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 Resumen

Ralstonia solanacearum, en Venezuela, ha venido señalándose como un
patógeno que afecta cultivos de Solanaceae. Se realizó un estudio para determi-
nar la forma de invasión de la bacteria en tejidos de tallos de tomate
(Lycopersicon esculentum) , usando microscopia óptica y electrónica. Se utiliza-
ron plantas de tomate de la variedad Río Grande de 45 días de edad realizando
heridas en la base del tallo y raíces. Luego inoculadas con una suspensión
bacteriana ajustada a 109 cel/ml, aplicándola sobre el suelo. Plantas testigos
fueron tratadas con agua destilada estéril. Se tomaron muestras de la parte
media del tallo a los ocho y 12 días después de la inoculación. Para microscopía
óptica, las secciones de tallos fueron colocadas en solución FAA. Se realizaron
cortes a mano alzada y el tejido teñido con azul de toluidina y anilina. Para
microscopía electrónica las muestras fueron fijadas en glutaraldehído y en
tetraóxido de osmio. Se hizo una deshidratación con una serie de etanol y las
muestras embebidas en resina, cortadas con un ultramicrótomo y teñidas con
acetato de uranilo y citrato de plomo. Los resultados con microscopía óptica
mostraron la invasión bacterial en el xilema y floema. La invasión ocurrió prin-
cipalmente en los vasos de mayor diámetro. Observaciones en microscopía elec-
trónica, muestran que la invasión también ocurre en las células parenquimáticas
que están cercanas al tejido conductor, en esta región, también fueron observa-
das tílides, cuya presencia podrían interpretarse como una respuesta de la planta
al ataque de la bacteria.
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Introducción

Ralstonia solanacearum, es un
patógeno de gran importancia en las
zonas tropicales y subtropicales, ya
que afecta una gran diversidad de
cultivos incluidos solanaceas como el
tomate (Lycopersicon esculentum L.
Mill), berenjena (Solanum melongena
L.), papa (Solanum tuberosum L.),
tabacco (Nicotiana tabacum L.) así
como también bananos (Musa spp.),
maní (Arachis hipogea L.), plantas or-
namentales como heliconias
(Heliconia sp.), entre otros (1, 14, 21).
En estos cultivos, causa la enferme-
dad conocida como marchitez
bacteriana.

Según Colombo, (4), cuando la
bacteria afecta los cultivos de un país,
región o zona, las posibilidades de di-
seminación son múltiples, como sue-
lo infectado, aguas, labores cultura-
les, etc., ya que es un patógeno del
suelo y tiene la capacidad de persistir
en él, aún sin el hospedante específi-
co. Dicha capacidad va a depender de
la raza presente, lo que dificulta la
aplicación de medidas de control efi-
cientes.

En Venezuela, esta bacteria se
ha señalado causando problemas en
papa en el estado Lara (2, 6), Monagas
(19), Mérida (7). En tomate (11, 17),
encuentran a R. solanacearum en los
estados Aragua, Carabobo, Cojedes,
Yaracuy y Guárico. También es seña-
lada en bananos (21).

Modo de acción y localización
La bacteria invade los tejidos

vasculares de la planta, a través de las
raíces con heridas o aberturas natu-
rales, originadas por la emergencia de

raíces secundarias (13). El xilema pre-
senta células en forma de tubos deno-
minados traqueas y traqueidas, con
paredes lignificadas y perforaciones
laterales (punteaduras), que permiten
el transporte del agua en forma ascen-
dente y en forma lateral hacia otros
tejidos (5, 20). En este flujo de agua a
través de los vasos se han localizado
patógenos que disminuyen la circula-
ción de agua y como consecuencia pro-
ducen marchitez en la planta (20).

Las observaciones al microscopio
de luz, de tejidos de tallos de tomate
han mostrado la presencia de masas
bacterianas, densamente teñidas en el
xilema (9, 18). En observaciones al mi-
croscopio electrónico de transmisión, se
detectó la presencia de la bacteria en el
xilema primario, pero no en el secun-
dario de un material resistente, mien-
tras que en el material susceptible se
observó tanto en xilema primario como
secundario (9,18). La colonización
bacteriana del tallo resulta en un
empardecimiento del xilema, epinastia
foliar y marchitez letal generalizada (3).

