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Pseudomonas syringae subsp. syringae (van Hall 1902)
Janse 1982

GENERALIDADES

El género Pseudomonas alberga 221 especies descritas, infecta un gran numero de
hospedantes agricolas como: citricos, peral, algunos frutales de hueso y algunas
gramineas. Pseudomonas syringae subsp. syringae es capaz de infectar alrededor de
180 especies de plantas, entre ellas almendro, cerezo, ciruelo, damasco, durazno, perales
y arandanos.

Al igual que en otras enfermedades bacterianas, el material propagativo y las plantulas
son la principal fuente de inoculo primario (Rodriguez, 2010), en campo puede
diseminarse por la presencia de insectos y por exudados que pueden ser diseminados a
nivel local por el salpique de agua, ya sea por el riego o la lluvia, y si existen vientos fuertes,
la bacteria puede dispersarse a grandes distancias.

INFORMACION TAXONOMICA
Pseudomonas syringae subsp. syringae (van Hall 1902) Janse 1982
Sinonimias

Pseudomonas syringae van Hall 1902 (Approved Lists 1980)
https://Ipsn.dsmz.de/species/pseudomonas-syringae

Nombres comunes

Cancro o tizéon bacteriano, Cancro bacteriano del ciruelo, del durazno, Mancha foliar,
Atizonamiento de la flor de peral y del arandano.

Posicion taxonémica

Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Pseudomonadales, Pseudomonadaceae,
Pseudomonas, Pseudomonas syringae subsp. syringae,

(Bergey's, 2017).

SINTOMAS

Los sintomas caracteristicos producidos por la infeccion de ésta bacteria incluyen:
manchas circulares, rojizas con halo amarillo en las hojas, atizonamiento de hojas y flores,



Mmuerte de ramas, cancros, exudados y lesiones en frutos. (Figura 1). La bacteria puede
introducirse al hospedante a través de estomas, nectarios, heridas producidas por el
manejo del cultivo, insectos o cualquier dano mecanico; una vez dentro, la bacteria
coloniza los tejidos y da lugar a las lesiones en donde se producen exudados (Figura 2).

Figura 1. Sintomas ocasionados por Pseudomonas syringae subsp. syringae.
Atizonamiento de las hojas en la imagen superior. Manchas foliares en
arandano imagen inferior (Tomada de
https://www.intagri.com/articulos/fitosanidad/manejo-de-enfermedades-
en-arandanos)



Figura 2. Exudados bacterianos en cerezo (Tomada de
https://www.redagricola.com/cl/dinamica-invernal-de-poblaciones-de-pseudomonas-syringae-
pv-syringae-en-yemas-de-cerezo))

DETECCION E IDENTIFICACION
Aislamiento a partir de tejido vegetal

La obtencion de cultivo puro de las Pseudomonas permite la verificacion de viabilidad y
patogenicidad de la cepa aislada. Para el aislamiento es importante la seleccion del
tejido vegetal, en caso de contar con hojas, ramas y frutos, seleccionar de preferencia
tejido fresco con manchas y la zona de avance de la infeccion. Realizar la técnica de
inmersion de tejido en agua destilada estéril y sembrar por estria cruzada en medio B
de King y Agar nutritivo.




Pruebas de patogenicidad. Las colonias purificadas se inoculan en hojas de tabaco y
rodajas de papa.

Pruebas bioquimicas. Pseudomonas syringae pertenece al grupo de las fluorescentes,
se recomienda realizar inicialmente las pruebas de LOPAT. P. syringae se ubica en el
GCrupo I: produccion de Levana (+), reaccion de oxidasa (-), pudricion de papa (-),
produccion de Arginina (-) e hipersensibilidad de tabaco (+), (Goszczynska et al,, 2000).
Para determinar las caracteristicas bioquimicas de las Pseudomonas, realizar las pruebas
del Cuadro 1.

Morfologia

Las Pseudomonas son bacterias Gram negativas, con un tamano que va de 0.5 -1 ym de
ancho por 1.5-4 ym de largo. Son moviles por uno o varios flagelos polares (Rodriguez,
2006 y Schaad, 2001). El género forma colonias blanco grisaceas, transparentes, blanco
lechosas y opacas, algunas generan pigmentos fluorescentes en medio B de King (Figura
3ayb).

a b

Figura 3. Morfologia colonial. a) Colonias de Pseudomonas syringae, circulares, opacas, blancas
con borde rugoso, observe la produccion de la pigmentacion fluorescente verde amarillo,
difusible en medio B de King. b) Colonias de Pseudomonas bajo luz UV observe la fluorescencia.



