueron de 1, 5, 10, 30,
50, 100, 250 y 500 pg/ml para tetraciclina, estreptomicina y kasugamicina; 1, 5,
10, 30 y 50 pg/ml para gentamicina; y 1, 5, 10, 30, 50, 500, 1000, 2000 y 3000
Mg/ml para validamicina. ElI volumen de la solucion stock de cada antibiético
necesario para alcanzar las diferentes concentraciones en 100 ml de medio se

determiné con la formula:
GV =GV, Ec 3.2

Donde C; = concentracién inicial de la solucion stock del antibiético; I/; = volumen
inicial a tomar de la solucién stock del antibiético; €, = concentracion final del
antibiético en el medio; y V, = volumen final del medio. Las diluciones de los
antibioticos en el medio se realizaron agregando el volumen requerido de cada
antibiético con una micropipeta a un matraz Erlenmeyer con medio de agar
Mueller-Hinton (MHA) a una temperatura de 50-55°C hasta completar 100 ml.
Se transfirieron 25 ml de medio con antibidtico en platos Petri de 90 mm de
diametro y se realizaron tres repeticiones por cada concentracion de antibidtico.

El inéculo de cada cepa bacteriana se preparé a una concentracion final en plato
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de 1x10* UFC/ml, obtenida mediante una dilucion 1:100 de la suspension
bacteriana al 1x108 UFC/ml, seguido de la siembra de 10 ul sobre el medio con
una micropipeta. Las 16 cepas fueron sembradas en el mismo plato para
completar una repeticion de cada concentracion por antibiético. Los platos se

incubaron de forma invertida a 35°C + 2°C por 16-24 horas.

Después del periodo de incubacion se registro el crecimiento bacteriano en cada
punto de inoculacion. Se registrd la concentracion minima en la que se inhibio el
crecimiento de las cepas en su totalidad en las tres repeticiones para cada
antibiotico. Para los antibidticos tetraciclina y gentamicina se compararon las
CMI con los rangos de referencia para los puntos de corte de bacterias de
importancia clinica susceptibles, intermedias y resistentes del CLSI que son:
susceptible: <4 yg/ml; intermedia: 8 pg/ml; y resistente: =2 16 pg/ml (CLSI, 2020);
para estreptomicina se utilizé el punto de corte de bacterias resistentes = 50
pg/ml utilizado por Cérdova etal. (2022) con especies de Pseudomonas
asociadas al cultivo de tomate en Chile. Para kasugamicina se utilizé el punto de
corte = 100 pg/ml utilizado por McGhee & Sundin (2011).

Los resultados de ambas pruebas se interpretaron como la capacidad de
crecimiento en presencia de los antibidticos evaluados y no como una
clasificacion de cepas resistentes o susceptibles, ya que los puntos de corte del
CLSI han sido determinados a través de métodos farmacoldgicos en seres
humanos, lo que representa una limitante en la interpretacion de resultados para

bacterias aisladas de plantas.

Con los valores de CMI para cada antibidtico se ajustaron modelos lineales
generalizados con distribucion binomial (regresion logistica) para predecir la
probabilidad de crecimiento de las bacterias (u Crec) ante diferentes
concentraciones de los antibidticos. Se definio la variable respuesta u Crec como
una variable binomial con enlace logit de la probabilidad esperada de crecimiento

(y =1)y1—puCrec como la probabilidad de no crecimiento (y = 0):

log (ﬂ) = Bo + S Conc.ab Ec 3.3

1-u Crec
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Donde f, representa el intercepto y B Conc.ab representa el coeficiente de la
concentracion del antibidtico. Los graficos de los modelos se realizaron con las
librerias ‘sjPlot’, ‘ggplot2’ y ‘patchwork’ (Lidecke, 2023; Pedersen, 2024,
Wickham, 2016) en el entorno de R (R Core Team, 2024).

También se elaboré un mapa de calor utilizando la libreria ‘pheatmap’ (Kolde,
2019) a partir de una matriz de distancias eucledianas para definir el
agrupamiento de los aislamientos con base en sus caracteristicas de
patogenicidad, virulencia y la combinacién de valores de CMI en la prueba de
dilucion en agar y los diametros de zonas de inhibicién en la prueba de difusion

en disco.

3.3 RESULTADOS

Se realizé la prueba de difusion en disco (método Kirby-Bauer) para determinar
el comportamiento de 13 cepas bacterianas ante cinco agentes antibidticos de
uso agricola. Todos los aislamientos mostraron zonas de inhibicion con
diametros > 15 mm con los discos de gentamicina 10 ug (Cuadro 3.1; Figura
3.1). Las cepas que presentaron una mayor zona de inhibicién con los discos de
gentamicina 10 ug fueron las cepas de Pseudomonas alliivorans LTM 13.1.2 con
29.17 £ 0.33 mm (media % intervalo de confianza al 95% [IC95%)]), Pseudomonas
flavescens LTM 14.2.2 con 28.83 + 0.33 mm, Pseudomonas straminea LTM
78.2.1 con 25.83 + 0.65 mm y Pseudomonas capsici LTM 78.3.2 con 24.50 +
0.57 mm (Cuadro 3.1; Figura 3.1; Figura 3.2); todas categorizadas como
virulentas o muy virulentas y causantes de la necrosis medular en tomate. La
cepa con menor diametro de zona de inhibicion de crecimiento fue la de Cedecea
neteri LTM 72.2.1 con 17.50 £ 0.57 mm. La cepa control de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 presentd un halo de inhibiciéon de crecimiento de 10
mm, por debajo del rango descrito de 17-23 mm (CLSI, 2020) El halo observado
para gentamicina en la cepa de Escherichia coli ATCC 25922 fue de 18.33 +
0.33 mm, levemente por debajo del rango descrito de 19-26 mm (CLSI, 2020).

Los discos de tetraciclina 30 ug generaron halos de inhibicion en 11 de las cepas

de prueba, con diametros > 15 mm. El crecimiento de las cepas LTM 71.3.2 y
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LTM 74.3.1, ambas del género Serratia, no fue inhibido con los discos de
tetraciclina (Cuadro 3.1; Figura 3.1; Figura 3.2). La cepa E. coli ATCC 25922
presentd un halo de inhibicién de 24.00 £ 0.57 mm, dentro del rango registrado
por el CLSI de 18-25 mm (CLSI, 2020). Los discos de estreptomicina 10 ug
generaron halos de inhibicion en 10 de las cepas de prueba, cinco de estas con
halos de inhibicion = 15 mm. Dentro de las cepas con inhibicion de crecimiento,
la que presentd el menor diametro de inhibicién fue la cepa de Serratia sp. LTM
74.3.1 con 11.17 £ 0.86 mm, esta se encontro en el limite del punto de corte para
las bacterias de importancia clinica resistentes a la estreptomicina < 11 mm
(CLSI, 2020). El crecimiento de las cepas de Pseudomonas alliivorans LTM
13.1.2, Pseudomonas sp. LTM 78.1.1 y Pantoea deleyi LTM 78.3.1 no fue
inhibido con los discos de estreptomicina 10 ug (Cuadro 3.1; Figura 3.1; Figura
3.2). La cepa control E. coli ATCC 25922 present6 un halo de inhibicion de 14
mm, que concuerda con el rango registrado por el CLSI de 12-20 mm (CLSI,
2020).