La invasión de un solo haz late-
ral en el peciolo de una hoja de toma-
te, produce decaimiento (epinastia),
mientras la invasión de todos los ha-
ces produce el marchitamiento. Cuan-
do resultan invadidos los haces
vasculares del tomate, se presenta una
tendencia a formar raíces adventicias
que se desarrollan en el tejido, preci-
samente en la parte exterior del haz
invadido. El marchitamiento, según se
cree, es debido a la obstrucción mecá-
nica gradual de los vasos del xilema,
pero también pudiera ser que las ma-
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terias tóxicas producidas por el pató-
geno pudieran suplir a los factores fí-
sicos en la producción de síntomas (16).

En esta investigación se plantea

determinar la forma de invasión de
R. solanacearum en tejidos de tallos
de tomate. Avances de esta investi-
gación ya han sido presentados (12)

 Materiales y métodos

Material vegetal utilizado:
Para realizar el ensayo se utilizaron
18 plantas de tomate de la variedad
Río Grande de 45 días después del
transplante, las cuales fueron sem-
bradas a razón de dos plantas por
envase en un medio que contenía una
relación 3:1 de arena y tierra estéril,
fueron mantenidas en condiciones de
umbráculo hasta la inoculación. Esta
variedad es tolerante al ataque de R.
solanacearum (15)

Inoculación: se utilizaron cul-
tivos bacterianos de R solanacearum
de 48 horas de crecimiento en el me-
dio YCA (agar carbonato de calcio ex-
tracto de levadura), se hizo una sus-
pensión ajustada a una concentración
de 108 cel/ml con el tubo número 3 de
la escala de Mc. Farland. Para la ino-
culación se realizaron heridas en las
raíces y parte basal del tallo de las
plantas con un escalpelo, se aplicó la
suspensión bacteriana al suelo, hume-
deciéndolo bien. Por cada tratamien-
to se utilizaron 6 plantas y dejadas 6
plantas testigos las cuales fueron tra-
tadas de igual forma pero humedeci-
das con agua destilada estéril. Una
vez realizada la inoculación, las plan-
tas fueron dejadas en cámara húme-
da por 48 horas, luego pasadas a
umbráculo y regadas diariamente. El
ensayo fue realizado en el mes de ju-
lio donde se registró en el umbraculo
una temperatura mínima de 20ºC y

máxima de 32 ºC. La humedad relati-
va fue mayor de 66%.

Toma de muestras: A los 8 y
12 días de la inoculación, se tomaron
6 muestras de tallos tanto de las plan-
tas inoculadas como de los testigos.
Por cada planta se cortaron dos
entrenudos de la parte media.

Microscopía óptica: se corta-
ron secciones del entrenudo del tallo
de 3 cm y se colocaron en solución FAA
(etanol, acetona y ácido acético en vo-
lúmenes de 90, 5 y 5 ml respectiva-
mente). Las muestras fueron conser-
vadas en esta solución hasta su pro-
cesamiento. Luego se prepararon lá-
minas con cortes transversales y
longitudinales a mano alzada, se
tiñeron con azul de toluidina y azul
de anilina al 5% fueron mantenidos
hidratados en agua-glicerina (1:1).
Láminas procesadas se examinaron
en un microscopio binocular Leitz.
Posteriormente se tomaron fotogra-
fías de las preparaciones con los obje-
tivos 4,10 y 40x, mediante una cáma-
ra acoplada al microscopio.

Microscopía electrónica de
transmisión: se cortaron 12 porcio-
nes de tallos de aproximadamente 1
mm2, se fijaron en glutaraldehído al 2%
en buffer fosfato 0.1 M, pH 7.0 por 2
horas en condiciones de laboratorio y
post fijados en 2% de tetraóxido de
osmio en el mismo buffer por 2 horas a
4ºC. Después se realizó la deshidrata-
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ción con etanol en serie creciente (50,
70 y 95%) 15 minutos cada una, luego
fue pasado dos veces por etanol al
100% por 15 minutos. Posteriormente
de la deshidratación las muestras fue-
ron embebidas en resina mas óxido de
propileno en una relación 1:1 por 1/2
hora, luego en la misma mezcla pero
en proporción 3:1 toda la noche. Des-
pués se realizaron dos cambios en re-
sina pura (EPON LX12), el primer

cambio se dejó toda la noche y el se-
gundo 1/2 hora, se incluyó en los mol-
des y se dejó 48 horas en estufa a 60ºC.
Se realizaron cortes finos del material
con una cuchilla de diamante, en un
ultramicrótomo, los cuales fueron re-
cogidos en rejillas cubiertas con mem-
branas de colodion y teñidas con
acetato de uranilo al 2% y citrato de
plomo. Posteriormente fueron observa-
das en un microscopio Hitachi 300.