Cuadro 1. Pruebas bioquimicas para la caracterizacion de P. syringae

Prueba P. syringae
Gram -
Pigmentacion fluorescente +
Levana +
Oxidasa -

Hidrolisis de arginina -
Actividad pectolitica -
Hipersensibilidad en tabaco +
Crecimiento a 37 °C -
Nitrato a partir de N3 -
Hidrolisis de gelatina V

Utilizacion de:

2-ketogluconato +
Mannitol V
Geraniol -
Celobiosa -
Sorbitol +
Trealosa -
Sucrosa +
Meso-tartrato +
D(-)-tartrato -

D-arabinosa -
L-rhamnose -
D-aspartate -

Nucleacion del hielo +

(+) = reaccion positiva, (-) = reaccion negativa, ND (No determinada), V= variable

Tomado y traducido de: Schaad et al,, 2011



Prueba Serolégica ELISA

Se recomienda utilizar el kit comercial de la marca Nano Diagnostics LLC (BS19-K1) que
detecta a Pseudomonas syringae pv. Syringae. Se considera una prueba
complementaria. Nota: seguir las instrucciones del fabricante. Utilizar los controles
positivo y negativo que incluye el kit.

Interpretacion de resultados

Las lecturas se realizan cada 15 min después de adicionar el sustrato y los resultados se
interpretan de acuerdo a los siguientes criterios:

La reaccion se considera positiva (presencia de la bacteria) si la lectura de la densidad
Optica es mayor o igual a 3 veces el valor de la media del testigo negativo (muestra sana
o solucion amortiguadora). Si el testigo negativo presenta en promedio valores de
densidad optica menores de 0.03, solo se consideran positivas agquellas muestras con
densidades opticas mayores a 0.100.

Cuando solo uno de los pozos de las muestras es positivo y/o si la diferencia con su
repeticion es mayor o igual al 50% de su valor, la muestra debe procesarse nuevamente
para determinar la presencia de la bacteria.

Técnicas moleculares.

Se recomienda realizar la extraccion de DNA total con alguno de los siguientes kits
comerciales y seguir las instrucciones del fabricante.

e DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)
e PlantDNAzol™ Reagent

La extraccion de DNA total también puede realizarse con CTAB 2 %.

Nota: Se puede emplear algun otro protocolo de extraccion de DNA total, siempre y
cuando este cumpla con los pardmetros de calidad e integridad (Relacion Azeso/2s0 €ntre
1.8y 2.0y relacion Azopsoentre 2.0y 2.2).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR punto final es una variante de la PCR, en la cual, el producto final es visualizado
en un gel de agarosa, ésta proporciona evidencia cualitativa de la presencia de un
fragmento de DNA de interés en la muestra analizada.



Para la deteccion de las Pseudomonas se deben emplear los siguientes pares de
iniciadores Pseudomonas syringae subsp. syringae OWB575(S)/OWB576(A) (Margreet et
al, 2003), y Pseudomonas syringae Psy F/ Psy R (Guilbaud, et al. 2016), (Cuadro 2).

Cuadro 2. Secuencias de iniciadores empleados para la deteccién de Pseudomonas syringae y
Pseudomonas syringae subsp. syringae por PCR punto final

Temperatura
Nombre .
) _ o de Tamafo
Bacteria Tipo del Secuencia (5™ - 37) ) )
o alineamiento (pb)
iniciador s
(O
Psy F
Sentido ATGATCGCAGCGGCGACAAG
P. syringae 61 144
Antisentido Psy R GCTCTTGAGGCCAAGCACT
Sentido OWB575
P. syringae (S) AACTCAAAAACACCTTGCGGC
58 303

subsp. Antisentido OWB576
syringae (A) CCTCGGTTGTTCGAAGTGGT

Se recomienda preparar la mezcla de reaccion de acuerdo a lo indicado en el Cuadro 3,
se deben realizar dos repeticiones por muestra por reaccion. Las condicionesy programa
de amplificacion (Cuadro 4) se debe elegir de acuerdo con el par de iniciadores

empleados.