Los discos de kasugamicina 250 ug generaron halos de inhibicion en 11 de las
cepas de prueba y para la cepa control E. coli ATCC 25922, con el mayor
diametro de inhibicion en la cepa de Pseudomonas flavescens LTM 14.2.2 con
26.67 £ 1.63 mm. Dentro de las cepas con inhibicién de crecimiento, la cepa de
Pseudomonas sp. LTM 78.2.3 fue la que presenté el menor diametro con 4.50 +
4.42 mm. El crecimiento de las cepas de Pseudomonas alliivorans LTM 13.1.2y
Pantoea deleyi LTM 78.3.1 no fue inhibido con los discos de kasugamicina 250
Mg (Cuadro 3.1; Figura 3.1; Figura 3.2). Los discos de validamicina 250 ug no

inhibieron el crecimiento de ninguna de las cepas evaluadas (Figura 3.2).
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Cuadro 3.1 Comportamiento de cepas bacterianas en presencia de cuatro antibioticos de uso agricola evaluada mediante pruebas de difusién en disco
y determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) mediante dilucion en agar. Los didmetros de zonas de inhibicion (DZI) se muestran como
la media * intervalo de confianza al 95% (mm). Los valores de CMI se muestran como pug/ml. La informacién correspondiente a la validamicina no se

muestra ya que no tuvo ningun efecto de inhibicion de crecimiento en ninguna de las cepas en ambas pruebas.

Antibiético
Estreptomicina Gentamicina Kasugamicina Tetraciclina
DZ|2 CMIP DZI CMI DZI CMI DZI CMI
S: =15 mm; S: 215 mm; S: <4 ug/ml; S: 215 mm; S: <4 pg/ml;
I: 12-14 mm; R:=50 ug/ml  1I: 13-14 mm; I: 8 ug/ml; - R: 2100 pg/ml  I: 12-14 mm; I: 8 ug/ml;
Cepa Especie/Género R: <11 mm R: <12 mm R: =16 ug/mi R: <11 mm R: =216 ug/mi
LTM 13.1.2 Pseudomonas alliivorans 0.00£0.00 50 29.17 £0.33 1 0.00 £ 0.00 500 31.00 £ 0.57 1
LTM 14.2.2 Pseudomonas flavescens 24.83 £0.33 5 28.83 £0.33 1 26.67 £ 1.63 30 28.50 £ 0.57 1
LTM 32.21 Pseudomonas sp. 12.17 £ 0.33 5 19.33+0.33 1 22.33 +0.86 100 18.50 + 0.00 5
LTM 40.2.3 Pseudomonas sp. 16.67 £ 0.33 5 23.00 £ 0.57 1 18.50 £ 1.70 100 21.33+0.86 5
LTM 49.1.1 Stenotrophomonas sp. 14.83 £ 0.33 10 24.33 £ 0.86 5 13.67 £ 0.65 250 22.83 £ 0.65 5
LTM 71.3.2 Serratia sp. 12.00 £ 0.00 30 20.33+£0.33 1 10.50 + 1.50 250 0.00 £ 0.00 100
LTM 72.2.1 Cedecea neteri 13.17 £ 1.18 5 17.50 £ 0.57 1 13.00 £ 2.04 250 20.17 £ 0.86 5
LTM 74.3.1 Serratia sp. 11.17 £ 0.86 30 18.83+1.42 1 9.00 + 1.50 250 0.00 £ 0.00 100
LTM 78.1.1 Pseudomonas sp. 0.00 £ 0.00 500 18.50 £ 0.57 1 20.50 £ 1.50 100 18.67 £ 0.65 5
LTM 78.2.1 Stenotrophomonas sp. 21.83+0.33 1 25.83 £ 0.65 1 20.17 £0.33 30 23.17 £0.33 5
LTM 78.2.3 Pseudomonas sp. 15.00 £ 0.00 30 23.00 £ 1.96 5 4.50 +4.42 > 500 20.67 £ 1.63 100
LTM 78.3.1 Pantoea deleyi 0.00 £ 0.00 250 19.50 £ 0.57 1 0.00 £ 0.00 > 500 26.00 £ 0.57 1
LTM 78.3.2 Pseudomonas capsici 19.67 + 1.31 1 2450 £ 0.57 1 21.00 £ 1.96 100 27.67 £ 0.65 1
ATCC25922  Escherichia coli 14.00 £ 0.00 5 18.33+0.33 1 13.50 £ 0.98 250 24.00 £ 0.57 1
ATCC27853  Pseudomonas aeruginosa 0.00 £ 0.00 100 10.00 £ 0.00 30 0.00 £ 0.00 500 13.67 £ 0.33 10
aDZI: Diametro de zona de inhibicién (mm). Puntos de corte: S = susceptible, | = intermedia, R = resistente (CLSI, 2020).

®CMI: Concentracion minima inhibitoria (ug/ml). Puntos de corte: S = susceptible, | = intermedia, R = resistente para gentamicina y tetraciclina (CLSI,

2020), estreptomicina (Cérdova et al., 2022), kasugamicina (McGhee & Sundin, 2011). Cepas de control de calidad: Escherichia coli ATCC 25922 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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Figura 3.1 Zonas de inhibicién de crecimiento de las cepas bacterianas ante
cuatro agentes antibioticos evaluada con el método de difusidbn en disco.
Categorias de interpretacion de la sensibilidad y puntos de corte para los
diametros de las zonas de inhibicion segun el Instituto de Estandares Clinicos y
de Laboratorio (CLSI). Puntos de corte: resistente: < 11 mm para tetraciclina y
estreptomicina, < 12 mm para gentamicina; intermedia: 12-14 mm para
tetraciclina y estreptomicina, 13-14 mm para gentamicina; y susceptible: = 15
mm para tetraciclina, estreptomicina y gentamicina. Los puntos negros indican
la media del diametro de la zona de inhibicién en cada cepa y las barras de error
indican el intervalo de confianza al 95%. Las cepas de Escherichia coli ATCC
25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (resaltadas en gris) fueron
utilizadas como control de calidad en las pruebas. La kasugamicina no cuenta

con referencias de puntos de corte en la literatura.
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Pseudomonas alliivorans Pseudomonas flavescens Pseudomonas sp. Pseudomonas sp.
LTM 13.1.2 LTM 14.2.2 LTM 32.2.1 LTM 40.2.3

Stenotrophomonas sp. Serratia sp. Cedecea neteri Serratia sp.
LTM 49.1.1 LTM 71.3.2 LTM 72.2.1 LTM 74.3.1

Pseudomonas sp. Pseudomonas straminea Stenotrophomonas sp. Pantoea deleyi
LT™M 78.1.1 LTM 78.2.1 LTM 78.2.3 LTM 78.3.1

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa
ATCC 25922 ATCC 27853

Figura 3.2 Prueba de difusion en disco (método Kirby-Bauer) con cinco
antibioticos de uso agricola. Posicion de los discos con antibidtico en todos los
platos (vista inferior del plato): centro = tetraciclina 30 pg; arriba = estreptomicina
10 ug; izquierda = gentamicina 10 pg; derecha = validamicina 250 pg; abajo =
kasugamicina 250 ug. Cepas control: Escherichia coli ATCC 25922 vy
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Se muestra una de las repeticiones

para cada cepa.