 Resultados y discusión

Las plantas, comenzaron a mos-
trar síntomas a los 5 días de la inocu-
lación. Los síntomas se iniciaron con
un amarillamiento de las hojas
bajeras que luego se extendió a las
hojas más nuevas. Posteriormente se
observó marchitamiento total. Estos
síntomas se corresponden con los se-
ñalados por muchos autores para R.
solanacearum (1, 4, 8). En las plan-
tas testigos no se observó ningún tipo
de síntoma.

Microscopia óptica
En las observaciones realizadas

al microscopio de luz, de los cortes
transversales del tallo, correspondien-
tes a las plantas testigos de ocho y
doce días después de la inoculación
(figura 1A), se muestra la anatomía
del sistema vascular (xilema y floema)
donde el xilema está formado por va-
sos de diferentes diámetros, donde los
de mayor diámetro están ubicadas en
el xilema primario. Hacia la parte in-
terior del tallo, este cilindro vascular
encierra un tejido parenquimático
médular. Los orificios de los vasos se
observan limpios, sin ningún tipo de
obstrucción. Igualmente ocurre en la

sección longitudinal (figura 1B), don-
de no se observa ninguna obstrucción
o daño en las células básicas que con-
forman el xilema.

En las observaciones de los cor-
tes transversales (figuras 1C) de ta-
llo, correspondientes a las plantas
ocho días después de inoculadas, se
observaron pocas masas bacteriales
en los vasos de mas reciente forma-
ción (xilema secundario) y en los va-
sos del xilema primario. También se
observa en la figura 1C, una gran can-
tidad de puntos de color azul oscuro
en las células del floema que denota
la presencia de masas bacteriales. En
los cortes longitudinales (figura 1D),
no se observó la presencia de esas
masas bacteriales. Esto último puede
ser debido a que la infección es inci-
piente por lo que no se evidencia en
los cortes realizados.

En los cortes transversales de
las plantas inoculadas a los doce días,
(figura 2A), se observa un sector del
anillo vascular (xilema primario) con
una mayor cantidad de vasos obstrui-
dos por las masas bacteriales. Estas
masas, se presentan con mayor den-
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Figura 1. Cortes transversales y longitudinales de tallos de tomate a
los 8 días después de la inoculación. A: testigo corte
transversal. B: testigo corte longitudinal. C: corte transversal
del tallo, se observa en el parenquima (P) masas bacteriales
teñidas de color oscuro. Vasos de xilema primario (V) corteza
(C) y parte del floema. D: cortelongitudinal del tallo inoculado
con R. solanacearum. Xilema (X). Médula (M). Floema (F)
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sidad y frecuencia en los vasos de
mayor diámetro, ocupando todo el vo-
lumen del mismo (figura 2B y 2C).

En los cortes longitudinales, se
observa una obstrucción completa a lo
largo de los vasos mas desarrollados,
mientras que en los de menor desarro-
llo, se observan solo porciones o trechos
del vaso taponado y puntos de color os-
curo en la región del floema (figura 2D).

El estudio al microscopio de luz
reveló la presencia de masas
bacteriales, observadas de un color
azul oscuro, que se localizaron en los
haces conductores de mayor diámetro
sobre todo los que corresponden al
xilema primario. Las masas

bacteriales, corresponden a R.
solanacearum, esto corrobora lo seña-
lado en la literatura de que la bacte-
ria se aloja en el tejido conductor, prin-
cipalmente en el xilema (1, 10).

Los tejidos de las plantas
muestreadas a los ocho días de la ino-
culación, presentan una ligera tinción
en las células del parenquima perte-
necientes al tejido conductor y células
de la corteza cercanas al mismo, lo que
indica la presencia de la bacteria en
esos tejidos. El paso de la bacteria des-
de los vasos del xilema al parenquima,
pudiera explicarse con lo señalado por
Nakaho, y colaboradores (18) de que
las bacterias disuelven las paredes la-
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terales y pueden pasar de una célula a
otra en ese tejido.