Cuadro 3. Preparacion de la mezcla de reaccion para la PCR punto final

Concentracion Concentracion Volumen

REREeE inicial final (pL)
Buffer PCR 10X 1X 25
MgCl, 50 mM 1.5 mM 0.75
dNTP 10 mM 016 mM 0.4
Iniciador sentido 10 uM 0.4 uM 1.0
Iniciador 10 uM 04 uM 1.0
antisentido
Taq DNA Pol 5 U/uL 0.06 U/uL 03
DNA 20 - 50 ng/uL 4 -10 ng/uL 5.0
Agua grado biologia molecular - - 14.05
Volumen final 25




Cuadro 4. Programa de amplificacion para los
iniciadores PsyF/PsyR y OWB575(s)/OWB576(A)

Temperatura Tiempo Ciclos
94 °C 4 min 1
94 °C 30s

* 30s 35
72°C 45s

72°C 10 min oo

*La temperatura de alineamiento para cada par de iniciadores se especifica en el Cuadro 2

Al concluir el programa de termociclaje, correr los productos de PCR mediante
electroforesis durante 60 min a 95V en un gel de agarosa 1-1.5 %, sumergido en buffer
TAE 1X. Finalmente, observar el gel en un transiluminador de luz UV, tomar la fotografia,
anotar los datos de la muestra y guardar la imagen.

Controles para las pruebas moleculares
En todos los ensayos de PCR punto final es necesario incluir los controles con una
repeticion:

Control positivo: provee un patron de referencia con el cual comparar los resultados
positivos de las muestras, en caso de haberlos. El control positivo esta conformado por
una concentracion conocida de DNA gendmico o DNA plasmidico.

Control negativo de matriz: corresponde a DNA extraido de tejido vegetal sin P. syringae
subsp. syringae. Asegura que no exista reaccion cruzada con la matriz o contaminacion
durante la extraccion.

Control negativo de reactivos: material que contiene todos los componentes de la
reaccion, pero sin acidos nucleicos adicionales a los oligonucleotidos. Permite descartar
falsos positivos y contaminantes en la reaccion de PCR.

Interpretacion de resultados de PCR punto final
Los resultados seran validos solamente bajo los siguientes criterios:

El control positivo con el par de iniciadores Psy F/Psy R, debe generar un amplicon de
144 pb (Figura 4).

El control positivo con el par de iniciadores OWB575 (S) y OWB576 (A), debe generar un
amplicon de 303 pb (Figura 5).

Los controles negativos de reactivos y de matriz no deberan presentar amplificacion en
ninguno de los ensayos de PCR.
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Figura 4. Productos de PCR con los iniciadores Psy F/Psy R. Marcador
molecular (MM) 1 Kb Plus DNA Ladder (marca Invitrogen). 1y 2) Control
negativo. 3 y 4) Control positivo. 5y 6) Muestras. Amplicon esperado de
144 pb
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Figura 5. Productos de PCR con los iniciadores OWB575(S)/OWB576 (A).
Marcador molecular (MM) 1 Kb Plus DNA Ladder (marca Invitrogen). 1y 2)
Control positivo. 3 y 4) Control negativo. 5 y 6) Muestras. Amplicon
esperado de 303 pb



Identificacion del patégeno

Para reportar la identificacion de la bacteria Pseudomonas syringae pv. syringae, es
necesario la deteccion en conjunto de las siguientes pruebas: aislamiento de |la bacteria
y pruebas LOPAT, prueba de ELISA positiva y amplificacion positiva del ensayo de PCR
punto final.

Como prueba de corroboracion, se sugiere secuenciar el fragmento obtenido en el
ensayo de PCR punto final, a partir del extracto de DNA de cultivos puros.

Conservar las muestras de acuerdo a su Sistema de calidad, en caso de resultados
positivos: evidencia fotografica de sintomas y signos, preservacion del tejido vegetal y
acidos nucleicos. Registro de resultados de pruebas moleculares (geles).

Reqguerimientos para corroboracion: Informe técnico, muestra problema, acidos
nucleicos con valores de calidad y concentracion, fotografia de geles, secuencias
genéticas generadas por el secuenciador y su respectivo electroferograma, asi como
evidencia de alineamiento y/o andlisis filogenético cuando aplique.
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AVISO

La metodologia descrita en la presente ficha técnica para la deteccion de Pseudomonas
syringae subsp. syringae, tiene un sustento cientifico que respalda los resultados
obtenidos al aplicarlo. La incorrecta implementacion o variaciones en la metodologia
especificada en este documento de referencia pueden derivar en resultados no
esperados, por lo que es responsabilidad del usuario seguiry aplicar el procedimiento de
forma correcta.

Forma recomendada de citar

SENASICA. Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria. 2021.
Ficha técnica para el diagnostico de: Pseudomonas syringae subsp. syringae. Tecamac,
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