Se realizé la prueba de dilucién en agar para determinar la concentracién minima

inhibitoria (CMI) de los antibiéticos evaluados contra los aislamientos
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bacterianos. De forma similar a la prueba de difusién en disco, el antibiotico mas
efectivo fue la gentamicina, con una CMI de 1 ug/ml para 11 de las cepas de
prueba, y 5 ug/ml para las cepas de Stenotrophomonas sp. LTM 49.1.1y LTM
78.2.3 (Cuadro 3.1; Figura 3.3; Figura 3.4). La mediana de la CMI de
gentamicina fue de 1 ug/ml, y la media *+ desviacion estandar fue de 1.61 + 1.50
Mg/ml. La cepa control de E. coli ATCC 25922 presentd una CMI de 1 ug/ml,
rango registrado en el CLSI de 0.25-1 pg/ml (CLSI, 2020). La cepa de P.
aeruginosa ATCC 27853 presenté una CMI de 30 ug/ml, por encima del rango
registrado de 0.5-2 ug/ml (CLSI, 2020).

Para la tetraciclina las CMI fueron de 1-100 pg/ml, con una mediana de 5 ug/ml
y una media de 25.69 * 42.40 ug/ml; con 1 pg/ml en las cepas de P. alliivorans
LTM 13.1.2, P. flavescens LTM 14.2.2 y P. capsici LTM 78.3.2; y 5 ug/ml para
las cepas de Cedecea neteri LTM 72.2.1 y Pseudomonas straminea LTM 78.2.1.
La CMI mas elevada para tetraciclina fue de 100 ug/ml en los aislamientos de
Serratia sp. LTM 71.3.2 y LTM 74.3.1, y Stenotrophomonas sp. LTM 78.2.3
(Cuadro 3.1; Figura 3.3; Figura 3.4). Las cepas control E. coli ATCC 25922 y
P. aeruginosa ATCC 27853 presentaron valores de CMI dentro del rango
registrado, 0.5-2 pg/ml y 8-32 ug/ml, respectivamente (CLSI, 2020). Para la
estreptomicina se determind un rango de CMI de 1-500 ug/ml, con una mediana
de 10 pg/ml y una media de 70.92 £ 145.06 pg/ml. Las cepas de Pseudomonas
straminea LTM 78.2.1 y P. capsici LTM 78.3.2 presentaron la CMI mas baja de
1 ug/ml, seguidas de las cepas de P. flavescens LTM 14.2.2 y Cedecea neteri
LTM 72.2.1 con 5 pg/ml. La cepa de Pseudomonas allivorans LTM 13.1.2
presentd una CMI de 50 pg/ml. La CMI mas elevada para estreptomicina fue de
500 pg/ml en el aislamiento de Pseudomonas sp. LTM 78.1.1 (Cuadro 3.1;
Figura 3.3; Figura 3.4).

La kasugamicina presentd un rango de CMI mas variable, de 30 ug/ml a > 500
pg/ml, con una mediana de 100 ug/ml y una media de 178.18 + 138.77 ug/mi;
las cepas de Pseudomonas flavescens LTM 14.2.2 y P. straminea LTM 78.2.1
presentaron la CMI mas baja (30 pg/ml); las cepas de Pseudomonas sp. LTM
32.2.1,LTM 40.2.3, LTM 78.1.1 y P. capsici LTM 78.3.2 presentaron una CMI de
100 ug/ml. Las cepas de Stenotrophomonas sp. LTM 49.1.1, Serratia sp. LTM
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71.3.2y LTM 74.3.1, y Cedecea neteri LTM 72.2.1 presentaron una CMI de 250
pg/ml; la CMI para la cepa de P. allivorans LTM 13.1.2 fue de 500 pg/ml
(concentracion mas alta evaluada). Las cepas de Stenotrophomonas sp. LTM
78.2.3 y Pantoea deleyi LTM 78.3.1 presentaron una CMI > 500 pg/ml (Cuadro
3.1; Figura 3.3; Figura 3.4). La validamicina no tuvo ningun efecto de inhibicién
en el crecimiento de las cepas evaluadas con las diferentes concentraciones de

antibidtico en el medio (1-3000 pg/ml) (Figura 3.4).
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Figura 3.3 Concentracion minima inhibitoria (CMI) de cuatro agentes
antibidticos evaluada con el método de dilucion en agar. Puntos de corte de las
CMI de tetraciclina y gentamicina segun el Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI): susceptibles: < 4 ug/ml; intermedias: 8 ug/ml; y resistentes:
2 16 pg/ml. Puntos de corte de la CMI para bacterias resistentes a
estreptomicina: = 50 pg/ml (Cérdova et al., 2022) y a kasugamicina: = 100 pg/ml
(McGhee & Sundin, 2011). Los puntos negros indican la concentracion que
inhibié completamente el crecimiento en las tres repeticiones correspondientes
a cada cepa. Las lineas horizontales rojas en kasugamicina indican las cepas en

las que la CMI fue > 500 ug/ml (concentracién maxima evaluada). Las cepas de
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Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

(resaltadas en gris) fueron utilizadas como control de calidad.

10 pg/ml 30 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 250 pg/ml 500 pg/ml

Tetraciclina

100 pg/ml 250 pg/ml

Estreptomicina

1 pg/ml 5 pg/ml 10 pg/ml 30 pg/ml 50 pg/ml

Gentamicina

50 pg/ml 100 pg/ml 250 pg/ml 500 pg/ml

Kasugamicina

50 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml

3000 pg/ml

Validamicina

Figura 3.4 Prueba de dilucidon en agar para determinar la concentracién minima
inhibitoria (CMI) de los antibiéticos de uso agricola tetraciclina, estreptomicina,
gentamicina, kasugamicina y validamicina. Cepas bacterianas en “Posicion de
cada cepa”: A) LTM 13.1.2, B) LTM 14.2.2, C) LTM 32.2.1, D) LTM 40.2.3, E)
LTM49.1.1,F)LTM71.3.2, G) LTM 74.3.1,H) LTM 78.1.1, ) LTM 78.2.1, J) LTM
78.2.3,K)LTM 78.3.1,L) LTM 78.3.2, M) LTM 72.2.1, Ec) Escherichia coli ATCC
25922, Pa) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Control = cepas
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sembradas en medio de agar Mueller-Hinton (MHA) sin antibiético. Se muestra

una de las repeticiones para cada concentracion por antibiético.

Se determind que el antibidético gentamicina generd la mayor reduccion en el
crecimiento de las bacterias con un factor de 0.84 veces por cada aumento en
una unidad de la concentracion del antibiético (Odds Ratio = 1: sin cambio; Odds
Ratio < 1: disminucién; Odds Ratio > 1: aumento); y la kasugamicina presenta la
menor reduccién del crecimiento con un factor de 0.99 veces. La tetraciclina y la
estreptomicina presentaron fatores de 0.96 y 0.98 veces, respectivamente
(Cuadro 3.2).

Cuadro 3.2 Parametros de modelos de regresion logistica para la probabilidad
de crecimiento de bacterias patogénicas y no patogénicas de tomate ante los

antibidticos de uso agricola evaluados.