El hecho que sean los vasos con-
ductores (xilema) de mayor diámetro
(que llevan un flujo importante de
agua a la planta) los que presentan
estas masas bacterianas, indica que
el movimiento de la bacteria es a tra-
vés del flujo del agua y primeramen-
te en forma ascendente. La obstruc-
ción de los vasos de mayor diámetro
trae como consecuencia una marchi-
tez fisiológica por estrés hídrico (1).
Los órganos de la planta que requie-
ren mayor volumen de agua para la
función fotosintética son las hojas, por
lo tanto el amarillamiento general-
mente comienza por ellas.

Microscopia electrónica de
transmisión.

En los cortes de tejidos de plan-
tas sanas (testigos), vistos al micros-
copio electrónico de transmisión, las
células parenquimáticas del tejido
conductor se observan túrgidas y no
presentan daño ni presencia de bac-
terias (figura 3A), mientras que en las
células parenquimáticas de las plan-
tas inoculadas (figura 3B), se obser-
van menos túrgidas, hay la presencia
de bacterias, y segmentos de la pared
celular mas reducidos o delgados (fi-
gura 4A y 4C).

En las figuras 4A, 4B, se obser-
va la presencia abundante de bacte-
rias en células parenquimáticas. En

Figura 2. Cortes transversales y longitudinales de tallos de tomate a
12 días de inoculados..A: zona de los vasos de Xilema primario
(V) mostrando masas bacteriales. B: detalle del xilema . C:
vasos obstruidos (V). D: corte longitudinal mostrando el
xilema taponado (áreas coloreadas de color intenso) y
también parte del floema (F).
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Figura 3. Células del tejido conductor, vistas al microscopio electrónico
de transmisión. A: células del parénquima de plantas testigos
(P: parénquima). B: células del parénquima de plantas
inoculadas 12 días donde se observa la presencia de bacterias
(b: bacteria) (PC: pared celular).
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las paredes de estas células, hay la
presencia de tilides (protuberancias
de la membrana, en forma globosa que
se proyectan hacia el interior de las
células) que impiden la comunicación
entre células vecinas a través de las
punteaduras (figuras 4C). En algunos
segmentos de la pared celular se pre-
senta desintegración de la misma (fi-
gura 4A y 4C).

En este trabajo no se observó
deterioro de las punteaduras como lo
señala Nakaho, et al. (18), no obstan-
te es probable que esto ocurra, pero
debido al poco número de muestras
procesadas, no se pudo observar.

La presencia de bacterias, tan-
to en los vasos del xilema como en las
células del parenquima observadas en
este trabajo, también es señalado por
Grimault et al (9), lo que denota que
la sintomatología que se manifiesta en
las plantas afectadas en este caso

marchitamiento, se debe, principal-
mente a la obstrucción por parte de
la bacteria del sistema conductor.

En esta investigación, también
se observó la presencia de tilides, es-
tructuras, que según la literatura (1),
su formación está asociada a un trau-
ma producido en la planta ya sea por
patógenos u otro factor. Grimault y
colaboradores (9) encontraron, en
comparaciones de materiales de toma-
te resistentes y susceptibles a R.
solanacearum, que los materiales re-
sistentes formaban tilides al ser ino-
culados con la bacteria, mientras que
en los cultivares susceptibles estas
estructuras, no se formaban. En nues-
tro caso, el material utilizado se con-
sidera tolerante a la enfermedad (15),
por lo tanto es posible que la forma-
ción de la tilides, esté asociado con una
respuesta de la planta a la bacteria.
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Por microscopia óptica se com-
probó la invasión del tejido conductor
(xilema y floema) por R. solanacearum

La invasión ocurre principalmen-
te en los vasos de mayor diámetro que
corresponden al xilema primario.

Mediante la microscopia electró-
nica de transmisión se verificaron los
resultados obtenidos por microscopia

óptica, constatándose que además de
los vasos conductores, la invasión de
R. solanacearum, tambien ocurre en
las células parénquimaticas y
floemáticas del tejido conductor.

Se observó la presencia de tilides
en las células parenquimáticas, las
cuales pueden estar asociadas a una
reacción de la planta a la bacteria

Figura 4. Células del tejido conductor, vistas al microscopio electrónico
de transmisión. A: células del parénquima (P) invadidas por
bacterias (b) se observa colapso de la pared celular (PC). B:
células del parénquima invadidas por bacterias (b). C:
presencia de tilides (T)
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Conclusiones
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