Antibiético Parametro g:ﬁz SE 1IC95% Z(df = 358) o]
Tetraciclina Intercepto 0.80 0.15 0.55-1.16 -1.19 0.235
Concentracion 0.96 7.32E-03 0.95-0.98 -4.82 <0.001
Estreptomicina Intercepto 1.22 0.2 0.89 -1.69 1.21 0.227
Concentracion 0.98 3.53E-03 0.97 - 0.99 -5.26 < 0.001
Gentamicina Intercepto 0.27 0.1 0.12-0.57 -3.34  <0.001
Concentracion 0.84 0.06 0.71-0.94 -2.35 0.019
Kasugamicina Intercepto 11.58 254 7.68-18.23 11.15 <0.001
Concentracion 0.99 1.34E-03 0.99 - 0.99 -8.91  <0.001

Odds Ratio = probabilidad (veces) de que y = 1 por cada aumento de una unidad
en la variable predictora; SE = error estandar. IC 95% = Intervalo de confianza
al 95%; df = grados de libertad; alpha = 0.05

A una concentracion de 10 ug/ml, la probabilidad de crecimiento de las bacterias
es de 36% (IC95% = 29% — 43%) para tetraciclina, 50% (1C95% = 43% — 57%)
para estreptomicina, 5% £ (IC95% = 2% — 12%) para gentamicina, y 91% (1C95%
= 87% — 94%) para kasugamicina (Figura 3.5). Si la concentracion de antibiético

aumenta a 100 pg/ml, la probabilidad de crecimiento de las bacterias es de 2%
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(IC95% = 1% — 7%) para tetraciclina, 15% (IC95% = 9% - 24%) para
estreptomicina, 0% + (IC95% = 0% — 1%) para gentamicina, y 78% (IC95% =
72% — 83%) para kasugamicina (Figura 3.5).
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Figura 3.5 Probabilidad de crecimiento (%) de las bacterias evaluadas ante
cuatro antibidticos de uso agricola, con base en las concentraciones minimas

inhibitorias (CMI) determinadas mediante el método de dilucién en agar.

Se determind que 23% de los aislamientos presentd crecimiento en presencia
de concentraciones altas de estreptomicina y tetraciclina, con valores de CMI =
50 pg/mly 100 ug/ml, respectivamente. El crecimiento de todos los aislamientos
(100%) fue inhibido por la gentamicina. En el caso de la kasugamicina, 85% de
los aislamientos presento crecimiento en presencia de concentraciones altas del
antibiotico, con valores de CMI = 100 pg/ml. Todos los aislamientos (100%)
crecieron en presencia de validamicina en todas las concentraciones evaluadas
(1-3000 pg/ml) (Figura 3.6). Respecto al crecimiento de los aislamientos
bacterianos en presencia de los diferentes antibidticos y su relacion con la

patogenicidad, se registr6 que los aislamientos patogénicos presentaron
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crecimiento frente a la estreptomicina y la kasugamicina (sin tomar en cuenta la
validamicina). El crecimiento de dos aislamientos patogénicos fue inhibido en
presencia de gentamicina, estreptomicina, kasugamicina y tetraciclina. Tres
aislamientos no patogénicos presentaron crecimiento en presencia de
tetraciclina y kasugamicina, y dos aislamientos ante estreptomicina y
kasugamicina (Figura 3.7). En cuanto a la virulencia de los aislamientos, de las
cepas muy virulentas una presenté crecimiento frente a la estreptomicina, otra a
la kasugamicina y otra fue inhibida ante los antibidticos evaluados. Una cepa

poco virulenta presenté crecimiento en presencia de kasugamicina (Figura 3.8).

100% 1
23%
75% 1

50% 1

25%

Porcentaje de aislamientos (%)

0% A

Estreptz)micina Gentalmicina Kasugelzmicina Tetra(l:iclina Validalmicina
Antibiotico
Comportamiento . Crecimiento No crecimiento

Figura 3.6 Porcentaje de aislamientos (%; N = 13) con capacidad de crecimiento
en presencia de antibidticos de uso agricola utilizados en Costa Rica para el
control de infecciones bacterianas en las plantas. Los aislamientos fueron
categorizados tomando en cuenta la interpretacidon de las pruebas de difusion en
disco y las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) evaluadas con la prueba
de dilucién en agar.



130

100% A

75% 1

50% 1

25% 1

Porcentaje de aislamientos (%)

0%

Estreptbmicina Kasugémicina Tetrac':iclina EstreptE)micina N'o
Kasugamicina Kasugamicina crecimiento
Crecimiento

Patogenicidad . Patogénica . No Patogénica

Figura 3.7 Porcentaje de aislamientos patogénicos y no patogénicos con
capacidad de crecimiento en presencia de uno o multiples antibiéticos. No
crecimiento = aislamientos con ausencia de crecimiento en presencia de los

antibioticos evaluados, excluyendo la validamicina.
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Figura 3.8 Porcentaje de aislamientos segun su nivel de virulencia, agrupados
de acuerdo con su capacidad de crecimiento en presencia de uno o multiples
antibiéticos. No crecimiento = aislamientos con ausencia de crecimiento en
presencia de todos los antibidticos evaluados en conjunto, excluyendo la

validamicina.

Las cepas evaluadas fueron agrupadas con base en su similitud segun las
caracteristicas de patogenicidad, virulencia y la combinacion de los valores de
CMI y los diametros de zonas de inhibicion, mediante una matriz de distancias
eucledianas. El agrupamiento definié dos “clusters” entre cepas patogénicas y
no patogénicas. Sin contar la validamicina, los aislamientos de Pseudomonas
alliivorans LTM 13.1.2. y Pantoea deleyi LTM 78.3.1 presentaron crecimiento en
presencia de estreptomicina y kasugamicina. Los dos aislamientos de Serratia
sp., LTM 71.3.2 y LTM 74.3.1, y la cepa de Stenotrophomonas LTM 78.2.3
presentaron crecimiento en presencia de tetraciclina y kasugamicina. No se
observd una relacion entre la patogenicidad/virulencia y el crecimiento en

presencia de los antibiéticos evaluados (Figura 3.9).
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Figura 3.9 Agrupamiento de los aislamientos bacterianos con base en las
caracteristicas de patogenicidad, virulencia y la combinacion de los valores de
CMI y los diametros de zonas de inhibicion. La similitud entre las cepas fue
calculada mediante una matriz de distancias eucledianas. Los valores fueron
normalizados para la representacion grafica. Valores positivos indican fenotipos
patogénicos, diferentes grados de virulencia y la combinacion de valores mas
elevados de concentracién minima inhibitoria (CMI) y menores diametros de
zonas de inhibicidon. Valores negativos indican fenotipos no patogénicos, no
virulentos y la combinacién de valores bajos de CMI y mayores diametros de
zonas de inhibicidn. Se muestran los géneros bacterianos y la localidad de

procedencia de las cepas.
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DISCUSION

El uso de antibidticos para el manejo de enfermedades causadas por bacterias
fitopatdgenas en cultivos de tomate en Costa Rica es una practica comun; en
una encuesta realizada a 39 agricultores de diferentes zonas productoras del
pais, Blanco-Meneses et al. (2023) registraron que 71.8% de los productores
utilizan antibidticos u otros agroquimicos para el manejo de enfermedades
bacterianas. Ademas, los autores registraron que los antibidticos utilizados eran
productos a base de oxitetraciclina, estreptomicina, gentamicina y kasugamicina
(Blanco-Meneses et al., 2023). En este estudio se evalu6 el comportamiento de
bacterias patogénicas y no patogénicas aisladas de plantas de tomate con
sintomas de enfermedades provocadas por bacterias a tres de los antibiéticos
anteriores, ademas de la tetraciclina en lugar de la oxitetraciclina, y la

validamicina.

La tetraciclina es un antibiético bacteriostatico que se une al ribosoma de la
bacteria de forma reversible y que bloquea la sintesis de proteinas mientras se
encuentra unido al ribosoma (Grossman, 2016; Stockwell & Duffy, 2012). Tiene
el mismo mecanismo de accién que la oxitetraciclina, un antibiético utilizado con
mayor frecuencia en la agricultura. En este estudio la proporcion de aislamientos
resistentes a tetraciclina fue de 23% (n = 3), con valores de CMI de 100 ug/ml,
dos de los aislamientos fueron del género Serratia y uno del género
Stenotrophomonas. En Costa Rica, Rodriguez et al. (2007) evaluaron 10 cepas
de Stenotrophomonas sp. y nueve cepas de Serratia sp. resistentes a
oxitetraciclina asociadas a cultivos, y todas fueron resistentes también a la
tetraciclina. Rodriguez etal. (2006) reportaron genes de resistencia a la
oxitetraciclina en muestras de lechuga comestible (Lactuca sativa var. capitata)
provenientes de Costa Rica, y Rodriguez et al. (2008) mencionan que la
aspersidon de oxitetraciclina en el cultivo de cilantro (Coriandrum sativum) no
disminuye las poblaciones de bacterias resistentes ni los genes de resistencia
en bacterias de suelo. Por otra parte, Uribe-Lorio et al. (2024) registraron que
aproximadamente 15% de los aislamientos provenientes de muestras de tomate

con sintomas de infecciones bacterianas fue resistente a oxitetraciclina; y
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Cérdova et al. (2022) registraron que 1.6% de aislamientos de Pseudomonas

spp. provenientes de muestras de tomate en Chile fue resistente a la tetraciclina.

La estreptomicina es un aminoglucésido bactericida de amplio espectro que se
une de forma irreversible al ribosoma de la bacteria y bloquea la sintesis de
proteinas (Stockwell & Duffy, 2012). El desarrollo de resistencia a la
estreptomicina es un rasgo estable en bacterias patégenas de plantas, ya que
se han reportado aislamientos resistentes incluso diez afios después de detener
las aplicaciones del antibiotico (Stockwell & Duffy, 2012). En este estudio se
registraron tres aislamientos resistentes a la estreptomicina con el punto de corte
utilizado por Cérdova et al. (2022) de 50 ug/ml. La cepa de Pseudomonas
alliivorans LTM 13.1.2 con una CMI de 50 pg/ml no presentd inhibicion de
crecimiento en la prueba de difusién con los discos de estreptomicina 10 ug y es
una cepa patogénica muy virulenta capaz de causar necrosis medular en tomate.
Las otras dos cepas resistentes, Pseudomonas sp. LTM 78.1.1 y Pantoea deleyi
LTM 78.3.1 con CMI de 500 pg/ml y 250 pg/ml, respectivamente, fueron
aislamientos no patogénicos. Tomando en cuenta los criterios de interpretacion
de la prueba de difusion en disco del Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI, 2020), los aislamientos de Pseudomonas sp. LTM 32.2.1,
Serratiasp. LTM 71.3.2 y Cedecea neteri LTM 72.2.1 presentan una sensibilidad
disminuida a la estreptomicina con diametros de zonas de inhibicién de 12-14
mm. Uribe-Lorio et al. (2024) registraron que mas del 60% de los aislamientos
provenientes de muestras de tomate en Costa Rica presentd resistencia a la
estreptomicina; y Cérdova et al. (2022) registraron que 45% de los aislamientos
de Pseudomonas spp. de tomate en Chile fue resistente este antibidtico.
Ademas, Cérdova et al. (2022) reportaron que, de esos aislamientos, 55% eran
fenotipos altamente resistentes con valores de CMI = 200 ug/ml. En este estudio
se consideran los aislamientos de Pseudomonas sp. LTM 78.1.1 y Pantoea

deleyi LTM 78.3.1 como fenotipos altamente resistentes segun ese criterio.

La gentamicina es un aminoglucdsido que se une al ribosoma bacteriano e inhibe
la sintesis de proteinas. Al contrario de la estreptomicina, la gentamicina se une

a varios sitios en el ribosoma, por lo que se requieren varias mutaciones
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cromosomales en las bacterias para generar mutantes resistentes espontaneos
(Stockwell & Duffy, 2012). No obstante, las bacterias pueden adquirir resistencia
por medio de genes codificantes de enzimas que modifican el antibiotico por
medio de la transferencia horizontal de genes independientemente de la
exposicién al antibidtico (Heuer et al., 2006). Todos los aislamientos evaluados
en este estudio fueron susceptibles a la gentamicina en las pruebas de difusién
en disco y dilucion en agar segun los criterios de interpretacion del CLSI. Esto
concuerda con otros estudios que determinaron la sensibilidad de bacterias de
tomate y otros cultivos; Cérdova et al. (2022) no registraron resistencia a
gentamicina en especies de Pseudomonas provenientes de muestras de tomate
en Chile. De forma similar, Uribe-Lorio et al. (2024) no registraron resistencia a
gentamicina en bacterias provenientes de muestras de tomate en Costa Rica,
sin embargo, reportaron aislamientos provenientes de muestras de repollo
(Brassica oleracea var. capitata), lechuga (L. sativa var. capitata), banano (Musa
paradisiaca) y chile dulce (Capsicum annuum) con resistencia a la gentamicina.
Rodriguez et al. (2006) reportaron genes de resistencia a gentamicina en
lechuga (L. sativa var. capitata) en Costa Rica. Ademas, Rodriguez et al. (2008)
indican que las aspersiones foliares de gentamicina en cultivo de cilantro (C.
sativum) no disminuyen las poblaciones de bacterias resistentes ni los genes de
resistencia en bacterias de suelo. Lo anterior podria considerarse como un
riesgo potencial para el cultivo de tomate, ya que bacterias patogénicas
susceptibles a la gentamicina pueden desarrollar poblaciones resistentes al
antibidtico debido a la interaccion con bacterias resistentes presentes en otros
cultivos, principalmente de la misma familia, como el caso del chile dulce (fam.

Solanaceae).

La kasugamicina es un aminoglucésido que inhibe la union del aminoacil-ARNt
con el complejo del mensajero-ribosoma, inhibiendo la sintesis de polipéptidos
(Tanaka et al., 1966). En este estudio solamente dos aislamientos resultaron
susceptibles a la kasugamicina y el resto de los aislamientos (84.6%) fue
resistente. Los valores de tendencia central para la CMI de kasugamicina fueron
similares a los descritos por Levitan (1967), quienes registraron una mediana de

CMI de 250 pg/ml y un rango de 64-500 pg/ml contra aislamientos de
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Pseudomonas spp. en caldo de tripticasa-soya. Sin embargo, difieren mucho de
los resultados obtenidos por Adaskaveg et al. (2011), quienes registraron una
media de CMI de 18.5 ug/ml y un rango de 6.9-46.7 ug/ml contra aislamientos
de Erwinia amylovora. Los autores ademas mencionan que la eficacia de la
kasugamicina es dependiente de la combinacion de factores como la especie
bacteriana, el medio de cultivo y el pH del medio. McGhee & Sundin (2011)
evaluaron la sensibilidad de bacterias Gram negativas aisladas de flores, hojas
y suelo de cultivos de manzana, y reportaron que 73% de los aislamientos de
flores y hojas y 70% de los aislamientos de suelo fueron resistentes a la
kasugamicina. Los autores utilizaron diferentes niveles de sensibilidad a la
kasugamicina, donde la resistencia fue definida como baja, intermedia o alta con
base en el crecimiento de los aislamientos en medio Luria Bertani enmendado
con 100, 250 o 500 pg/ml de kasugamicina, respectivamente. En este estudio,
los aislamientos de Pseudomonas sp. LTM 32.2.1, LTM 40.2.3, LTM 78.1.1y P.
capsici LTM 78.3.2 serian considerados fenotipos con resistencia baja; los
aislamientos de Stenotrophomonas sp. LTM 49.1.1, Serratia sp. LTM 71.3.2 y
LTM 74.3.1, y Cedecea neteri LTM 72.2.1 como fenotipos con resistencia
intermedia; y los aislamientos de P. alliivorans LTM 13.1.2, Stenotrophomonas
sp. LTM 78.2.3 y Pantoea deleyi LTM 78.3.1 como fenotipos con resistencia alta

segun ese criterio.

La validamicina no tuvo ningun efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las
cepas bacterianas evaluadas en este estudio. Este antibidtico es un
aminoglucdsido utilizado principalmente para el control del tizon de la vaina del
arroz provocado por el hongo Rhizoctonia solani, ya que inhibe el metabolismo
energético y cambia el componente de la pared celular al suprimir la actividad
de la trehalasa (Bian et al., 2020; Kido et al., 1986). La validamicina también
puede controlar efectivamente la marchitez por Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici, el tizon tardio (Phytophthora infestans), el mildiu polvoso (Oidium
spp.) en tomate (Ishikawa et al., 2005). Respecto a su actividad bacteriostatica
o bactericida, Ishikawa et al. (1996) reportaron que la validamicina A inhibe el
crecimiento de Ralstonia solanacearum en medio con trehalosa como unica

fuente de carbohidrato, también reportaron que retrasa la aparicion de sintomas
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de la marchitez bacteriana cuando se inocula de forma preventiva y post
inoculacion en las plantas de tomate. Ishikawa et al. (2004) reportaron que las
aplicaciones foliares de validamicina A en dosis de 62.5 pg/ml controlo
efectivamente la pudricion negra en repollo causada por Xanthomonas
campestris pv. campestris reduciendo en un 40% la severidad de la enfermedad
y la proporcion de plantas infectadas. Bian et al. (2020) mencionan que la
validamicina A induce un tipo de resistencia de amplio espectro que involucra
las vias de senalizacion del acido salicilico, acido jasménico y el etileno ante
Pseudomonas syringae, y hongos como Botrytis cinerea y Fusarium
graminearum en Arabidopsis thaliana. Por otra parte, Kim et al. (2023) reportaron
bacterias fitopatdgenas resistentes a concentraciones de 1x, 10x y 100x de
validamicina A. Guo etal. (2024) mencionan que las aplicaciones de
validamicina reducen la comunidad fungica en la superficie de las hojas
sintomaticas de tabaco (N. tabacum), sin embargo, la comunidad bacteriana se

ve incrementada, incluyendo bacterias del género Pseudomonas.

Otro aspecto importante del uso de antibidticos es que las bacterias pueden
presentar resistencia a multiples antibidticos. En este estudio se determiné que
seis aislamientos (46%) presentaron crecimiento en presencia de tetraciclina y
kasugamicina o estreptomicina y kasugamicina. Tomando en cuenta el
crecimiento en presencia de la validamicina, la proporcion de aislamientos con
capacidad de crecimiento en presencia de multiples antibidticos asciende al
85%. Coérdova et al. (2022) registraron que 96.9% de los aislamientos de
Pseudomonas spp. presentd resistencia multiple en al menos dos de los
antibidticos que evaluaron, entre ellos un aislamiento resistente a tetraciclina y
estreptomicina. Uribe-Lorio et al. (2024) registraron que, de 69 aislamientos
resistentes provenientes de diferentes cultivos de Costa Rica, incluyendo el
tomate, 13 (18.8%) presentaron resistencia multiple a estreptomicina y
tetraciclina (8), estreptomicina y gentamicina (4) o estreptomicina, tetraciclina y
gentamicina (1). La kasugamicina y la validamicina no se utilizan aparte de sus
aplicaciones en agricultura, por el contrario, la tetraciclina, estreptomicina y
gentamicina son antibidticos utilizados en salud humana para tratar

enfermedades de origen bacteriano (Sundin et al., 2016).
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Desde un punto de vista de manejo y de forma general, el antibiético mas eficaz
fue la gentamicina, seguido de la tetraciclina y la estreptomicina, con base en los
valores de CMI obtenidos y la reduccién de la probabilidad de crecimiento de las
bacterias al aumentar las concentraciones de antibiético. Sin embargo, la
eficacia de estos antibidticos debe determinarse bajo condiciones de campo,
donde influyen muchos factores que incluyen los componentes, combinaciones
y coadyuvantes de los productos comerciales disponibles en el mercado;
factores ambientales como la precipitacion, temperatura y radiacion ultravioleta;
factores de operacidon como las dosis, momentos, secuencias y equipos de
aplicacion; y los factores propios de cada cultivo como el tipo de planta y sus
caracteristicas estructurales y fisiolégicas (Al-Rimawi et al., 2019; Batuman
et al., 2024; Killiny et al., 2020). Ademas de los factores ambientales y de
operacion, los factores legales son los que determinan la disponibilidad de los
productos en los diferentes paises. Por ejemplo, en Costa Rica no existen
antibioticos registrados para su uso en el cultivo de tomate (SFE, 2024); sumado
a esto, en el 2022 se propuso un proyecto de ley ante la Asamblea Legislativa
bajo el nombre “Regulacién de plaguicidas altamente peligrosos para la salud y
el ambiente” que tiene por finalidad la prohibicion del uso de agroquimicos, en
donde se incluyen los antibiéticos gentamicina, estreptomicina, kasugamicina y
tetraciclina, y también prescribe una vigilancia continua sobre agroquimicos con
peligro potencial, en donde se incluye al antibiético validamicina. Encontrar
alternativas al uso de antibioticos para el manejo de enfermedades de origen
bacteriano y disminuir el desarrollo de resistencia es una necesidad en la
actualidad (Mann etal., 2021), sin embargo, muchas de las alternativas
existentes hoy en dia no son asequibles para los productores pequefios. Asi
mismo, eliminar el uso de antibidticos es una accion que no se debe tomar a la
ligera ya que es uno de los métodos principales, y en muchos casos el unico
método disponible con el que se cuenta para el control de las enfermedades de
origen bacteriano (Mann et al., 2021). Por esta razon, acatar las dosis y las
recomendaciones de aplicacion de cada producto es fundamental para reducir
el riesgo de desarrollo de resistencia, asi como la vigilancia continua para la

identificacién de cepas resistentes.
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Este estudio brinda una valiosa informacion sobre la sensibilidad de bacterias
patogénicas y no patogénicas aisladas de muestras de tomate, a los antibiéticos
de uso agricola utilizados con mayor frecuencia en Costa Rica. Si bien es cierto
que los estudios in vitro pueden diferir de la realidad en campo, los resultados
obtenidos sirven como la base para el disefio de investigaciones futuras que
permitan comprender la dinamica de los antimicrobianos en patosistemas
especificos, asi como ser un punto de comparacion con trabajos de invernadero
y de campo, ademas de servir como herramienta para la selecciéon de
ingredientes activos que sean eficaces para el control de las poblaciones de

organismos patogénicos.
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DISCUSION GENERAL

Este estudio comprendié un andlisis integral de las bacterias presentes en
plantas de tomate con sintomas de infecciones bacterianas provenientes de
varias localidades del Valle Central de Costa Rica. Las pruebas moleculares del
tejido sintomatico mediante la amplificacion de ADN con cebadores especificos
revelaron la presencia de géneros conocidos como Pseudomonas 'y
Xanthomonas, asi como especies asociadas a enfermedades importantes en
cultivos de tomate, como P. mediterranea, causante de la necrosis medular
(Catara et al., 2002); P. syringae pv. tomato, causante de la peca bacteriana
(Preston, 2000); y Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, causante
de la pudricién blanda (Charkowski, 2006). Adicionalmente, se observd la
coexistencia de estas especies fitopatdgenas en las plantas analizadas, lo que
podria traducirse en infecciones mixtas como se ha reportado en otros estudios
(Aiello etal., 2017; Caruso etal.,, 2016). Sin embargo, no se obtuvieron
aislamientos de estas tres especies, por lo que es necesario realizar muestreos
dirigidos a los sintomas caracteristicos de cada enfermedad para aislar e

identificar las cepas presentes en el pais.

El analisis de la comunidad bacteriana mediante la secuenciacion parcial del gen
16S ARNFr a partir de cultivos bacterianos aislados de tejido sintomatico reveld
la prevalencia de la clase Gammaproteobacteria, con Pseudomonas como el
género dominante. Este resultado coincide con diferentes estudios que
identifican esta clase y el género como uno de los mas abundantes en cultivos
de tomate (Dong et al., 2019; Kim et al., 2006; Lopez et al., 2020; Uribe-Lorio
et al., 2024). Dentro de la comunidad bacteriana también se identificaron
geéneros de importancia agricola que cuentan con especies con potencial como
agentes de control biolégico como Paenibacillus sp., Acinetobacter sp. y Pantoea
vagans (Afzal et al., 2019; Yuliar et al., 2015); ademas de bacterias asociadas a
la promocion de crecimiento en las plantas como Microbacterium sp. (Cordovez
et al., 2018), Advenella kashmirensis (Kuzmina et al., 2022), Glutamicibacter
halophytocola (Qin et al., 2018), Enterobacter asburiae (Ahemad & Khan, 2010),

Curtobacterium sp. (Patel et al., 2022), Pseudomonas azotoformans (Ansari
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et al.,, 2021), Stenotrophomonas geniculata (Ercole etal., 2024) y Serratia
nematodiphila (Dastager et al., 2011); por lo que un estudio para evaluar sus
propiedades benéficas seria muy enriquecedor y ayudaria a comprender mejor

los aspectos relacionados con la salud del cultivo.

Un aspecto esencial de este estudio fue la evaluacién de la patogenicidad y
virulencia de diversas cepas. La identificacion y comprobacion de la
patogenicidad de las cepas de Pseudomonas allivorans LTM 13.1.2, P.
flavescens LTM 14.2.2 y P. capsici LTM 78.3.2 como agentes causales de la
necrosis medular del tomate en Costa Rica es un registro de gran relevancia ya
que estas especies se suman a la lista de bacterias fitopatégenas presentes en
el pais. Asi mismo, este es el primer reporte que demuestra la capacidad de
causar la necrosis medular del tomate para estas tres especies. Lo anterior
resalta la importancia de la identificacion local de organismos patogénicos, ya
que, aunque el dafo causado por la necrosis medular depende mucho del
contexto de produccion (Blancard, 2013; Catara, 2007), las especies
involucradas pueden provocar diferentes sintomas en las plantas (Fullem et al.,
2024; Khanal et al., 2023; Kim et al., 2020; Zhao et al., 2021, 2022, 2023), lo que
conlleva a complicaciones en el manejo de las enfermedades, por lo que el
diagnéstico temprano es crucial para la implementacion de estrategias de

manejo efectivas.

Otro aspecto importante en este estudio fue que se evidencidé la prevalencia de
cepas con la capacidad de crecer en presencia de antibidticos comunmente
utilizados para el control de infecciones bacterianas en el pais. En particular,
23% de los aislamientos crecié en presencia de estreptomicina y tetraciclina de
forma individual, 85% present6 crecimiento en presencia de kasugamicina y
100% creci6 en presencia de validamicina. Estos resultados son alarmantes ya
que se suman a una larga lista de estudios referentes a la resistencia a los
antimicrobianos de uso agricola (Cérdova et al., 2022; Heuer et al., 2006; Lyu
et al.,, 2019; McGhee & Sundin, 2011; Rodriguez et al., 2006, 2007, 2008;
Scheck etal.,, 1996; Thompson & Sharkady, 2021; Uribe-Lorio et al., 2024;
Valenzuela et al., 2019). La capacidad de crecimiento en presencia de multiples

antibiéticos observada en 85% de los aislamientos evaluados resulta altamente
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preocupante, ya que la falta de opciones efectivas para el tratamiento de estas
infecciones podria comprometer la produccion de tomate en la region y plantea
un serio desafio para el manejo de las enfermedades de origen bacteriano. La
identificacion de cepas resistentes refuerza la necesidad de una gestion mas
estricta del uso de antibidticos en la agricultura y especialmente en paises
latinoamericanos (Uribe-Lorio et al.,, 2024), asi como la implementacion de

estrategias para reducir la resistencia bacteriana.

Este estudio proporciona informacion valiosa sobre la estructura de la
comunidad bacteriana y la diversidad de patdogenos que afectan al cultivo de
tomate en Costa Rica. Los resultados indican la necesidad urgente de desarrollar
estrategias de manejo integrado que incluyan el uso racional de antibiéticos o en
su defecto el reemplazo de estos por otros mecanismos de control, el monitoreo
continuo de las cepas resistentes y la implementacion de practicas agricolas que
limiten la propagacion de estas bacterias. El uso de métodos de control biolégico
acompanado de un mayor asesoramiento para los productores pueden ser
estrategias complementarias para reducir las pérdidas de rendimiento en los
cultivos. Ademas, el desarrollo de variedades tolerantes o resistentes a bacterias
fitopatdgenas podria ofrecer una solucion a largo plazo para mitigar el efecto de
las infecciones bacterianas en el cultivo de tomate. Los resultados de este
estudio proporcionan una vision integral sobre las bacterias fitopatégenas que
afectan al cultivo de tomate en Costa Rica, con énfasis en la diversidad
bacteriana, la patogenicidad de las cepas y el comportamiento frente a los
antibiéticos utilizados en el pais. La informacién obtenida puede contribuir a
mejorar las estrategias de control y manejo de las enfermedades, ademas de
servir como una herramienta para que los productores tomen decisiones

informadas dirigidas al manejo de infecciones bacterianas en sus cultivos.
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CONCLUSIONES

El género Pseudomonas fue el que se detectd con mayor frecuencia tanto
en pruebas de diagndstico con cebadores especificos a partir de muestras
de tejido, como en el analisis filogenético de las secuencias parciales del
gen 16S ARNr a partir de aislamientos puros.

Se detectd la presencia de especies fitopatdbgenas como Pseudomonas
mediterranea, P. syringae pv. tomato y Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum detectadas mediante la amplificacion de ADN con
cebadores especificos a partir de muestras de tejido.

Se determind que la comunidad de bacterias cultivables asociada a
muestras de tomate con sintomas de infecciones bacterianas estuvo
dominada por la clase Gammaproteobacteria, seguida de la clase
Actinomycetes. Ademas, se identificaron aislamientos de las clases
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria y Bacilli.

Se identificaron géneros y especies de interés por su importancia como
organismos asociados al control biolégico y a la promocion de crecimiento
en las plantas, como Paenibacillus sp., Acinetobacter sp., Microbacterium
sp., Glutamicibacter sp. y Pantoea vagans, mediante el analisis de
secuencias parciales del gen 16S ARNr.

Se identificaron tres cepas de Pseudomonas como agentes causales de
la necrosis medular en tomate: Pseudomonas alliivorans LTM 13.1.2, P.
flavescens LTM 14.2.2 y P. capsici LTM 78.3.2.

Se identificaron las cepas de Cedecea neteri LTM 72.2.1 y Pseudomonas
straminea LTM 78.2.1 como causantes de la decoloracion de tejido
interno en tomate.

El efecto de la necrosis medular sobre el crecimiento de las plantas no es
claro y se debe evaluar con mas detalle tomando en cuenta otras
variables de desarrollo y de rendimiento.

El crecimiento en presencia de los antibiéticos evaluados no estuvo
asociado a las caracteristicas de patogenicidad y virulencia de los

aislamientos.
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El antibidtico mas eficaz en las pruebas in vitro fue la gentamicina, ya que
todos los aislamientos presentaron zonas de inhibicion de crecimiento en
las pruebas de difusién en disco y valores de concentracion minima
inhibitoria por debajo del punto de quiebre para cepas susceptibles segun
el criterio utilizado.

La kasugamicina presentd valores de concentracion minima inhibitoria
mucho mayores en promedio, respecto a los antibidticos estreptomicina,
gentamicina y tetraciclina, y la proporcion de aislamientos que crecieron
en presencia de este antibiodtico fue de 84.62%.

La validamicina no presentd ningun efecto inhibitorio contra las cepas
evaluadas en ninguna de las dos pruebas in vitro.

Se identificaron tres cepas con crecimiento en presencia de la
estreptomicina, incluyendo la cepa de Pseudomonas allivorans LTM
13.1.2 categorizada como patogénica muy virulenta, y las cepas no
patogénicas de Pseudomonas sp. LTM 78.1.1 y Pantoea deleyi LTM
78.3.1.

La cepa de Pseudomonas flavescens LTM 14.2.2 y P. straminea LTM
78.2.1 categorizadas como patogénicas muy virulenta y virulenta,
respectivamente, no presentaron crecimiento frente a todos los
antibidticos, excepto la validamicina.

Se identificaron las cepas no patogénicas de Stenotrophomonas sp. LTM
78.2.3, Serratia sp. LTM 71.3.2 y LTM 74.3.1 con la capacidad de
crecimiento en presencia de tetraciclina.

Sin tomar en cuenta la validamicina, 46.15% de los aislamientos crecid
en presencia de multiples antibitticos, ya sea frente a estreptomicina-
kasugamicina o tetraciclina-kasugamicina. Al tomar en cuenta la
validamicina, la proporcion de aislamientos con crecimiento ante multiples

antibiéticos aumento al 84.62%.
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RECOMENDACIONES

Realizar los procedimientos consecutivos de colecta, cultivo, purificacion
y conservacion de aislamientos en un periodo inferior a cinco dias con el
fin de obtener la mayor cantidad de aislamientos viables posible y evitar
mutaciones debidas a exceso de pasajes en medio de cultivo o muerte de
aislamientos por almacenamiento inadecuado.

Utilizar medios de cultivo especificos para el crecimiento de géneros o
especies objetivo para facilitar el proceso de seleccién y purificacion de
aislamientos.

Utilizar métodos de caracterizacion bioquimica con sistemas
automatizados o semiautomatizados como el sistema VITEK® 2
solamente para la caracterizacién bioquimica y no para la identificacion
de los aislamientos debido a las limitaciones con que cuentan sus bases
de datos, especialmente para bacterias de origen ambiental. Incluso otros
sistemas como el Biolog™ que cuenta con una base de datos mas
robusta, en muchas ocasiones no es precisa debido a la gran diversidad
existente y al descubrimiento de nuevas especies.

En caso de identificar especies estrechamente relacionadas como
algunas especies del género Pseudomonas, se recomienda realizar un
analisis de secuencias multilocus con varios genes de mantenimiento
para obtener una mayor resolucion y discriminar entre las especies, o de
ser posible, realizar un analisis de genoma completo.

Realizar estudios dirigidos a evaluar el desarrollo de sintomas, incidencia
y severidad de las cepas de Pseudomonas allivorans LTM 13.1.2,
Pseudomonas flavescens LTM 14.2.2, Pseudomonas capsici LTM 78.3.2,
Pseudomonas straminea LTM 78.2.1 y Cedecea neteri LTM 72.2.1
durante todo el ciclo de produccién del tomate bajo condiciones de campo
para determinar su efecto en el rendimiento del cultivo, ademas de
identificar el rango de hospederos con pruebas en cultivos de interés en
el pais.

Realizar un analisis de genoma completo de las cepas patogénicas para

identificar genes de virulencia y genes de resistencia a antibioticos.
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Evaluar la eficacia de los productos comerciales de antibiéticos sobre las
cepas patogénicas identificadas en este estudio, bajo condiciones de
invernadero y de campo para determinar su efecto real en presencia de
factores ambientales y de cultivo propios de las zonas de produccion del
tomate en Costa Rica.

Evaluar la eficacia de alternativas a los antibidticos, como
microorganismos antagonistas sobre las cepas patogénicas identificadas
en este estudio, mediante pruebas de confrontacién in vitro, asi como la
respuesta a inoculaciones preventivas y post-inoculacion en condiciones
de invernadero y de campo.

A los productores se les recomienda utilizar todas las medidas culturales
disponibles para reducir las fuentes de in6culo y la dispersién del
patdgeno, asi como implementar monitoreos periddicos para la deteccidn
de infecciones bacterianas en sus fincas, y llevar un registro de todos los

productos, dosis y frecuencia de aplicacion.
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